Dosis-Wirkungskurve fur abteilungsinterne biologische Dosimetrie
in der Nuklearmedizin

am Anwendungsbeispiel der Radiosynoviorthese

Inauguraldissertation
zur Erlangung des Grades eines Doktors der Medizin
des Fachbereichs Medizin

der Justus-Liebig-Universitat Giel3en

vorgelegt von Binz, Sandra Doris, geb. Kohlhoff
aus Detmold

GielRen 2012



Aus dem Medizinischen Zentrum fur Radiologie
Klinik fur Nuklearmedizin
der Universitat GieRen und Marburg GmbH, Standort Giel3en

Leiter: Prof. Dr. Dr. Richard Bauer

Gutachter: PD Dr. Rigobert Klett

Gutachter: Prof. Dr. Frank Grinwald

Tag der Disputation: 07.05.2013



Dr. med. H. Siecke,
meinen Eltern und meinem Bruder

gewidmet



Inhaltsverzeichnis |

Inhaltsverzeichnis
I =1 =Y 1 ¥ o T 1
1.1 EINFUNRIUNG oo e 1
1.2 lonisierende Strahlung............ ... 1
1.3 Chromosomenaberrationen ..............ooccuiiiiiiiiiiiiii e 3
1.4 Biologische DOSIMELIi€ ......uciiiiieiiiieicee e 4
1.5 Periphere Blutlymphozyten ... 6
1.6 Fluoreszenz-in-situ-HybridiSiErung..............cccueeeuiiiiiiiiiiiiieees 7
1.7 PAINT-ProtOKOI......coiiiiiiie e 8
1.8 Radiosynoviorthese des Kniegelenkes mit Yttrium-90 .............ccccccuvuvnnnns 11
1.9 ZICISEIZUNG ...t 13
7 {151 1 3 o Yo 1] 15
2.1 Biologische DOSIMEIrie ..........uuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 15
2.1.1 In-vitro-Bestrahlung der Blutlymphozyten ..........cccccccvviiiiiiiininnnnn. 15
2.1.2 Kobalt-60-Dosis-WirkungsKurve ...........cccoouiiiieiiiiii e e e 15
2.2 Metaphasenpraparation..........cccoo i 16
2.21 BlIUtgeWinnNUNG........ccoooiiiiiiiii 16
2.2.2 Lymphozytenisolation mittels Dichtegradientenzentrifugation........ 16
2.2.3  ZElKURUL ..o 17
2.2.4 Chromosomenpraparation............ccccceevuiuuiiiiieeesiiiiiee e 17
2.3 Fluoreszenz-in-situ-HybridiSiErung................uuuueeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeees 18
2.3.1 Verwendete SONAeN..........cooiiiiiiiiiiiii e 18
2.3.2 DurchfUhrung ..o 18
2.4 Quantifizierung der Chromosomenaberrationen ...............cccccuvvveveiinnennnnns 20
2.5 PatientenKOlEKLIV. ..........uuiiiiiiiiiiiiiii 21
2.6 RadioSyNOVIOMNESE .........uuiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 21
2.6.1 RSO-DUrchflRrung.........ccoeeiiiiiiiiiiiiee e 21
2.6.2 Aktivitatsabtransport...........oooiiii e 22
2.7 statistische Hilfsmittel .............oooiiii e 24
3 ErgebnisSSe ... 25
3.1 Kobalt-60-Dosis-WirkUNgSKUIVE.............ccviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 25
3.2 Biologische Dosimetrie am Patientenkollektiv.............cccccovviiiiiiiiiiiiinnnnnn. 27
3.3 Aktivitatsabtransport ...........oooviiiiiiiiiiiiiiie 29
4 DiSKUSSION ...cooiiiiiiiiiiiirir 31

4.1 CRIOMOSOMEN .. .c.eeeeee e e e e 31




Inhaltsverzeichnis 1l

4.2 Zytogenetischer ENdpunkt ..o 32
4.3 DoSiS-WirkUNGSKUINVE ... .. 35
4.4 Relative biologische Wirksamkeit............cccooveiiiiiiiiiii e 37
4.5 Chromosomenaberrationen nach RSO unter Berlicksichtigung des
AktivitatsabtranSportes. ... ... coov i 38
4.6 Biologische DOSIMELHE ......ccooeiiiiiiiicee e 41
4.7 SchlussfOIgErUNGEN ......vue e 47
5 ZusammenfasSUNQ........ccccieemeiiiiiiiiiinriesss s e s 49
6 SUMMANY ... s 52
7 AbKUrzungsverzeiChnis ............ccciiiiiiiciccccccr e 55
8 AbbildungsverzeiChnis ..o 57
9 TabellenverzeiChnis ... 58
10 LiteraturverzeiChnis ... nnnas 59
Ehrenwortliche Erklarung.........ooooeeeciiiiiiiieeeccccs s es s s e e e e e ennnas 67

[ F= 141 €= Vo [T o R 68




Einleitung 1

1 Einleitung
1.1 Einfuhrung

Im Bereich der nuklearmedizinischen Diagnostik wird die Strahlenexposition mit einer
mittleren effektiven Dosis von 0,13 mSv pro Einwohner im Vergleich zu der Rdntgen-
diagnostik (1,6 mSv 1996, 1,8 mSv 2001) zunachst als eher gering eingestuft. Bei je-
doch ca. 3,8 Millionen Radionuklidanwendungen pro Jahr, entsprechend etwa 47 Un-
tersuchungen auf 1000 Einwohner [1], ist das Interesse an der biologischen Dosimetrie
im Bereich der Nuklearmedizin grof3, denn die Applikation von Radiopharmaka wirft
immer wieder Fragen nach einer Strahlenbelastung mit daraus resultierenden zyto-

genetischen Schaden und nachfolgendem méglichen Tumorrisiko auf.

Mittels biologischer Dosimetrie kann die mutagene Wirkung einer Strahlung auf zellula-
rer Ebene erfasst werden, wobei das Ausmal} des biologischen Effektes in Abhangig-
keit zu der Strahlendosis steht. Die mittels biologischer Dosimetrie durchgefihrte
Dosisabschatzung nach einer Strahlenexposition dient der Nutzen-Risiko-Abwagung

nuklearmedizinischer diagnostischer und therapeutischer Malihahmen.

1.2 lonisierende Strahlung

Die im Rahmen medizinischer MaRnahmen eingesetzten radioaktiven Stoffe und die
Roéntgenstrahlung sind Quellen ionisierender Strahlung und besitzen genigend Ener-
gie, um beim Durchtritt durch Materie entlang ihres Strahlengangs Elektronen aus
Atomen herauszulésen und somit elektropositive lonen entstehen zu lassen, welche
ihrerseits durch ihre besondere Reagibilitdt und Instabilitat radiochemische Reaktionen
in Gang setzen. Durch die lonisations- und Anregungsprozesse wird in der bestrahlten
Masse innerhalb von 10 bis 18 Sekunden eine Energiedeposition bewirkt [2]. Die, auf
die Materie Ubertragene Energie pro Masseneinheit (J/kg), wird als die Energiedosis
Gray (Gy) bezeichnet und ergibt pro Zeiteinheit die Energiedosisleistung (Gy/sec). Die
Energie, welche vom Priméarstrahl auf das Zielvolumen pro Wegstrecke Ubertragen
wird (keV/um), ist ein indirektes Maf fur die Zahl der lonisationen pro Wegstrecke und
definiert sich durch den linearen Energietransfer (LET). Bei einem LET groRer 10
keV/um wird von dicht ionisierender Strahlung (high-LET Strahlung, Neutronen- und
Alphastrahlung), bei einem Wert kleiner 10 keV/um von dunn ionisierender Strahlung
(low-LET Strahlung, Gamma-, Beta- und Réntgenstrahlung) gesprochen. Bei der dicht
ionisierenden Strahlung liegt die Abfolge der lonisationsprozesse dicht beieinander, so
auch die resultierenden Schaden, und sie ist daher bei gleicher Energiedosis biolo-

gisch wirksamer als die dinn ionisierende Strahlung [3].




Einleitung 2

Diese unterschiedlichen biologischen Effekte der Strahlungsarten werden durch die
relative biologische Wirksamkeit (RBW) ausgedriickt, indem die Energiedosis einer
Referenzstrahlung (250 kV Réntgenstrahlung oder KobaIt-60-(6OCo-)Gammastrathng)
mit der Energiedosis der Teststrahlung, welche erforderlich ist, um unter sonst gleichen
Bedingungen am gleichen biologischen Objekt den gleichen biologischen Effekt zu

erzielen wie mit der Energiedosis der Referenzstrahlung, ins Verhaltnis gesetzt wird:

Energiedosis der Referenzstrahlung

RBW der Teststrahlung = Energiedosis der Teststrahlung

[4]. Um im Strahlenschutz diese unterschiedlichen biologischen Risiken von Strahlun-
gen Dberlcksichtigen zu koénnen, wurde =zur vereinfachten Handhabung ein
Strahlungswichtungsfaktor fir jede Strahlungsart eingeflihrt und betragt fir Beta-,
Gamma- und Roéntgenstrahlung 1 und fir Alphateilchen 20. Somit wird der Alphastrah-
lung eine 20-fach groRere biologische Wirkung zugeschrieben als der Betastrahlung
[4]. Wahrend die low-LET Strahlung ihren biologischen Effekt Giberwiegend durch eine
indirekte Strahlenwirkung verursacht, entsteht das biologische Schadensausmal der
high-LET Strahlung haufiger durch eine direkte Strahlenwirkung [4], indem lonisations-
prozesse an Proteinen oder Nukleinsauren zu einer direkten Bindungsaufbrechung der
DNA unter Freisetzung von Energie fuhren und somit Mutationen oder den Zelltod zur
Folge haben. Bei dieser direkten Strahlenwirkung erfolgt die Energieabsorption unmit-
telbar im biologischen Molekil und die Trefferzahl der ionisierenden Strahlung steigt
mit ihrer Dosis [2, 4]. Bei der indirekten Strahlenwirkung hingegen, resultiert aus einem
physikalischen Primareffekt ein chemischer Sekundareffekt. Da der Korper in einem
hohen Prozentsatz aus Wasser besteht (80 %), spielen die radiochemischen Reakti-
onsprodukte des Wassers hierbei eine besondere Rolle. Durch das Herauslésen eines
Bindungselektrons aus einem Wassermolekil (Radiolyse) entstehen freie Radikale und
sekundar Peroxyradikale, welche chemische Veranderungen von Molekularstrukturen
bedingen kdnnen. Es gilt, je héher der Wassergehalt einer Zelle, desto héher ist die
Bildung freier Radikale [2, 4]. Unter Gegenwart von Sauerstoff (O2) kommt es zu weite-
ren Radikal- und Peroxidbildungen, weshalb die Strahlenwirkung in sauerstoffreichen
Geweben verstarkt ist und daraus eine hdhere Strahlenempfindlichkeit von Gewebe mit

guter Sauerstoffversorgung resultiert (oxygen enhancement ratio) [4].

Uber diese Wirkungsmechanismen ionisierender Strahlung besteht im Umgang mit
radioaktiven Stoffen im Rahmen eines medizinischen Behandlungskonzepts fir den
Patienten und fir den Anwender bei einer Strahlenexposition die Gefahr deterministi-

sche oder stochastische Strahlenschaden zu erleiden. Bei sehr hohen Strahlendosen,
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die in kurzer Zeit einwirken, kénnen durch die energiereiche Strahlung so viele Zellen
im Gewebe zerstort werden, dass es zu Organschaden wie beispielsweise verbren-
nungsahnliche Hautschaden, Katarakt der Augenlinse oder Stérungen der blutbilden-
den Zellen kommen kann. Fur diese akut auftretenden Schaden sind eine Schwellen-
dosis, unterhalb derer solche Schaden nicht entstehen, und eine Zunahme der Schwe-
re des Effekts mit zunehmender Strahlendosis charakteristisch und werden als deter-
ministischer Effekt bezeichnet. Bleibt die Zelle jedoch lebensfahig, so kénnen stochas-
tische Schaden resultieren, welche nach Exposition kleinerer Dosen auf genetischer
oder somatischer Ebene auftreten kénnen. Da zwischen Ursache und Effekt groRRe
Zeitintervalle, Jahre bis Jahrzehnte, liegen kénnen, werden sie als Spatschaden be-
zeichnet und sind dosisabhangig mit einer linear oder linear quadratischen Dosis-
Effektbeziehung, ohne dass eine Schwellendosis existiert, ab welcher ein Schaden
eintritt [4, 5].

1.3 Chromosomenaberrationen

Als Folge von DNA-Lasionen oder durch Stérungen im Ablauf des Zellzyklus kénnen
Zellzyklusverzogerungen (mitotic delay) an den so genannten Kontrollpunkten in der
G1-, G2-, in der S- und in der Metaphase, an denen der korrekte Ablauf des Zellzyklus
kontrolliert und dieser bei erkanntem Schaden bis zu dessen Behebung angehalten
wird, auftreten. Das Erkennen und Reparieren der DNA-Schaden erfolgt mittels
komplexer Reparaturmechanismen und ist an die Exprimierung von Signal-
transduktionssysteme (Cyclin-abhangige Kinasen und ihre Inhibitoren und Tumor-
suppressorgene z. B. p53) gebunden. Die genaue Regulation des Zellzyklus ist du-
Rerst wichtig fur die genomische Stabilitat der Zelle. Ein Misrepair oder eine irreparable
Schadigung kénnen zu Aberrationen, einem permanenten Zellzyklusarrest oder zu

einer Apoptose fuhren [3, 6].

lonisierende Strahlung kann als Synthese-Phase unabhangiges Agens in der G(Gap)0-
Phase, der mitotischen Ruhephase, Doppelstrangbriiche an den vorliegenden Ein-
Chromatid-Chromosomen auslésen [7], welche sich nach der Replikation als Chromo-
somentypaberrationen in der Mitose auflern. Zwei wesentliche Reparaturmechanis-
men, das non-homologous end-joining (NHEJ) und die homologe Rekombination (HR),
sind in der Lage diese Doppelstrangbriiche zu korrigieren. NHEJ kann in der GO- und
G1-Phase ohne Ubereinstimmung der DNA-Sequenz die Enden der DNA nach erfolg-
ten Doppelstrangbriichen wieder miteinander verbinden. HR verknUpft in der Synthese-
und G2-Phase DNA-Abschnitte mit gleicher oder ahnlicher Nukleotidsequenz wieder

miteinander und nutzt hierfir das Schwesterchromatid als Matritze [3]. Ein Misrepair
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kann, Uber Verknipfung zweier nicht zusammengehdriger Doppelstrangbruchenden,
Austauschaberrationen wie beispielsweise dizentrische Chromosomenaberrationen,

Insertionen oder Translokationen hervorbringen [7, 8].

Mit der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) (siehe 1.6) lassen sich die strukturel-
len Chromosomenaberrationen, welche durch einen oder mehrere Briiche und einer
dadurch bedingten interchromosomalen Neuorganisation entstanden sind, erkennen.
Diese beinhalten auch die Translokationen, welche zwei Briiche in zwei nicht homolo-
gen Chromosomen erfordern. Bei reziproken Translokationen findet ein wechselseitiger
Austausch von azentrischen Bruchstlicken statt, ohne Verlust von Chromosomenseg-
menten. Ist der Austausch eines Chromosomensegmentes nur einseitig, so liegt eine
nicht reziproke Translokation vor. Die ebenfalls mit FISH darstellbaren Insertionen
erfordern mindestens drei Briiche, davon zwei in einem Chromosom, so dass ein
Bruchstlick herausgeschnitten und in ein anderes Chromosom eingeflgt wird. Insertio-
nen und Translokationen gelten als stabile, balancierte Aberrationen, welche die Mor-
phologie der Chromosomen nur geringfiigig verandern, so dass die gesamte Erbinfor-
mation einschliellich der Aberration auf die Tochterzelle weitergegeben wird. Eine
Sonderstellung der Translokationen nimmt die Robertson-Translokation ein, denn
durch zentrische Fusion zweier, die langen g-Arme beinhaltender, akrozentrischer
Chromosomen kommt es zum Verlust der kurzen p-Arme und einem nachfolgend um
eins reduzierten Chromosomensatz. Zu den instabilen Chromosomenaberrationen ge-
horen die dizentrischen Chromosomenaberrationen, welche aus der Fusion zweier
Chromosomen unter Verlust von Telomeren resultieren, somit mechanische Probleme
bei der Zellteilung bedingen und haufig zum Absterben der Zelle in einer der nachfol-

genden Zellteilungen fuhren.

1.4 Biologische Dosimetrie

In der biologischen Dosimetrie werden mit Hilfe von Eichkurven (Dosis-
Wirkungskurven), die durch in-vitro-Experimente gewonnen werden, dosisabhangige
Effekte durch Quantifizierung biologischer Indikatoren aufgezeichnet. Uber diesen her-
gestellten Zusammenhang zwischen Strahlenschaden wie Chromosomenaberrationen
und der Strahlendosis, kann eine Strahlenbelastung nach Strahlenexposition ermittelt
werden und hierliber eine Abschatzung des Strahlenrisikos erfolgen. Uber diesen Weg
erganzt die biologische Dosimetrie durch Auswertung koérpereigener Indikatoren die
physikalische Dosimetrie wie beispielsweise Zahler [9] und findet bei Strahlenunfallen
[5, 10, 11], Atombombentests [12], beruflicher Strahlenexposition [5, 13] oder rontgen-

diagnostischer und nuklearmedizinischer Untersuchungen [1] Anwendung.
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Als biologische Indikatoren wurden bisher mittels FISH darstellbare Translokationen,
als Bindeglied zwischen der Zytogenetik und der Molekulargenetik, sowie
zytogenetische Parameter (mit Giemsa darstellbare dizentrische Chromosomen),
zytogenetische Indikatoreffekte (Schwesterchromatid-austausch-(SCA-)Test und Mik-
ronuklei-Test), molekulargenetische Tests (Comet-Test), Tests Uber das Wachstums-
und Vermehrungsverhalten der Zellen (Apoptosemessung, Koloniebildungs-Test) oder
Uber deren Stoffwechselaktivitdten (Succinatdehydrogenase-Aktivitditsmessung) be-
trachtet. Als Referenzstrahlung werden bei der biologischen Dosimetrie dinn ionisie-
rende Strahlungen wie 250 kV Rodntgenstrahlung oder die 60Co-Gammastrathng ein-
gesetzt [14, 15, 16], obwohl sie bei einem einheitlichen Strahlungswichtungsfaktor von
1, unterschiedliche RBW aufweisen [11, 17].

Die Wahl des richtigen biologischen Indikators, entsprechend dem exponierten Agens,
ist entscheidend fir die Anwendung der biologischen Dosimetrie [5]. Soll die biologi-
sche Dosimetrie nach einer akuten Strahlenexposition ionisierender Strahlung einge-
setzt werden, so stehen dizentrische Chromosomen und Mikronuklei im Fokus [5]. Hin-
sichtlich Mikronuklei ist die quantitative Relation zur Dosis ionisierender Strahlung je-
doch weniger gut gesichert und sie nehmen daher einen geringeren Stellenwert ein
[5, 18]. Dizentrische Chromosomen unterliegen als instabile Chromosomenaberratio-
nen in vivo einer Reduktion mit der Zeit [15, 19, 20]. Sie fallen pro Mitose um den Fak-
tor 2 bis 4 ab [5, 21] und kénnen somit zu einer Unterschatzung des Strahlenschadens
fuhren [11, 22]. Daraufhin nahmen zur Abschatzung des strahleninduzierten Krebsrisi-
kos, insbesondere in der retrospektiven biologischen Dosimetrie langer zurlckliegen-
der Strahlenbelastungen mit gréfReren Zeitintervallen zwischen Strahlenexposition und
Chromosomenanalyse bei chronischen und kumulativen Strahlenexpositionen, mittels
FISH darstellbare Translokationen eine Nische in der biologischen Dosimetrie ein [5].
Denn obwohl Translokationen eine interindividuelle Variabilitat (Inter-Donor-Variabilitat)
mit Altersabhangigkeit [23, 24] und eine erhdhte Hintergrundfrequenz aufweisen
[16, 25, 26], haben sie, seit 1989 von Lucas et al. die ersten visuellen dosimetrischen
Analysen in menschlichen Zellen mit Hilfe von FISH durchgefiihrt wurden [27], auf-
grund ihrer Nachweisbarkeit Uber die Lebensspanne zunehmend an Bedeutung ge-
wonnen. Als stabile Chromosomenaberrationen bleibt die Zahl der Translokationen
auch nach durchlaufenen Mitosen konstant. Mittels der FISH lassen sich Translokatio-
nen als ein einfaches Farbmuster darstellen, gut erkennen und somit sicher quantifizie-
ren. Dadurch werden neben der Einarbeitungszeit des Auswerters auch die auswer-

tungsbedingten Fehler minimiert. Aufgrund unterschiedlich angewandter Auswertekrite-
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rien und Methodik zwischen den einzelnen Laboren lie3en sich bisher noch keine Do-
sis-Wirkungskurven mit Translokationen als zytogenetische Endpunkte standardisieren
[5, 16]. Da die Anwendung fremder Eichkurven zur Ungenauigkeit der Dosis-

abschatzung fuhrt, sollte jedes Labor seine eigene Eichkurve erstellen [16, 28].

1.5 Periphere Blutlymphozyten

Bereits seit den 60er Jahren des letzten Jahrhunderts werden strahlungsinduzierte
Chromosomenaberrationen in peripheren Blutlymphozyten als biologische Indikatoren
untersucht, da sie direkt eine Zellschadigung widerspiegeln [14, 29]. Periphere Blut-
lymphozyten machen 25 bis 40 % der Leukozyten aus, haben eine GroRe von ca. 10
um und werden beim Erwachsenen auf ca. 500 x 10° Zellen geschatzt [5]. Etwa 2 %
der gesamten Lymphozyten befinden sich im Blut und tauschen sich berwiegend mit
denen in der Lunge, Leber, Milz, im Knochenmark und mit denen in den Lymphknoten
befindlichen Lymphozyten aus [5]. Ihre Zirkulationszeit in der Blutbahn betragt ca. 30
Minuten [5]. Uber die Fahigkeit der Migration kénnen die Lymphozyten Organe und
Gewebe passieren, die Blutbahn verlassen und Uber Lymphwege wieder in das Blut
rezirkulieren, so dass sich alle Lymphozyten durchschnittlich einmal taglich im Korper-
kreislauf befinden. Die mit bis zu 3,5 bis 5 Jahren relativ langlebigen peripheren Blut-
lymphozyten [18] lassen sich aus dem Medium Blut einfach gewinnen und mit unkom-
plizierten Verfahren fur weitere in-vitro-Experimente, im Gegensatz zu anderen Zellen,
gut isolieren [15]. Sie sind hoch sensitiv gegenlber ionisierender Strahlung [3, 11],
bieten eine weitgehend einheitliche Radiosensitivitat [18] und flhren nach einer Be-
strahlung sowohl in vitro als auch in vivo zu vergleichbaren Aberrationsraten [30]. Da-
her gelten die peripheren Blutlymphozyten als die wichtigsten Zellen fir zytogenetische

Analysen nach einer Strahlenexposition [11].

In der fetalen und frihkindlichen Entwicklung entstehen die Vorlauferzellen der Lym-
phozyten aus hamatopoetischen Stammzellen im Knochenmark. Die Differenzierung
der Lymphozyten in T- und B-Zellen erfolgt in den primar lymphatischen Organen.
T-Lymphozyten bilden mit 80 % den grélkeren Anteil und erhielten ihre Pragung im
Thymus. Sie sind fur die zellulare Immunantwort zustandig und stimulieren Gber humo-
rale Faktoren wie zum Beispiel Interleukine, die B-Zellen in ihrer Aktivitat. Die B-Zellen
sind mit nur ca. 20 % der Lymphozyten vertreten, werden im Knochenmark gepragt
und Ubernehmen die humorale Zellantwort in Form einer Antigen-Antikorper-Reaktion.
Spater werden die T- und B-Lymphozyten durch klonale Vermehrung von bereits ge-
pragten Lymphozyten vor allem in den Lymphknoten und in der Milz, durch spezifische

Antigene getriggert, gebildet und kénnen neben der erworbenen Spezifitdt auch die
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stabilen Chromosomenaberrationen wie Translokationen in die Tochterzellen weiter-
tragen. Die peripheren Blutlymphozyten teilen sich generell jedoch nicht und befinden
sich daher als proliferativ inaktive Zellen im Falle einer Strahlenexposition in vivo Uber-
wiegend in derselben Zyklusphase, der GO-Phase der Interphase, in welcher die Zel-
len beliebig lange verweilen kdénnen [15, 18]. Um flr Analysezwecke periphere Blut-
lymphozyten in vitro zu einer Zellteilung zu stimulieren, sind Mitogene wie das
Phytohamagglutinin (PHA) der Bohnenpflanze Phaseolus vulgaris erforderlich. PHA
regt vor allem T-Lymphozyten zur Zellteilung an [5, 31]. Die B-Lymphozyten werden
sekundar nach einigen Tagen durch die T-Lymphozyten zur Mitose stimuliert [31]. Da-
durch kommen bis zu 96 Stunden nach der Anwendung des Mitogens PHA Uberwie-
gend T-Lymphozyten zur Auswertung. Das Mitogen Uberflhrt die Lymphozyten Uber
die biosynthetisch aktive G1-Phase in den weiteren Zellzyklus: Nach der Replikation in
der Synthese-Phase bestehen die Chromosomen aus zwei im Zentromer zusammen-
gehaltenen Chromatiden mit den erkennbaren kurzen p- und den langen g-Armen.
Nach Durchlaufen der G2-Phase treten die Zellen in die Mitose ein. Da die Metaphase
der Mitose von den peripheren Blutlymphozyten zu unterschiedlichen Zeiten durchlau-
fen wird (nicht synchronisierte Zellkulturen), sollen die Zellen in dieser Phase durch die
Zugabe eines Spindelgiftes (zum Beispiel Colcemid) in vitro arretiert werden, um fur

Analysezwecke eine ausreichende Anzahl von Metaphasezellen gewinnen zu kdnnen.

1.6 Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung

Bis zur in-situ-Hybridisierung (ISH) waren die diagnostischen Mdglichkeiten der Zyto-
genetik durch die Auflésung des Lichtmikroskops begrenzt. Die ISH wurde erstmals
von den US-amerikanischen Biologen Pardue und Gall 1969 beschrieben [32, 33]. Sie
beruht auf der Paarung komplementarer Basen zweier Nukleinsaure-Einzelstrange.
Einer davon ist eine bekannte, klonierte DNA-Sequenz, welche gemarkert als Sonde
dient, der andere ist die Ziel-DNA, welche im biologischen Praparat vorliegt und nach-
gewiesen werden soll. Entsprechend ist die Sonden-DNA homolog zu dem untersu-
chenden Abschnitt der Ziel-DNA. Die Darstellung erfolgt direkt am biologischen Prapa-

rat und nicht auf einer Tragermembran [34].

In den Anfangen wurde zunachst mit radioaktiven Sonden gearbeitet, deren Detektion
mittels Autoradiographie erfolgte. Die Probleme lagen in den langen autoradiographi-
schen Expositionszeiten, den kurzen Halbwertzeiten einiger Radioisotope und unter
anderem in den hohen Anforderungen an den Umwelt- und Arbeitsschutz. Spater
konnten DNA-Sonden mit nicht radioaktiven Markern (zum Beispiel Biotin, Digoxigenin,

Fluoreszenzfarbstoffe) bestlickt werden [35, 36]. Nicht radioaktive Sonden lassen sich
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langerfristig ohne Aktivitatsverlust aufbewahren, die Detektionszeiten sind kurz und sie
bieten eine héhere Auflésung als die radioaktiven Sonden. Erfolgt der DNA-Nachweis
Uber die Detektion von Fluoreszenzen, so spricht man von der Fluoreszenz-in-situ-
Hybridisierung. |hre Anfange lagen in den 80er Jahren des letzten Jahrhunderts
[35, 36], und sie spielt heute eine entscheidende Rolle in diagnostischen Bereichen,
bei der Identifizierung von Genen, Verstehen von Pathomechanismen und in der retro-

spektiven biologischen Dosimetrie.

Fluorochrome lassen sich mittels Fluoreszenzmikroskop durch Bestrahlung mit Licht
(Quecksilberdampflampen oder Laser) einer bestimmten Wellenlange, welche durch
einen Anregungsfilter isoliert wird, anregen. Unter Anheben von Elektronen auf ein
héheres Energieniveau emittieren die Fluorochrome ihrerseits Licht einer spezifischen
Wellenlange und gelangen anschlieRend wieder auf ihr urspringliches Energieniveau
zurlck. Fluorescein FITC hat ein Anregungsmaximum von 495 nm mit einem Emis-
sionsmaximum von 515 nm und fluoresziert grin, hingegen stellt sich Coumarin-AMCA
im Anregungsmaximum von 350 nm und mit einem Emissionsmaximum von 450 nm
blau dar und Rhodamin zeigt sich bei einer Anregung von 550 nm mit einem Emis-
sionsmaximum von 575 nm rot. Eine Gegenfarbung der nicht markierten Chromoso-
men kann mit 4°,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) erfolgen, welches sich unter einem
Anregungsmaximum von 355 nm beim Emissionsmaximum von 450 nm blau darstellt.
Vorteilhaft bei der FISH ist die Mdglichkeit der gleichzeitigen Anwendung mehrerer
DNA-Proben und Farbstoffe an einer Zelle (Mehrfarben-FISH). Da die DNA-Sonden
stabiler als die RNA-Sonden sind, lassen sie sich im Labor einfacher handhaben und
werden daher haufiger eingesetzt. Eine optimale Lange fur fluoreszierende Sonden
umfasst 100 bis 300 Basen, da klrzere Sonden weniger stabile Nukleinsdurepaare
bilden und Iangere mit groer 1 kbp nur erschwert ins Gewebe eindringen kénnen [34].
Seit der Einfuhrung der FISH werden neben den Whole-Chromosome-Paintings, wel-
che Chromosomen in ihrer ganzen Lange markieren, auch Panzentromer- und lokus-

spezifische Sonden routiniert eingesetzt.

1.7 PAINT-Protokoll

In der Vergangenheit etablierten viele Laboratorien ihre eigene Nomenklatur, um
Chromosomenaberrationen zu definieren und zu quantifizieren. Die groRe Variabilitat
der Terminologie musste insbesondere flir die Vergleichbarkeit in der Forschung ver-

einheitlicht werden.
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Ein bereits bestehendes Protokoll (International System for Human Cytogenetic
Nomenclature, ISCN) bezog sich auf eine Bandenfarbung mit gut darstellbaren Chro-
mosomenstrukturen bei vollstandig erkennbarem Karyotyp. Die Besonderheit beim
Chromosomen-Painting hingegen, ist eine Teildarstellung des Genoms, welche sich
auf die fluoreszierenden Anteile beschrankt. Um eine einheitliche Nomenklatur zur
Quantifizierung von Chromosomentypaberrationen unter Anwendung von Whole-
Chromosome-Paintings zu schaffen, kam es im Oktober 1993 zu einem Zusammen-
schluss internationaler Wissenschaftler. Es wurde ein ,Protocol for Aberration Identifi-
kation and Nomenclature Terminology“ (PAINT) aufgestellt, um als Guideline fur zu-
kinftige experimentelle Arbeiten zu dienen [37]. Auch heute ist es maligeblich. Das
PAINT-Protokoll I&sst hinsichtlich des Entstehungsmechanismus oder der Lokalisation
der Chromosomenaberration keine Rickschlusse zu. Es dient lediglich der Beschrei-
bung der Chromosomentypaberrationen verschieden markierter Chromosomen, um
eine quantitative Auswertung nach festgelegten Mustern zu ermdglichen. Eine Syste-
matisierung findet nicht statt. Das PAINT-Protokoll bezieht sich nur auf die Aberratio-
nen mit Farbverbindungen, so dass unmarkierte Aberrationen keine Berlcksichtigung
finden und daher eine Unterschatzung der Anzahl der gesamten Chromosomenaberra-
tionen diskutiert wird [37].

Bei der Anwendung des PAINT-Protokolls [37] ist es erforderlich zunachst die Chromo-
somenaberrationen ihrer Zugehdrigkeit nach zu identifizieren. So wird eine Transloka-
tion (t) dann als eine Aberration gewertet, wenn das neu gestaltete Chromosom zwei-
farbig mit nur einem Centromer ist. Dizentrische Chromosomen (dic) hingegen, weisen
zwei Centromere auf und sollten mindestens aus zwei Farben bestehen. Auch einfar-
bige Dizentrische dirfen mit in die Bewertung eingehen, jedoch nicht ungefarbte
Chromosomen. Bei der Erfassung der Centromere kann neben einer adaquaten Hin-
tergrundfarbung ggf. auch eine simultane Hybridisierung mit Centromerproben hilfreich
sein. Trizentrische Chromosomen (tri) gehen in die Auswertung mit ein, wenn die be-
nachbarten zentrischen Anteile eine unterschiedliche Farbe haben. Liegen zwei be-
nachbarte, nicht gefarbte, zentrische Stlicke aneinander, so entsprechen diese einem
nicht gefarbten dizentrischen Chromosom und werden somit nicht bertcksichtigt. Ana-
log hierzu werden auch die tetrazentrischen Chromosomenaberrationen (tet) interpre-
tiert. Azentrische Bruchstiicke (ace) sollten vollstandig oder teilweise gefarbt sein. Un-
gefarbte, Uberzahlige Bruchstliicke werden nicht bertcksichtigt. Insertionen (ins) sind
azentrische Chromosomenfragmente innerhalb eines anderen Chromosoms. Das

azentrische Chromosomenfragment ist somit von einer einheitlichen Farbe eingerahmt.
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Ringchromosomen (r), welche stark gebogen sind, missen, um in die Wertung mit ein-
zugehen, egal ob sie zentrisch oder azentrisch sind, partiell oder vollstandig gefarbt

sein. Auch hier werden nicht gefarbte Ringe nicht berlicksichtigt.

Um komplexere Chromosomenaberrationen erfassen und beschreiben zu kénnen,
wurde die Nomenklatur um in Klammern gesetzte Grol3- und Kleinbuchstaben, gemaf
der Reihenfolge im Alphabet, erweitert. A steht fur Anteile nicht gefarbter oder mit einer
Hintergrundfarbe gefarbter Chromosomen, B fur gemarkerte Chromosomen einer Far-
be, C fur gemarkerte Chromosomen einer anderen Farbe und so weiter. Die Grof3-
buchstaben werden angewandt, wenn ein Zentromer im Chromosomenanteil der ent-
sprechenden Farbe enthalten ist, die Kleinbuchstaben, wenn kein Zentromer enthalten
ist. Beispielhaft beschreibt die Nomenklatur t(Ab) eine Translokation, welche sich aus
einem nicht gefarbten zentrischen Chromosom und einem azentrischen, gemarkerten

Chromosom zusammensetzt (Abbildung 1.1). Diese Aberration wurde als eins gezahlt.

Abbildung 1.1: Nicht reziproke Translokation von Chromosom 2 (rot markiert) mit
DAPI gefarbtem unbekannten Chromosom (t(Ab)).

Wenn zwei Translokationen in einem Chromosom enthalten sind, wie beispielsweise
bei einem ungefarbten zentrischen Chromosom mit gefarbten azentrischen Chromo-

somen an dem einen und dem entgegengesetzten Ende (t-t(bAb)), werden sie als zwei
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gezahlt. Dizentrische aus einem markierten und einem unmarkierten Chromosom
(dic(BA)) wurden als eine Aberration gezahlt. Die Insertion ins(baB) oder ins(abA) geht

als eine Aberration mit in die Wertung ein.

1.8 Radiosynoviorthese des Kniegelenkes mit Yttrium-90

Der Radiosynoviorthese (RSO) kommt aufgrund ihres interdisziplindren Interesses im
Bereich Nuklearmedizin, Rheumatologie, Orthopadie und Hamatologie eine besondere
Bedeutung zu. Des Weiteren bedarf sie durch einen moglichen lymphogenen Aktivi-
tatsabtransport intraartikular injizierter Radionuklide und einer dadurch mdglichen
Strahlenbelastung des Patienten besonderer Aufmerksamkeit. Die erstmals in den 50er
Jahren des letzten Jahrhunderts am Menschen durchgefiihrte RSO [38] leitet sich von
den griechischen Wértern “Synovia“ (Schleimhaut) und “Orthese® (Wiederherstellung)
ab. Mittels intraartikularer Injektion von Radionukliden erfolgt eine lokale Therapie der
Synovialitis mit dem Ziel der Wiederherstellung der Synovia. Dieses Therapieverfahren
stellt nach Ausschépfen der konservativen MalRnahmen (medikamentése Therapie,
Physiotherapie) eine Alternative zur chirurgischen Synovektomie dar. Die Indikation zur
RSO wird beispielsweise bei der aktivierten Arthrose als haufigster Gelenkerkrankung
mit zunehmender Inzidenz im hoheren Lebensalter, bei chronischer Synovialitis, bei
symptomatischen Knieendoprothesen oder bei hamophiler Arthropathie, im rheumati-
schen Formenkreis bei rheumatoider Arthritis, M. Bechterew oder Psoriasisarthritis
gestellt [39, 40]. Der Ausléser der Grunderkrankung ist fur die Therapie nicht entschei-
dend, denn Ziel ist es, die Entzindung lokal zu therapieren, den Knorpel zu schutzen
und dem Patienten den Schmerz zu nehmen. Als Radionuklide haben sich aufgrund
ihrer Reichweite bei den groRen Gelenken (Kniegelenke) Yttrium-90 (QOY), bei Gelen-
ken mittlerer Gréflke (Schulter- und Ellenbogengelenke) Rhenium-186 (186Re) und bei
den kleinen Gelenken der Finger und Zehen Erbium-169 ('®°Er) bewahrt [40, 41], denn
je kleiner das Gelenk ist, desto kirzer sollte die Reichweite des Radionuklids sein, um
die Synovialmembran als Zielgewebe zu erreichen, jedoch die Haut und das Knorpel-

gewebe nicht zu penetrieren [40].

Von den angefihrten Radionukliden kommt %Y hinsichtlich strahlenbiologischer Effek-
te eine besondere Aufmerksamkeit zu, da aufgrund physikalischer Eigenschaften bei
0y die grofite Strahlenexposition zu erwarten ist und es von den genannten Radio-
nukliden am haufigsten angewandt wird. 0y zerfallt als Betastrahler bei einer maxima-
len Betaenergie von 2,279 MeV und einer kurzen Halbwertzeit von 64 Stunden

(2,66 Tagen) zu 99 % unter Emission von Betateilchen in stabiles Zirkonium (9°Zr) [42]
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und weist neben der gréliten Energie der angefiihrten Radionuklide bei einer durch-
schnittlichen Partikelgrée von ca. 10 nm, mit einer mittleren Eindringtiefe von 3,6 mm
und einer maximalen Gewebepenetration von 11 mm [42] auch die gréfite Reichweite

auf.

Nach intraartikularer Injektion des Radionuklids entfaltet es seine Wirkung auf das
Synovialgewebe, welches durch entziindliche Veranderungen eine Dickezunahme von
1 auf Uber 3 mm erfahren kann. Die Produktionsstatte der Synovialflissigkeit, das
Synovialendothel, phagozytiert einen kleinen Teil des Radionuklids und ein weiterer
wird an die gefal3- und nervenreiche kollagene Tunica propria weitergeleitet [39]. Dies
fuhrt innerhalb  weniger Monate, nach anfanglichem Reizerguss durch
Strahlensynovitis, zu einer Fibrosierungs- und Sklerosierungsreaktion mit Ruckbildung
der verdickten Synovialzotten und der Hyperamie, gefolgt von einer verminderten Proli-
feration des Endothels und einer vollstandigen Rickbildung der entziindlichen, zellula-
ren Infiltrate [40, 43]. Eine Granulationsgewebeinduktion wird durch die biologische
Abbaubarkeit des verwendeten Radiopharmakons verhindert [40]. Mdgliche schwere
Komplikationen der RSO wie Strahlennekrosen, intraartikulare Infektionen oder

Thrombosen treten nur selten auf [41, 44].

Das Radionuklid sollte klein genug sein, um die Phagozytose durch das
Synovialendothel zu gewahrleisten, aber dennoch Uber eine ausreichende GrolRe ver-
fugen, um das Gelenk nicht unphagozytiert zu verlassen [42, 43], denn zu dem uner-
wulnschten Weg der Isotope zahlt ihr Abtransport aus dem Kniegelenk mit dem Lymph-
strom in die regiondren inguinalen und nachgeschalteten iliacalen Lymphknoten. Da
das lymphatische System mit dem Blutkreislauf auf vielfaltige Weise in Verbindung
steht, kann es zum Ubertritt der Aktivitat in die Leber, Milz und in das Knochenmark
kommen. Die Wahrscheinlichkeit eines lymphogenen Aktivitdtsabtransportes ist durch
eine fehlende Immobilisation nach der RSO-Therapie erhéht [45]. Daher wurde eine
Ruhigstellung des Gelenkes nach der Therapie fur mindestens 48 Stunden gefordert
[42]. Ein lymphogener Aktivitatsabtransport aus dem Kniegelenk fuhrt zur Verringerung
der im Gelenk angestrebten Strahlendosis und somit zur Verringerung des Therapieef-
fektes. Zusatzlich wird eine Strahlenbelastung durch den lymphogenen Aktivitatsab-
transport der Radionuklide angenommen [22, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51]. Diese mdgli-
che Strahlenexposition kann direkt durch den Nachweis von Chromosomenaberratio-
nen in den Lymphozyten mittels biologischer Dosimetrie bestimmt werden. Der Ur-
sprung der Chromosomenaberrationen der Lymphozyten wird neben einem Ubertritt

von *Y aus dem Gelenk in die Lymphknoten auch auf ihr Passieren der Knieregion
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zurtckgeflhrt [45, 47]. In friheren Studien wurden die biologischen Effekte nach der
RSO, insbesondere in Abhangigkeit des Aktivitdtsabtransportes, durch Bestimmung
der absoluten Anzahl der Aberrationen nach Durchfiihrung der MalRnahme erfasst.
Vernachlassigt wurde hierbei jedoch die Hohe der Strahlenexposition, welche durch die

RSO mit °°Y zu den Chromosomenschéden fiihrte.

1.9 Zielsetzung

Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Erstellung einer Dosis-Wirkungskurve zur Durchfih-
rung einer abteilungsinternen biologischen Dosimetrie in der Nuklearmedizin am An-
wendungsbeispiel der RSO des Kniegelenkes mit dem Betastrahler %y Hierbei sollte
unter Berlcksichtigung langlebiger Chromosomenaberrationen wie Translokationen,

die FISH zur Anwendung kommen.

Die Anwendbarkeit der neu erstellten Dosis-Wirkungskurve zur biologischen Dosi-
metrie soll an 10 Patienten, welche eine RSO erhielten, beispielhaft gepruft werden.
Eine Arbeit zur biologischen Dosimetrie mit Translokationen als zytogenetische End-
punkte liegt im Zusammenhang mit der RSO bisher nicht vor. Um einen biologischen
Effekt direkt auf die RSO zurlckfuhren zu kdnnen, ist die Erfassung der Aberrationen

vor und nach der Therapie erforderlich.

Anhand prospektiver Datenerhebung und der neu ermittelten Dosis-Wirkungskurve ist
herauszufinden, inwieweit lymphozytdre Chromosomenschaden bei der RSO des
Kniegelenkes auftreten und welcher Strahlenexposition diese entsprechen, bezie-
hungsweise welche Strahlenexposition diesen Schaden vorausgegangen ist. In diesem
Zusammenhang ist die Frage zu klaren, inwieweit sich der ermittelte Dosisbereich des

Patientenkollektivs mit dem der Dosis-Wirkungskurve in Deckung bringen Iasst.

Bertcksichtigung soll auch ein mdglicher lymphogener Aktivitdtsabtransport des in-
traartikular applizierten Radionuklids Oy finden, denn in friheren Studien wurden
mehrfach Chromosomenaberrationen und Strahlungsrisiken im Zusammenhang mit
der RSO unter Bertcksichtigung des lymphogenen Aktivitdtsabtransportes untersucht
[22, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51] und die Chromosomenaberrationszunahme nach einem
lymphogenen Aktivitatsabtransport kontrovers diskutiert. Daher wird in der vorliegen-
den Arbeit mittels Gammakamera ein moéglicher lymphogener Aktivitatsabtransport des
Radionuklids bestimmt und eine eventuelle Chromosomenaberrationszunahme auf

Signifikanz geprift.
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Erganzend zur abteilungsinternen biologischen Dosimetrie in der Nuklearmedizin kén-
nen die Daten der vorliegenden Arbeit einen weiteren Baustein zur Standardisierung
von Dosis-Wirkungskurven mit Translokationen im Sinne der retrospektiven biologi-
schen Dosimetrie lang zurlickliegender, chronischer oder kumulativer Strahlenexpositi-

onen liefern.
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2 Methodik

2.1 Biologische Dosimetrie

211 In-vitro-Bestrahlung der Blutlymphozyten

Die peripheren Blutlymphozyten wurden fir die in-vitro-Bestrahlung von einem gesun-
den, 29-jahrigen, weiblichen Spender gewonnen, in eine Gewebekulturflasche (25 cm?,
Greiner Labortechnik GmbH, Frickenhause) in Kultur tGberfiihrt und bei 37 °C der dinn
ionisierenden Referenzstrahlung 60Co-Gammastrathng (Firma Sulzer, Dosisleistung
0,14 Gy/min) ausgesetzt. Flir zehn Dosispunkte mit den Zielwerten zwischen 200 und
1000 mGy wurden, in 100 mGy Intervallen gestaffelt, jeweils 1000 Metaphasen ausge-
wertet. Das Erreichen der Zielwerte wurde mit einem Teilkdrperdosimeter (For-
schungszentrum Karlsruhe GmbH) geprift und nachfolgend gerundet. Die
Dosimeterauswertung erfolgte durch das Forschungszentrum Karlsruhe, Mess-Stelle
fur Festkorperdosimetrie. AnschlieRend wurden die Proben, einschlieBlich einer
unbestrahlten Kontrollprobe, in gleicher Weise wie auch die Patientenproben inkubiert

und aufgearbeitet.

21.2 Kobalt-60-Dosis-Wirkungskurve

Zur Erstellung der Dosis-Wirkungskurve wurde die Zunahme der Chromosomenaberra-
tionen gegen die Dosis in Gy aufgezeichnet. Als Zunahme galt die Differenz der unmit-
telbar vor und nach der in-vitro-Bestrahlung ermittelten Chromosomenaberrationen. Da
fur Photonen und Elektronen der selbe Strahlungswichtungsfaktor von 1 angegeben
wird, wurde die Chromosomenaberrationszunahme des mit dem Betastrahler Dy the-
rapierten Patientenkollektivs an der, unter denselben Bedingungen erstellten, 0co-
Dosis-Wirkungskurve gemessen und die Strahlenexposition, welche der Zunahme
vorausgegangen war, bestimmt. Die Verteilung der Chromosomenaberrationen in Ab-
hangigkeit von der Dosis der 60Co-Gammastrathng in Gy wird durch eine linear

quadratische Funktion beschrieben:
Y=c+aD+pD?

mit Y als der biologische Effekt in Chromosomenaberrationen pro Zelle und D als die
Dosis in Gy. Die Stérgrofle c erfasst die Hintergrundfrequenz der Aberrationen in
Chromosomenaberrationen pro Zelle und stellt den Schnittpunkt auf der Y-Achse dar.
Der Koeffizient a bestimmt die Anfangssteigung, entsprechend den linearen Anteil der
linear quadratischen Dosis-Wirkungskurve mit Translokationen pro Zelle pro Gy und ist

abhangig von der Strahlungsart und der biologischen Wirkung. Der B-Koeffizient repra-
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sentiert den quadratischen Anteil der Kurvensteigung ebenfalls mit Translokationen pro

Zelle pro Gy und ist neben der Strahlungsart auch von der Dosisleistung abhangig.

2.2 Metaphasenpraparation

221 Blutgewinnung

Eine periphere, vendse Blutentnahme von 20 ml, versetzt mit Heparin im Verhaltnis
1:9, fand unmittelbar vor Therapiebeginn und 28 Tage nach der RSO statt. Bei einer
Halbwertzeit des *°Y von 64 Stunden, entsprechen 28 Tage 10,5 Halbwertzeiten, nach
denen die Strahlendosis gegen null geht, mit dem Ziel, ein Zeitintervall zu erhalten,
welches die Erfassung der gesamten Strahlenexposition gewahrleistet und gleichzeitig
den Zeitraum fiur mogliche Auswirkungen zusatzlicher Storeinflisse auf ein Minimum
reduziert. Die Ermittlung einer Aberrationsdifferenz Iasst individuelle Patientenparame-
ter, wie beispielsweise das Patientenalter, weitere Vorerkrankungen oder spezielle
Risikofaktoren der Patienten wie Adipositas, Rauchen oder Therapieverfahren vor der

RSO zunéachst in den Hintergrund treten.

2.2.2 Lymphozytenisolation mittels Dichtegradientenzentrifugation

Zur Gewinnung einer reinen Lymphozytensuspension aus dem peripheren vendsen
Blut kam die Dichtegradientenzentrifugation mit einem Lymphozytentrennmedium
(Lymphoprep, Axis-Shield PoC AS, Oslo, Norwegen) zur Anwendung. Pro erhaltenes
Lymphozytenpellet wurden 3 ml eines Heparin-Blutgemisches im Verhaltnis 1:9 mit
einer physiologischen, 0,9 %igen Kochsalzlésung im Verhaltnis 1:1 verdunnt. Nach
Befillen eines Reagenzglases mit 3 ml Lymphozytentrennmedium wurden 6 ml des
Blut-Kochsalzgemisches darauf gegeben und das Reagenzglas verschlossen. An-
schliellend erfolgte bei Raumtemperatur eine Zentrifugation fur 20 Minuten bei ca.
1800 UpM. Um eine Phasenvermischung zu vermeiden, ist die elektrische Bremse der
Zentrifuge auszuschalten. Bei einer langer als 2 Stunden zurtickliegenden Blutentnah-
me betrug die Zentrifugationszeit 30 Minuten. Anschlieend liel3en sich, von oben nach

unten betrachtet, vier Phasen erkennen:
e Plasma,
e Lymphozyten als weil3e Bande,
e Lymphozytentrennmedium,

e Erythrozyten und Granulozyten.
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Nach Absaugen des Plasmas mittels Pasteurpipette konnte anschlieRend die
Lymphozytenbande abpipettiert und in ein weiteres Zentrifugenréhrchen separiert wer-
den, um nach zweimaligen Waschschritten mit physiologischer Kochsalzlésung und
anschlieender Zentrifugation als moglichst reines Lymphozytenpellet in die Kultur

uberfihrt zu werden.

223  Zellkultur

Die Lymphozyten wurden als Suspensionskulturen angelegt und gezichtet, da sie zu
den nicht adharenten Zellen gehéren und sich im flissigen Medium ohne Anheftung an
das Kulturgefall vermehren. Als Nahrmedium fir tierische und menschliche Lymphozy-
ten hat sich das Medium RPMI 1640 (2 g/l NaHCO3;, 25 mM HEPES, 5,5 g/l NaCl, 5
mg/l Phenolrot, stabiles Glutamin, Biochemie, Berlin) bewahrt. Es wurde um 20 % feta-
les Kalberserum (FKS, PAA Laboratories, Cdlbe) und 1 % Antibiotika (Penicil-
lin/Streptomycin 10.000 Units/10 mg/ml, PAA Laboratories, Célbe) erganzt und an-
schlieRend im Wasserbad auf 37 °C erwarmt. Die Kultur wurde in einer Gewebekultur-
flasche (25 cm?, Greiner Labortechnik GmbH, Frickenhausen) mit 4,5 ml Medium und,
um die Teilung der nicht proliferierenden peripheren Blutlymphozyten zu triggern, mit
dem Mitogen PHA (Sigma-Aldrich, Seelze) in einer Konzentration von 10 ug/ml ange-
legt und bei 37 °C inkubiert. Am Ende der 45. Inkubationsstunde, 3 Stunden vor Kul-
turende, wurde das Spindelgift Colcemid (Sigma-Aldrich, Seelze) in einer End-
konzentration von 0,1 pg/ml hinzugegeben, damit die 23 Chromosomenpaare des
diploiden Chromosomensatzes am Ende der Kulturzeit von insgesamt 48 Stunden, in
Metaphasezellen kondensiert und damit gut erkennbar fur die Chromosomenanalysen

zur Verfligung stehen [51].

224 Chromosomenpraparation

Nach der Inkubation und Colcemidbehandlung der Zellkultur ist eine Trennung der
Lymphozyten von dem Medium erforderlich, um anschlieBend die Tropfpraparate fir
die Chromosomendarstellung auf einem Objekttrager herstellen zu kdnnen. Hierfir

wurden folgende Arbeitsschritte durchgefuhrt:

e Zunachst erfolgte das Dekantieren der Suspension aus der Zellkulturflasche in
ein Zentrifugenréhrchen und nach dessen Verschluss die Zentrifugation fur 10
Minuten bei 1000 UpM.
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e Der Uberstand wurde mit einer Pasteurpipette bis auf etwa 1 ml entnommen
und das im Roéhrchen verbleibende Zellsediment mit der Restflissigkeit ohne

Blasenbildung resuspendiert.

e Die Suspension wurde mit 10 ml einer auf 37 °C vorgewarmten hypotonen
KCL-L6sung (75 mM) gemischt, 15 Minuten bei 37 °C im vorgeheizten Wasser-
bad inkubiert und anschlieRend fur 25 Minuten bei 1000 UpM zentrifugiert.

e Erneutes Absaugen des Uberstandes und Resuspendieren waren erforderlich,
bevor tropfenweise insgesamt 10 ml eines gut gekuhlten Fixativs aus 100 %
Methanol und Eisessig (konzentrierte Essigsaure) im Verhaltnis 3:1 hinzugege-
ben wurde und sich eine weitere Zentrifugaton fir 15 Minuten bei 1000 UpM
anschloss. Die Waschschritte mittels Fixativ erfolgten mehrmals, um ein reines

und qualitativ gutes Lymphozytenpellet zu erhalten.

Die Erstellung des Tropfpraparates erfordert einen gut gekihlten, sauberen, mit 100 %
Ethanol entfetteten Objekttrager. Das Lymphozytenpellet wurde mit maximal 0,5 ml
Fixativ aufgeschwemmt. 20 ul der Suspension wurde mittels Pipette aus wenigen Zen-
timetern Hohe auf das obere Drittel des leicht schrag Uber Wasserdampf gehaltenen
Objekttragers aufgetropft und das Tropfpraparat anschliefend vor Durchfihrung der

FISH einige Stunden bei Raumtemperatur getrocknet.

2.3 Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung

2.31 Verwendete Sonden

Zur Verwendung kamen in der vorliegenden Arbeit Multicolor-Whole-Chromosome-
Painting-Kits fur die Chromosomen 1, 2 und 4 (WCP 1, 2, 4, Vysis, Downers Grove,
USA). Chromosom 1 wurde mit entsprechendem Filter griin und Chromosom 2 orange
abgebildet. Die Hintergrundfarbung wurde mit DAPI vorgenommen. Da sich Chromo-
som 4 mit dem Spectrum aqua nicht von der Hintergrundfarbung DAPI differenzieren

liel®, konnte Chromosom 4 nicht bertcksichtigt werden.

2.3.2 Durchfiihrung

Um eine unspezifische Hybridisierung der Sonde mit Zellbestandteilen oder mit Se-
quenzen aulder der Zielsequenz zu vermeiden, war zu Beginn eine Vorbehandlung der
Praparate erforderlich, welche neben der RNAse A- und Pepsin-Behandlung auch eine

Nachfixierung in Formaldehyd umfasste.
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Als erster Schritt wurden 500 ul RNAse A-Losung (100 pg/ml) auf das angefertigte
Tropfpraparat aufgetragen, mit einem Parafilmstreifen luftblasenfrei abgedeckt und fir
1 Stunde in einer mit 37 °C vorgewarmten Feuchtekammer inkubiert, bevor sich eine
Waschung fur je 5 Minuten bei Raumtemperatur in 2 x Standard-Saline-Citrat (SSC,
20-fache Stamml6sung entspricht 175,3 g NaCl, 88,2 g Trinatriumcitrat-dihydrat ad 1
Liter Aqua destilata, pH 7,0), in 1 x phosphatgepufferter Saline (PBS, 10-fache Stamm-
I6sung entspricht 8 g NaCl, 0,2 g KCL, 1,44 g NapHPOg4, 0,24 g KH,PO4 ad 1 Liter
Aqua destilata, pH 7,0) und in einer Mischung aus 1 x PBS mit MgCl, (950 ml 1 x PBS
und 50 ml 1 M MgCl,) anschloss. Fur die nachfolgende Pepsin-Behandlung, zur Férde-
rung der Permeabilisierung des Praparates und Entfernung von Zytoplasmaresten,
wurde der Objekttrager fir 30 Sekunden in einer 37 °C vorgewarmten Mischung aus
0,75 ml 1 M HCL, 74,25 ml Aqua destilata und 37,5 ul Pepsin-Stammlésung (100
mg/ml) inkubiert. Nach der Waschung mit 1 x PBS und der Mischung aus 1 x PBS mit
MgCl, flr jeweils 5 Minuten bei Raumtemperatur, folgte die Weiterbehandlung mit
Formaldehyd (L6ésung aus 73 ml PBS mit MgCl, und 2 ml Formaldehyd 37 %). Letztere
diente der Fixierung des Praparates und geschah in Form einer zehnminutigen Inkuba-
tion, anschlieRender Waschung mit 1 x PBS fur 5 Minuten bei Raumtemperatur, sowie
einer Entwasserung mittels einer Alkoholreihe in aufsteigender Konzentrationen von
70, 90 und 100 %igem Ethanol fir je 3 Minuten. Der nachste Schritt bestand aus der
Denaturierung der Sonde und der Zielsequenz. Nach einer anfanglichen Rehydrierung
des Praparates in einer Alkoholreihe in absteigender Konzentration von 100, 90, 70
und 50 %igem Ethanol fur je 1 Minute und einer anschlieBenden einminutigen Wa-
schung in 0,1 x SSC bei Raumtemperatur, fand die eigentliche Denaturierung des bio-
logischen Praparates bei einer Temperatur von 70 °C in einer 2 x SSC-Losung Uber
einen Zeitraum von 30 Minuten statt. Nach Abkuhlung des Objekttragers auf Raum-
temperatur, wurde dieser fur je 1 Minute mit 0,1 x SSC und 0,07 M NaOH bei Raum-
temperatur und 0,1 x SSC und 2 x SSC bei 7 °C behandelt, bevor sich eine weitere
Dehydrierung in einer aufsteigenden Alkoholreihe mit 50, 70, 90 und 100 %igem Etha-
nol fir je 1 Minute anschloss. Die parallel durchgeflihrte Denaturierung der Sonde er-
folgte getrennt vom biologischen Praparat. Hierfur wurden in einem lichtdichten Cup
2 ul autoklaviertes Aqua destilata, 7 pl Hybridisierungspuffer und 1 ul Sonde pro Ob-
jekttrager pipettiert, vermischt und bei 75 °C fir 5 Minuten im Wasserbad denaturiert.
SchlieBlich wurden zur Durchfihrung der Hybridisierung 10 ul des Sondenmixes auf

das Praparat mit der Zielsequenz aufgetragen, mit einem Deckglas der GréfRe
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24 x 24 mm luftblasenfrei abgedeckt und in einer Feuchtekammer bei 37 °C Uber Nacht
inkubiert.

Am zweiten Tag der FISH waren Waschschritte zur Entfernung locker gebundener
Sonden vorgesehen. Hierfur wurde der Objekttrager nach Abldsen des Deckglases flr
5 Minuten in 1 x SSC bei 75 °C gereinigt, dann mit 2 x SSC/0,05 % Tween 20 fir 5
Minuten bei Raumtemperatur behandelt und nach Durchlaufen einer aufsteigenden
Alkoholreihe mit 70, 90 und 100 %igem Ethanol fur je 1 Minute, getrocknet. Abschlie-
Rend erfolgte die Gegenfarbung mit 15 ul DAPI (5 pg/ml).

2.4 Quantifizierung der Chromosomenaberrationen

Die quantitative Auswertung der Chromosomenaberrationen erfolgte nach dem PAINT-
Protokoll nach Tucker et al. von 1995 [37]. Es wurden 1000 Zellen pro
Blutentnahmezeitpunkt mit einem Fluoreszenzmikroskop (Leitz, Oberkochen) bei 1000-
facher VergréRerung durch dieselbe Person ausgewertet. Zur Auswertung kamen aus-
schliellich vollstandige Mitosen mit 46 Chromosomen. Daher wurden numerische

Aberrationen nicht beriicksichtigt, da sie von diesem Einschlusskriterium abwichen.

Abbildung 2.1: Chromosomenaberration zwischen Chromosom 1 (griin markiert)
und Chromosom 2 (rot markiert). Es resultiert ein dizentrisches Chromosom

(dic(BC)) und ein zweifarbiges Fragment (ace(bc)).

Als Zellen ohne Aberrationen wurden solche gezahlt, die 46 Chromosomen mit ent-

sprechend zwei orange und zwei grin gemarkerten Chromosomen aufwiesen. Sich
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Uberlappende Kerne wurden nicht ausgewertet, ebenso keine Kerne mit diffusen oder
fehlenden FISH-Signalen, denn eine eindeutige, homogene und vollstandige Chromo-
somenfarbung, frei von Artefakten, ist Voraussetzung zur sicheren Interpretation und
Quantifizierung der Chromosomenaberrationen. Da nur zwei unbedingt unterschiedlich
gefarbte Chromosomen eine Differenzierung ermdglichen, konnten Austausche zwi-
schen zwei unterschiedlichen Chromosomen mit selber Farbung nicht differenziert und
somit nicht berlcksichtig werden. Nicht markierte Fragmente wurden nicht erfasst, so
dass auch die azentrischen Fragmente sicher gefarbt sein mussten. Als Chromoso-
menschaden wurden Translokationen, dizentrische gemarkerte Chromosomen, Inser-
tionen und azentrische Bruchstlcke, wenn sie nicht tUberzahlig waren, betrachtet und
zusammengefasst (Abbildung 2.1). Uberzahlige Bruchstiicke wurden nicht beriicksich-

tigt.

2.5 Patientenkollektiv

Die Dosis-Wirkungskurve wurde beispielhaft an 10 Patienten auf ihre Anwendbarkeit
hin Gberprift. Die Stichprobe umfasste 7 Frauen und 3 Manner im Alter zwischen
minimal 47 und maximal 83 Jahren (Median 73,5 Jahre, Mittelwert 70,9 Jahre), welche
keiner laufenden Chemotherapie oder Bestrahlung unterlagen. Bei 9 Patienten bestand
als Grunderkrankung eine aktivierte Gonarthrose, bei einem eine Oligoarthritis. In die
Auswertung gelangten Patienten, welche eine RSO des Kniegelenkes mit Y pei akti-
vierter Arthrose/Oligoarthritis erhielten, ihr Einverstéandnis zur Erhebung ihrer Daten
gaben und die erforderlichen Blutentnahmetermine unmittelbar vor der RSO und genau
28 Tage nach der RSO wahrnahmen. Hatten die Patienten in dem Intervall zwischen
der ersten und der zweiten Blutentnahme eine Strahlentherapie erhalten, eine Ande-
rung ihrer Medikation oder eine radiologische Diagnostik, so wurden sie riickwirkend
aus dem Kollektiv ausgeschlossen. Fur die Datenerhebung mit Patientenbeteiligung
lag ein positives Votum der lokalen Ethikkommission des Fachbereichs Medizin der

Universitat Giellen vor.

2.6 Radiosynoviorthese

2.6.1 RSO-Durchfiihrung

Zur Untersuchung kamen ausschlieBlich RSO der Kniegelenke mit intraartikularer Ap-
plikation des Radionuklids **Y-Citrat oder *°Y-Silikat. Bei allen RSO fand vorab eine
Lokalanasthesie mit Bupivacain (0,2 bis 2 ml) von Haut und Weichteilen statt, jedoch
ohne intraartikulare Injektion des Lokalanasthetikums. Die Kontrolle der Nadellage im

Gelenkkavum zur intraartikularen Injektion von Oy geschah mittels Abpunktion von
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Gelenkflissigkeit oder durch Spulung mit physiologischer Kochsalzlésung. War ein
Kniegelenkserguss vorhanden, so wurde dieser so weit wie mdglich zuvor abpunktiert.
Die applizierte Aktivitat des Oy betrug zwischen minimal 218 bis maximal 237 MBq
(Median 228,5 MBq, Mittelwert 227,8 MBq). Bei 7 Patienten kam QOY-SiIikat, bei 3 Pa-
tienten *°Y-Citrat zur Anwendung. Nach Injektion des %0y wurde durch die selbe Nadel
ein Kortikoid (5 bzw. 20 mg Triamcinolon-Hexazetonid (Lederlon) oder Triamcinolon-
Azetonid (Volon A) in aquivalenter Dosis von 10 bzw. 40 mg, je nach Verfligbarkeit)
injiziert, um das Risiko einer Strahlensynovialitis zu verringern. Im Anschluss fand eine
Ruhigstellung des Kniegelenkes mittels einer dorsalen Hartschaumschiene (Krewifract,
Krewi Medical Product GmbH, Willich) Gber einen Zeitraum von 3 Tagen statt. Die

Durchfiihrung der RSO geschah bei allen Patienten durch denselben Arzt.

2.6.2 Aktivitatsabtransport

3 Tage nach Durchfiihrung der RSO erfolgte bei allen Patienten zum Nachweis bzw.
zum Ausschluss eines lymphogenen Aktivitdtsabtransportes des Radionuklids aus dem
Kniegelenk eine Ganzkdrperszintigraphie mittels Zweikopf-Gammakamera mit Hoch-
energiekollimator (Bodyscan, Fa. Siemens, Erlangen) unter Ausnutzung der Brems-
strahlung des Betastrahlers Oy, Die Szintigraphie wurde in anteriorer und posteriorer
Sicht in einem Energiefenster von 55 bis 284 keV, mit einer Scangeschwindigkeit von 5
cm/Minute und einer Matrix-Gré3e von 512 x 184 Pixeln durchgefihrt. War im Rahmen
der visuellen Beurteilung eine Aktivitat aulRerhalb des Kniegelenkes erkennbar, so
wurde dieser Aktivitatsabtransport mittels der Region-of-interest-(ROI-)Technik be-
stimmt. Zum Zeichnen der ROl wurde das Szintigramm auf das lokale Maximum des
entsprechenden Bereiches ausgesteuert. Die in der dorsalen Sicht gezeichneten Be-
reiche, in denen sich die Aktivitdt vom Hintergrund abhob, wurden in die anteriore Sicht
Ubertragen und gespiegelt. Die Hintergrund-ROI wurde auf3erhalb des Koérpers in der
Hohe des Kopfes gezeichnet und ebenfalls in die andere Perspektive kopiert (Abbil-
dung 2.2).
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Abbildung 2.2: Auswertung der Ganzkorperszintigraphie der Brehsstrahlung mit
1: Kniegelenk-ROI; 2: Lymphknoten-ROlI; 3: Leber-ROI; B: Hintergrund-ROI

Hinsichtlich der Lymphknoten wurden alle sichtbaren Lymphknoten in die ROI einge-
schlossen (inguinal und iliacal) und die Gré3e der Leber-ROI dem sichtbaren Teil der
Leber gleichgesetzt. Die Grofie der Knie-ROI wurde so gewahlt, dass die Streustrah-
lung nicht mit eingeschlossen wurde. Die mit der Hintergrund-ROI erhaltenen Impuls-
zahlen wurden flachennormiert von den Impulszahlen der ROl um die eigentliche Akti-
vitdt abgezogen. Das geometrische Mittel aus den Impulszahlen der anterioren und

posterioren Sicht ergab die entgultige Impulszahl der ROI.

Anschlielend erfolgte die Berechnung des prozentualen Anteils der abtransportierten

Aktivitat nach der Formel:

Impulse Organ

Impulse (Kniegelenk + Lymphknoten + Leber) *100

Abtransport (%) =
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Der gesamte Aktivitatsabtransport ergab sich aus der Summe der Aktivitatsabtranspor-
te der Einzelorgane. War visuell keinerlei Abtransport zu erkennen, wurde der prozen-
tuale Anteil auf null gesetzt. Uber den prozentual ermittelten Abtransport und der appli-
zierten Aktivitat in MBq lie® sich die lymphogen abtransportierte Aktivitat riickrechnen.
Die angeflihrte Vorgehensweise und Berechnung zur Bestimmung des Aktivitatsab-
transportes wurde gewahlt, da sie sich im Rahmen einer Studie Uber Mess- und Aus-
wertemethoden fir den Aktivitatsabtransport bei der RSO des Kniegelenkes unter Be-

rucksichtigung der Streu- und Absorptionsverhaltnisse als am genauesten erwies [52].

2.7 statistische Hilfsmittel

Die statistischen Auswertungen erfolgten mit STATISTICA fur Windows, Version 5.1
(StatSoft, Inc., Tulsa, USA). Signifikanzen wurden nach dem Vorzeichentest bestimmt.
Es war davon auszugehen, dass eine Zunahme der Chromosomenaberrationen unmit-
telbar auf eine Strahlenexposition zurtickzufiihren war. Da eine Abnahme der Chromo-
somenaberrationen als nicht strahlenbedingt gewertet wurde, kam daher ein einseitiger
Test zur Anwendung. Eine Zunahme der Chromosomenschaden wurde dann als nicht
zufallig angesehen, wenn sich die Zahl der Schaden vor und nach der RSO mittels

Vorzeichentest auf dem 5 % Niveau signifikant unterschied.
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3 Ergebnisse

3.1 Kobalt-60-Dosis-Wirkungskurve

Die bei der in-vitro-Bestrahlung der Blutlymphozyten mittels TeilkOrperdosimeter ge-
messenen Dosiswerte wichen von den Zielwerten ab. Die Aberrationen der
unbestrahlten Probe wurden mit 5 auf 1000 Zellen bestimmt, entsprechend einer Hin-
tergrundfrequenz von 0,005 Chromosomenaberrationen pro Zelle. Ab einer Dosis von
535 mGy liel sich ein signifikanter dosisabhangiger Anstieg der Chromosomenaberra-
tionen erkennen, so dass die Messpunkte unterhalb dieser Dosis nicht fir die Erstel-

lung der Dosis-Wirkungskurve herangezogen wurden (Tabelle 3.1).

Dosis [mGy] | tats Dosis [mGy] | tats Dosis [Gy] | Aber Aber Diff |signifikant
0 0 0 5 0
200 223 0,223 6 1 0
300 356 0,356 11 6 0
400 390 0,39 8 3 0
500 603 0,603 18 13 1
600 535 0,535 19 14 1
700 737 0,737 27 22 1
800 920 0,92 43 38 1
900 999 0,999 41 36 1
1000 1033 1,033 41 36 1

Tabelle 3.1: Ermittelte Parameter zur Erstellung der ®Co-Dosis-Wirkungskurve.

Tab. 3.1: Zieldosis in mGy (Dosis [mGy]), tatsachlich durch Dosimeter ermittelte Dosis in mGy
(tats Dosis [mGy]), tatsachliche durch Dosimeter ermittelte Dosis in Gy (tats Dosis [Gy]), absolu-
te Chromosomenaberrationen von je 1000 ausgewerteten Zellen anhand des PAINT-Protokolls
quantitativ erfasst (Aber), Aberrationsdifferenzen im Vergleich zur unbestrahlten Probe (Aber

Diff), Anstieg der Aberrationen mit 0 = nicht signifikant und 1 = signifikant.
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Die Aberrationsdifferenzen pro Zelle wurden gegen die tatsachliche Dosis in Gy in ei-
ner Punktwolke aufgetragen (Abbildung 3.1).

CSZ = 0,00027 + 0,011*D +0,026*D *
0,04 . T T . .

0,03

0,02

0,01

Chromosomenschiden pro Zelle {CSZ)

0,00 : : - : :
0,0 02 0,4 0,6 0.8 1,0 1,2

DOSIS (D) [Gy]

Abbildung 3.1: *®Co-Dosis-Wirkungskurve

Abb. 3.1: Die Y-Achse gibt die Zunahme der Chromosomenschaden pro Zelle und die X-Achse
die tatsachliche Dosis in Gy an, die gestrichelten Linien entsprechen dem 95 %
Konfidenzintervall.

Die Verteilung der Chromosomenaberrationen in Abhangigkeit von der Dosis der ®0co-
Gammastrahlung in Gy wird durch eine linear quadratische Funktion beschrieben:
Y=c+aD+f D? mit —0,00027 fir c, einem a von 0,011 und einem 3 von 0,026. Bei
Umkehrung der Dosis-Wirkungskurve resultiert die Berechnung der Dosis in Gy aus
der Zunahme der Chromosomenschaden pro Zelle (Abbildung 3.2). Dem entsprechend

wurde die Patientendosis ermittelt.
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D = 0,007 + 48,501*CSZ - 601,152°CSZ*
1,2

1,0

08

06

DOSIS (D) [Gy]
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0,00 0,01 0,02 0,03 0,04

Chromosomenschiden pro Zelle (CSZ)

Abbildung 3.2: Kurve fur die Berechnung der Dosis aus der Zunahme der Chro-

mosomenschiaden pro Zelle.

3.2 Biologische Dosimetrie am Patientenkollektiv

Anhand der quantitativ bestimmten Chromosomenaberrationen der Patienten vor und
28 Tage nach Durchfliihrung der RSO wurde die Aberrationsdifferenz bestimmt und
anschlielend nach dem Vorzeichentest auf Signifikanz gepruft. Es fand sich bei kei-
nem der 10 Patienten ein signifikanter Anstieg der Chromosomenaberrationen im Ver-
gleich vor und 28 Tage nach der RSO, so dass eine Zuordnung zu den tatsachlich er-
haltenen Dosen nicht mdglich war. Daraufhin wurde die fur eine Signifikanz erforderli-
che Zunahme der Chromosomenschaden, ausgehend von den Chromosomenaber-
rationen vor der RSO, nach dem Vorzeichentest berechnet und jeweils auf 1000 aus-
gewertete Metaphasen bezogen. Unter Anwendung der Dosis-Wirkungskurve wurde
anhand dieser berechneten Chromosomenschaden pro Zelle im Sinne einer Abschat-
zung nach oben dem Patienten die Dosis, die dieser berechneten Zunahme entsprach,
zugeordnet und ein Dosisminimum mit 234,5 mGy und ein Dosismaximum mit
467,8 mGy (Mittelwert 319,58 mGy + empirische Standardabweichung s = 64,59 mGy)
bestimmt (Tabelle 3.2).
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Aktivitat | Aber | Aber | Aber signifi-

Pat| [MBq] vor | nach | Diff | erf Diff kant Dosis [Gy] | Dosis [mGy]
1 229 1 2 1 6 0 0,2764 276,4
2 219 5 8 3 8 0 0,3565 356,5
3 228 1 4 3 6 0 0,2764 276,4
4 233 3 4 1 7 0 0,3171 3171
5 229 0 2 2 5 0 0,2345 234,5
6 225 3 1 -2 7 0 0,3171 3171
7 226 1 3 2 6 0 0,2764 276,4
8 237 12 17 5 11 0 0,4678 467,8
9 218 5 1 -4 8 0 0,3565 356,5
10 234 3 9 6 7 0 0,3171 317,1
b2 2278 34 51 17 17 1 0,877 877

Tabelle 3.2: Patientenbezogene Daten der biologischen Dosimetrie.

Tab. 3.2: Auflistung der Auswertung von 10 Patienten (Pat) mit Angabe der applizierten Aktivitat
des Radionuklids *°Y in MBq (Aktivitat [MBq]), Aberrationen unmittelbar vor der RSO (Aber vor)
und 28 Tage nach der RSO (Aber nach) und die ermittelten Differenzen der Werte (Aber Diff),
sowie die fir eine Signifikanz erforderlichen Differenzen (erf Diff) mit einem Anstieg der Aberra-
tionen mit O = nicht signifikant und 1 = signifikant und die Angabe der berechneten Patientendo-
sen in Gy (Dosis [Gy]) und in mGy (Dosis [mGy]). Die abschlieRende Zeile bezieht sich auf das

Gesamtkollektiv.

Die Dosen, welche die Patienten durch die RSO tatsachlich erhalten hatten, lagen so-
mit unter den angegebenen, berechneten Dosen. Die Chromosomenaberrationen des
Gesamtkollektivs ergaben im Gegensatz zu der Betrachtung des Einzelpatienten einen
signifikanten Anstieg der Chromosomenaberrationen, und es liel3 sich daher direkt eine
Dosis mittels der Dosis-Wirkungskurve flir das Gesamtkollektiv ermitteln. Ein Ruck-
schluss des biologischen Effektes vom Gesamtkollektiv auf den Einzelpatienten ist

jedoch nicht moglich.
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3.3 Aktivitatsabtransport

Im Patientenkollektiv fand sich bei nur einem Patienten ein lymphogener Aktivitatsab-
transport aus dem Kniegelenk in die Lymphknoten und in die Leber mit einem prozen-
tualen gesamten Abtransport von 3,9 %, entsprechend 9,1 MBq. Bei zwei weiteren
Patienten kam es zu einem nachweisbaren lymphogenen Aktivitdtsabtransport aus-
schlie3lich in die Leber mit einem prozentualen Anteil von 4,8 % (10,5 MBq) und 1,7 %
(3,9 MBq) (Tabelle 3.3).

Pat Anteil LK [%] |Anteil Leber [%]|Abtrans ges [%] MBq
1 0 0 0 0
2 0 4,8 4,8 10,5
3 0 1,7 1,7 3,9
4 1,2 2,7 3,9 9,1
5 0 0 0 0
6 0 0 0 0
7 0 0 0 0
8 0 0 0 0
9 0 0 0 0
10 0 0 0 0

Tabelle 3.3: Aktivitidtsabtransportwerte des Patientenkollektivs.

Tab. 3.3: Auflistung der Auswertung der 10 Patienten (Pat) mit dem prozentualen Anteil der
abtransportierten Aktivitat in die Lymphknoten (Anteil LK [%]) und in die Leber (Anteil Leber
[%]), dem prozentualen Anteil der abtransportierten Aktivitdt von der applizierten Aktivitat
(Abtrans ges [%]) und der abtransportierten Aktivitat (MBQ).

Dennoch lag bei keinem dieser 3 Patienten eine signifikante Chromosomenaber-
rationszunahme nach der RSO vor. Die maximale tatsadchliche Chromosomenaber-
rationsdifferenz von 6 wurde im Gesamtkollektiv bei einem Patienten ohne Nachweis

eines Aktivitatsabtransportes bestimmt und war letztlich nicht signifikant. Gemaf den
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vorliegenden Daten ist bis zu einem lymphogenen Aktivitatsabtransport von 4,8 %,
entsprechend einer Aktivitat von 10,5 MBq kein biologischer Effekt zu erwarten, jedoch
ist aufgrund der geringen Fallzahl der Patienten, welche einen Aktivitatsabtransport
aufwiesen, keine sichere Aussage Uber den Zusammenhang von Aktivitatsabtransport
und Chromosomenschaden moglich.
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4 Diskussion

Zur Durchfiihrung einer biologischen Dosimetrie wurde eine 60Co-Dosis-Wirkungskurve
mit Translokationen als zytogenetische Endpunkte neu erstellt. Am Anwendungsbei-
spiel der RSO des Kniegelenkes mit %0y fand sich in dem betrachteten Patientenkollek-
tiv von 10 Patienten jedoch bei keinem ein signifikanter Anstieg von lymphozytaren
Chromosomenschaden im Vergleich vor und 28 Tage nach Durchfiihrung der RSO,
auch nicht bei den Patienten, bei denen ein lymphozytarer Abtransport zu verzeichnen
war. Im Gegensatz dazu war im Gesamtkollektiv eine signifikant erhdhte Chromoso-

menaberrationsdifferenz nachzuweisen.

41 Chromosomen

Unter der Annahme, dass die Chromosomen 1 und 2 als grofite Chromosomen am
ehesten in Translokationen mit eingebunden sind und im Vergleich zu anderen Chro-
mosomen daher die grofite Ausbeute an Translokationen bieten wiirden, wurden unter
diesem Aspekt in der vorliegenden Arbeit die Whole-Chromosome-Paintings der

Chromosomen 1 und 2 ausgewahit.

Die Chromosomen 1 und 2 gehdren hinsichtlich der Anzahl der Megabasenpaare
(Mbp) zu den grofdten Chromosomen, wobei Chromosom 1 mit 263 Mbp und Chromo-
som 2 mit 255 Mbp bei einer Gréle des Gesamtgenoms von 3200 Mbp angegeben
werden [53]. Es wird davon ausgegangen, dass die grofdte Wahrscheinlichkeit der
Chromosomen in Aberrationen involviert zu sein, von ihrem DNA-Gehalt abhangt [12].
Den Einfluss der Chromosomengrof3e auf die Translokationsfrequenz bestatigt auch
die Arbeit von Cafourkova et al. [7], welche mit 3 und 5 Gy Gammastrahlung induzierte
Translokationsfrequenzen zwischen 11 Chromosomen, einschliel3lich Chromosom 1
und 2 unter Anwendung des PAINT-Protokolls von Tucker et al. [37] auswerteten. Im
Vergleich der, aufgrund des DNA-Gehaltes, rechnerisch zu erwartenden Translo-
kationsfrequenzen mit den experimentell detektierten, fand sich Uberwiegend kein sig-
nifikanter Unterschied. Auffallend war jedoch die geringste Translokationsfrequenz von
32,5 % zwischen Chromosom 2 und den beobachteten weiteren 10 Chromosomen im
Verhéaltnis zu seiner absoluten Translokationsanzahl. Ebenso waren die absolut be-
trachteten Translokationen von Chromosom 2 mit den weiteren 10 Chromosomen sig-
nifikant geringer, als rechnerisch aufgrund seines DNA-Gehaltes erwartet. Transloka-
tionen des Chromosoms 2 sollen gemal der Autoren daher haufiger zwischen Chro-
mosomen aullerhalb der von Cafourkova et al. [7] gewahlten Chromosomengruppe

stattfinden als innerhalb. Demnach wére auch eine geringere Translokationsfrequenz
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zwischen den Chromosomen 1 und 2, welche beide Anteil der gewahlten Chromoso-
mengruppe waren, zu erwarten. In der Betrachtung der absoluten Translokationen zwi-
schen den Chromosomen 1 und 2 nach Bestrahlung mit 3 Gy fanden sich jedoch 11
experimentell detektierte Translokationen gegentber den, aufgrund des DNA-Gehaltes
mit 11,8 berechneten [7]. Da in einer Arbeit von Bickmore und Teague [54] Transloka-
tionen zwischen den Chromosomen 17, 19 und 22 haufiger beobachtet wurden, als
ihrer Grof3e nach zu erwarten gewesen ware, ist auch die Lage der Chromosomen im
Zellkern sowie ihre Gendichte als Einflussfaktor auf die Translokationswahrscheinlich-
keit zu bertcksichtigen. Da dennoch die Chromosomengréfe in Mbp den Hauptfaktor
hinsichtlich der Translokationswahrscheinlichkeit auszumachen scheint [54, 55], steht

dies nicht im Widerspruch zu der Wahl der Chromosomen 1 und 2.

4.2 Zytogenetischer Endpunkt

Die biologische Dosimetrie dient der Abschatzung einer erhaltenen Strahlendosis wie
beispielsweise nach einer Exposition einer ionisierenden Strahlung, um ein erhdhtes
Krebsrisiko kalkulieren zu kénnen [3]. Hierfur sind von der Strahlendosis abhangige,
zytogenetische Parameter, welche vergleichbare Ergebnisse in vivo und in vitro liefern,
erforderlich. Chromosomenaberrationen korrelieren in diesem Zusammenhang mit dem
Krebsrisiko wie kein anderer Biomarker [3]. Daher wurden in dosimetrischen Studien
uber ionisierende Strahlung bisher als zytogenetische Endpunkte dizentrische Chro-
mosomenaberrationen, Translokationen und in geringerem Ausmalfy auch Mikronuklei
gewahlt. SCA waren bei mangelnder Sensitivitdt gegenuber ionisierender Strahlung
diesbezuglich unbedeutend [18]. In der biologischen Dosimetrie standen im Zusam-
menhang mit der RSO unter Anwendung von Radionukliden bisher dizentrische Chro-
mosomen und Mikronuklei im Fokus. Mikronuklei sind ein indirekter Nachweis einer
Zellkernschadigung und ihre quantitative Relation zur Dosis ionisierender Strahlung ist
weniger gut gesichert [5, 18]. Zusatzlich weisen sie bei einer sehr grol3en Hintergrund-
frequenz von 10 bis 12 Mikronuklei auf 1000 Zellen eine hohe interindividuelle Variabili-
tat auf [18]. Prosser et al. [50] beobachteten sogar eine Hintergrundfrequenz von 20
auf 1000 Zellen. Zu bertcksichtigen ist, dass nicht alle azentrischen Fragmente in
Mikronuklei ,verpackt” werden [5]. Des Weiteren ist eine Fehlbestimmung durch nach-
folgende Zellteilungen, in denen Mikronuklei wieder verloren gehen oder wieder in den
Zellkern aufgenommen werden, moglich, und es kann durch Teilung bereits vorhande-
ner Mikronuklei zur Bildung zusatzlicher Mikronuklei kommen [56]. Aufgrund der ange-
fihrten Problematik hat der Mikronuklei-Test die zytogenetischen Testverfahren in der

biologischen Dosimetrie bisher nicht ersetzten kénnen [5].
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Die in dieser Arbeit praferierte FISH erdffnet als ein neues Bindeglied zwischen der
Zytogenetik und der Molekulargenetik ein Verfahren zum Nachweis chromosomaler
Rearrangements und bietet den Vorteil, die langlebigen Translokationen nachweisen
zu kénnen. Da stabile Chromosomenaberrationen wie Translokationen nicht automa-
tisch mit einem Verlust, sondern mit einer Umlagerung genetischen Materials verbun-
den sind, lassen sie sich nicht mit der Giemsa-Farbung als klassisches
zytogenetisches Testverfahren, wie es zur Darstellung struktureller Chromosomen-
aberrationen wie beispielsweise bei Brlichen, dizentrischen Chromosomen oder
Ringen sinnvoll ist, nachweisen, sondern erfordern eine spezifische Markierung einzel-
ner Chromosomen mit der FISH. Translokationen fihren nicht zum Zelltod, sie kbnnen
jedoch schwerwiegende genetische Effekte wie beispielsweise neoplastische Trans-
formationen verursachen, weshalb sie zur Abschatzung eines strahleninduzierten
Krebsrisikos beitragen kdonnen [9]. Im Hinblick auf eine retrospektive Dosisermittlung
bei grélleren Zeitintervallen zwischen Strahlenexposition und Blutprobengewinnung
haben strahleninduzierte Translokationen seit ihrer ersten visuellen dosimetrischen
Analyse in menschlichen Zellen unter Einsatz der FISH durch Lucas et al. [27] einen
entscheidenden Stellenwert eingenommen, so dass ihre Anwendung auch in der biolo-
gischen Dosimetrie im Zusammenhang mit nuklearmedizinischen Therapieverfahren
mit Radionukliden ihre Berechtigung finden. Daher wurden fur die vorliegende Arbeit

mittels FISH darstellbare Translokationen als zytogenetische Endpunkte gewahlt.

Translokationen sind durch ein einfaches Farbmuster leicht erkennbar und minimieren
dadurch Fehler in der Auswertung, welche au3erdem mit weniger zeitlichem und per-
sonellem Aufwand als bei den konventionellen Farbemethoden durchgeflhrt werden
kann [5, 9, 27]. Automatisierte Nachweisverfahren unter Einsatz von speziellen Soft-
wareprogrammen sollen bei der Auswertung von Translokationen einen zusatzlichen
Zeitgewinn um den Faktor 10 ermdglichen und kénnen zu einer rasch und routinema-
Rig einsetzbaren biologischen Dosimetrie fihren [9]. Des Weiteren sind die Ansprliche
an gute Metaphasendarstellungen fir die Auswertung von Translokationen durch die
FISH-Technik nicht so hoch gesteckt, wie fur konventionelle Banderungsanalysen [27].
Da Translokationen Uber die Zeit im Kérper kumulieren, werden sie haufig mit einer
,Lebenszeitdosis“ gleichgesetzt [3, 15]. Hier liegt die Nische der Translokationen in der
biologischen Dosimetrie, denn durch das Ermoglichen von Dosisabschatzungen lang
zuruckliegender, chronischer oder kumulativer Strahlenexpositionen gelten Transloka-
tionen fur diese Ereignisse, trotz ihrer erhdhten Hintergrundfrequenz, als die Chromo-

somenaberrationen der ersten Wahl [5, 9, 21] und haben daher in der biologischen
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Dosimetrie zunehmend an Bedeutung gewonnen, so dass sie als stabile Chromoso-
menaberrationen im Hinblick auf eine retrospektive Dosisermittlung bei langen Zeitin-
tervallen zwischen Strahlenexposition und Zellgewinnung der bessere Biomarker sind.
Bei der Datenerfassung von Translokationen ist die Untersuchung von Zellen, welche
in Kultur die zweite Mitose erreicht haben, weniger kritisch zu bewerten, denn eine
Minderung der Aberrationsausbeute durch Eingehen der Zellen in die zweite Mitose
war nicht zu erwarten [11], und somit war eine Kontrolle der Anzahl durchlaufener Mi-
tosen mit dem Thymidinanalogon 5-Brom-2'-desoxyuridin (BrdU) und ggf. Darstellung
von Harlekin-Chromosomen nicht erforderlich. Anders verhalt es sich bei den
dizentrischen Chromosomenaberrationen, welche als instabile Aberrationen in einer
der nachfolgenden Zellteilungen zum Absterben der Zelle fihren und damit der Analy-
se entgehen. Durch den Ubergang der Zelle von der ersten in die zweite Mitose fallen
Dizentrische in der Anzahl um den Faktor 2 bis 4 ab, und es ist daher zwingend eine
Untersuchung der Zellen in der ersten Mitose erforderlich [5, 21]. Des Weiteren fallt die
Anzahl der dizentrischen Aberrationen auch mit der Zeit nach der Bestrahlung ab [15].
Aufgrund der angefiihrten Vorteile von Translokationen als zytogenetische Endpunkte
in der biologischen Dosimetrie und insbesondere um Unsicherheiten hinsichtlich der
Auswertung und des Verlusts von Aberrationen durch das Zeitintervall von einem Mo-
nat zwischen der Strahlenexposition des Patienten und der Blutgewinnung gering zu
halten, wurden in der vorliegenden Arbeit unter Inkaufnahme des Kostenaufwandes,
welcher die FISH mit sich bringt, Translokationen als zytogenetische Endpunkte ge-

wahlt.

Da jedoch nach 11 Tagen bei %Y mit einer Halbwertzeit von 64 Stunden mehr als
95 % der Dosis im Gewebe ist, kdnnte bereits dann eine Chromosomenanalyse erfol-
gen. Dizentrische Chromosomenaberrationen bieten fur dieses Zeitintervall kaum Un-
sicherheiten [17, 51]. Hinzu kommt eine geringere interindividuelle Variabilitat und eine
geringere Hintergrundfrequenz der dizentrischen Chromosomen gegenuber den Trans-
lokationen, mit nachfolgend positiver Auswirkung auf die Nachweisempfindlichkeit [15].
Unter Annahme einer optimalen Hintergrundfrequenz von 0 Translokationen waére in
dieser Arbeit eine, fur eine Signifikanz notwendige Aberrationszunahme von 5 erforder-
lich und demnach ware unter optimalen Voraussetzungen eine idealisierte Nachweis-
grenze von 234,5 mGy zu erwarten. Die maximale Aberrationsdifferenz innerhalb des
Patientenkollektivs lag einmalig bei 6 Translokationen und einmalig bei 5 Translokatio-
nen und in der Ubrigen Zahl der Patienten darunter. Demnach waren die applizierten

Strahlendosen des Patientenkollektivs Uberwiegend unterhalb dieser bestmoglichen
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Nachweisgrenze und bestenfalls im Grenzbereich zu postulieren. Daher konnten die
hier gefundenen niedrigen, unterhalb dieser Nachweisgrenze liegenden Dosisbereiche
des Patientenkollektivs nur durch eine Abschatzung nach oben ermittelt werden, und
somit lagen die tatsachlich erhaltenen Dosen der Patienten noch unterhalb der hier
angegebenen, berechneten Werte. Bei der Untersuchung von dizentrischen Chromo-
somen kann hingegen eine Nachweisgrenze von bis zu 10 mGy bei einer Auswertung
von 10000 Zellen erreicht werden [5], allerdings unter entsprechendem zeitlichen und

personellen Aufwand.

In zukUnftigen dosimetrischen Untersuchungen im Niedrigdosisbereich, wie es bei der
RSO der Fall ist, sollte der Auswertung dizentrischer Chromosomen gegenuber den
Translokationen zu Gunsten der Nachweisempfindlichkeit den Vorzug gegeben wer-
den. Die Anwendbarkeit der Dosis-Wirkungskurve mit Translokationen als
zytogenetische Endpunkte liegt indessen bei der biologischen Dosimetrie nuklearmedi-
zinischer Therapieverfahren im Hochdosisbereich, wie beispielsweise bei der Radiojod-
therapie mit Dosen von 150 bis 400 Gy [57].

4.3 Dosis-Wirkungskurve

Um eine biologische Dosimetrie mit Translokationen als zytogenetische Endpunkte und
mit einer 60Co-Gammastrathng als Referenzstrahlung durchfiihren zu kdnnen, war es
erforderlich eine Dosis-Wirkungskurve in vitro neu zu erstellen, denn mit %0co-
Gammastrahlung erstellte Dosis-Wirkungskurven unter Anwendung der FISH-Technik
und Auswertung der Translokationen gemald dem PAINT-Protokoll sind rar, und es
haben sich diesbeziglich noch keine standardisierten Dosis-Wirkungskurven etabliert
[5, 19]. Hierfur sind als mogliche Ursachen variierende Bestrahlungskonditionen der
Zellen, unterschiedliche Kulturbedingungen und Differenzen in der Auswertung von
Chromosomenaberrationen  unterschiedlicher Labore anzusehen (Inter-Labor-
Variabilitat) [28, 58], und es wird daher jedem Labor die Erstellung einer eigenen Do-
sis-Wirkungskurve, trotz des dadurch entstehenden erhdéhten Kosten- und Arbeitsauf-
wandes, angeraten [16, 28]. Aufgrund der unterschiedlichen subjektiven Bewertungen
der Aberrationen durch die Auswerter wurden die Translokationen in der vorliegenden
Arbeit von nur einem Auswerter beurteilt. Die Vergleichbarkeit von Dosis-
Wirkungskurven wird zusatzlich durch verschiedene betrachtete biologische Effekte
(Translokationen, dizentrische Chromosomen, Mikronuklei) auch durch unterschiedlich
gewahlte Dosisspektren erschwert. Weiterhin ist insbesondere die quantitative Erfas-

sung, der mit FISH-Technik dargestellten Translokationen, durch die Anwendung un-




Diskussion 36

terschiedlicher Auswertekriterien in den verschiedenen Studien problematisch, und die
Ergebnisse kdnnen daher nicht unmittelbar miteinander verglichen werden. Es liegt
zwischen den Autoren friiherer Studien kein einheitlicher Konsens dariber vor, welche
mittels FISH darstellbare Aberrationen fir eine Dosis-Wirkungskurve erfasst werden
sollten [19, 59]. Da das PAINT-Protokoll nach Tucker et al. [37] jedoch eigens fir die
Vergleichbarkeit in der Forschung aufgestellt wurde, erfolgt die Auswertung in der vor-
liegenden Arbeit dem entsprechend. Die ermittelten Aberrationen sind nicht als absolu-
te Zahlen in die Wertung eingegangen, sondern es wurde der Aberrationszuwachs, das
heil}t, die Differenz der Aberrationen vor und nach Durchfihrung der RSO-Therapie,
bestimmt. Eine von Lucas et al. [17] publizierte 60Co-Dosis-Wirkungskurve schloss
den, flr das Patientenkollektiv in der vorliegenden Studie relevanten Dosisbereich nicht
umfangreich genug mit ein und neben dizentrischen Chromosomen wurden reziproke
Translokationen als absolute Werte ohne Bertcksichtigung des PAINT-Protokolls nach
Tucker et al. [37] ausgewertet. In der Arbeit von Stronati et al. [16] wurde zwar das
PAINT-Protokoll nach Tucker et al. [37] angewandt, jedoch wurde ebenfalls mit absolu-
ten Aberrationszahlen gearbeitet und der Verlauf der Dosis-Wirkungskurve unter die-
sem Aspekt durch den Nullpunkt ergibt bei einer bekannten Translokations-
Hintergrundfrequenz einen erhohten statistischen Fehler [16]. Lucas et al. [27] wertete
nach einer 60Co-Gammabestrathng der Lymphozyten nur Translokationen des Chro-
mosoms 1 aus, ohne sich auf das angeflhrte PAINT-Protokoll zu beziehen. Zusatzlich
wurden ebenfalls Dosisbereiche gewahlt, welche mit den, flr die vorliegende Arbeit
signifikanten Werten, nicht in Einklang zu bringen waren. Lindholm et al. [25] bestrahlte
Lymphozyten mit Dosen kleiner 1 Gy einer 60Co-Gammastrathng und wertete Trans-
lokationen der Chromosomen 1, 2 und 4 aus. Da in der Studie ebenfalls das PAINT-
Protokoll nach Tucker et al. [37] unberlcksichtigt blieb, existiert flur die vorliegende

Arbeit keine sicher vergleichbare 60Co-Dosis-Wirkungskurve.

Die Problematik der Anwendung verschiedener Whole-Chromosome-Paintings zur
Identifikation von Translokationen unterschiedlicher Chromosomen kann mit der Lucas-
Formel umgangen werden. Diese ermdglicht eine Vergleichbarkeit von Ergebnissen
Uber die Bestimmung der Translokationsfrequenz des gesamten Genoms, setzt jedoch
voraus, dass die Haufigkeit der chromosomalen Aberrationen vom DNA-Gehalt der
Chromosomen abhangt [12, 16]. Doch wird diese Voraussetzung von einigen Autoren
bezweifelt, da einige Chromosomen mit einem hohen DNA-Gehalt experimentell weni-
ger Aberrationen zeigten, als demnach zu erwarten gewesen ware, so dass weitere

Einflul3faktoren wie zum Beispiel die Gendichte und Lage der Chromosomen im Zell-
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kern angenommen wurden [54, 55, 60]. Weiterhin sind auch bei der Anwendung der
Lucas-Formel die unterschiedlichen Auswertekriterien der Translokationen zwischen
den Laboren zu bericksichtigen, denn die dadurch ggf. erhaltenen unterschiedlichen
Aberrationszahlen spiegeln sich im Ergebnis der ermittelten Translokationsfrequenz

umgerechnet auf das Gesamtgenom wieder.

4.4 Relative biologische Wirksamkeit

Grundsatzlich gehort die Gamma- und Betastrahlung der low-LET Strahlung mit einer
linear quadratischen Dosis-Wirkungsbeziehung (Y =a D + 3 D2) an [5]. In der vorlie-
genden Arbeit wurde die 60Co-Gammastrathng als Referenzstrahlung gewahlt. Frag-
lich ist, ob sich Chromosomenaberrationen durch den Betastrahler 90y induziert, an
einer 60Co-Gammastrahlung-Dosis-Wirkungskurve messen lassen kdonnen. Zunachst
besteht bei einem einheitlichen Strahlungswichtungsfaktor von 1 fur Beta- und Gam-
mastrahlung kein Zweifel an der Vergleichbarkeit der Chromosomenschaden an der
60Co-Dosis-Wirkungskurve. In der biologischen Dosimetrie sind haufig die
Niedrigdosisbereiche relevant, in welchen sich jedoch die diinn ionisierenden Strahl-
ungen in ihrer biologischen Wirkung unterscheiden [61]. Diese RBW drickt sich in den
unterschiedlichen a-Koeffizienten aus [11, 15, 62]. Die hypothetische Annahme, dass
die lineare Komponente a durch einen einzelnen lonisationsprozess ausgeldst wurde
und proportional zur Dosis und die quadratische Komponente 8 aus zwei unabhangi-
gen Absorptionsereignissen an zwei unterschiedlichen Orten resultiert und proportional
zum Quadrat der Dosis ist [11], wiirde bedeuten, dass Briiche durch den linearen Wert
und Austauschvorgange wie Translokationen durch den quadratischen Wert der linear
quadratischen Dosis-Wirkungsbeziehung verkorpert werden [5]. Doch dominiert fir die
akute Strahlenexposition kleiner 0,4 Gy und fur die Expositionen von geringen bis ma-
Rigen Dosisraten, wie in der vorliegenden Arbeit angewandt, bei strahlungsinduzierten
Translokationen der a-Koeffizient [17]. Diese Abweichung lasst sich durch eine héhere
Energiedeposition, welche auch bei locker ionisierender Strahlung eintreten kann und
zur Bildung von zwei Briichen fuhrt, erklaren [4]. Zusatzlich haben neben den direkten
auch die indirekten Strahlenwirkungen Einfluss auf die Aberrationsentstehung [2]. Wei-
terhin wirken sich Reparaturprozesse der Zelle auf den B-Term aus, denn insbesonde-
re bei einer geringeren Dosisrate kénnen diese innerhalb langerer Zeitintervalle zwi-
schen dem ersten und dem zweiten Schadensereignis bei der low-LET Strahlung eine
zunehmend linearere Dosis-Wirkungskurve insofern bedingen, dass der B-Term ab-
nimmt [5]. Wie entscheidend in diesem Zusammenhang die Wahl der Referenz-

strahlung ist, stellten Lucas et al. [17] heraus, denn der a-Koeffizient flr die Rontgen-
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strahlung war um den Faktor 2 bis 3 héher als fir die 60Co-Gammastrathng und dem-
nach muss die RBW der 60Co-Gammastrathng gegenuber der Rontgenstrahlung ge-
ringer sein und sollte in der biologischen Dosimetrie nicht unbericksichtigt bleiben.
Entsprechend gaben Lloyd und Purrott [11] eine vergleichsweise geringe RBW flr
60Co-Gammastrathng, verglichen mit 250 kV Roéntgenstrahlung, von 0,3 bis 0,4 an. Zu
Beginn der vorliegenden Arbeit existierte keine Dosis-Wirkungskurve flr goY, jedoch flr
den Betastrahler Tritium, welcher eine geringere Betaenergie als 0y aufweist. Tritium
hat im Vergleich zur Rontgen-Referenzstrahlung einen, um den Faktor 1,3 hoéheren
a-Koeffizienten [63]. So lag die Vermutung nahe, dass auch der Betastrahler %0y einen
héheren a-Koeffizienten aufweisen wiirde als die Réntgen- und dem zu Folge auch als
die 60Co-Gammastrathng und demnach eine Uberschatzung der Dosis zu erwarten
ware. Da ein hoherer a-Koeffizient auch eine gréRere biologische Wirkung mit sich
bringt, ist somit bei %y ein tatsachlich grolerer Strahlungswichtungsfaktor als bei der
60Co-Gammastrathng zu postulieren. Aufgrund der jedoch tatsachlich geringeren Do-
sis der Betastrahlung ist trotz des groferen Strahlungswichtungsfaktors ein Messen,
der durch den Betastrahler °°Y induzierten Chromosomenaberrationen, an der 0¢c0-

Dosis-Wirkungskurve maglich.

4.5 Chromosomenaberrationen nach RSO unter Berucksich-
tigung des Aktivitatsabtransportes

Bereits in der Vergangenheit wurden Chromosomenaberrationen und Strahlungsrisiken
im Zusammenhang mit der Applikation von Radionukliden im Rahmen der RSO unter
Berucksichtigung des lymphogenen Aktivitatsabtransportes untersucht [22, 45, 46, 47,
48, 49, 50, 51]. Chromosomenuntersuchungen sind, um einen maoglicherweise verur-
sachten biologischen Effekt durch die Radionuklidapplikation bei der RSO aufdecken
zu kénnen, zu den Zeitpunkten vor und nach der RSO-Therapie erforderlich. Diese
Voraussetzung fand jedoch nicht in allen Studien Berucksichtigung [45, 49]. Im Fokus
der Analysen nach der RSO-Therapie standen bisher dizentrische Chromosomen und
Mikronuklei. Die in dieser Arbeit durchgefuhrte FISH zur Darstellung von Translokatio-
nen kam bisher in friheren Studien im Zusammenhang mit Chromosomenanalysen
nach RSO-Therapien nicht zur Anwendung, daher ist die unmittelbare Vergleichbarkeit
der gefundenen Ergebnisse in der vorliegenden Arbeit mit Ergebnissen friiherer Erhe-
bungen aufgrund der unterschiedlichen Methodik erschwert. In der Arbeit von Daker
[47] wurden beispielsweise zur Auswertung instabiler, dizentrischer Chromosomen-

aberrationen Zellkulturen mit 48 und 72 Stunden Inkubationszeit zusammengefasst,
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wodurch die Gewabhrleistung, Zellen in der ersten Mitose auszuwerten, nicht gegeben
war. Die Ergebnisse der 10 Patienten mit einem signifikanten Aberrationsanstieg
dizentrischer Chromosomen nach der RSO von insgesamt 23 beobachteten Patienten,
sind durch das Fehlen einer Zellzykluskontrolle kritisch zu bewerten, anders bei der
Auswertung von Translokationen als stabile Aberrationen, welche in der zweiten Mitose

nicht verloren gehen.

In einigen Arbeiten wurden die Werte der einzelnen Patienten aufsummiert, auf das
Gesamtkollektiv bezogen und als Nachweis signifikant erhdhter Chromosomenaberra-
tionen, durch die RSO-Therapie bedingt, interpretiert [46, 48, 51]. Doyle et al. [48] fan-
den nach der RSO, bezogen auf das Gesamtkollektiv, eine statistisch signifikante Zu-
nahme von Chromosomenaberrationen, jedoch hinsichtlich des Einzelpatienten wurde
nur bei 9 von 30 Patienten eine Chromosomenaberrationszunahme ohne
Signifikanzangabe ermittelt. Prosser et al. [50] beobachteten bei 6 von 21 mit Y the-
rapierten Patienten einen signifikanten Anstieg von Mikronuklei im Vergleich vor und
nach RSO-Therapie, welcher bei 3 dieser Patienten im Zusammenhang mit einem
lymphogenen Abtransport gesehen werden konnte, ohne jedoch einen signifikanten
Anstieg von Mikronuklei im Gesamtkollektiv nachweisen zu kénnen. In der vorliegen-
den Arbeit fand sich, bezogen auf das Gesamtkollektiv von 10 Patienten, ein signifikan-
ter Anstieg der Translokationen von 0,0034 (0,34 %) Aberrationen pro Zelle vor der
RSO auf 0,0051 (0,51 %) Aberrationen pro Zelle nach der RSO. Somit ist hinsichtlich
des Gesamtkollektivs ein durch die RSO-Therapie bedingter, biologischer Effekt nach-
weisbar. Da bei den einzeln betrachteten 10 Patienten keinerlei signifikante Chromo-
somenaberrationszunahme festzustellen war, sind Riickschliisse vom Gesamtkollektiv

auf den Einzelpatienten nicht mdglich.

Die Chromosomenaberrationszunahme wurde bisher in Abhangigkeit von einem
lymphogenen Aktivitatsabtransport des Radionuklids und dem damit in Verbindung
stehendem, mdglichem Tumorrisiko kontrovers diskutiert. In der vorliegenden Arbeit
fand sich bei 3 der 10 Patienten ein Aktivitatsabtransport aus dem Kniegelenk bis zu
maximal 4,8 %, entsprechend einer Aktivitat von 10,5 MBqg. Weder bei den 3 Patienten
mit lymphogenem Abtransport, noch bei den weiteren 7 war eine signifikante Translo-
kationszunahme im Vergleich vor und nach der RSO vorhanden. Somit ist bei einem
Abtransport bis zu 4,8 % oder 10,5 MBg gemaR den in der vorliegenden Arbeit erho-
benen Daten, kein biologischer Effekt zu erwarten. Das entspricht den erhobenen Da-
ten von Gumpel und Stevenson [49], welche eine erhohte Anzahl von dizentrischen

Chromosomenaberrationen nach einem lymphogenen Abtransport groRer als 5 %
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beobachteten, jedoch ohne die Schaden vor der RSO erfasst zu haben und ohne An-
gabe einer Aktivitatsmessung. Edmonds et al. [64] stellten bei 6 von 19 Patienten einen
lymphogenen Abtransport in die regionaren Lymphknoten von 0,4 bis 8,9 % fest. Von
insgesamt 6 Patienten mit Nachweis eines erhdéhten Mikronukleianstiegs nach der
RSO-Therapie, wies nur einer einen lymphogenen Abtransport auf, welcher mit 3,6 %
einer Aktivitat von 6,66 MBq entsprach. Die Patienten mit einem deutlich héheren Akti-
vitatsabtransport mit bis zu 8,9 % hingegen, wiesen keine erhdhte Mikronukleianzahl
nach der RSO auf. Hinsichtlich Mikronuklei ist die quantitative Relation zur Dosis ioni-
sierender Strahlung jedoch weniger gut gesichert [5, 18] und kénnte die von Edmonds
et al. [64] gefundene Mikronukleizunahme bereits unterhalb eines Aktivitatsabtranspor-
tes von 4,8 % erklaren. Voth et al. [22] konnten bei 9 von 10 Patienten keinen signifi-
kanten Anstieg dizentrischer Chromosomenaberrationen im Vergleich vor und nach der
RSO verzeichnen. Lediglich bei einem Patienten, welcher insgesamt zwei RSO-
Therapien erhalten hatte, war mit einem lymphogenen Aktivitatsabtransport von 6 MBq
eine signifikante Aberrationszunahme dizentrischer Chromosomen festzustellen. An-
hand des nachgewiesenen Strahleneffektes durch die RSO konnte bei dem angeflihr-
ten Patienten aufgrund der hohen Nachweisempfindlichkeit durch die Auswertung
dizentrischer Chromosomen, eine sich im Niedrigdosisbereich bewegende Strahlendo-
sis von 130 mGy pro Einzel-RSO ermittelt werden. Stevenson et al. [51] fanden bei 5
von 10 Patienten einen signifikanten Aktivitdtsabtransport in die regionaren Lymphkno-
ten mit einem Anstieg dizentrischer Chromosomenaberrationen, jedoch ohne Angabe
der Signifikanz der Aberrationszunahme. De La Chapelle et al. [45] verzeichneten kei-
nen sicheren Zusammenhang zwischen der Strahlendosis inguinaler Lymphknoten und
Chromosomenaberrationen. Sie kamen jedoch nach dem Vergleich zwischen einer
Kontrollgruppe ohne RSO-Therapie und einer Patientengruppe nach RSO-Therapie mit
und ohne Durchfihrung einer entsprechenden Gelenkruhigstellung zu dem Schluss,
dass eine Gelenkimmobilisation nach der Therapie den biologischen Strahlenschaden
reduzieren kann. Aberrationen der therapierten Patientengruppe vor der RSO-
Behandlung wurden nicht ausgewertet. Ein unmittelbarer Rickschluss der Aberrati-
onsentstehung durch die Therapie ist daher nicht mdglich. Eine Gelenkruhigstellung
nach Durchflihrung der RSO ist flir den Aktivitdtsabtransport von Bedeutung und sollte
daher nicht unberucksichtigt bleiben. Dies wurde dennoch nicht in allen Studien umge-
setzt [49, 51]. In der Arbeit von Klett et al. [65] war im Gesamtkollektiv bei 17 von 35
Patienten ein lymphogener Aktivitdtsabtransport von maximal 4,78 % nachweisbar,
welcher gemafl der angegebenen applizierten 90y-Aktivitat von 200 MBq, 9,56 MBq

entsprache und mit dem in der vorliegenden Arbeit ermittelten maximalen Aktivitatsab-
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transport von 4,8 % und einer Aktivitat von 10,5 MBq in Einklang zu bringen ist. Eine
Auswertung von Chromosomenaberrationen fand in der Arbeit von Klett et al. [65] nicht
statt. Gemal} den in der vorliegenden Studie erhobenen Daten, ware eine Chromoso-
menaberrationszunahme bis zu diesem Wert bei keinem der 17 Patienten zu erwarten.
Es ist in der vorliegenden Arbeit jedoch die geringe Fallzahl der Patienten mit einem
Aktivitatsabtransport zu berlcksichtigen, welche keinen sicheren Zusammenhang zwi-
schen Aktivitatsabtransport und Chromosomenschaden herstellen [asst. Des Weiteren
ist aufgrund der geringen zu untersuchenden Strahlendosen im Rahmen der RSO und
der hohen Nachweisgrenze der Dosis-Wirkungskurve unter Auswertung von Transloka-
tionen als zytogenetische Endpunkte, eine exakte Dosisbestimmung nicht sicher még-
lich.

4.6 Biologische Dosimetrie

Die Intention zur Erstellung einer biologischen Dosimetrie ist die Strahlenexposition
und das damit im Zusammenhang stehende Tumorrisiko durch eine Therapie, wie bei-
spielsweise bei der RSO mit Applikation von Radionukliden, abschatzen und somit eine
Nutzen-Risiko-Relation flr den Patienten abwagen zu kénnen. Entsprechend wurden
auch in friheren Studien Berechnungen der erhaltenen Strahlendosen nach einer
RSO-Therapie und unter Bertcksichtigung des Abtransportes durchgefihrt und Werte
zwischen 0,255 Gy und 0,5 Gy ermittelt. Edmonds et al. [64] werteten fir einen Patien-
ten mit groRter Mikronukleizunahme nach RSO und einem lymphogenen Aktivitatsab-
transport in die regionaren Lymphknoten mit 3,6 % (6,66 MBq) eine Dosis von 0,3 Gy
aus. Ebenso gaben Prosser et al. [50] Uber eine Mikronukleierfassung eine maximale
Strahlendosis fir einen Einzelpatienten von 0,3 Gy an, welche anhand einer im selben
Labor erstellten Dosis-Wirkungskurve mit 250 kV Roéntgenstrahlung als Referenz-
strahlung ermittelt wurde. Voth et al. [22] fanden fir einen Patienten mit einem Ab-
transport von 3,4 % (6 MBq) bei einem signifikanten Anstieg von dizentrischen Chro-
mosomen eine Dosis von 0,255 Gy bei zwei stattgehabten RSO. Doyle et al. [48] be-
zogen sich hingegen auf ein Gesamtkollektiv und beschrieben Uber eine Aberrations-
zunahme dizentrischer Chromosomen eine Dosis von 0,5 Gy. Die in der vorliegenden
Arbeit gefundenen, nach oben abgeschatzten Dosiswerte nach RSO liegen zwischen
0,235 Gy und 0,468 Gy mit einer gemittelten Dosis von 0,32 Gy und lassen sich mit
den bisher in der Literatur angegebenen Dosiswerten gut vereinbaren. Es ist jedoch zu
bericksichtigen, dass sich in der vorliegenden Arbeit keine signifikante Translokations-
zunahme vor und nach der RSO-Therapie fand, aus deren Differenz die Dosis hatte

berechnet werden kénnen. Daher musste eine fir die Signifikanz erforderliche Zunah-
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me der Chromosomenschaden im Sinne einer Abschatzung nach oben ermittelt und
anschliel’end die Dosis, die dieser berechneten Zunahme entsprach, zugeordnet wer-
den. Folglich lagen die tatsachlich durch die RSO erhaltenen Dosen unter den rechne-
risch ermittelten. Eine genaue Angabe der Dosis wird durch eine erhdhte Hintergrund-
frequenz der Translokationen und eine hohe Inter-Donor-Variabilitat erschwert. Die
angegebene Hintergrundfrequenz von Translokationen variiert je nach Literaturangabe:
Das Bundesamt fir Strahlenschutz, Pressl et al. [26] gaben sie mit 0 bis 5,3 Transloka-
tionen pro 1000 Zellen an und Bauchinger [19] mit O bis 4 auf 1000 Zellen. Im Gegen-
satz dazu wiesen die dizentrischen Chromosomen eine Hintergrundfrequenz von nur O
bis 1 auf 1000 Zellen auf. Wahrend Lucas et al. [17] eine Hintergrundfrequenz von ei-
nem Spender von 0,005 Translokationen pro Zelle ermittelten, wurde die Hintergrund-
frequenz von Lucas et al. [66] von ebenfalls nur einem Spender von 0,0033 Transloka-
tionen pro Zelle angegeben und Stronati et al. [16] fanden bei vier gesunden Spendern
eine durchschnittliche Hintergrundfrequenz von 0,012 Translokationen pro Zelle. In
allen drei Studien wurden die Chromosomen 1, 2 und 4 gemarkert und bei Lucas et al.
[17, 66] zusatzlich die Zentromere. Eine Zentromerdarstellung flhrten auch Finnon et
al. [20] mit Darstellung der Chromosomen 2, 3 und 5 durch und ermittelten eine Hinter-
grundfrequenz von einem Spender von 0,0035 Translokationen pro Zelle. Das PAINT-
Protokoll nach Tucker et al. [37] wandten von den angeflhrten Arbeiten jedoch nur
Stronati et al. [16] und Finnon et al. [20] an. Die in der vorliegenden Arbeit ermittelte
Hintergrundfrequenz erstreckt sich Gber eine Breite von 0 bis 12 Translokationen auf
1000 Zellen und unterstreicht neben der erhdhten Hintergrundfrequenz von Transloka-
tionen im Gegensatz zu den dizentrischen Chromosomen auch die hohe interindivi-
duelle Variabilitat. Die erhobenen Daten der vorliegenden Arbeit sind bei Ubereinstim-
mender Auswertemethodik (PAINT-Protokoll nach Tucker et al. von 1995 [37]) und
unter Berlicksichtigung von nur insgesamt zwei gemarkerten Chromosomen (Chromo-
som 1 und 2) mit den von Stronati et al. [16] angegebenen Daten vergleichbar. Ursach-
lich fur eine erhéhte Hintergrundfrequenz von Translokationen wird vorrangig das Le-
bensalter angegeben, da Translokationen als stabile Chromosomenaberrationen Uber
die Lebensspanne und somit Uber das Alter zunehmen [24]. Entsprechend betrug das
Alter des Patienten mit der minimalen Hintergrundfrequenz in unserer Erhebung 47
Jahre und des Patienten mit der maximalen Hintergrundfrequenz 71 Jahre. Auffallend
war bei Stronati et al. [16] die hohe Translokationsfrequenz bei deutlich geringerem
Lebensalter der Spender (25 bis 40 Jahre). Gepoolte Daten unterschiedlicher Labore

konnten bei Stronati et al. [16] das Ergebnis beeinflusst haben. Die geringere Hinter-
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grundfrequenz von Finnon et al. [20] entsprach den erwarteten in Anbetracht des deut-

lich jingeren, 29-jahrigen Spenders.

Die Problematik, die sich aus der erhéhten Hintergrundfrequenz der Translokationen
entwickelt, ist eine geringere Sensitivitdt der Methodik und somit eine erhdhte Nach-
weisgrenze fur die biologische Dosimetrie, welche je nach Literatur zwischen 0,3 Gy
[16] bis 0,5 Gy [25, 26] angegeben wird. Entsprechend fand sich in der vorliegenden
Arbeit bei einer hohen Hintergrundfrequenz des Spenders von 5 eine untere Nach-
weisgrenze von 0,535 Gy, ab welcher eine signifikante Chromosomenaberrationszu-
nahme zu verzeichnen war und ab welcher somit verlassliche Dosisberechnungen
moglich sind. Unter optimalen Bedingungen ware bei keiner nachweisbaren Transloka-
tion der Spenderzellen vor Bestrahlung und einer fir die Signifikanz erforderliche Aber-
rationszunahme von 5 Translokationen, eine bestmogliche untere Nachweisgrenze von
0,235 Gy zu erwarten. Um auch zuverlassige Werte im Niedrigdosisbereich kleiner
0,5 Gy erhalten zu kénnen, ist jedoch eine Auswertung gréflierer Zellzahlen erforderlich
[19, 59]. Finnon et al. [20] erklarten, dass flir dieselbe Aussagekraft von 500 konven-
tionell gefarbte Zellen (z. B. Giemsa) 1500 FISH gefarbte Zellen auszuwerten waren.
Dem entsprechend fand sich in der Publikation von Lucas et al. [17] auch im
Niedrigdosisbereich unterhalb von 0,2 Gy eine linear quadratische Dosis-
Wirkungsbeziehung (Y = 0,005 + 0,023 D + 0,053 D2) unter Auswertung von mehr als
39000 Zellen. In der vorliegenden Arbeit war die Auswertung von 1000 Zellen pro
Dosispunkt nicht ausreichend genug, um auch in niedrigeren Dosisbereichen noch
verlassliche Daten zu erhalten. Nicht zu vernachlassigen ist der erhéhte Kosten- und
Arbeitsaufwand, welcher die FISH-Technik bei Auswertung grofRer Zellzahlen mit sich
bringt [5].

Regular wird zum Nachweis von Translokationen in der biologischen Dosimetrie ein
Drei-Farben-FISH durchgefiihrt, welcher je nach Auswahl der Chromosomen ungefahr
20 % des Gesamtgenoms entspricht. In unserer Arbeit wurden nur zwei Chromoso-
men, entsprechend 16,2 % des Gesamtgenoms ausgewertet und vermindert somit die
Sensitivitat, denn je groRer der Anteil der gemarkerten Chromosomen am Gesamtge-
nom, desto hoher ist die Sensitivitat. Die Anwendung eines Mehrfarben-FISH mit Pain-
ting von ggf. mehr als drei Chromosomen kann daher die Sensitivitat erhdhen, obwohl
die Nachweisgrenze von Translokationen aufgrund ihrer hohen Hintergrundfrequenz

dennoch uber der von dizentrischen Chromosomen liegen wird [15].

Durch unterschiedliche Strahlenempfindlichkeiten zwischen den Spendern kénnen bei

der biologischen Dosimetrie Unsicherheiten auftreten. In friheren Arbeiten wurde dies
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jedoch kontrovers diskutiert. Lucas et al. [17] fanden keine signifikanten Unterschiede
in der Radiosensitivitdt und auch Stronati et al. [16] beschrieben keine statistische Sig-
nifikanz diesbezlglicher interindividueller Unterschiede. Bei beiden wurden durch eine
®9Co-Quelle induzierte Translokationen ausgewertet. Hingegen diskutierten Lloyd und
Purrott [11], Lloyd et al. [58] und Bauchinger [19] durchaus unterschiedliche Strahlen-
empfindlichkeiten zwischen einzelnen Spendern, doch nur Bauchinger [19] bezieht sich
auf Translokationen, wahrend Lloyd et al. [58] und Lloyd und Purrott [11] sich vorwie-

gend auf dizentrische Chromosomenaberrationen konzentrierten.

Eine erhohte interindividuelle Variabilitdt stabiler Chromosomenaberrationen wie
Translokationen lasst sich auf die Akkumulation der Aberrationen Uber die Lebens-
spanne zurickflihren. Stabile Chromosomenaberrationen werden daher zur ,life-time-
dose-reconstruction® [17, 25] und begrinden somit eine von Lindholm et al. [25] be-
schriebene 10-fach hohere Spontanrate von Translokationen im Gegensatz zu den
dizentrischen Chromosomenaberrationen. Pressl et al. [23] berichteten in Abhangigkeit
vom Alter Uber eine konstante spontane Aberrationsrate bis zum 40. Lebensjahr und
einen Anstieg um den Faktor 2 in den folgenden Lebensjahren bis 50 und einen weite-
ren Anstieg in den folgenden Altersgruppen. Neben dem Alter des Patienten soll die
spontane Translokationsrate auch von Rauchgewohnheiten und vom Geschlecht ab-
hangig sein [23, 24]. In der Literatur wird unter Berucksichtigung dieser Aspekte die
Erstellung einer Dosis-Wirkungskurve auf Basis der Auswertung von mindestens 3
unterschiedlichen Spendern angeraten [28]. In der vorliegenden Arbeit basiert die Do-
sis-Wirkungskurve auf nur einem gesunden, weiblichen, 29-jahrigen Spender. Das Pa-
tientenkollektiv selbst bestand aus 3 mannlichen und 7 weiblichen Spendern unter-
schiedlichen Alters. Aufgrund der angefiihrten erhéhten Hintergrundfrequenzen und
der auch an dem Patientenkollektiv der vorliegenden Arbeit festgestellten, interindivi-
duellen Variabilitat, sind Unsicherheiten moglich. Durch Ermittlung und Anwendung von
Translokationsdifferenzen konnten diese Unsicherheiten minimiert werden. Dennoch ist
die Erstellung einer jeweils neuen Dosis-Wirkungskurve fur unterschiedliche Alters-

klassen und getrennt fur jedes Geschlecht in Erwagung zu ziehen.

Die maximale Reichweite von %Y betragt 11 mm und ist damit bei der RSO des Knie-
gelenkes nahezu ausschlief3lich auf dieses beschrankt, es sei denn, es erfolgt ein
lymphogener Aktivitatsabtransport, im Rahmen dessen es zu einer Anreicherung der
Aktivitat in die Lymphknoten und ggf. auch in die Milz und in das Knochenmark kom-
men kann. Die biologischen Effekte, welche im Rahmen der RSO des Kniegelenkes in

friheren Arbeiten beschrieben wurden, wurden auf das Passieren der Lymphozyten
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durch das Kniegelenk oder durch die Lymphknoten, wenn ein lymphogener Abtransport
erfolgte, zurlickgefiihrt [45, 51]. So handelt es sich in der vorliegenden Arbeit um die
Untersuchung einer Teilkdrperbestrahlung des lymphatischen Systems, speziell der
Lymphozyten und nicht um eine Ganzkdrperbestrahlung [49, 51, 67]. Bei einer Teilkor-
perbestrahlung kann es zum so genannten Verdinnungseffekt durch Vermischen von
geschadigten, bestrahlten und ungeschadigten, unbestrahlten Lymphozyten kommen,
welcher zu einem Selektionsnachteil der bestrahlten Zellen in Form eines mitotic delay
oder eines Interphasetodes bzw. einer Apoptose fihren kann [11]. Nach 48 Stunden
Standardkulturzeit konnte daher die erste Mitose der geschadigten Zellen nach ent-
sprechender Stimulation mit beispielsweise PHA noch nicht abgeschlossen sein und
die Zellen wirden somit der Analyse entgehen. Die Zellzyklusverzégerungen sind ab-
hangig vom LET, Art und Anzahl der Aberrationen sowie dosisabhangig, so besteht der
Selektionsvorteil der unbestrahlten Zellen in der Menge des bestrahlten Zellvolumens
und dessen erhaltener Dosis. In friheren Arbeiten wurden die Untersuchungen von
Zellzyklusverzogerungen mit relativ hohen Dosen von 1 bis 4 Gy Rdntgenstrahlung
durchgeflhrt [68, 69, 70]. Die Problematik des mitotic delay soll mit dem Verfahren der
Premature-Chromosome-Condensation (PCC) umgangen werden, indem eine friihzei-
tige Chromosomendarstellung durch eine vorzeitige Chromosomenkondensation, ohne
dass eine Zellteilung abgewartet werden muss, erfolgt und stark geschadigte Zellen,
welche haufig keine Zellteilung vollziehen, dennoch in die Auswertung mit eingehen.
Es hat sich jedoch gezeigt, dass die Anwendung von PCC nur in hohen
Dosisbereichen erforderlich ist [16]. Auch Lloyd et al. [69] berichteten Uber eine Rele-
vanz von Zellzyklusverzdgerungen in eher héheren Dosisbereichen von 1,5 bis 4 Gy
und hielten an der Standardkulturzeit von 48 Stunden fest. Bolus [2] gab Zellzyklusver-
zbgerungen erst ab einer Dosis grofier 0,5 Gy an. Da sich das Patientenkollektiv in der
vorliegenden Arbeit in einem geringeren Dosisbereich kleiner 0,5 Gy bewegt, sind sig-
nifikante Zellzyklusverzdégerungen nicht zu erwarten. Auch kann das Risiko von Zell-
zyklusverzdgerungen, verbunden mit einer Gefahr der Unterschatzung des Strahlenri-
sikos, aufgrund der Anwendung der low-LET Strahlung 0Co und %Y als eher gering

erachtet werden.

Haufiger noch als die Zellzyklusverzégerungen soll im Rahmen des Selektionsnachteils
bestrahlter Zellkulturen der ebenfalls dosisabhangige Interphasetod auftreten [11, 69].
In der Vergangenheit wurde daher auch die Apoptosemessung zur Erfassung strahlen-
induzierter DNA-Schaden durch Registrierung des programmierten Zelltods und ihre

Anwendbarkeit in der biologischen Dosimetrie diskutiert [30]. Wenn die biologische




Diskussion 46

Dosimetrie durch einen direkten Nachweis von Chromosomenaberrationen zum Bei-
spiel in Form von Translokationen unter Anwendung der FISH-Technik erfolgt, kdnnten
strahlungsinduzierte Apoptosen zu einer Unterschatzung des Strahlenschadens flih-
ren, insbesondere dann, wenn eine Blutentnahme erst einige Zeit nach der Strahlen-
exposition entnommen wurde [11], denn insbesondere die zirkulierenden, sich in der
Ruhephase GO befindlichen Lymphozyten, welche zum Beispiel durch Strahlung ge-
schadigt wurden, unterliegen in vivo der Apoptose in einem starkeren Ausmald, als die
bestrahlten und anschlielend mittels PHA stimulierten Lymphozyten in vitro [71]. In der
Vergangenheit wurde aufgrund der Komplexibilitat versucht, durch eine Kultur von be-
strahlten und unbestrahlten Zellen, eine Teilkdrperbestrahlung in vitro zu simulieren
[68, 70, 72, 73, 74]. Hierzu wurden Roéntgenstrahlungen mit unterschiedlichen Dosis-
Leistungen, je nach Literaturquelle in Dosen zwischen 0,5 bis maximal 5 Gy ange-
wandt und gemischte Zellkulturen mit bestrahltem und unbestrahltem Blut angelegt.
Guerrero-Carbajal et al. [73] zeigten einen Abfall von Translokationen nach einer simu-
lierten Teilkérperbestrahlung mit 4 Gy einer 250 kV Roéntgenstrahlung im Vergleich zu
einer Ganzkoérperbestrahlung auf und fuhrten die mogliche Unterschatzung der Dosis
auf den Anteil der bestrahlten Zellfraktion zurtick. Auch Poncelet et al. [70], welche mit
2 und 4 Gy einer 250 kV Rontgenstrahlung arbeiteten, zeigten eine Diskrepanz in Form
einer Minderung der beobachteten Chromosomenaberrationen gegenuber den erwar-
teten und folgerten aus den Daten bezlglich einer Teilkdrperbestrahlung ebenfalls eine
mogliche Unterschatzung der erhaltenen Strahlendosen bzw. eine Unterschatzung des
exponierten Kdrperanteils und beschrieben zusatzlich eine Dosisabhangigkeit. Fabry et
al. [75] sahen in Abhangigkeit vom bestrahlten Zellvolumen, insbesondere in hohen
Dosisbereichen unter Anwendung von 1 bis 10 Gy einer 60Co-Gammastrathng, eben-
falls diese Problematik. Diesen Ergebnissen schlossen sich auch Hoffmann et al. [68]
nach Experimenten mit Dosen zwischen 1 und 5 Gy einer 200 kV Rdntgenstrahlung
an. Lloyd et al. [74] simulierten eine Teilkorperbestrahlung mit Dosen zwischen 0,5 bis
7 Gy einer 250 kV Roéntgenstrahlung und kamen zu dem Ergebnis, dass durch die
rasche Zirkulation der Lymphozyten auch beim Vorliegen einer Teilkdrperbestrahlung
eine Uniformitat eintritt, obwohl zusatzlich die Problematiken der Apoptose und der
Zellzyklusverzégerungen eingeraumt wurden. In Dosisbereichen kleiner 0,5 Gy fand
sich hinsichtlich Uberlebender und die Mitose eingehender Zellen nur eine geringflgige
Differenz zwischen den bestrahlten und unbestrahlten Zellen. Zu bertcksichtigen ist
die im Vordergrund stehende Dosisabhangigkeit der beschriebenen Effekte, welche zur
Unterschatzung der Strahlendosis fiihren kénnte. Frihere Arbeiten, welche eine Unter-

schatzung der Strahlendosis durch eine simulierte Teilkdrperbestrahlung beschrieben,
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wurden mit Dosen zwischen 1 und 5 Gy durchgefiihrt und lagen damit héher, als die in
der vorliegenden Arbeit ermittelten maximalen Dosen des Patientenkollektivs mit klei-
ner 0,5 Gy. In Anlehnung an die Ergebnisse von Lloyd et al. [74] waren diese Effekte in
unserer Arbeit vernachlassigbar. Hinsichtlich der praktischen Umsetzung einer Berlick-
sichtigung der TeilkGrperbestrahlung in der biologischen Dosimetrie kann die Ab-
schatzung des Mischungsverhaltnisses von bestrahlten und unbestrahlten Zellen je-
doch nicht exakt erfolgen. Einer moglichen Unterschatzung der Strahlendosis wurde in
der vorliegenden Arbeit bei nicht signifikantem Chromosomenaberrationsanstieg nach
der RSO-Therapie bereits durch eine Abschatzung der Dosis nach oben entgegenge-

steuert.

4.7 Schlussfolgerungen

Die erstellte Dosis-Wirkungskurve mit Translokationen als zytogenetische Endpunkte
l&sst unter Annahme einer optimalen Hintergrundfrequenz von 0 Translokationen und
mit einer, fur eine Signifikanz notwendige Aberrationszunahme von 5, eine idealisierte
Nachweisgrenze von 234,5 mGy erwarten. Auch ungeachtet der tatsachlich ermittelten
Nachweisgrenze von 535 mGy liegen somit, bei einer maximalen Aberrationsdifferenz
von einmalig 5 und einmalig 6 Translokationen innerhalb des Patientenkollektivs, auch
unter optimalen Bedingungen, die applizierten Strahlendosen bestenfalls im Grenzbe-

reich, jedoch Uberwiegend unterhalb der bestmoglichen Nachweisgrenze.

Ein signifikanter Anstieg von lymphozytaren Chromosomenschaden im Vergleich vor
und 28 Tage nach Durchfiihrung der RSO fand sich bei keinem der Patienten des be-

trachteten Patientenkollektivs.

Die daraufhin geschatzten Dosiswerte lagen trotz einer Korrektur nach oben unterhalb
der Nachweisgrenze der Dosis-Wirkungskurve. Daher ist die erstellte Dosis-
Wirkungskurve mit Translokationen als zytogenetische Endpunkte flr die Durchfihrung
einer biologischen Dosimetrie im Niedrigdosisbereich, wie bei dem Anwendungsbei-
spiel der RSO aufgezeigt, nicht geeignet. Hier ist aufgrund einer deutlich geringeren
Nachweisgrenze den dizentrischen Chromosomenaberrationen statt den mit FISH dar-
gestellten Translokationen den Vorzug zu geben. Fir nuklearmedizinische Therapie-
verfahren im Hochdosisbereich, wie beispielsweise bei der Radiojodtherapie von
Schilddriisenkarzinomen, ist die in dieser Arbeit neu erstellte Dosis-Wirkungskurve zur

Durchfiihrung einer biologischen Dosimetrie jedoch anwendbar.

Bezugnehmend auf das Gesamtkollektiv war ein signifikanter Anstieg der

lymphozytaren Chromosomenschaden im Vergleich vor und 28 Tage nach Durchfiih-
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rung der RSO nachzuweisen. Ein Rickschluss vom Gesamtkollektiv auf den Einzel-

patienten ist jedoch nicht moglich.

Ein fehlender signifikanter Anstieg von Chromosomenaberrationen bis zu einer appli-
zierten Aktivitat von 237 MBq schloss auch die Einzelpatienten mit ein, bei denen ein
Aktivitatsabtransport dokumentiert werden konnte. Aufgrund der geringen Fallzahlen
sind jedoch Aussagen hinsichtlich eines Zusammenhanges von Chromosomenaberra-

tionen und Abtransport nicht sicher mdglich.
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5 Zusammenfassung

Die Intention der vorliegenden Arbeit war die Erstellung einer Dosis-Wirkungskurve zur
abteilungsinternen Durchflihrung einer biologischen Dosimetrie nach Radionuklidan-
wendungen an Patientenkollektiven des Fachbereichs Nuklearmedizin. Unter Anwen-
dung der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) standen Translokationen als stabile

Chromosomenaberrationen im Fokus der Analysen.

Bisher lagen keine standardisierten Dosis-Wirkungskurven mit Translokationen als
zytogenetische Endpunkte vor. Aufgrund einer Inter-Labor-Variabilitat bei der Erstel-
lung von Dosis-Wirkungskurven, sollte jedes Labor seine eigene Kurve anfertigen.
Hierzu wurden periphere Blutlymphozyten eines gesunden Spenders mit einer 0Co-
Quelle (Dosis-Leistung von 0,14 Gy/min) im Dosisbereich von 223 bis 1033 mGy be-
strahlt und mittels FISH darstellbare Translokationen nach dem PAINT-Protokoll von
Tucker et al. von 1995 [37] quantitativ erfasst. Es wurden 1000 Zellen je Dosispunkt
und zusatzlich 1000 Zellen einer unbestrahlten Kontrollprobe ausgewertet. Der Trans-
lokationszuwachs wurde anschliefiend gegen die Dosis aufgetragen. Es lag eine linear
quadratische Dosis-Wirkungskurve mit der Gleichung Y = -0,00027 + 0,011 D + 0,026
D? vor. Ab einer Dosis von 535 mGy fand sich ein signifikanter Aberrationszuwachs um
14 Translokationen und ist somit als Nachweisgrenze definiert. Die Hintergrundfre-
quenz wurde mit 5 auf 1000 Zellen bestimmt. Bei einer optimalen Hintergrundfrequenz

von 0 auf 1000 Zellen ware die bestmogliche Nachweisgrenze 234,5 mGy.

Um die Anwendbarkeit der Dosis-Wirkungskurve zu prifen, wurde das Anwendungs-
beispiel der Radiosynoviorthese (RSO) des Kniegelenkes mit Dy aufgrund der Beson-
derheit des lymphogenen Aktivitatsabtransportes gewahlt. Dy gilt in diesem Zusam-
menhang als das am haufigsten angewandte Radionuklid mit der gréof3ten Reichweite
und Energie. In der Literatur wurden bereits durch die RSO bedingte Chromosomen-
aberrationen beschrieben. Es existierte bisher im Zusammenhang mit der RSO jedoch

keine biologische Dosimetrie mit Translokationen als zytogenetische Endpunkte.

Trotz eines einheitlichen Strahlungswichtungsfaktors der Beta- und Gammastrahlung
von 1 kdnnen sich die relativen biologischen Wirksamkeiten duinn ionisierender Strah-
lungen unterscheiden. Dennoch lielken sich Chromosomenaberrationen durch einen
Betastrahler induziert, an einer 60Co-GammastrahIung-Dosis-Wirkungskurve messen,
denn nach Prifung der a-Koeffizienten linear quadratischer Dosis-Wirkungskurven von
Beta- und Gammastrahlern, als Indikator fir ihre relative biologische Wirksamkeit, war

in der vorliegenden Arbeit eher eine Uberschatzung der Strahlendosis zu erwarten.
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Es erhielten 10 Patienten im Alter zwischen 47 und 83 Jahren (Median 73,5 Jahre),
davon 9 Patienten mit aktivierter Gonarthrose als Grunderkrankung und 1 Patient mit
einer Oligoarthritis, eine RSO des Kniegelenkes mit 0Y. Die intraartikular applizierte
Aktivitat betrug zwischen 218 und 237 MBq (Mittelwert 227,8 MBq). Die Immobilisation
des Kniegelenkes Uber 3 Tage nach der RSO wurde durch eine dorsale Gipsschiene
gewahrleistet. Am 3. Tag nach der RSO wurde der Aktivitatsabtransport aus dem
Kniegelenk mittels Ganzkdrperszintigraphie unter Ausnutzung der Bremsstrahlung des
Betastrahlers *°Y mit der Gammakamera erfasst und der prozentuale Anteil des Aktivi-

tatsabtransportes bestimmt.

Unmittelbar vor und 28 Tage nach der RSO erfolgte die Untersuchung peripherer Blut-
lymphozyten auf Chromosomenaberrationen unter gleichen Bedingungen wie bei der
Erstellung der Dosis-Wirkungskurve. Eine Zunahme der Chromosomenschaden wurde
dann als nicht zufallig angesehen, wenn sie sich vor und nach der RSO mittels Vorzei-
chentest auf dem 5 % Niveau signifikant unterschieden. Bei keinem der 10 Patienten
fand sich eine signifikante Aberrationszunahme nach der RSO. Daher musste der fir
die Signifikanz erforderliche Aberrationszuwachs nach dem Vorzeichentest ermittelt
und die Dosis mit einer Abschatzung nach oben berechnet werden. Daraufhin wurden
Strahlendosen zwischen 234,5 mGy und 467,8 mGy (Mittelwert 320 mGy) fur den Ein-
zelpatienten bestimmt, welche oberhalb der durch die Therapie tatsachlich erhaltenen
Dosen lagen. Bei 3 von 10 Patienten zeigte sich ein Aktivitdtsabtransport bis maximal
4.8 % (10,5 MBq). Bei keinem der 3 Patienten fand sich ein signifikanter Chromoso-
menaberrationsanstieg, so dass bis zu einem Abtransport von 4,8 % (10,5 MBq) kein
biologischer Effekt zu erwarten ware, jedoch ist in dieser Schlussfolgerung die geringe

Fallzahl mit einzubeziehen.

Die nach Durchflihrung der RSO ermittelten Chromosomenaberrationen der peripheren
Blutlymphozyten sind neben dem lymphogenen Aktivitdtsabtransport auch auf das
Passieren der Zellen durch das Kniegelenk zurlckzuflhren. Liegt kein Aktivitatsab-
transport vor, so ist 9y mit einer maximalen Reichweite von 11 mm bei einer intraarti-
kularen Injektion in das Kniegelenk ausschlieBlich auf dieses beschrankt. Zusammen-
genommen handelt es sich daher um eine Teilkorperbestrahlung. Der hierbei zu be-
ricksichtigende Verdiunnungseffekt mit einem durch Apoptose und Zellzyklusverzdge-
rungen entstehendem Selektionsnachteil der bestrahlten Zellen mit der Gefahr einer
moglichen Unterschatzung des Strahlenschadens, konnte in der vorliegenden Arbeit
aufgrund des niedrigen Dosisbereiches und unter Beachtung der low-LET Strahlung

vernachlassigt werden.
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Die Sensitivitat flr eine biologische Dosimetrie mit Translokationen als zytogenetische
Endpunkte war fir den Fachbereich Nuklearmedizin aufgrund der interindividuellen
Variabilitat der Translokationen und aufgrund der hohen Hintergrundfrequenz mit der
daraus resultierenden hohen Nachweisgrenze flr das Anwendungsbeispiel der RSO
nicht ausreichend. Da die instabilen dizentrischen Chromosomen hinsichtlich ihrer Re-
duktion Uber die Zeit fur ein Zeitintervall von 28 Tagen nach einer Strahlenexposition
als unkritisch anzusehen sind, sind insbesondere im Hinblick auf Niedrigdosisbereiche
wie bei der RSO, die dizentrischen Chromosomenaberrationen zu Gunsten der Nach-
weisgrenze den Translokationen vorzuziehen. In hdheren Dosisbereichen wie bei-
spielsweise bei der Radiojodtherapie von Schilddriisenkarzinomen, kann die erstellte

Dosis-Wirkungskurve jedoch Anwendung finden.

Zur retrospektiven Dosisermittlung existierten bisher keine standardisierten Dosis-
Wirkungskurven mit Translokationen als zytogenetische Endpunkte. Daher ist die vor-
liegende Arbeit auch ein weiterer Ansatz im Sinne einer Erfassung lang zurtickliegen-
der, kumulativer oder chronischer Strahlenexpositionen. Eine hohe Inter-Donor-
Variabilitdt zwischen minimal 0 und maximal 12 Aberrationen auf 1000 Zellen und eine
insgesamt erhdhte Hintergrundfrequenz konnten auf das Lebensalter der Patienten
zurickgefuhrt werden, und die Erstellung von Dosis-Wirkungskurven mit Translokatio-
nen fir die retrospektive Dosimetrie flr unterschiedliche Altersgruppen erscheint sinn-

voll.
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6 Summary

The intention of the present study was to elaborate a dose response curve in order to
carry out an intra-departmental biological dosimetry in view of radionuclide treatments
of patient collectives of the Department of Nuclear Medicine. The focus of the analyses
was on translocations as stable chromosome aberrations, making use of the Fluores-

cence in situ Hybridisation (FISH).

Hitherto, no standardised dose response curves with translocations as cytogenetic
endpoints have been on hand. Due to an inter-laboratory variability when setting up
dose response curves, each laboratory should elaborate its own curve. For this pur-
pose, peripheral blood lymphocytes from a healthy donor with a ®0Co-source (dose rate
of 0.14 Gy/min) were irradiated in a dose range from 223 to 1033 mGy and measured
quantitatively by means of translocations presentable in FISH according to the PAINT-
Protocol by Tucker et al. of 1995 [37]. The evaluation included 1000 cells per dose
point and additionally 1000 cells of a non-irradiated control sample. Afterwards, the
translocation increase was applied against the dose. There was a linear-quadratic dose
response curve with the equation Y = —0.00027 + 0.011 D + 0.026 D?. Starting from a
dose of 535 mGy there was a significant aberration increase by 14 translocations and
is consequently defined as detection limit. The background frequency was determined
with 5 in 1000 cells. At an optimal background frequency from 0 to 1000 cells, the best
possible detection limit would be 235.5 mGy.

In order to check the applicability of the dose response curve, the example of applica-
tion of the radiosynoviorthesis (RSO) of the knee joint was selected with %Y due to the
characteristic of the lymphogenous activity leakage. In this connection, %Y is consid-
ered to be the most commonly applied radionuclide with the largest range and energy.
Chromosome aberrations due to the RSO have already been described in literature.
However, until now there did not exist a biological dosimetry with translocations as cy-

togenetic endpoints in connection with the RSO.

In spite of a uniform radiation weighting factor of beta and gamma radiation of 1, the
relative biological effectiveness of sparsely ionizing radiations can be distinguished.
Notwithstanding, it was possible to measure chromosome aberrations, induced by a
beta emitter, at a 60Co-gamma radiation dose response curve, because it was more
likely to expect in the present study an overassessment of the radiation dose after the
examination of the a-coefficients of linear-quadratic dose response curves of beta and

gamma emitters as an indicator of their relative biological effectiveness.
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10 patients aged between 47 and 83 years (median 73.5 years), 9 of the patients with
active gonarthrosis as underlying disease and 1 patient with oligoarthritis, received an
RSO of the knee joint with %Y. The intra-articularly applied activity was between 218
and 237 MBq (average 227.8 MBq). The immobilisation of the knee joint during 3 days
after the RSO was guaranteed by using a dorsal plaster splint. On the third day after
the RSO, the activity leakage from the knee joint was captured by the gamma camera
by means of a whole-body scintigraphy, using the braking radiation of the beta emitter

%Y and the percentage of the activity leakage was determined.

Immediately before and 28 days after the RSO, peripheral blood lymphocytes were
tested for chromosome aberrations under the same conditions applied during the elab-
oration of the dose response curve. An increase of chromosome damages was not
been considered to be accidental in case they distinguish significantly on the 5 % level
before and after the RSO by means of sample sign test. None of the 10 patients
showed a significant aberration increase after the RSO. Consequently, the aberration
increase necessary to define the significance had to be ascertained after the sample
sign test and an upward calculation of the dose had to be made by estimation. There-
upon, radiation doses between 276.4 mGy and 467.8 mGy (average 320 mGy) were
determined for the individual patient, which were above the doses actually obtained by
the therapy. 3 of 10 patients showed an activity leakage up to a maximum of 4.8 %
(10.5 MBq). None of the 3 patients showed a significant increase in chromosome aber-
ration, so that no biological effect had to be expected up to a leakage of 4.8 % (10.5
MBq); however, the low number of cases has to be taken into account when consider-

ing this conclusion.

The chromosome aberrations of the peripheral blood lymphocytes determined after
realising the RSO have to be attributed — in addition to the lymphogenous activity leak-
age — to the passage of the cells through the knee joint. If there is no activity leakage,
the ®°Y with a maximum range of 11 mm receiving an intra-articular injection into the
knee joint is exclusively limited to this. All in all, it is therefore a partial body irradiation.
When carrying out the present study it was not necessary to consider the effect of dilu-
tion to be taken into account, with a selective disadvantage of the radiated cells arising
from apoptosis and cell cycle delays, bearing the danger of a possible underestimation
of the radiation damage, due to the modest dose range and observing the low-LET

radiation.

The sensitivity for a biological dosimetry with translocations as cytogenetic endpoints

was not sufficient for the Department of Nuclear Medicine due to the inter-individual




Summary 54

variability of the translocations and due to the high background frequency with a con-
sequently high detection limit in view of the example of application of the RSO. Due to
the fact that the instable dicentric chromosomes can be regarded as non-critical in view
of their reduction over the time of a time interval of 28 days after a radiation exposure,
the dicentric chromosome aberrations are to be preferred in favour of the detection limit
of the translocations, particularly with regard to low dose ranges like in case of the
RSO. However, in higher dose ranges like, for example, in case of the radioiodine ther-

apy of thyroid carcinomas, the created dose response curve can be applied.

By now, there are no standardised dose response curves with translocations as cyto-
genetic endpoints to carry out a retrospective dose determination. Therefore, the pre-
sent study represents another approach in the sense of an ascertainment of cumulative
or chronic radiation exposure of the past. It was possible to attribute to the age of the
patients an elevated inter-donor variability between a minimum of 0 and a maximum of
12 aberrations in 1000 cells and an all-in-all increased background frequency, and the
elaboration of dose response curves with translocations for the retrospective dosimetry

to be applied to different age groups seems to be reasonabile.
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7 Abkurzungsverzeichnis
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