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I. Einleitung: Dosisabschätzung mit Hilfe
der Biologischen Dosimetrie
Hans Mönig, Wolfgang Pohlit, E. L. Sattler

Einführung zum Begriff „Biologische Dosimetrie“
ionisierender Strahlung

Die Dosimetrie dient der meßtechnischen Bestimmung der Energie-
dosis D. Diese ist durch den Quotienten aus der durch Strahlung auf das
Objekt übertragenen Energie und der Masse definiert (s. Abb. 1.1). Die
Energiedosis kann mit physikalischen und chemischen Methoden be-
stimmt werden. Die gebräuchlichsten Verfahren sind die Messung der
Luftionisation, der photographischen Schwärzung und der Thermo-
lumineszenz. In allen diesen Verfahren ist der Zusammenhang zwischen
der Energiedosis und der zur Messung benutzten Strahlenwirkung im
Detektor sehr genau und eindeutig bekannt. Mit derartigen Dosimetern
läßt sich die Energiedosis in einer Person als „Personendosis“ oder an
einem Ort als „Ortsdosis“ ermitteln.

Für Strahlenschutzzwecke kann die unterschiedliche biologische Wirk-
samkeit verschiedener Strahlenarten durch einen Qualitätsfaktor
berücksichtigt werden. Durch Multiplikation der Energiedosis D mit
dem Qualitätsfaktor Q ergibt sich dann die Äquivalentdosis H.

Durch eine Teilkörperbestrahlung von außen oder durch Anreicherung
eines Radionuklids in einem einzelnen Organ ist eine sehr inhomogene
Bestrahlung eines Menschen möglich. Der Beitrag der Bestrahlung der
einzelnen Organe zum Gesamtrisiko für stochastisch bedingte Strahlen-
schäden (z.B. Tumorentstehung) wird durch Wichtungsfaktoren WT
berücksichtigt. Die Summation aller Einzelanteile der Äquivalentdosis
in verschiedenen Organen HT multipliziert mit den Wichtungsfaktoren
wT ergibt die »Effektive Dosis HE« (s. Abb. 1.1). Bei der Äquivalent-
dosis und der effektiven Dosis wird also die biologische Wirkung der
Strahlung beim Menschen berücksichtigt. Beide Größen werden nur im
Strahlenschutz angewendet.

Für die Ermittlung der Personendosis muß vorausgesetzt werden, daß
ein Dosimeter während der gesamten Bestrahlungsdauer von der be-
troffenen Person getragen wurde. Das ist aber in Unfallsituationen nur
selten der Fall. Deshalb besteht der Bedarf, aus biologischen Verände-
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nur für den Strahlenschutz
Abb. 1.1 Schematische Darstellung der Energiedosis, der Äquivalentdosis und der Effek-
tiven Dosis.
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rungen im bestrahlten Körper die erhaltenen Strahlendosis zu ermit-
teln. Das ist die Hauptaufgabe der „Biologischen Dosimetrie“.

Im Jahre 1982 fand das erste Symposium über „Biologische Dosimetrie“
in Neuherberg bei München statt. Die dort vorgetragenen Themen
erschienen unter dem Titel „Biological Dosimetry“ (Eisert, Mendel-
sohn, 1984). Nach einer im Vorwort des Tagungsbandes gegebenen
Definition beschreibt die Biologische Dosimetrie die Dosis in Begriffen
einer definierten biologischen Antwort. Es ist zu beachten, daß der
Begriff der Biologischen Dosimetrie auch im Zusammenhang mit toxi-
schen Stoffen verwendet wird. Unter dem gleichen Aspekt fand im
Jahre 1990 in Lerici, Italien, ein weiteres internationales Symposium
mit dem Titel „Trends in Biological Dosimetry“ statt (Mauro et al.,
1990). In dem Tagungsband werden vor allem zytogenetische Wirkun-
gen, wie z. B. Chromosomenaberrationen und die Bildung von Mikro-
nuklei, in Abhängigkeit von der Dosis behandelt. Die Chromosomen-
aberrations-Analyse ist inzwischen gut eingeführt und findet bei Dosis-
überschreitung beruflich strahlenexponierter Personen Anwendung. In
einem Rundschreiben des Bundesminister des Innern (BMI 1983) wer-
den die Modalitäten der Strahlenschutzkontrolle mit diesem Verfahren
angegeben. Diese Untersuchung kann jedoch für eine sehr große
Anzahl von Personen nicht eingesetzt werden; sie ist sehr zeitaufwendig
und arbeitsintensiv. Eine ähnliche Einschränkung gilt auch für andere
zu Strahlenschutzzwecken eingeführte Methoden.

Anstelle der Bezeichnung „Biologische Dosimetrie“ wird in dem
genannten Rundschreiben des Bundesministers des Innern der Begriff
„biologische Indikatoren“ verwendet. Auch das Bundesgesundheitsamt
bezeichnet in seinen Schriften zum Nachweis von Strahlenexpositionen
die strahlenbedingten Veränderungen in Zellen, Geweben, Organen
oder Körperflüssigkeiten mit dem Begriff „biologische Indikatoren“
(s.z.B. Kaul et al., 1986).

Biologische Dosimetrie im Katastrophenfall

Bei Unfällen in kerntechnischen Anlagen oder beim Einsatz von Nukle-
arwaffen muß damit gerechnet werden, daß große Teile der Zivilbevöl-
kerung Strahlenexpositionen in unterschiedlichem Ausmaß ausgesetzt
sind. In Abb. 1.2 ist die Häufigkeit des Auftretens von Übelkeit und
Erbrechen als Symptome der Strahlenkrankheit und von Todesfällen
innerhalb von 60 Tagen, durch Schädigung des Knochenmarks, in
Abhängigkeit von der Dosis aufgetragen. Der Abbildung kann entnom-
men werden, daß unterhalb einer Strahlenbelastung mit einer Dosis von
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0 1 2 3 4 5 6 7
Ganzköperdosis, D / Gy

Abb. 1.2 Auftreten der Strahlenkrankheit mit Übelkeit und Erbrechen und des Strahlen-
todes durch Schäden in den Blutstammzellen nach Ganzkörperexposition mit locker ioni-
sierenden Strahlen.
1 Gray kaum Auswirkungen zu erwarten sind. Andererseits muß bei
einer kurzzeitigen Ganzkörperexposition mit einer Dosis von 6 Gray
ohne medizinische Behandlung mit fast 100 % Todesfällen gerechnet
werden. Die klinisch relevanten Strahlenwirkungen liegen also inner-
halb eines relativ engen Dosisbereichs. Für eine medizinische Behand-
lung ist die Feststellung der von jedem einzelnen empfangenen Dosis
von entscheidender Bedeutung. Dies gilt insbesondere für die Entschei-
dung der Frage, welchem der Strahlenopfer Knochenmark transplan-
tiert werden kann. Eine Bedingung dafür ist, daß das Knochenmark des
Bestrahlten letal geschädigt ist, daß jedoch die anderen Gewebe keine
letale Schädigung erfahren haben (Champlin, 1988). Aus den Erfahrun-
gen mit den Strahlenopfern aus Tschernobyl wird gefolgert, daß erst bei
einer Dosis von mehr als 7 bis 8 Gray zu einer Transplantation geraten
werden kann (Champlin, 1987). Eine weitere Voraussetzung ist, daß
innerhalb der kritischen Phase immunkompetente Spender verfügbar
sind.
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Kann die Ermittlung der Ortsdosis die Biologische
Dosimetrie ersetzen?

Für die Entscheidung zu einer Therapie ist es von Vorteil, wenn Anga-
ben über Ortsdosen [Die Ortsdosis ist nach DIN 6814 (Teil 3) und nach
der Strahlenschutzverordnung 1989 definiert als Äquivalentdosis für
Weichteilgewebe, gemessen an einem bestimmten Ort] gemacht werden
können. Untersuchungen an Haushaltszuckern, die nach Bestrahlung
bei der Lösung in Wasser Lumineszenzlicht emittieren (Lyolumines-
zenz), haben gezeigt, daß es möglich ist, flächendeckend Ortsdosen
zu ermitteln (Koch et al., 1988). Die Festlegung einer Personendosis auf
Grund einer Messung der Ortsdosis oder Ortsdosisleistung setzt aller-
dings voraus, daß die betreffende Person weiß, an welcher Stelle sie sich
zum Zeitpunkt der Exposition befand und wie lange sie sich dort auf-
gehalten hat. Welche Schwierigkeiten sich für diese Fragestellung erge-
ben können, zeigen dosimetrische Messungen an Zähnen von Atom-
bombenopfern in Hiroshima und Nagasaki (s. Tabelle 1.1). Man er-
kennt, daß zwischen den Werten der Gewebe-Kerma in Luft aus der
Entfernungsangabe und den Dosiswerten aus den ESR-Messungen an
den Zähnen z. T. erhebliche Abweichungen bis zu einem Faktor von
etwa 15 bestehen. Solche Diskrepanzen zwischen der tatsächlich aufge-
nommenen Dosis und der ermittelten Ortsdosis können für den Betref-
fenden hinsichtlich der ärztlichen Betreuung von Bedeutung sein. Es

Tabelle 1.1 Gewebe-Dosis von Atombomben-Opfern in Japan nach Abschätzung mit
Hilfe der Elektronenspinresonanz (ESR)-Methode an Zähnen. Im Hydroxylapatit der
Zahnhartsubstanz entstehen durch eine Bestrahlung langlebige freie Radikale.
N= Nagasaki/H = Hiroshima. Nach Tatsumi-Miyajima (1987).

a: Nach Berechnungen von Kerr et al. (1983). Kerma (= Kinetic energy released in material) ist eine
Dosisgröße,

b: Der Mann starb 7 Tage nach dem Atombombenabwurf
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muß darauf hingewiesen werden, daß die ESR-Methode nur in Einzel-
fällen angewendet werden kann; sie ist von der präparativen und meß-
technischen Seite her sehr aufwendig. Diese Feststellung gilt auch für
die von Ikeya und Kai (1988) vorgeschlagene ESR-Untersuchung von
bestrahlten kommerziellen Medikamenten, die Unfallopfer bei sich
getragen haben.

Biologische Indikatoren für eine Dosimetrie

Die Bestimmung von Dosis-Wirkungs-Zusammenhängen für biochemi-
sche, histologische, zytologische und morphologische Veränderungen
sowie Änderungen in Zellpopulationen gehört zu den Grundlagen
strahlenbiologischer Untersuchungen. Es ist naheliegend, bei geeigne-
tem Verlauf der Dosis-Wirkungs-Beziehung gewisse Rückschlüsse auf die
Höhe der Strahlenexposition des Organismus zu ziehen. Als biologische
Veränderungen, aus denen auf eine erhaltene Strahlendosis zurück-
geschlossen werden kann, kommen im Prinzip alle betroffenen biolo-
gischen Funktionen im menschlichen Körper in Betracht. Tabelle 1.2

Tabelle 1.2 Biologisch-biochemische Indikatoren der Strahlenschädigung, die zur Ab-
schätzung der Strahlendosis dienen können.
Nach Waiden und Farzaneh, 1990.

Blutserum

Amylase
A-T-Phosphatase
β-Galaktosidase
Calcium
Catecholamine
Diamin-Oxidase
Eisenaufnahme in

Erythrozyten
Faktor XXII
Freie Aminosäuren:

Leucin
Phenylalanin
Prolin
Tyrosin

Urin

Aminosäuren:
Asparaginsäure
Cysteinsäure

Glucose
Histamin
Immunglobuline
Katalase
Kreatin
Lactat-dehydrogenase
Lipide:

Cholesterin
Corticosteroide
Phospholipide
Triglyceride

Lipoproteine
Lysylaminopeptidase

Amylase
β-Aminoisobutter-

säure

Nucleinsäuren:
Desoxycytidin
Pseudouridin
Thymidin
Uracil

Plasmafreies
Haptoglobin

Plasmafreies
Hämoglobin

Prostglandine
Saure Phosphatase
Saure

Desoxyribonuklease
Transaminasen
Zink-Protoporphyrin
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Glycin und
Metabolite
Kreatin, Kreatinin

Hydroxyprolin
Leucin
Phenylalanin
Prolin
Threonin
Metabolite von

Tryptophan
Kynurensäure
Xanthurensäure

Valin
Taurin

Speichel
Albumin
Amylase

Zytologie
Periphere Blutzellen

Vollständiges Blut-
bild und Diffe-
rentialblutbild

Chromosomen-
analyse

Zählung von Spermien
und Erfassung der
Anomalien

Antigen-Bestimmung

Physiologische
Parameter
Epilation
Erythem
Fieber
Schwächezustand
Konvulsionen
Körpertemperatur
Prodromale Symptome:

Nausea
Emesis
Diarrhoe
Anorexie

Catecholamine
Desoxyribonuklease
Histamin
5-Hydroxyindolessig-

säure
Indoxylschwefelsäure
17-Ketosteroide
Nucleinsäuren:

Desoxycytidin
Pseudouridin

Prostaglandine
Ribonukleasen
Serotonin
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gibt eine Übersicht über fünf Gruppen von biologisch-biochemischen
Reaktionen. Für die hier vorliegenden Probleme von Strahlenunfällen
und Katastrophensituationen besteht aber die zusätzliche Anforderung,
daß die entsprechenden Strahlenreaktionen im Körper einfach und
schnell meßbar sein müssen. Außerdem müssen sie hinreichend emp-
findlich sein, damit eine Strahlenbelastung im interessierenden Dosis-
bereich von einigen Gray erfaßt werden kann.

Von medizinischer Seite hat man Stufenpläne entwickelt, um den
Schweregrad der Strahlenschädigung zu ermitteln. Diese Stufenpläne
können in gewisser Weise auch als biologische Dosimetrie angesehen
werden. Um den Verlauf der subjektiven und objektiven Symptomatik
innerhalb der ersten 24 bis 48 Stunden nach der Strahlenexposition zu
überwachen, wurde vorgeschlagen, die Veränderung der Blutlympho-
zytenzahlen zu ermitteln, um zu einer ersten Einteilung der Strahlen-
geschädigten zu kommen (Wendt, 1980). In Abb. 1.3 ist eine Einteilung
in vier Gruppen nach der Anzahl der Blutlymphozytenwerte innerhalb
der ersten 48 Stunden wiedergegeben. Wendt (1986) hat jedoch auch
darauf aufmerksam gemacht, daß die Lymphozytenzahl zwar ein guter

18
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Gradmesser für die Frühdiagnostik des Strahlenschadens ist, jedoch kei-
nen Indikator für die Schädigung des Stammzell-Systems insgesamt dar-
stellt. Diese Einschätzung folgt u. a. aus einem Vergleich der Blutwerte
nach Ganzkörper- und nach Teilkörper-Bestrahlung. So kann die Lym-
phozytenzahl auch durch andere Einflüsse verändert sein.

Die klinischen und hämatologischen Kriterien bestimmen nicht nur die
diagnostische Beurteilung, sondern auch die Anpassung an die jewei-
ligen Erfordernisse des Behandlungskonzepts. Es entspricht einem Stu-
fenplan der Entscheidungsbildung, wofür eine sequentielle Diagnostik
des Strahlenschadens (s. Abb. 1.4) vorgeschlagen wurde (Wendt, 1980;
Fliedner, 1981). Aufgrund klinischer Befunde sind natürlich nicht Dosis-
angaben, sondern nur Aussagen über Schweregrade einer Strahlenschä-
digung möglich, wie sie in der Tabelle 1.3 angegeben werden. Die
Schweregrade „leicht“, „mittel“, „schwer“ und „äußerst schwer“ ent-
Tabelle 1.3 Differenzierung der akuten Strahlenkrankheit nach Schweregraden in Ab-
hängigkeit vom Auftreten der Primärreaktion (Aus: Vorobev, 1975 und Messerschmidt,
1984).

19



sprechen in etwa den Dosisbereichen 1 bis 2 Gray, 2 bis 4 Gray, 4 bis
6 Gray und mehr als 6 Gray (Messerschmidt, 1984). Eine ausführliche
Darstellung der klinischen Frühdiagnostik von Strahlenwirkungen beim
Menschen mit Therapievorschlägen wurde von der Schutzkommission
in ihrem katastrophenmedizinischen „Leitfaden“ im Kapitel „Ärztliche
Maßnahmen bei Strahlenunfällen und Strahlenkrankheiten“ (SK, 1991)
gegeben. Danach ist es insbesondere wichtig festzustellen, ob ein
Mensch eine Strahlendosis von mehr als 3 Gray erhalten hat oder nicht.
Diese Einschätzung des „klinischen Bildes“ der Strahlenkrankheit setzt
große Erfahrungen des Arztes voraus. Es kommt hinzu, daß eine Reihe
von Faktoren das „klinische Bild“ erheblich beeinflussen können.

Es besteht daher Bedarf nach biologischen Meßverfahren, die eine mög-
lichst rasche, hinreichend sichere und quantitative Ermittlung einer
Strahlenbelastung bei einer möglicherweise großen Anzahl betroffener
Menschen erlaubt. Die Schutzkommission hat in einem kooperativen
Arbeitsprogramm verschiedene Wege einer »Biologischen Dosimetrie«
experimentell verfolgt. Die Berichte der Arbeitsgruppen an den Univer-
sitäten Frankfurt am Main, Freiburg i. Br. und Gießen werden hier zu-
sammenfassend dargestellt.
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Ermittlung der Strahlenexposition aus
Messungen an Retikulozyten
Hans Joachim Egner, Wolfgang Pohlit, Eckhard Werner

Retikulozyten sind für eine biologische Dosimetrie im Dosisbereich von
1 bis 8 Gy sehr gut geeignet. Sie zeigen eine dosisabhängige Abnahme mit
einer Minimalzahl am dritten Tag nach der Bestrahlung. Es gibt nur wenige
Erkrankungen oder unspezifische Reaktionen, die eine Abnahme der
Retikulozyten im peripheren Blut verursachen. Deshalb ist der Retikulo-
zytenwert sehr spezifisch für eine Schädigung durch ionisierende Strah-
lung. Die Messung der Retikulozytenwertes kann schnell in einer größe-
ren Bevölkerungsgruppe mit Hilfe elektronischer Zählgeräte durchge-
führt werden und eignet sich deshalb auch in Katastrophensituationen.

Biologische und physikalische Grundlagen

Erythropoese
Die im peripheren Blut vorkommenden Zellen haben ihren Ursprung in
den Stammzellen im Knochenmark und im lymphatischen Gewebe.
Der Hauptbestandteil (ca. 90 % der Trockenmasse) der roten Blutzellen
(Erythrozyten) ist das Hämoglobin. Die Funktion der Erythrozyten ist
der Gastransport im Organismus. Die Vorläufer der Erythrozyten sind
die Erythroblasten und Normoblasten im Knochenmark. Die Haemo-
globinsynthese findet bereits in diesen Zellen statt. Von der Stammzelle
bis zum Retikulozyt durchlaufen die Zellen vier Zellteilungen. Danach
wird der Zellkern ausgeschleust und die RNA im Zytoplasma abgebaut.
Durch Anfärben der RNA lassen sich in den Retikulozyten bestimmte
Färbemuster erkennen, aufgrund derer eine Unterscheidung verschie-
dener Reifungsstufen möglich ist (z.B. Gruppen O-IV nach Heil-
meyer). Der Reifungsprozess ist abgeschlossen, wenn die gesamte RNA
abgebaut ist. Noch während ihrer Reifung zum Erythrozyt gelangen die
Retikulozyten in das periphere Blut. Normoblasten sind normalerweise
nur im Knochenmark zu finden und Retikulozyten der Reifungsstufen I
und II gelangten ebenfalls nur zu einem sehr geringen Teil ins periphere
Blut. Bei einer extrem gesteigerten Erythropoese als Folge eines hohen
Blutverlustes oder eines stark vermehrten Erythrozytenabbaus werden
diese Zellen zu einem früheren Zeitpunkt ins Blut ausgeschleust, so daß
vereinzelt sogar Normoblasten im Blut zu finden sind.
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Die reifen Erythrozyten zirkulieren ca. 100-120 Tage im Blut und wer-
den dann von den Zellen des reticuloendothelialen Systems in Leber,
Milz und Knochenmark phagozytiert. Unter Normalbedingungen wer-
den innerhalb von 24 Stunden rund 0,8% der 25 x 1012 Erythrozyten
eines Erwachsenen erneuert (Schmidt, Thews, 1983). Bei Blutverlust
oder pathologisch verkürzter Lebensdauer der Erythrozyten kann die
Erythropoeserate auf ein Vielfaches ansteigen.

Der wirksame Reiz für die Erythropoese ist das Absinken des O2-Par-
tialdruckes im atmenden Gewebe. Wird der O2-Bedarf größer als die
O2-Zufuhr, kann eine erhöhte Erythropoetin-Konzentration im Blut
nachgewiesen werden.

Erythropoetin ist ein Glycoprotein mit einem Molekulargewicht von ca.
30000. Es wird durch ein Enzym, dem Proerythropoetin oder renalen
Erythropoesefaktor, von einem Plasmaglobulin abgespalten. Proery-
thropoetin wird vorwiegend von den Nieren, in geringer Konzentration
auch von der Leber abgegeben. Erythropoetin stimuliert die Differen-
zierung und die Proliferationsrate der determinierten erythropoeti-
schen Stammzellen im Knochenmark und steigert außerdem die Hämo-
globinsynthese in Erythroblasten.

Etwa 25-40% der Leukozyten sind Lymphozyten. Sie zählen zu den
langlebigen Zellen. Ihre Reifungsdauer beträgt ca. 10 Tage. 80% der zir-
kulierenden Lymphozyten haben eine Lebensdauer zwischen 100 und
150 Tagen, die restlichen 20 % haben nur eine Lebensdauer von wenigen
Tagen. Je nachdem, ob ihre Entwicklung vom Thymus oder einem ande-
ren lymphatischen Organ abhängt, unterscheidet man T-Lymphozyten
oder B-Lymphozyten. Lymphozyten spielen eine wichtige Rolle bei der
erworbenen (spezifischen) Abwehrfunktion.

Monozyten, die nur einen geringen Anteil (4-8 %) der Leukozyten aus-
machen, besitzen die größte Phagozytose-Kapazität aller Blutzellen.
Sie wandern vom Blut in das umgebende Gewebe, wo sie sich vergrö-
ßern und als Histocyten oder Gewebsmakrophagen seßhaft werden.

Die Normalwerte der Konzentrationen und die Größen der verschiede-
nen Blutzellen im peripheren Blut bei gesunden Erwachsenen sind in
Tab. ILl zusammengefaßt.

Versuchstiere

Die Tierversuche wurden mit männlichen Kaninchen der Linie Z (Fa.
Dr. Zimmermann, Untergröningen/Stuttgart) durchgeführt. Die Tiere
wurden in einem klimatisierten Raum bei 21° C gehalten. Es wurde ein
künstlicher Tag-Nacht-Rhythmus mit einer Heil-Phase von 12 Stunden
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Tabelle ILl Konzentrationen und Größen der verschiedenen Zellen im Blut, (aus:
H. Theml, Taschenatlas der Haematologie)

(7.00-19.00 Uhr) und einer Dunkelphase von 12 Stunden erzeugt. Fut-
ter (Altromin Standard Diät für Kaninchen, Altromin Werke, Lage)
und Wasser standen den Tieren jederzeit ausreichend zur Verfügung.

Die Tiere wurden 2-3 Wochen vor Versuchsbeginn geliefert. Zum Zeit-
punkt der Bestrahlung waren sie 10-12 Wochen alt und hatten ein Kör-
pergewicht zwischen 3 und 4 kg.

Für die Auswahl der Versuchstiere waren im wesentlichen zwei Gesichts-
punkte maßgebend. Im Verhältnis zu den für die Experimente notwen-
digen Blutentnahmen soll das Gesamtblutvolumen der Tiere möglichst
groß sein, da sonst mit einer erheblichen Beeinflussung der normalen
physiologischen Funktion, insbesondere einer Stimulierung der Ery-
thropoese zu rechnen ist. Bei einem Gesamtblutvolumen der Kanin-
chen von ca. 250 ml beträgt der Blutverlust durch die täglichen Entnah-
men von jeweils 2-3 ml Blut nur ca. 1 % des gesamten Blutes pro Tag.

Mit der vorgegebenen Bestrahlungsanlage (35 MeV-Betatron) soll
zudem bei homogener Dosisverteilung im gesamten Tierkörper eine
möglichst hohe Dosisleistung erreicht werden. Es sollten deshalb mög-
lichst kleine Tiere verwendet werden.
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Kaninchen sind aus den genannten Gründen als Versuchstiere geeignet.
Ihr Blutvolumen ist ausreichend groß, und eine homogene Ganzkörper-
bestrahlung ist wegen ihrer geringen Körpergröße innerhalb weniger
Minuten durchführbar (Dosisleistung ca. 1 Gy/min). Außerdem ist der
mittlere Retikulozytenwert beim Kaninchen im Vergleich zum Men-
schen etwa doppelt so hoch. Die statistischen Fehler der Messungen
sind bei den Tierexperimenten entsprechend geringer.

Beschreibung des Durchflußzytometers

Für die folgenden Untersuchungen wurde das Durchflußzytometer
Cytofluorograph 30 L der Firma Ortho Instruments benutzt. Es soll hier
ein kurzer Überblick über den Aufbau der Anlage gegeben werden. Die
im Verlauf der vorliegenden Arbeit durchgeführten Modifikationen
werden dabei ausführlich beschrieben.

Das hydrodynamische System

Das hydrodynamische System (Abb. ILl) besteht aus einem Vorrats-
gefäß für partikelfreies Wasser, einer Probenkammer, zwei Druckmin-
derern und vier Ventilen (V) zur Steuerung der einzelnen Flüssigkeits-
ströme sowie einer Durchflußküvette.

Zur Verbesserung der Qualität des Hüllstromwassers und zur Vermei-
dung von Verunreinigungen der Zuleitungen durch Algenwuchs wurde
ein spezieller Vorratsbehälter konstruiert. Der Behälter wird mit gefil-
tertem Wasser gefüllt, das mit einer Filteranlage (Milli – Q, Fa. Milli-
pore) aufbereitet wurde. Der Inhalt des Vorratsgefäßes wird ständig mit
einer Zahnradpumpe durch einen Membranfilter (Porengröße: 0,1 μlη,
Fa. PaIl) umgewälzt. Die Zuleitung zur Durchflußküvette taucht in ein
kleines Überlaufgefäß am Ausgang des Filters. Mit einem Druckregler
und gefilterter Druckluft wird in dem Behälter ein bestimmter Über-
druck eingestellt, so daß das Wasser über die Zuleitung mit konstanter
Geschwindigkeit durch die Küvette fließt. Die Strömungsgeschwindig-
keit dieses Hüllstromes wird durch den eingestellten Hüllstrom-Druck
und einer der Küvette nachgeschalteten Drossel bestimmt. Diese Dros-
sel besteht aus dünnem Teflonschlauch (0,3 mm x 0,7 mm). Bei einer
Länge der Drossel von 1 m und einem Druck von 1,5 x 105 Pa im Vorrats-
gefäß beträgt die Strömungsgeschwindigkeit in der Küvette ca. 5 m/s.

Die Durchflußküvette (Abb. II.2) besteht aus UV-transparentem
Quarzglas. Um optimale optische Eigenschaften zu erzielen, hat sie
einen quadratischen Querschnitt mit den Außenmaßen 5 mm X 5 mm
und den Innenmaßen des Durchflußkanals 250μm x 250μm. Diese
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Abb. II.1 Schematische Darstellung des Durchflußsystems.
Partikelfreies Wasser wird mittels Druckluft aus einem Vorratsgefäß durch die Durchfluß-
küvette gedrückt. Durch ständige Zirkulation über ein Filter (Porengröße: 0,1 /μm) wird
eine hohe Reinheit des Hüllstromwassers gewährleistet. Die Probe wird ebenfalls mittels
Druckluft in die Küvette gedrückt. Probenstrom und Hüllstrom fließen laminar und mit
konstanter Geschwindigkeit durch die Küvette, so daß die Zellen einzeln nacheinander
den Fokus des Laserstrahls passieren. Die Strömungsgeschwindigkeit in der Küvette wird
durch eine austauschbare Drossel bestimmt, die der Küvette nachgeschaltet ist. Die Ven-
tile (V) dienen zur Steuerung der einzelnen Flüssigkeitsstrome.

Quarzküvette ist auf einen Sockel mit einer konischen Bohrung geklebt,
in dessen Mitte sich eine Düse befindet (Durchmesser der Öffnung:
150 μm).

Mit einem zweiten Druckregler wird der Druck in der Probenkammer
so eingestellt, daß die Probe über eine dünne Zuleitung durch diese
Düse gedrückt wird. Durch die konische Verengung des Küvettensok-
kels werden Hüllstrom und Probenstrom beschleunigt und fließen lami-
nar durch die Küvette. Dabei verengt sich der Probenstrom auf bis zu
5 μm (hydrodynamische Fokussierung). Die Zellen passieren den Focus
des Laserstrahls einzeln nacheinander. Wie weit der Probenstrom einge-
engt wird, ist abhängig von der Druckdifferenz zwischen Hüllstrom und
Probenstrom. Eine hohe Auflösung bei der Messung erfordert einen
minimalen Probenstromdurchmesser.
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Abb. II.2 Die Durchflußküvette besteht aus UV-transparentem Quarzglas und hat einen
quadratischen Querschnitt mit den Außenmaßen 5 mm X 5 mm und den Innenmaßen des
Durchflußkanals 250 μm x 250 μm. Diese Quarzküvette ist auf einen Sockel mit einer
konischen Bohrung geklebt, in dessen Mitte sich eine Düse (Durchmesser der Öffnung:
150 μm) befindet, durch sie gelangt die Probe in die Mitte des Hüllstromes. Durch die
Einengung von Probenstrom und Müllstrom werden diese beschleunigt und fließen in
einer laminaren Strömung durch die Küvette (hydrodynamische Fokussierung). Dadurch
passieren die Zellen den Fokus des Laserstrahls einzeln nacheinander.

Das optische System

Abb. II.3 zeigt eine schematische Darstellung des optischen Systems
des Durchflußzytometers. Als Lichtquellen stehen zwei Argon-Ionen-
Laser zur Verfügung. Die Strahlen werden mit Hilfe von je zwei justier-
baren Umlenkspiegeln durch ein Fokussierungselement in die Durch-
flußküvette gelenkt. Dieses Fokussierungselement besteht aus zwei
gekreuzten Zylinderlinsen (f1 = 6,9 mm, f2 = 72 mm), deren Achsen
senkrecht zueinander stehen. So entsteht ein Strahlenbündel mit ellipti-
schem Querschnitt und den Maßen 150 μm x 5 μm im Fokus. Die Zel-
len durchlaufen diese Ellipse senkrecht zur langen Achse. Durch dieses
Beleuchtungsprinzip wirken sich seitliche Schwankungen des Proben-
stroms nur geringfügig auf die Anregungsintensität aus.

Das Fluoreszenz- bzw. Streulicht der Zellen wird von zwei Kondensor-
linsen – eine in Richtung des Laserstrahls und eine senkrecht zum Strahl – erfaßt und auf verschiedene Meßplätze projiziert. Das Licht wird mit
drei Photomultiplieren gemessen, die mit diesen Meßplätzen durch
Glasfaserlichtleiter verbunden sind.

Zur Messung des Kleinwinkelstreulichtes wird der direkte Strahl durch
einen 1,5 mm breiten schwarzen Blechstreifen (Absorber) vor der Kon-
densorlinse ausgeblendet. Das unter einem Winkel von 2°-7° zum Laser-
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Abb. II.3 Strahlengang des optischen Systems des Durchflußzytometers, wie es für die
Messungen der vorliegenden Arbeit verwendet wurde.

strahl gestreute Licht wird auf eine Lochblende projiziert und mit einem
Glasfaserlichtleiter zu einem Photomultiplier (PMT 3) weitergeleitet.

Senkrecht zum Laserstrahl können Fluoreszenzlicht und 90°-Streulicht
gemessen werden (PMT 1 und PMT 2). Durch Auswahl geeigneter
dichroitischer Spiegel und Filter im Strahlengang werden die Wellenlän-
genbereiche für die Fluoreszenz von verschiedenen Farbstoffen fest-
gelegt. Bei den Experimenten der vorliegenden Arbeit wurden zur Mes-
sung der roten AO-Fluoreszenz (PMT 2) ein Kantenfilter (RG 630, Fa.
Schott) und zur Messung der grünen TO-Fluoreszenz (PMT 1) ein Inter-
ferenzfilter (IF 510-550, Fa. Ortho Diagnostic Systems) verwendet.

Modifikationen des optischen Systems

Um Empfindlichkeit und Auflösung des Durchflußzytometers zu erhö-
hen und den Anwendungsbereich der Anlage zu erweitern, wurde im
März 1985 ein leistungsstarker Argon-Ionen-Laser (Spectra Physics,
Mod. 2025-05) installiert. Dieser ist mit einem abstimmbaren Resona-
tor ausgestattet und besitzt im Vergleich zu dem vorhandenen Argon-
Ionen-Laser (Mod. 60 C/63, American Laser Corporation) eine wesent-
lich höhere Ausgangsleistung (1,5 W gegenüber 50 mW für Licht der
Wellenlänge λ = 488 nm). Mit speziellen Resonator-Spiegeln ist es mög-
lich, den Laser im UV-Bereich einzusetzen (maximale Ausgangslei-
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stung: 400 mW im Multi-line-Betrieb: 351,1 nm-363,8 nm), was die Ver-
wendung einer Reihe weiterer Fluoreszenz-Farbstoffe ermöglicht.

Der neue Laser (Laser 2 in Abb. II.3) und die optische Bank des Durch-
flußzytometers wurden auf einen zu diesem Zweck angefertigten Tisch
montiert. Die Strahllage wird mit Hilfe von zwei Justierfassungen (Fa.
Spindler und Hoyer) eingestellt. Für Licht im sichtbaren Wellenlängen-
bereich werden in diese Fassungen hoch reflektierende Laserspiegel
(G 3802-009, Fa. Spectra Physics) eingebaut, die bei Verwendung von
Licht im UV-Bereich gegen Aluminium-Oberflächenspiegel (Spindler
und Hoyer) ausgetauscht werden müssen.

Bei Verwendung des serienmäßig eingebauten Fokussierungselements
darf der Strahldurchmesser 1,2 mm nicht überschreiten, da sonst infolge
von Öffnungsfehlern der Zylinderlinse mit dem kleineren Krümmungs-
radius (f1 = 6,3 mm) Interferenzen in der Brennebene auftreten, die zu
Problemen bei der Signalverarbeitung führen. Der Strahldurchmesser
des Lasers beträgt ca. 1,8 mm, wenn die Modenblende im Resonator
gerade soweit verkleinert wird (Blende 6), daß transversale Moden aus-
geschaltet werden (TEM00). Durch weiteres Verkleinern der Moden-
blende kann der Strahldurchmesser noch etwas eingeengt werden,
wodurch aber die maximal erreichbare Ausgangsleistung begrenzt wird.

Abb. II.4a zeigt die Pulsform von grün fluoreszierenden Latexpartikeln
(Polybeads, Durchmesser 2,4 μm, Fa. Polyscience) bei einem Strahl-
durchmesser von 1,8 mm vor dem Fokussierungselement. Bei der Puls-
flächen-Analyse, wie sie bei der Messung von Fluoreszenzsignalen bei

Abb. II.4 Fluoreszenzsignal von Latexpartikeln (Polybeads 2,4 μm)
A: Bei einem Strahldurchmesser von 1,8 mm vor der Fokussierungsoptik kommt es durch
Öffnungsfehler zu Interferenzen in der Brennebene der vorderen Zylinderlinse
(f=6,3 mm) und damit zu Seitenpeaks der Fluoreszenzsignale.
B: Mit Strahlbegrenzung durch eine Spaltblende (Spalt: 1,2 mm) und Verkleinern der
Modenblende (Blende Nr. 3 = Strahldurchmesser 1,5 mm) des Lasers.
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diesem Durchflußzytometer verwendet wird, liegen in Abhängigkeit
von der Signalhöhe mehr oder weniger Nebenmaxima innerhalb der
Integrationsgrenzen. Die Pulsfläche ist dann nicht mehr proportional
zur Fluoreszenzintensität der Zellen. Außerdem besteht die Gefahr,
daß diese Seitenpeaks als Signal einer einzelnen Zelle registriert wer-
den. Eine Begrenzung des Laserstrahls ist daher notwendig.

Der Strahldurchmesser kann mit verschiedenen Methoden verkleinert
werden:

1. Verkleinern der Modenblende im Laser. Die maximal erreichbare
Ausgangsleistung des Laser wird dadurch jedoch begrenzt.

2. Einengen des Laserstrahls durch ein Fernrohr. Der Durchmesser
eines parallelen Strahlenbündels wird beim Durchgang durch zwei Sam-
mellinsen, die im Abstand ihrer Brennweiten voneinander entfernt sind
(Kepler-Fernrohr), im Verhältnis der Brennweiten vergrößert bzw. ver-
kleinert. Intensitätsverluste treten hier durch Reflexionen an den Lin-
senoberflächen auf.

3. Begrenzen des Laserstrahls durch eine Spaltblende. Die Öffnungs-
fehler werden durch die Zylinderlinse mit dem kleineren Krümmungsra-
dius verursacht, deren Achse senkrecht zum Probenstrom steht. Es
genügt deshalb eine Begrenzung des Laserstrahls in diese Richtung
durch eine Spaltblende. Die Begrenzung des Strahls führt ebenfalls zu
einem Intensitätsverlust.

Um mit dem serienmäßig eingebauten Fokussierungselement eine mög-
lichst hohe Leuchtdichte im Fokus zu erhalten, wurde mit allen drei
Methoden experimentiert. Die maximale Leuchtdichte wurde dabei
durch Messung der Fluoreszenzintensitäten von grün fluoreszierenden
Latexpartikeln (Polybeads, Ø 2,4μm) ermittelt.

Beim Verkleinern der Modenblende des Lasers erreichten die Fluo-
reszenzsignale eine maximale Pulshöhe bei Blende 3, was einem Strahl-
durchmesser von ca. 1,5 mm entsprach. Zusätzlich wurde der Strahl
durch eine Spaltblende mit unabhängig voneinander einstellbaren
Schneiden begrenzt, die vor das Fokussierungselement montiert wurde.
Damit kann der Strahl von oben und von unten gerade soweit begrenzt
werden, daß die Nebenmaxima verschwinden und das Hauptmaximum
des Fluoreszenzsignals unverändert bleibt (Abb. II.4b). Dabei wurde
für Latexpartikel (Polybeads, 02,4 μm, Standardabweichung: 0,05 %)
ein Variationskoeffizient von CV = 0,007 gemessen.

Durch Linsen mit den Brennweiten f1 = 40 mm und f2 = 80 wurde der
Laserstrahl auf die Hälfte seines Durchmessers komprimiert. Bei der
für TEM00 größtmöglichen Modenblende (Blende 6) ergibt sich so ein
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Strahldurchmesser von 0,9 mm. Mit dieser Anordnung läßt sich bei glei-
cher Auflösung eine etwa um den Faktor 1,2 höhere Leuchtdichte im
Fokus erreichen.

Da sich die Richtung des Laserstrahls bei verschiedenen Betriebsbedin-
gungen (z. B. Änderung der Wellenlänge) immer etwas ändert, soll die
Justierung schnell und einfach korrigiert werden können. Aus diesem
Grund wurde die Strahlbegrenzung mit der Spaltblende bevorzugt.

Bei diesen Messungen zeigte sich, daß Luftzirkulationen im Strahlen-
gang (Kühlgebläse der Elektronik) thermische Prismen erzeugen kön-
nen, die zu Intensitätsschwankungen am Meßort führen. Der freie
Strahl zwischen Laserkopf und Fokussierungslinsen wurde deshalb ver-
kleidet.

Durch den Einbau des neuen Argon-Ionen-Lasers können erheblich
höhere Leuchtdichten im Fokus erreicht werden. Außerdem liegt der
Rauschanteil erheblich unter dem des alten Lasers. Messungen an den
Strahlen beider Laser ergaben für den Laser der Fa. American Laser
Corp. einen Rauschanteil von 0,025 bei einer Ausgangsleistung von
35 mW und für den Laser der Fa. Spectra Physics einen Rauschanteil
von 0,005 bei einer Ausgangsleistung von 1W. Dabei wurden beide
Laser im „Power-Mode“, d.h. elektronisch konstant gehaltener Aus-
gangsleistung betrieben.

Um die Empfindlichkeit des Durchflußzytometers für die Fluoreszenz-
Messungen zu erhöhen, wurde in den Strahlengang senkrecht zum
Laserstrahl eine Kondensorlinse mit einer höheren numerischen Aper-
tur eingebaut. Dazu wurde ein Mikroskop Objektiv (Zeiss LD 40/Epi-
plan) mit einer numerischen Apertur von A = 0,6 verwendet. Die nume-
rische Apertur der serienmäßig eingebauten Linse ist A = 0,15. Mit dem
Mikroskop-Objektiv wird deshalb ein größerer Anteil des Fluoreszenz-
lichtes erfaßt. Die Empfindlichkeit konnte so etwa um das 4,5fache
erhöht werden.

Signalverarbeitung

Abb. II.5 zeigt ein Blockschaltbild der Elektronik zur Signalverarbei-
tung. Die Signale der drei Photomultiplier (PMT 1-3) werden zunächst
von drei Vorverstärkern verstärkt und dann von dem im Durchflußzyto-
meter eingebauten Signalprozessor (FC 300) weiterverarbeitet. Durch
zwei identische Kanäle (Kanal X und Y) im Signalprozessor können die
Signale von jeweils zwei Photomultipliern gleichzeitig verarbeitet wer-
den. Die anliegenden Signale werden mit dem Eingangsschalter (S) auf
den jeweiligen Kanal geschaltet. Es wird entweder die Pulshöhe (PHA),
die Pulsfläche (PAA) oder die Pulsbreite (PWA) der Signale analysiert
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und ein Rechteckimpuls weitergeleitet, dessen Amplitude proportional
zur gemessenen Größe ist. Diese Rechteckimpulse werden von einem
Verstärker mit entweder linearer oder logarithmischer Kennlinie weiter-
verarbeitet. Gleichzeitig liefert der Signalprozessor ein Triggersignal.
Die Triggerschwelle kann dabei für die Signale X und Y getrennt einge-
stellt werden.

Die Signale dürfen eine Anstiegszeit von 3/μs nicht unterschreiten, da
sonst Fehler in der Signalverarbeitung auftreten (Linearität des Pulsflä-
chenanalysators). Die Anstiegszeit kann durch Verändern der Durch-
flußgeschwindigkeit mit der Drossel optimiert werden.

Die Impulse vom Signalprozessor werden von zwei Analog-Digital-
Wandlern (ADC) umgewandelt und auf einen Personal-Computer
(Toshiba T 300) übertragen. Mit Hilfe von verschiedenen Programmen
(Krämer, 1989) können die Daten dargestellt, ausgewertet und auf
Datenträger gespeichert werden. Für einparametrische Histogramme
ist die Auflösung 1024 Kanäle und für zweiparametrische Histogramme
wahlweise 256 x 256 Kanäle bzw. 128 x 128 Kanäle. Ein Teil der Tierex-
perimente wurde noch mit einem anderen Personal-Computer (Tandy
TRS-80) durchgeführt. Mit diesem Computer konnte nur eine Auf-
lösung von 256 Kanäle für einparametrische Histogramme und 64 x 64
Kanäle für zweiparametrische Histogramme erreicht werden.

Abb. II.5 Vereinfachtes Blockschaltbild zur Signal Verarbeitung im Durchflußzytometer.
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Modifikationen des Signalprozessors

Mit dem Austausch des eingebauten Netzteils durch ein externes Netz-
teil und durch zusätzliche Masseverbindung der Hauptplatine des
Signalprozessors mit den übrigen Komponenten der gesamten Anlage
konnte das Netzbrummen am Eingang des Signalprozessors von 200 mV
auf 15 mV reduziert werden.

Die Log-Verstärker wurden gegen zwei neue Log-Verstärker (FC 300
Analog/Logging PCB 300-1651-000, Fa. Ortho Diagnostic Systems) mit
einem erweiterten Meßbereich ausgetauscht. Die Kennlinien der alten
sowie der neuen Log-Verstärker sind in Abb. IL 6 dargestellt. In den Vor-
verstärker eines Photomultiplieres wurden Rechteck-Impulse mit der
Amplitude U1 und einer Dauer von 4 μs eingespeist und die Amplitude
U2 der Signale am Ausgang des Signal-Prozessors (im PHA-Modus)
gemessen. Mit dem neuen Log-Verstärker kann ein Meßbereich von
etwa 2 Dekaden (U1 = 15 mV-2000 mV) genutzt werden. Unterhalb
von 15 mV verläuft die Kennlinie nicht mehr exponentiell und die
Signale gehen im Netzbrummen (15 mV) unter. Der Meßbereich des
alten Log-Verstärkers reichte etwa über eine Dekade (U1 = 40 mV-
400 mV). Bei diesem Verstärker treten oberhalb von 400 mV Abwei-
chungen von der exponentiellen Kennlinie auf.

Abb. 11.6 Kennlinien des Signalprozessors mit altem (A) und neuem Log-Verstärker (B).
In den Vorverstärker eines Photomultiplieres wurden Rechteck-Impulse mit der Ampli-
tude U1 und einer Dauer von 4 μm eingespeist und die Amplitude U2 der Signale am Aus-
gang des Signal-Prozessors (im PHA-Modus) gemessen.

Bestrahlungsanlage und Dosimetrie

Die Kaninchen wurden am Betatron (Fa. Siemens, Maximalenergie
35 MeV) mit Elektronen einer Energie von 25 MeV und einer Dosislei-
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stung von ca. 1 Gy/min bestrahlt. Während der Bestrahlung saßen die
Tiere in einem quaderförmigen Käfig aus gelochten Plexiglas-Platten
mit einer Wandstärke von 8 mm. Die Innenmaße des Käfigs waren
380 mm X 80 mm X 160 mm. Die Länge des Käfigs konnte durch eine
verschiebbare Platte so begrenzt werden, daß das Versuchstier den
Käfig fast vollständig ausfüllte. Um ein möglichst großes Bestrahlungs-
feld zu erhalten, wurde der Tubus am Betatron hochgeklappt und eine
Streufolie vor das Austrittsfenster montiert. Diese Streufolie bestand
aus einem 2 mm starken Aluminium-Blech, das in der Mitte mit einem
zusätzlichen 23 mm breiten Aluminiumstreifen auf eine Dicke von 4 mm
verstärkt war. Die Vorderseite des Plexiglas-Käfigs wurde in einem
Abstand von 1,6 m von dieser Streufolie senkrecht zur Strahlachse aus-
gerichtet. In diesem Abstand wurde ein nahezu homogenes Strahlungs-
feld über den gesamten Tierkörper erreicht. Die Abnahme der Dosis
quer zur Strahlachse bis zum Rand des Plexiglas-Käfigs war geringer als
10% (Werner, 1972).

Da das Kaninchen den Käfig fast vollständig ausfüllt, entspricht der
Dosisverlauf im Versuchstier annähernd dem Dosisverlauf in einem mit
Wasser gefüllten Kasten. Nach der Tiefendosiskurve für Elektronen mit
einer Energie von 25 MeV in Wasser nimmt die Dosis bis zur Rückseite
des Käfigs (d = 80 mm) um ca. 10 % ab. Die Tiere wurden deshalb von
beiden Seiten mit jeweils der Hälfte der Gesamtdosis bestrahlt.

Die Dosis und die Dosisleistung wurden mit einer auf der Vorderseite
des Käfigs fixierten Ionisationskammer (Ionisationskammer Typ
M 233641, V = 0,3 cm3, Dosimentor DI4, DL4 und EK4, Physikalisch-
Technische Werkstätten, Freiburg) gemessen.

Bei den Teilkörperbestrahlungen wurde jeweils die vordere bzw. die hin-
tere Körperhälfte der Kaninchen mit 50 mm starken Bleiziegeln abge-
schirmt.

Bestimmung des Retikulozytenwertes

Definition des Retikulozytenwertes

Der Retikulozytenwert R im peripheren Blut ist definiert als der Quo-
tient aus der Anzahl der Retikulozyten und der Summe von Erythrozy-
ten und Retikulozyten: R = NR/(NR + NE), wobei NR die Anzahl der
gemessenen Retikulozyten und NE die Anzahl der gemessenen Erythro-
zyten pro Volumen ist.
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Mikroskopische Bestimmung des Retikulozytenwertes

Retikulozyten im peripheren Blut enthalten noch Reste von RNA in
Mitochondrien und Ribosomen, die im Laufe ihrer Reifung abgebaut
werden. Reife Erythrozyten besitzen schließlich keine RNA mehr. In
der klinischen Praxis werden die Retikulozyten nach Anfärbung der
RNA mit dem Farbstoff Brillantkresylblau unter dem Mikroskop ausge-
zählt. Dabei werden im allgemeinen 1000 rote Blutzellen ausgewertet.
Bei einem Retikulozytenwert von 10 —20 x 10-3, der etwa dem Normal-
bereich beim Menschen entspricht, werden also nur 10-20 Retikulo-
zyten pro 1000 Zellen gezählt. Die statistische Sicherheit ist deshalb
sehr gering (relativer Fehler: ~0,30). Sollen in der gleichen Blutprobe
etwa 100 Retikulozyten erfaßt werden (relativer Fehler: ~ 0,10), ist mit
einer Auswertungszeit von über einer Stunde zu rechnen. Bei Blutpro-
ben mit niedrigeren Werten muß mit entsprechend längeren Auswer-
tungszeiten gerechnet werden.

Eine zusätzliche Fehlerquelle ist die gelegentlich subjektive Unterschei-
dung zwischen Erythrozyten und Retikulozyten. Wenn die gleiche Blut-
probe von mehreren Personen mit dem Mikroskop mehrfach ausgewer-
tet wird, zeigen die Meßergebnisse oft eine größere Streuung als für eine
Zufallsverteilung zu erwarten ist (Gilmer und Koepke, 1967, Londeree
and Allaire, 1969, Peebles et al., 1981, Furlong, 1973, Savage et al.,
1985). Bei den gebräuchlichen Färbemethoden ist die Unterscheidung
der Zellen oft noch durch Farbstoffpartikel auf dem Blutausstrich
erschwert.

Diese Auszählung mit dem Mikroskop ist deshalb nicht geeignet, um die
Retikulozytenwerte bei einer großen Zahl von Personen schnell und
präzise messen zu können.

Durchflußzytometrische Methoden zur Bestimmung des
Retikulozytenwertes

In den letzten Jahren wurden eine Reihe von durchflußzytometrischen
Techniken entwickelt, die eine schnelle und genaue Bestimmung des
Retikulozytenwertes ermöglichen. Mit dem Durchflußzytometer kön-
nen mehr als 1000 Zellen pro Sekunde gemessen werden. Damit ist es
möglich, selbst Proben, in denen nur wenige Retikulozyten enthalten
sind, mit einem geringen statistischen Fehler zu messen. Außerdem sind
diese automatischen Methoden nicht von einer subjektiven Unterschei-
dung der Zellen abhängig.

Bei diesen Techniken wird die restliche RNA (Retikulozyten, Throm-
bozyten) und die DNA (Zellkerne der Leukozyten) in den verschiede-
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nen Blutzellen mit einem Fluoreszenzfarbstoff angefärbt. Durch gleich-
zeitige Messung von Fluoreszenz und Zellgröße (mittels Kleinwinkel-
streuung oder Zellvolumen nach dem Coulter-Meßprinzip) lassen sich
Erythrozyten, Retikulozyten, Thrombozyten und Leukozyten unter-
scheiden und ihre relativen Anteile in einer Blutprobe schnell und
genau bestimmen.

Ursprünglich sollte durch die Färbung der Zellen mit dem Fluoreszenz-
farbstoff Acridinorange (AO) die Unterscheidbarkeit von Retikulozy-
ten und Erythrozyten mit dem Mikroskop verbessert werden (Kosenow
und May, 1952, Kosenow 1956). Die Ergebnisse dieser neuen Färbetech-
nik zeigten eine gute Übereinstimmung mit den Ergebnissen der Fär-
bung mit Brillantkresylblau (Vander et al., 1963, Thaer und Becker,
1975).

Eder und Mitarbeiter entwickelten ein Verfahren, das den Ausstrich
eines definierten Blutvolumens auf eine Membran ermöglichte (Eder et
al., 1969, Eder et al., 1971). Mit einer speziellen Apparatur wurden die
Blutzellen auf eine Trägerfolie (Tonband) ausgestrichen und gleichzeitig
mit AO angefärbt. Durch automatisches Abfahren der Zellspur und
gleichzeitigem Registrieren der Fluoreszenzimpulse unter dem Fluores-
zenzmikroskop konnte die Zahl der Retikulozyten auf dem Band ge-
messen werden. Damit stand erstmals ein impulsphotometrisches Ver-
fahren zur automatischen Besimmung des Retikulozytenwertes zur Ver-
fügung. Zusätzlich konnten die Blutzellen auf dem Band zur Überprü-
fung der Ergebnisse am gleichen Präparat auch manuell ausgezählt
werden.

Einige Jahre später wurde von Clarke eine Technik entwickelt, die es
ermöglichte, mit AO gefärbte Blutzellen in einem kommerziellen
Durchflußzytometer zu messen und mit Hilfe von Computerprogram-
men die Anteile von Erythrozyten und Retikulozyten zu berechnen
(Clarke, 1982).

Ähnliche Techniken wurden von Tanke et al. mit Hilfe des RNA-spezifi-
schen Fluoreszenzfarbstoffes Pyronin Y entwickelt (Tanke et al., 1980,
Tanke et al., 1983). Sage et al. verwendeten zur Anfärbung der RNA in
den Retikulozyten den Fluoreszenzfarbstoff Thioflavin T (Sage et al.,
1983). Beide Autoren konnten zeigen, daß mit ihren jeweiligen durch-
flußzytometrischen Techniken eine gute Übereinstimmung mit den
Ergebnissen einer mikroskopischen Auswertung erzielt wurde. Mit die-
sen Methoden konnte gezeigt werden, daß der Reifegrad bzw. der
RNA-Gehalt der Retikulozyten eng mit ihrer Fluoreszenzintensität kor-
reliert ist.

Ein weiteres durchflußzytometrisches Verfahren ist die Bestimmung des
Retikulozytenwertes mit einer Immunofluoreszenz-Technik. (Seligman
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et al., 1983). Bei dieser Doppelantikörpermethode werden die Trans-
ferrinrezeptoren auf der Zellmembran der Retikulozyten mit einem
Antitransferrinrezeptor-Antikörper (ATR-Antikörper) markiert. Die
Zahl der immunologisch aktiven Rezeptoren nimmt während der Rei-
fung der Retikulozyten und mit gleichzeitig abnehmender Haemoglo-
binsynthese ab. Diese Technik erfordert eine wesentlich aufwendigere
Präparation der Zellen als die Färbung mit Fluoreszenzfarbstoffen. Es
können nur unreife Retikulozyten mit einer relativ hohen Dichte der
Transferrinrezeptoren erkannt und von reifen Erythrozyten unterschie-
den werden. Mit dieser Technik werden daher nur sehr junge Retikulo-
zyten erfaßt. Durch die Anwendung der ATR-Methode parallel zu einer
Methode, bei der die RNA der Zellen mit einem Fluoreszenzfarbstoff
angefärbt wird, kann der Anteil junger Retikulozyten zur Gesamtzahl
der Retikulozyten bestimmt werden. Damit können Informationen
über Veränderungen der Reifeverteilung der Retikulozyten gewonnen
werden. Andere Zelltypen wie Thrombozyten oder Leukozyten können
mit dieser Technik nicht erkannt werden.

Methoden zur gleichzeitigen Bestimmung der relativen Anteile von Ery-
throzyten, Retikulozyten, Thrombozyten, Lymphozyten und Granulo-
zyten wurden 1984 von Valet und Jaccobberger vorgestellt (Valet, 1984,
Jaccobberger et al., 1984). Bei diesen Techniken werden die Blutzellen
gleichzeitig mit zwei Fluoreszenzfarbstoffen gefärbt. Zusätzlich zur
Anfärbung der DNA/RNA mit AO wird die Zellmembran mit 3,3-
dihexyloxacarbocyanine (DiOC 6) angefärbt. Dabei ist die rote bzw.
grüne Fluoreszenz von DiOC 6 vom Membranpotential der Zelle
abhängig. Mit einer Dreiparameter-Messung von Zellvolumen (Coul-
ter-Volumen) bzw. Streulichtmessung sowie grüner und roter Fluor-
eszenz können die genannten Zelltypen unterschieden werden. Durch
Automatisierung der Präparation und Computerauswertung soll eine
Bestimmung der relativen Anteile in etwa 5 Minuten erreicht werden.

Die AO-Technik wurde im Institut für Biophysik der Universität Frank-
furt von Schmitz optimiert (Schmitz und Werner, 1986, Schmitz et al.,
1985). Bei den in dieser Arbeit dargestellten Untersuchungen wurden
die Retikulozytenwerte bei den meisten Tierexperimenten mit dieser
Methode gemessen. Sie wird im folgenden ausführlich beschrieben.

Die Untersuchungen mit menschlichem Blut wurden mit dem neuen
speziell zur Messung von Retikulozyten entwickelten Farbstoff Thia-
zolorange durchgeführt (Lee et al., 1986 Van Howe et al., 1989, Van
Howe, 1989). Diese Methode und ihre Vorteile gegenüber der AO-Fär-
bung werden ebenfalls in diesem Kapitel beschrieben und diskutiert.
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Bestimmung des Retikulozytenwertes mit dem Mikroskop

Retikulozyten im peripheren Blut enthalten noch RNA, die durch
Supravitalfärbung mit Brillantkresylblau angefärbt werden kann. In
den gefärbten Retikulozyten lassen sich körnige oder netzartige Struk-
turen erkennen. Im Laufe der Reifung zum Erythrozyt wird die RNA
abgebaut. Je jünger der Retikulozyt ist, desto mehr RNA enthält er und
desto dichter sind diese gefärbten Strukturen. Aufgrund des Färbe-
musters können verschiedene Reifungsstufen (Klassifizierung in die
Gruppen 0-IV nach Heilmeyer) der Retikulozyten unterschieden wer-
den. Von den Retikulozyten im peripheren Blut gehören etwa 69-75 der
Gruppe IV, etwa 19% der Gruppe III und nur zwischen 6-12% den
Gruppen I und II an (Heilmeyer und Oortgiese, 1934). Die Retikulo-
zyten der Gruppoe 0 besitzen noch Kerne und sind normalerweise nur
im Knochenmark zu finden.

Als Probenmaterial eignet sich sowohl Venenblut als auch Kapillarblut.
Für die Zählung mit dem Mikroskop wurden 5 μl Blut mit 100 μl Bril-
lantkresylblau-Farblösung (10 mg/1, Sarstedt, Best. Nr. 42117) ver-
mischt. Nach einer Inkubationszeit von 30 min werden Blutausstriche
hergestellt und mit dem Mikroskop ausgezählt. Bei ca. 900facher Ver-
größerung (Ölimmersion) wird die Zahl der Erythrozyten und Retikulo-
zyten in jeweils benachbarten Gesichtsfeldern bestimmt.

Bei Routinebestimmungen in der Klinik werden insgesamt ca. 1000 Zel-
len ausgewertet. Dabei kann nur eine geringe Zahl Retikulozyten erfaßt
werden. Der statistische Fehler ist deshalb sehr groß und von der Reti-
kulozytenzahl selbst abhängig. Streubereiche für die Reproduzierbar-
keit der mikroskopischen Auswertung bei verschiedenen Retikulozy-
tenzahlen sind in Tab. II.2 angegeben.

Tabelle II.2 Streubereiche des Retikulozytenwertes R bei Mehrfachbestimmung mit dem
Mikroskop in Abhängigkeit von der Anzahl gezählter Retikulozyten für 95 % der Werte,
(nach Cartwright, 1968).
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Der statistische Fehler nimmt ab, wenn mehr Retikulozyten gezählt
werden. Blutproben mit einem höheren Retikulozytenwert können
deshalb mit einer besseren Reproduzierbarkeit ausgezählt werden. Der
relative Fehler nimmt in Tabelle II.2 von 0,60 bei 10 gezählten Retiku-
lozyten auf 0,08 bei 400 gezählten Retikulozyten ab. Der Normalbe-
reich liegt beim Menschen zwischen 10-25 x 10-3. In diesem Bereich
müßten für eine genaue Messung (relativer Fehler ~ 0,10) etwa 20 x 103

Zellen ausgezählt werden. Dies würde eine Auswertungszeit von meh-
reren Stunden bedeuten.

Bei einem Strahlenunfall ist unter Umständen mit einer großen Zahl
von Patienten zu rechnen, die eine unbekannte Dosis erhalten haben.
Da zudem in den ersten Tagen nach einer Bestrahlung der Retikulozy-
tenwert im Blut durch eine Schädigung des Knochenkmarks abnimmt,
muß zur Ermittlung des Retikulozytenwertes mit dem Mikroskop für
eine Dosisabschätzung mit einem erheblichen Aufwand gerechnet wer-
den. Eine Auszählung der Retikulozyten mit dem Mikroskop ist daher
praktisch nicht mehr durchführbar; besonders dann nicht, wenn Reti-
kulozytenwerte bei einer größeren Gruppe von Personen gemessen
werden sollen.

Für eine Methode zur biologischen Dosimetrie ist die Bestimmung des
Retikulozytenwertes mit dem Mikroskop deshalb nicht geeignet. Neue
automatische Meßverfahren, mit denen eine schnelle und genauere Be-
stimmung des Retikulozytenwertes durchgeführt werden können, sind
Voraussetzung für ein mögliches Verfahren zur Abschätzung einer un-
bekannten Strahlendosis bei verunglückten Personen.

Durchflußzytometrische Messung des Retikulozytenwertes in peripheren
Blut des Kaninchens

Farbstoff
Der Fluoreszenzfarbstoff Acridinorange (AO) färbt sowohl doppel-
strängige als auch einzelsträngige Nukleinsäuren. AO bindet an doppel-
strängige Nukleinsäuren durch Interkalierung und wegen seiner kationi-
schen Eigenschaft auch an die negativ geladenen Phosphate von einzel-
strängigen Nukleinsäuren (Riggler, 1966, Peacocke, 1973, Darzynkie-
wicz et al., 1975a, Darzynkiewicz et al., 1975b, Darzynkiewicz, 1979).

Acridinorange zeigt bei steigender Konzentration einen Farbwechsel
von grüner zu roter Fluoreszenz. Ursache für diese metachromatische
Eigenschaft von Acridinfarbstoffen ist die konzentrationsabhängige
Wechselwirkung der Farbstoffmoleküle untereinander (Farbstoffaggre-
gate, Polymere). Sowohl Absorptions- als auch Emissionsspektren der
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Abb. 11.7 Links: Absorptionsspektrum von AO-Farblösungen mit cAO = 50 μmοl/l
(Kurve a) und c A O = 0,5 mmol/l (Kurve b). Das Absorptionsmaximum der monomeren
Farbstoffmoleküle liegt bei einer Wellenlänge von λ = 490 nm. Mit steigender Konzentra-
tion bilden sich zunehmend Farbstoffaggregate, deren Absorptionsmaxima bei kürzeren
Wellenlängen liegen. Das Absorptionsmaximum der AO-Diniere (λ = 470 nm) tritt bei
höherer Konzentration deutlich hervor (Kurve b). Die Kurven sind auf das Absorptions-
maximum normiert (Extinktionskoeffizient in willkürlichen Einheiten).

Zur Anregung der AO-Fluoreszenz kann die blaue Linie eines Argon-Ionen-Lasers bei
der Wellenlänge λ = 488 nm verwendet werden.

Rechts: Emissionsspektren von RNA-AO-Komplexen bei Anregung mit Licht der Wellen-
länge λ = 460 nm (Fluoreszenzintensität FAO in willkürlichen Einheiten).

Nach Zugabe von RNA (CRNA = 30 μmol/l) in eine AO-Farblösung bilden sich unlösliche
RNA-AO-Komplexe, die durch Zentrifugation vom Überstand getrennt werden können.
Kurve a zeigt das Emissionsspektrum dieser RNA-AO-Komplexe und Resten des Über-
stands. Der Überstand fluoresziert grün (Emissionsmaximum bei A = 530 nm). Da die
AO-Moleküle hier vorwiegend in monomerer Form vorliegen. Durch Subtraktion des
Emissionsspektrums des Überstands (Kurve b) von Kurve a kann das Emissionsspektrum
der RNA-AO-Komplexe berechnet werden,
(nach: Kapuscinsiki et al. 1982).

monomeren Farbstoffmoleküle unterscheiden sich von denen der Farb-
stoffaggregate. Monomere Acridinorange-Moleküle zeigen ein Absorp-
tionsmaximum bei λ = 490 nm und grüne Fluoreszenz mit einem Maxi-
mum bei A = 530 nm. Durch Aggregation der Farbstoffmoleküle
verschiebt sich das Emissionspektrum zu längeren Wellenlängen
(λ = 640 nm) hin. Die Absorptionsmaxima der Farbstoffaggregate lie-
gen bei etwas kürzeren Wellenlängen (Abb. II.7).

Die durch Interkalierung gebundenen Farbstoffmoleküle (starke Bin-
dung) fluoreszieren grün mit dem Emissionsmaximum der einzelnen
Farbstoffmoleküle bei λ = 530 nm. Bei der elektrostatischen Bindung
an einzelsträngige Nukleinsäuren (schwache Bindung) bilden die Farb-
stoffmoleküle Aggregate, die eine rote Fluoreszenz mit einem Emis-
sionsmaximum bei λ = 640 nm zeigen.

Ein großer Teil der RNA in den Retikulozyten liegt in doppelsträngiger
Form vor. Diese doppelsträngige RNA wird jedoch bei AO-Konzentra-
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tionen, wie sie zur Färbung benutzt werden, vom Farbstoff selbst dena-
tuiert (Darzynkiewicz et al., 1975a). Die Strukturen in den mit AO
gefärbten Retikulozyten fluoreszieren deshalb rot.

Weiße Blutzellen enthalten noch Zellkerne. AO bindet an die darin ent-
haltene DNA durch Interkalierung. Die Zellkerne der mit AO gefärb-
ten weißen Blutzellen fluoreszieren deshalb grün, während ihr Zyto-
plasma rot fluoresziert.

Wegen seiner kationischen Eigenschaft bindet AO nicht nur an Nuklein-
säuren sondern auch an andere Zellbestandteile wie Proteine und Poly-
saccharide. Es ist deshalb mit einem unspezifischen Untergrund bei der
roten AO-Fluoreszenz zu rechnen.

Färbung

Den Kaninchen wird 1 ml Blut aus der Ohrvene entnommen und zur
Vermeidung der Blutgerinnung mit 20 μl Liquemin (5000 Units Na-
heparinat/ml; Hoffmann La Roche) vermischt. 50 μl Blut werden mit
5 ml Farblösung (0,15 mol/l NaCl, 0,5/xg/ml Acridinorange; Serva) ver-
dünnt und 1 h bei 20° C inkubiert.

Messung

Mit dem Durchflußzytometer (Ortho Diagnostic Systems, Cytofluoro-
graph 30 H) wurden die Signalhöhen der roten Fluoreszenz (> 630 nm)
und die Kleinwinkelstreuung der verschiedenen Blutzellen gemessen.

Als Lichtquelle diente ein Argon-Ionen Laser (Spectra Physics, Mod.
2025) bei einer Ausgangsleistung von 1000 mW und einer Wellenlänge
von 488 nm. Zur Messung der roten AO-Fluoreszenz wurde ein Kanten-
filter (RG 630, Fa. Schott) verwendet. Das Kleinwinkelstreulicht wurde
in einem Winkel von l°-5° zur Achse des Laserstrahl gemessen.

Die Signale beider Parameter wurden mit logarithmischen Verstärkern
verstärkt und mit einem TRS-80 Mikrocomputer (Tandy Corp., Forth
Worth, TX, USA) als Zweiparameter-Histogramme mit 64 x 64 Kanä-
len dargestellt, abgespeichert und ausgewertet.

Mit zunehmender Menge des gebundenen Farbstoffs bzw. RNA-Ge-
halts der Retikulozyten nimmt die Pulshöhe ihrer Fluoreszenzsignale
zu. Die Pulshöhe ist jedoch nicht exakt proportional zum RNA-Gehalt
der Zellen. Der Fokus des Laserstrahls ist bei der verwendeten opti-
schen Anordnung kleiner als der Durchmesser der Zellen. Die Fluo-
reszenzintensität der ganzen Zelle könnte daher nur durch Integration
der Signale gemessen werden. Integration und anschließende logarith-
mische Verstärkung der Signale war aber aus technischen Gründen nicht
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möglich. Die Fluoreszenz-Intensität der Signale reicht über einen Be-
reich von mehr als zwei Größenordnungen. Die niedrigen Fluoreszenz-
Signale (Autofluoreszenz der Erythrozyten) gehen daher ins Grundrau-
schen der Meßelektronik über. Durch Triggerung mit den Signalen der
Kleinwinkelstreuung als zweitem Parameter kann dennoch die Zahl der
Erythrozyten genau registriert werden. Ihre Fluoreszenzverteilung ist
jedoch zum Teil vom Grundrauschen überlagert. Eine Integration der
Fluoreszenzsignale würde den nutzbaren Meßbereich noch weiter ein-
schränken.

Außerdem ist die Anfärbung der Retikulozyten nicht homogen, so daß
die gemessene Fluoreszenzintensität durch unterschiedliche Orientie-
rung der Zellen im Fokus und durch Selbstabsorption der Fluoreszenz
ohnehin nicht genau proportional zum RNA-Gehalt der Zellen ist.

Der Zusammenhang zwischen der Pulshöhe der Fluoreszenzsignale und
dem Reifungsstadium bzw. RNA-Gehalt der gemessenen Retikulozyten
wird später noch genauer untersucht.

Die Signalhöhe des Kleinwinkelstreulichtes ist ein Maß für die Größe
der Zellen und bei dem verwendeten Durchflußzytometer proportional
zum Durchmesser der Zellen (Egner, 1982).

Abb. II.8a zeigt ein Zweiparameter-Histogramm von gefärbtem Kanin-
chenblut. Es können drei verschiedene Typen von Blutzellen unterschie-

log S

Abb.II.8a Zweiparame-
ter-Histogramm von Ka-
ninchenblut nach AO-Fär-
bung. Auf der Abszisse ist
die Intensität der roten
AO-FIuoreszenz. FA0 dar-
gestellt, auf der Ordinate
die Intensität des Klein-
winkelstreulichtes, S. Die
Signale beider Parameter
wurden logarithmisch ver-
stärkt. Die Höhenlinien
entsprechen den Niveaus
4, 8, 18, 32, 64 und 128.
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den werden: Erythrozyten (E), Retikulozyten (R) und Thrombozyten
(T). Erythrozyten und Retikulozyten haben etwa die gleiche Größe und
liefern deshalb auch gleiche Signalhöhen für die Kleinwinkelstreuung.
Sie unterscheiden sich aber wesentlich in der Höhe ihrer Fluoreszenz-
signale. Die ungefärbten Erythrozyten liegen ganz links in den Kanälen
0-4, während die gefärbten Retikulozyten weiter rechts in den Kanälen
5-63 eine breite Fluoreszenzverteilung zeigen. Die Thrombozyten ent-
halten ebenfalls RNA und werden deshalb auch angefärbt. Ihre Fluo-
reszenzintensität liegt im gleichen Bereich wie die der Retikulozyten.
Da die Thrombozyten aber wesentlich kleiner sind als Erythrozyten und
Retikulozyten, werden sie bei entsprechend kleineren Signalhöhen des
Kleinwinkelstreulichtes registriert.

Durch Setzen einer oberen und unteren Grenze für die Signale des
Kleinwinkelstreulichtes und Projektion des Histogramms aus diesem
„Fenster“ auf die Fluoreszenzachse kann die Fluoreszenzverteilung der
Erythrozyten und der Retikulozyten dargestellt werden (Abb. II.8b).

Zur Messung des Retikulozytenwertes R wurde in einem Histogramm,
wie es in Abb. II.8b dargestellt ist, die Anzahl der gemessenen Erythro-
zyten NE durch Summierung der Kanalinhalte zwischen den Kanälen
K = 0-4 und die Anzahl der gemessenen Retikulozyten NR durch Sum-
mierung der Kanalinhalte zwischen den Kanälen K = 5-63 ermittelt.
Daraus errechnete sich der Retikulozytenwert zu R = NR/(NE + NR).

A O

Abb. II.8b Fluoreszenz-
verteilung der Retiku-
lozyten von Kaninchen
nach AO-Färbung.
Die Erythrozyten wer-
den links in den Kanä-
len 0-4 registriert.
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Kalibrierung

Da der Meßbereich von 1,5 Dekaden der logarithmischen Verstärker
nicht ausreichte, um die Fluoreszenzverteilung von Erythrozyten und
Retikulozyten gleichzeitig zu messen, wurde die Verstärkung der Fluo-
reszenzsignale so kalibriert, daß die Erythrozyten in den Kanälen 0-4
registriert wurden und die Fluoreszenzverteilung der Retikulozyten in
den Kanälen 5-63 lag.

Zu dieser Kalibrierung wurden grün fluoreszierende mono-disperse
Latexkugeln mit einem Durchmesser von 0,82 μm (Polybead Fluores-
cent Microspheres, Polyscience Inc., Warrington) verwendet. Die Fluo-
reszenz dieser Partikel wurde mit einem Bandpaßfilter (BP 510-560)
gemessen und die Hochspannung am Photomultiplier so eingestellt,
daß die Signalhöhe am Ausgang des Vorverstärkers 7 V betrug. An-
schließend wurde zur Messung der Blutzellen der Bandpaßfilter durch
einen roten Kantenfilter (RG 630) ersetzt.

Zur Messung der Kleinwinkelstreuung wurde die Hochspannung am
Photomultiplier so eingestellt, daß die Signale von Erythrozyten und
Retikulozyten etwa in den Kanälen 30-40 lag. Die Fluoreszenzsignale
der ungefärbten Erythrozyten waren um mehr als zwei Größenordnun-
gen geringer als die Fluoreszenzsignale gefärbter junger Retikulozyten
und lagen daher, bei dieser Einstellung im Grundrauschen (~ 30 mV)
der Meßelektronik. Zur Triggerung wurden deshalb die Signale des
Kleinwinkelstreulichtes gewählt. Dadurch kann die Anzahl der Erythro-
zyten gemessen werden, obwohl ihre Fluoreszenzsignale im Grundrau-
schen liegen. Bei dieser Einstellung stimmt der gemessene Retikulo-
zytenwert mit der mikroskopischen Bestimmung überein.

Vergleich der durchflußzytometrischen Methode mit den Ergebnissen
einer Auswertung mit dem Mikroskop; Reproduzierbarkeit und
Genauigkeit der Messung

Die durchflußzytometrische Methode wurde mit der bereits beschriebe-
nen Methode zur Auszählung der Retikulozyten mit dem Mikroskop
verglichen. Es wurden Vergleichsmessungen von Blutproben sowohl
mit sehr niedrigen als auch mit sehr hohen Retikulozytenwerten durch-
geführt. Blutproben von Kaninchen mit niedrigen Retikulozytenwerten
konnten während der Bestrahlungsexperimente gemessen werden. Um
Blutproben mit einem hohen Retikulozytenwert herzustellen, wurde
bei den Tieren eine Blutungsanämie erzeugt. Dazu wurden bei den
Kaninchen an 3 aufeinanderfolgenden Tagen aus einer Ohrvene 4 ml
Blut pro kg Körpergewicht entnommen. Der Retikulozytenwert wurde
3 Tage nach der letzten Blutentnahme gemessen.
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Die Ergebnisse des Vergleichs beider Methoden sind in Abb. II.9 darge-
stellt. Die gemessenen Werte zeigten eine gute Übereinstimmung. Der
Korrelationskoeffizienten beträgt r = 0,96. Die Steigung der Aus-
gleichsgeraden ist a = 0,903 ± 0,044, d. h. im Mittel wurden im Mikro-
skop geringfügig höhere Werte gezählt. Der Schnittpunkt der Geraden
mit der y-Achse liegt bei b = 3,0 X 10-3 ± 1,7 x 10-3.

Abb. II.9 Vergleich der Retikulozyten werte gemessen mit dem Durchflußzytometer
RFCM (AO-Färbung) und mit dem Mikroskop RMIC (Färbung mit Brillantkresylblau).

y = x; y = ax + b mit a = 0,903 ±0,044 und b = 3,0 x 1 0 3 ±1,7 x 1 0 3 .
Die Fehlerbalken kennzeichnen die Streubereiche für R ± σ. (Schmitz und Werner, 1986)

Bei Proben mit Retikulozytenwerten unter R = 3 x 10-3 wurden bei der
Auswertung mit dem Mikroskop mindestens 20 Retikulozyten gezählt.
Bei allen anderen Proben wurden 100 Retikulozyten gezählt. Der rela-
tive Fehler beträgt s/R = 0,2 für die Werte und R = 3 x 10-3 und s/ R = 0,1
für Werte über R = 3 x 10-3.

Um die Reproduzierbarkeit der Methode zu überprüfen, wurden vom
gleichen Blut mehrere Proben hergestellt und jeweils mehrere Messun-
gen durchgeführt. Die Meßwerte sind in Tab. II.3 zusammengefaßt. Die
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Ergebnisse zeigen, daß die Streuung der Meßwerte der gleichen Probe
etwa die gleiche ist wie die Streuung der Meßwerte verschiedener Pro-
ben vom gleichen Blut.

Tabelle II.3 Meßwerte einiger Proben vom gleichen Blut. Der mittlere Retikulozyten-
wert der Proben ist 10,3 X 10 -3 ± 1,19 x 10-3. Die Streuung der Meßwerte einer Probe
ist etwa die gleiche wie die Streuung der Meßwerte verschiedener Proben vom gleichen
Blut.

Probe

1

2

3

4

5

R/10-3

11,5; 10,7; 12,8; 10,5; 9,3; 9,7

10,8; 8,6; 9,0; 8,2; 9,0; 8,2

10,4; 10,0; 10,8; 9,2; 9,2

8,5; 8,4; 10,7; 10,1; 9,8; 10,7

12,6; 11,9; 10,8; 12,5; 13,0

R710-3

10,8

9,0

9,9

9,7

12,1

s/10-3

1,3

1,1

0,7

1,0

0,9

s/R

0,12

0,12

0,07

0,10

0,07

Der Einfluß der Färbedauer wurde durch mehrmaliges Messen ver-
schiedener Proben über eine Zeit von 5 min bis 5 Stunden nach Anfär-
bung der Zellen untersucht. Dabei wurde die Verstärkung der Photo-
multiplier nicht verändert. Bei einer Inkubationszeit zwischen ca.
30 min und 5 h liefert die Methode Ergebnisse, die innerhalb des oben
genannten Streubereichs liegen und gut mit den Werten der manuellen
Auswertung übereinstimmen (Abb. II.10).

Abb. 11.10 Abhängigkeit des gemessenen Retikulozytenwertes von der Zeit nach Anfär-
bung mit AO. Die Fehlerbalken repräsentieren die Standardabweichung der Meßergeb-
nisse mehrerer Proben vom gleichen Blut.
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Durchflußzytometrische Messung des Retikulozytenwertes im periphe-
ren Blut des Menschen

Farbstoff

Zur Verbesserung der Genauigkeit und Reproduzierbarkeit der Mes-
sungen des Retikulozytenwertes in menschlichem Blut wurde der spe-
ziell zu diesem Zweck neu entwickelte Fluoreszenzfarbstoff Thiazol-
orange (Lee et al. 1986) verwendet. Thiazolorange (TO) besitzt einige
Vorteile gegenüber dem für die Tierexperimente verwendeten Farbstoff
Acridinorange (AO), wodurch der Untergrund bei der Messung redu-
ziert werden kann. Der interkalierende Farbstoff Thiazolorange bindet
sowohl an DNA als auch an RNA durch den starken Bindungstyp.
Durch die Bindung von TO an RNA erhöht sich die Quantenausbeute
etwa um den Faktor ΦΤΟ-RΝΑ/ΦΤΟ ~ 3000 (Lee et al. 1986). Bei der Bin-
dung von AO an RNA ergibt sich dagegen nur eine geringe Erhöhung
der Quantenausbeute von ΦΑΟ-RΝΑ/ΦΑΟ ~ 5.

Abb. 11.11 Absorptionsspektren und Emissionsspektren von Thiazolorange (TO).
Kurve a: Absorptionsspektrum von TO (5 x 1 0 5 M in PBS)
Kurve b: Absorptionsspektrum von TO (5 x 10 M in PBS) mit RNA (lmg/ml)
Kurve c: Emissionsspektrum von TO (1 x 10 - 6M. Anregungswellenlänge λ = 510 nm)
Kurve d: Emissionsspektrum von TO (1 x 10-6M) mit RNA (0,1 mg/ml)
Fluoreszenz FTO in willkürlichen Einheiten (nach Lee et al. 1986).

Anfärbung der Blutzellen

Eine Stammlösung einer Konzentration von 1 mg/ml Thiazolorange in
Methanol wurde im Verhältnis 1:10000 in PBS mit 2 mM EDTA und 2 g/
1 NaN3 verdünnt. 5μl Vollblut werden in 1 mI dieser Farblösung ver-
dünnt und eine Stunde bei 20°C inkubiert. Gleichzeitig wurde eine
ungefärbte Probe hergestellt, wobei das Blut im gleichen Verhältnis mit
der Pufferlösung ohne Farbstoff verdünnt wurde.
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Messung

Mit dem Durchflußzytometer (Ortho Diagnostic Systems, Cytofluoro-
graph 30 H) wurden die Signalhöhen der Fluoreszenz im Wellenlängen-
intervall 510 nm-560 nm und der Kleinwinkelstreuung (l°-5° zur Achse
des Laserstrahls) der verschiedenen Blutzellen gemessen. Die Fluores-
zenz wurde mit einem Bandpassfilter (BP 510-560, Fa. Schott) be-
stimmt.

Das Verhältnis der Intensitäten der Fluoreszenzsignale von Erythro-
zyten FE und jungen gefärbten Retikulozyten FR beträgt etwa FR/
FE = 1000. Um sowohl die Autofluoreszenz der Erythrozyten als auch
die Fluoreszenzverteilung der gefärbten Retikulozyten bei der gleichen
Verstärkungseinstellung registrieren zu können, wurde ein logarith-
mischer Verstärker mit einem Meßbereich von über 3 Dekaden verwen-
det. Dieser Verstärker stand erst für diese Experimente zur Verfügung.
Die Signale der Kleinwinkelstreuung wurden mit einem linearen Ver-
stärker gemessen und dienten gleichzeitig zur Triggerung. Die Daten
wurden als zweiparametrisches Histogramm mit 128 x 128 (bzw.
256 x 256) Kanälen mit einem Personal-Computer (Toshiba T300) dar-
gestellt, ausgewertet und abgespeichert (Krämer, 1989).

Abb. II.12a zeigt ein solches zweiparametrisches Histogramm von
menschlichem Blut. Folgende Blutzellen können unterschieden wer-
den: Erythrozyten (E), Retikulozyten (R), weiße Blutzellen (WBZ)
und Thrombozyten (T). Erythrozyten, Retikulozyten und weiße Blut-
zellen sind etwa gleich groß und liefern deshalb gleiche Signalhöhen der
Kleinwinkelstreuung. Sie unterscheiden sich jedoch in ihrer Fluores-
zenzintensität. Die Erythrozyten werden nicht angefärbt und zeigen
deshalb nur eine geringe Autofluoreszenz. Da die Retikulozyten noch
restliche RNA enthalten, die von dem Fluoreszenzfarbstoff TO ange-
färbt wird, ist die Fluoreszenzintensität dieser Zellen größer. Die wei-
ßen Blutzellen enthalten Zellkerne, die ebenfalls angefärbt werden. Sie
liefern sehr hohe Fluoreszenzsignale und werden in den Kanälen am
rechten Rand gezählt. Thrombozyten fluoreszieren etwa mit der glei-
chen Intensität wie Retikulozyten, sie lassen sich aber aufgrund ihrer
Größe und entsprechend kleineren Kleinwinkelstreulicht-Signalen von
diesen unterscheiden. Durch Einstellen eines entsprechenden Fensters
und Projektion des Fensters auf die Fluoreszenzachse FTO kann die
Fluoreszenzverteilung von Erythrozyten und Retikulozyten dargestellt
werden (Abb. II.12b).

Im Laufe der Reifung der Retikulozyten wird die noch vorhandene
RNA kontinuierlich abgebaut. Die Fluoreszenzintensität junger ange-
färbter Retikulozyten ist entsprechend höher als die alter Retikulozy-
ten, in denen nur noch sehr wenig RNA vorhanden ist. Die Fluoreszenz-
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Abb. II.12a Zweiparameter – Histogramm von menschlichem Blut nach TO-Färbung.
Die Höhenlinien entsprechen den Niveaus 2, 4, 8, 16, 32, 64 und 128. Auf diese Abszisse
ist der Logarithmus der grünen TO-Fluoreszenz, F10, dargestellt, auf der Ordinate die
Intensität des Kleinwinkelstreulichtes, S.

Verteilung der Retikulozyten ist deshalb sehr breit und geht stetig in die
Autofluoreszenz der Erythrozyten über. Eine genaue Grenze zwischen
Erythrozyten und Retikulozyten kann deshalb nicht angegeben wer-
den. Die obere Grenze der Autofluoreszenz der Erythrozyten wurde
deshalb bei den Experimenten durch Messung einer ungefärbten Probe
bestimmt. Als Grenze zwischen Erythrozyten und Retikulozyten wurde
die Kanalnummer definiert, oberhalb der keine ungefärbten Zellen
mehr registriert wurden (Abb. 11.13). Als Retikulozyten wurden die Zel-
len gezählt, die in ihrer Fluoreszensintensität zwischen dieser Grenze
und der Fluoreszenzintensität weißer Blutzellen liegen.
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Abb. II.12b Fluoreszenzverteilung von Erythrozyten und Retikulozyten durch Projek-
tion des in Abb. II. 12a eingezeichneten Fensters auf die Fluoreszenzachse. Bei der Probe
wurde ein Retikulozyten wert von R = 123 X 10~3 gemessen.

Abb. 11.13 Fluoreszenzverteilung einer ungefärbten (links) und einer mit TO gefärbten
(rechts) Blutprobe. Als Grenze zwischen Erythrozyten und Retikulozyten wurde die
Kanalnummer definiert, oberhalb der keine ungefärbten Blutzellen mehr registriert wur-
den. Bei dieser Blutprobe wurde ein Retikulozytenwert von R = 2,5 X 10 -3 gemessen.
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Vergleich der durchflußzytometrischen Methode mit den Ergebnissen
einer Auswertung mit dem Mikroskop; Reproduzierbarkeit und
Genauigkeit der Messung

Die durchflußzytometrische Bestimmung des Retikulozytenwertes
nach Anfärben mit TO wurde ebenfalls mit einer manuellen Auswer-
tung mit dem Mikroskop verglichen. Parallel zu Routinebestimmungen
des Retikulozytenwertes mit dem Mikroskop nach Brillantkresylfär-
bung im haematologischen Labor der Universitätsklinik Frankfurt wur-
den durchflußzytometrische Messungen durchgeführt. Mit dem Mikro-
skop wurden jeweils 1000 Zellen und mit dem Durchflußzytometer ca.
105 Zellen ausgewertet.

Ein Vergleich der Ergebnisse ist in Abb. 11.14 dargestellt. Die Daten
zeigen eine gute Übereinstimmung. Lineare Regression ergibt eine
Steigung von a = 1,02 ± 0,06 und einem Schnittpunkt mit der y-Achse
bei 1,33 X 10-3 ± 2,22 x 10-3. Der Korrelationskoeffizient beträgt
r = 0,83.
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Die Genauigkeit und die Reproduzierbarkeit der Methode wurde durch
mehrfache Messung mehrerer Proben sowohl vom gleichen Blut als
auch von Blut mit unterschiedlichen Retikulozytenwerten getestet.
Tab. II.4 zeigt einzelne Meßergebnisse von 5 Proben, die aus dem glei-
chen Blut hergestellt wurden. Die Streuung der einzelnen Meßwerte
einer Probe ist etwas geringer als die Streuung der Meßwerte verschie-
dener Proben vom gleichen Blut. Tab. II.5 zeigt die Meßergebnisse ver-
schiedener Blutproben mit unterschiedlichen Retikulozytenwerten.
Der relative Fehler s/R nimmt mit höheren Meßwerten ab.

Der relative Fehler der mit dem Mikroskop bestimmten Retikulozyten-
werte liegt nach Angaben des haematologischen Labors der Universi-
tätsklinik bei etwa s/R = 0,2-0,3.
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Die Färbung mit TO ist nach 15-20 min stabil, d. h. die Fluoreszenz der
Retikulozyten nimmt danach nicht mehr zu. Für eine Abschätzung der
Haltbarkeitsdauer der gefärbten Proben wurden mehrere Messungen
von 6 Proben des gleichen Blutes über einen Zeitraum von 20 min bis
46 Stunden nach Anfärbung durchgeführt (Abb. 11.15). Es zeigte sich,
daß die Proben möglichst noch am Tag der Anfärbung gemessen werden
sollten, da sich die Qualität der Histogramme danach verschlechtert.
Die Verteilungen verbreiterten sich und der Untergrund nahm zu. Die
Histogramme waren dann schlechter auszuwerten, wodurch sich grö-
ßere Abweichungen der Meßergebnisse der einzelnen Proben ergaben.

Abb. 11.15 Abhängigkeit des gemessenen Retikulozytenwertes von der Zeit nach Anfär-
bung mit TO. Die Fehlerbalken repräsentieren die Standardabweichung der Meßergeb-
nisse mehrerer Proben des gleichen Blutes. Die Proben sollten möglichst am gleichen Tag
gemessen werden, da die Qualität der Histogramme danach schlechter wird und deshalb
die Streuung der Meßergebnisse danach zunimmt.

Beeinflussung der Meßergebnisse

Die Messung des Retikulozytenwertes liefert bei Anwesenheit von
Howell-Jolly-Körperchen zu hohe Werte. Bei diesen Körperchen han-
delt es sich um Einschlüsse in Erythrozyten, die DNA enthalten. Diese
DNA wird von dem Fluoreszenzfarbstoff angefärbt. Die Fluoreszenz-
intensität von Erythrozyten mit solchen Howell-Jolly-Körperchen liegt
im gleichen Bereich wie die Fluoreszenzintensität der Retikulozyten
und ist bei der Messung deshalb nicht von diesen zu unterscheiden.
Unter normalen Bedingungen werden solche Zellen sofort von der Milz
abgebaut (Abb. 11.16). Howell-Jolly-Körperchen werden nach Milz-
exstirpation, selten auch bei Hämolysen und megaloblastischen Anä-
mien beobachtet.
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Abb. 11.16 Histogramm einer Blutprobe von einem Patienten nach Milzexstirpation.
Wegen der Anwesenheit eines hohen Anteils von Erythrozyten mit Howell-Jolly-Körper-
chen ist eine Unterscheidung von Erythrozyten und Retikulozyten nicht möglich.

Retikulozytenwert im Blut von Kaninchen
nach Bestrahlung

Vorbemerkung
Im folgenden Kapitel soll die Wirkung einer Ganzkörperbestrahlung
auf die Erythropoese von Kaninchen mit Hilfe einer neuen durchfluß-
zytometrischen Technik näher untersucht werden. Dabei geht es um die
Abhängigkeit des Retikulozytenwertes von der Zeit nach Bestrahlung
und von der Dosis. Als zusätzliche Größen müssen dabei auch die
Altersverteilung der Retikulozyten und ihre Veränderungen sowie die
Eisenaufnahmerate pro Retikulozyt als Funktion der Zeit nach Bestrah-
lung gemessen werden. Diese Untersuchungen dienen dem Ziel, aus
den Veränderungen dieser Parameter nach einer Ganzkörperbestrah-
lung die Dosis im Knochenmark abschätzen zu können. Insbesondere
sollen die Genauigkeit einer solchen „Biologischen Dosimetrie“ analy-
siert und die wesentlichen Parameter detailliert herausgearbeitet wer-
den, die diese Genauigkeit beeinflussen.

Es ist schon seit langem bekannt, daß durch ionisierende Bestrahlung,
je nach Dosis, die Erythropoese durch Schädigung der Stammzellen im
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Knochenmark massiv beeinflußt wird. Insbesondere wurde auch schon
früh erkannt, daß eine Messung des Retikulozytenwertes nach Bestrah-
lung zum Nachweis der Schädigung des Knochenmarks dienen kann, da
die Retikulozyten nach Übergang aus dem Knochenmark ins periphere
Blut eine relativ kurze Reifungsdauer von nur zwei bis drei Tagen auf-
weisen (Heilmeyer und Westhäuser, 1932, Seip, 1953, Baldini 1960,
Engelbrecht, Remmele, 1969). Schon Langendorff (1936, 1937, 1938)
konnte zeigen, daß der Retikulozytenwert in Mäusen nach einer Ganz-
körperdosis von etwa 1 bis 3 Gy einer Röntgenbestrahlung wie auch
nach fraktionierter Bestrahlung in den ersten zwei Tagen nach Bestrah-
lung abnahm und später nach Erholung des Knochenmarks wieder zu-
nahm. Ähnliche Ergebnisse wurden auch von Mardersteig (1937, 1938)
bei bestrahlten Kaninchen berichtet. Mardersteig untersuchte zusätz-
lich die Veränderung der Anteile von Retikulozyten in ihren verschiede-
nen Reifungsstadien nach Heilmeyer und Westhäuser (1932) als Funk-
tion der Zeit nach Bestrahlung. Er konnte zeigen, daß sich diese Vertei-
lung nach Bestrahlung veränderte und daß nach Erholung der Erythro-
poese zunächst junge Retikulozyten im peripheren Blut auftauchten.
Heeren (1948) fand nach einer Dosis von 1 Gy eine Abnahme des Reti-
kulozytenwertes in Mäusen am 2. bis 3. Tag nach Bestrahlung um einen
Faktor zwei und zwischen dem 8. und 10. Tag eine Zunahme um den Fak-
tor drei gegenüber unbestrahlten Tieren. Dieser Wiederanstieg war
zudem erheblich höher, wenn die Dosis in kurzen Pulsen gegeben
wurde. Jacobson und Marks (1949, 1954) untersuchten eine Reihe von
hämatologischen Parametern im Blut von Kaninchen nach Bestrahlung.
Auch sie konnten nach Dosen bis 8 Gy eine Abnahme des Retikulo-
zytenwertes am dritten Tag nach Bestrahlung und einen Wiederanstieg
zwischen dem 9. und 10. Tag nach Bestrahlung beobachten. Hennessy
und Huff (1950) fanden bei Ratten schon nach Dosen von 0,05-0,25 Gy
innerhalb einer Stunde nach Bestrahlung eine Abnahme der Erythrozy-
ten-Neubildung. Ababei et al. (1968) konnten in betrahlten Kaninchen
nach einer Dosis von 6-7 Gy eine Abnahme des mittleren RNA-Gehal-
tes von Retikulozyten beobachten. Eltgen et al. (1961) berichteten über
eine Abnahme des Retikulozytenwertes in Mäusen mit einem Minimum
am zweiten Tag nach Bestrahlung schon nach einer Dosis von 0,75 Gy.
Ähnliche Ergebnisse publizierte Otto (1973) nach Bestrahlung von
Mäusen mit Röntgenstrahlung und Neutronen. Schon nach Dosen von
0,25 Gy (bei Röntgenbestrahlung) bzw. 0,15 Gy (bei Neutronen) konnte
er eine Abnahme des Retikulozytenwertes am zweiten Tag nach Be-
strahlung beobachten. Boggs et al. (1978) konnten zeigen, daß in be-
strahlten Mäusen die Zeitdauer des Wiederanstiegs des Retikulozyten-
wertes proportional zur Dosis ist (etwa 6 Tage nach 1 Gy und 11 Tage
nach 2 Gy).
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Für alle diese Untersuchungen wurden die Retikulozytenwerte durch
Auszählen der Zellen im Mikroskop bestimmt. Diese Methode ist
jedoch sehr zeitraubend und auch mit erheblichen systematischen Feh-
lern behaftet. Aus so bestimmten Retikulozytenwerten konnte nur
schwer oder nur mit einem sehr großen Aufwand die Strahlendosis abge-
schätzt werden. Es wurde deshalb in den vergangenen zwanzig Jahren
zunehmend nach neuen Methoden für eine automatische Retikulozy-
tenzählung gesucht. Eder und Mitarbeiter (Eder und Thaer, 1969, Eder
et al., 1971) entwickelten z. B. eine neue Retikulozytenzählmethode zur
Strahlenschadensdiagnose nach nuklearen Katastrophen. Retikulozy-
ten wurden auf einem Band fixiert und mit einer fluorometrischen Me-
thode nach Anfärbung mit Acridinorange automatisch ausgezählt. Mit
dieser Technik konnten Chaudhuri und Mitarbeiter (Chaudhuri et al.,
1979, Chaudhuri und Messerschmidt, 1982) bei bestrahlten Mäusen und
Kaninchen zeigen, daß der Retikulozytenwert im peripheren Blut nach
Bestrahlung abnahm, daß die Zeit bis zum Minimum des Retikulozyten-
wertes nicht von der Dosis abhing und daß die Zeitdauer bis zum Wie-
deranstieg und das Maximum des Retikulozytenwertes nach seinem
Wiederanstieg dosisabhängig war.

Die bisher vorliegenden und im wesentlichen übereinstimmenden
Untersuchungen bei bestrahlten Versuchstieren haben ergeben, daß der
Retikulozytenwert nach Bestrahlung möglicherweise ein geeigneter
Parameter für eine biologische Dosimetrie sein kann. Aus seiner Ab-
nahme am 2. oder 3. Tag nach Bestrahlung oder aus seiner Zunahme
wiederum einige Tage später, beides Parameter, die dosisabhängig zu
sein scheinen, läßt sich möglicherweise eine unbekannte Ganzkörper-
dosis bestimmen. Mögliche Probleme für die Genauigkeit einer solchen
biologischen Dosimetrie sind nach wie vor in der Ungenauigkeit der
Messung des Retikulozytenwertes zu finden. Es soll daher in diesem
Kapitel versucht werden, mit den beschriebenen neuen durchflußzyto-
metrischen Methoden einer Messung des Retikulozytenwertes die
Grundlagen einer möglichen biologischen Dosimetrie in einem Tiermo-
dell, dem bestrahlten Kaninchen, zu analysieren. Als weitere Parameter
werden dabei auch die Altersverteilung der Retikulozyten sowie ihre
Eisenaufnahmerate herangezogen werden.

Schon Mardersteig (1937, 1938) stellte dar, daß sich die Altersverteilung
der Retikulozyten nach Bestrahlung veränderte, und Belcher et al.
(1959) wiesen nach, daß die Eisenaufnahmerate und die Hämoglobin-
synthese in Retikulozytenpopulationen von anämischen bzw. bestrahl-
ten Ratten von deren Altersverteilung abhängt. Chone (1961) konnte
Regulationsstörungen beim Eisenstoffwechsel der Erythrozyten von
Ratten nach Bestrahlung mit Dosen zwischen 0,5 und 6 Gy beobachten.
Aus all diesen Beobachtungen erhellt, daß auch die Eisenaufnahme in
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Retikulozyten von deren Reifungsgrad abhängt und damit möglicher-
weise die Messung der Eisenaufnahmerate pro Retikulozyt zusätzliche
Informationen über die Blutbildung nach Bestrahlung erlaubt.

Statistische Methoden

Die Log-Normalverteilung

Die Mehrzahl quantitativer Daten in der Medizin folgt nicht der Stan-
dard-Normalverteilung, sondern asymmetrischen, meist linksgipfligen
Häufigkeitsverteilungen. Bei einer solchen Verteilung steigt die Wahr-
scheinlichkeitsdichte von einem bestimmten Wert an zunächst steil an
und läuft nach Erreichen des Maximums zu höheren Werten hin flach
aus.

Die Entstehung solcher asymmetrischer Verteilungen kann anschaulich
durch eine einseitige Begrenzung der Variationsmöglichkeit einer
Größe erklärt werden. Viele Größen können keine negativen Werte
annehmen, ihre Verteilungen sind deshalb links durch den Wert Null
begrenzt. Die Verteilungen solcher Größen werden in den meisten Fäl-
len durch eine logarithmische Normalverteilung, kurz Log-Normalver-
teilung, beschrieben (Abb. 11.17).
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Bei der Standard-Normalverteilung wirken die Zufallsgrößen additiv
zusammen. Die meisten physiologischen Regelvorgänge sind dagegen
durch multiplikatives Zusammenwirken einer Reihe von Faktoren
gekennzeichnet. Die meisten physiologischen Größen wie z. B. die rela-
tiven Anteile der verschiedenen Zellen im Blut. Konzentrationen ver-
schiedener Stoffe in Körperflüssigkeiten, Blutdruck, Pulsfrequenz usw.
folgen deshalb einer Log-Normalverteilung.

Allgemein ist eine Log-Normalverteilung immer dann gegeben, wenn
die Faktoren, die einen Meßwert beeinflussen, multiplikativ zusammen
wirken. Die Variation des Meßwertes ist dann proportional zum Wert
selbst.

Die Log-Normalverteilung wird durch folgende Gleichung beschrieben:

φ (χ) ist die Wahrscheinlichkeitsdichte, μ das arithmetische Mittel der
Grundgesamtheit und σ die Standardabweichung der Grundgesamtheit.

Folgen die Daten einer Stichprobe der Log-Normalverteilung, kann der
Datensatz durch Logarithmieren aller Meßwerte in eine transformierte,
normalverteilte Stichprobe überführt werden. Auf diese Weise ist es
möglich, sämtliche statistischen Verfahren anzuwenden, die normalver-
teilte Werte voraussetzen.

Folgende charakteristische Größen lassen sich für die Stichprobe er-
rechnen:
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Retikulozytenwert bei unbestrahlten Kaninchen

Inter-individuelle Varation des Retikulozytenwertes

Im folgenden soll zunächst die Variation der Retikulozytenwerte bei
unbestrahlten Kaninchen näher untersucht werden. Solche Untersu-
chungen sind notwendig, da bei einer möglichen biologischen Dosime-
trie durch eine Messung des Retikulozytenwertes zu einer bestimmten
Zeit nach Strahlenexposition der nicht unbedingt genau bekannte Reti-
kulozytenwert vor Bestrahlung und seine mögliche zeitliche Verände-
rung von wesentlicher Bedeutung sind. Es wurden deswegen die Retiku-
lozytenwerte einer Gruppe von unbestrahlten Kaninchen gemessen und
ihre Verteilung (inter-individuelle Variation) genau analysiert.

Über einen Zeitraum von 2-3 Wochen vor Bestrahlung wurden bei den
insgesamt 38 Kaninchen jeweils vier Messungen des Retikulozytenwer-
tes durchgeführt. Aus diesen Daten wurde die inter-individuelle Varia-
tion des Retikulozytenwertes unbestrahlter Kaninchen abgeschätzt.
Die Häufigkeitsverteilung dieser Werte ist in Abb. 11.18 dargestellt. Für
den Median ergab sich R = 25,1 x l0-3 und für den Streufaktor
Sf = 1,29. Mit Gleichung:



wurde an die Daten eine Log-Normalverteilung angepaßt. Dabei ist φ
(R) die Wahrscheinlichkeitsdichte für einen bestimmten Wert von R.

Aus Abb. 11.18 ist zu erkennen, daß die Retikulozytenwerte im Blut von
den einzelnen Kaninchen zwischen R = 12 x 10-3 und R = 46 x 10-3

schwanken, das heißt um den Faktor vier unterschiedlich sein können.
Die Konsequenzen dieser erheblichen inter-individuellen Variation des
Retikulozytenwertes von Kaninchen für eine Dosisabschätzung nach
Ganzkörperbestrahlung werden später ausführlich diskutiert.

Abb. 11.18 Relative Häufigkeit der Retikulozytenwerte von unbestrahlten Kaninchen.
Über einen Zeitraum von 2-3 Wochen wurden jeweils 4 Blutproben von insgesamt 38 Ver-
suchstieren analysiert. An die Daten wurde eine Log-Normalverteilung angepaßt. Der
Median betrug R = 25,1 X 10 - 3 und der Streufaktor Sf = 1,29.

Intra-individuelle Variation des Retikulozytenwertes

Wenn der Retikulozytenwert eines Versuchstieres vor einer Bestrahlung
bekannt ist, kann möglicherweise eine Dosisabschätzung durch eine
weitere Messung nach Bestrahlung mit einer größeren Genauigkeit
durchgeführt werden. Die Genauigkeit dieser Dosisabschätzung wird
dann im wesentlichen durch die zeitliche Variation des Retikulozyten-
wertes des jeweiligen Versuchstieres und durch eine möglicherweise
unterschiedliche Strahlenempfindlichkeit der einzelnen Versuchstiere
eingeschränkt. Es soll deswegen im folgenden die intra-individuelle
Variation des Retikulozytenwertes einzelner Kaninchen, d.h. seine Ver-
änderung als Funktion der Zeit, näher untersucht werden.
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Parallel zu den Bestrahlungsexperimenten wurde deshalb der Retikulo-
zytenwert bei insgesamt 8 Kontrolltieren als Funktion der Zeit gemes-
sen. Vor dem Zeitpunkt der Bestrahlung (t = 0; Abb. 11.21) wurde den
Kaninchen wöchentlich, in der ersten Woche nach Bestrahlung täglich
und danach 2 mal pro Woche Blut entnommen und der Retikulozyten-
wert gemessen. Damit standen von jedem Kaninchen 9-14 Werte zur
Verfügung, die in einen Zeitraum von 4-5 Wochen erhoben wurden.

Abb. 11.19, oben, zeigt den Retikulozytenwert von drei Kontrolltieren
(B, E, G) als Funktion der Zeit und Abb. 11.19, unten, den Median R
der Retikulozytenwerte aller Kontrolltiere als Funktion der Zeit. Wegen
der täglichen Blutentnahmen von jeweils 3-5 ml zwischen t = 0 (Beginn
der Bestrahlungsexperimente) und t = 5 d wurde bei den Kaninchen
eine leichte Anämie hervorgerufen. Damit wurde den Tieren insgesamt

Abb. 11.19 oben: Retikulozytenwert R als Funktion der Zeit für drei unbestrahlte
Kaninchen (B, E, G). Die Fehlerbalken kennzeichnen die Standardabweichungen
aus mehreren Einzelmessungen.

unten: Median R des Retikulozytenwertes aller Kontrolltiere als Funktion der Zeit.
Die Fehlerbalken kennzeichnen die Streubereiche R x Sf

±1.

Wegen der täglichen Blutentnahmen von jeweils 3-5 ml zwischen den Zeitpunkten t = 0
(Beginn der Bestrahlungsexperimente) und t = 5 d wurde bei den Kaninchen eine leichte
Anämie hervorgerufen. Der Retikulozytenwert stieg deshalb in diesem Zeitintervall
etwas an. Danach wurde nur noch alle zwei bis drei Tage Blut entnommen, so daß sich der
Retikulozytenwert bei etwas höheren Werten stabilisierte und später wieder auf den
Anfangswert absank.
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etwa 10 % ihres Blutvolumens (ca. 250 ml) innerhalb dieser 5 Tage ent-
nommen. Der Retikulozytenwert stieg deshalb in diesem Zeitintervall
etwas an. Ab t = 5 d wurden nur noch alle zwei bis drei Tage Blut ent-
nommen, so daß sich der Retikulozytenwert auf einem etwas höheren
Wert stablilisierte und später (bei t = 18 d) wieder auf den Normalwert
absank.

Tiere mit einem hohen Anfangswert wiesen auch zu späteren Zeiten
hohe Werte auf, Tiere mit einem niedrigen Anfangswert zeigten auch zu
späteren Zeiten niedrige Werte. Die Kurven der einzelnen Tiere verlau-
fen im Wesentlichen parallel. Es ist daher zu erwarten, daß die Variation
der Retikulozytenwerte der einzelnen Tiere (intra-individuelle Varia-
tion) eine geringere Streuung ergibt, als die Werte aller unbestrahlter
Kaninchen (inter-individuelle Variation).

Abb. 11.20 enthält Beispiele für die Häufigkeitsverteilungen der Retiku-
lozytenwerte einzelner Kontrolltiere (intra-individuelle Variation) im
Vergleich zu der Verteilung der Werte aller 38 unbestrahlten Kaninchen
(intra-individuelle Variation).

Aus den Daten wurde für jedes Kaninchen der Median R und der Streu-
faktor Sf der Retikulozytenwerte berechnet. Der durch die häufigen
Blutentnahmen hervorgerufene geringfügige Anstieg der Retikulozy-
tenwerte wurde dabei korrigiert. Dazu wurden die zu verschiedenen

Abb. 11.20 Beispiele für Häufigkeitsver-
teilungen der Retikulozytenwerte von ein-
zelnen unbestrahlten Kaninchen (intra-
individuelle Variation: B, E, G, siehe
Tab. 11.6a) im Vergleich zur Häufigkeitsver-
teilung der Werte aller Kontrollkaninchen
(inter-individuelle Variation: Inter).

64



Zeiten gemessenen Werte R (t) durch den jeweiligen mittleren Anstieg
aller Kontrolltiere R (t)/R (t = 0) dividiert. Die Ergebnisse sind in
Tab. IL 6 a zusammengefaßt.

Tab. II.6a Median R und Streufaktor Sf der Retikulozytenwerte der unbestrahlten
Kaninchen. Von jedem der 8 Kontrolltiere wurden über einen Zeitraum von 4-5 Wochen
insgesamt η Blutproben genommen.
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Tab. II.6b Median R und Streufaktor Sf der Retikulozytenwerte der unbestrahlten
Kaninchen. Wie Tab. II.6a, jedoch wurden hier nur die Meßwerte von 5 aufeinanderfol-
genden Tagen berücksichtigt. Die Daten der einzelnen Versuchstiere wurden vorher auf
den geringfügigen Anstieg der Retikulozytenwerte aufgrund der häufigen Blutentnahmen
innerhalb dieses Zeitintervalls korrigiert.

Retikulozytenwert bei Kaninchen nach einer Ganzkörperbestrahlung

Meßergebnisse bei den einzelnen Versuchstieren

Die Kaninchen wurden am Betatron mit der bereits beschriebenen Be-
strahlungsanordnung bestrahlt. Es wurden 7 Tiere mit 2 Gy, 8 Tiere mit
4 Gy und 7 Tiere mit 8 Gy bestrahlt. Als Kontrollen wurden 8 Kaninchen
scheinbestrahlt (siehe auch Abb. 11.19). Nach Bestrahlung wurde der
Retikulozytenwert der Kaninchen über einen Zeitraum von 2 Wochen
an allen Arbeitstagen gemessen. Außerdem wurde der Retikulozyten-
wert von allen Kaninchen 14 Tage, 8 Tage und 1 Stunde vor Bestrahlung
bestimmt.

Der Verlauf der Retikulozytenwerte der einzelnen Versuchstiere als
Funktion der Zeit nach Bestrahlung ist in Abb. 11.21 dargestellt. Die
Fehlerbalken kennzeichnen die Standardabweichung mehrerer Meß-
ergebnisse. Durch die häufigen Blutentnahmen von jeweils ca. 3 ml wird
bei den Kaninchen im Verlauf der Untersuchungen die Erythropoese sti-
muliert. Einige der Kontrolltiere zeigen deshalb eine leichte Zunahme
der Retikulozytenwerte.

Die Retikulozytenwerte der einzelnen Kontrolltiere als Funktion der
Zeit wie auch die Werte der Tiere vor Bestrahlung zeigen bereits eine
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erhebliche Streuung. Der zeitliche Verlauf des Retikulozytenwertes der
Tiere innerhalb einer Gruppe ist jedoch sehr ähnlich. Bei den bestrahl-
ten Tieren nimmt der Retikulozytenwert zunächst ab und erreicht bei
allen Dosisgruppen am dritten Tag nach Bestrahlung ein Minimum. Bis
zu diesem Zeitpunkt verlaufen die Kurven der einzelnen Versuchstiere
nahezu parallel. Kaninchen mit einem hohen Retikulozytenwert vor
Bestrahlung weisen auch später höhere Werte als die anderen Kanin-
chen innerhalb der gleichen Dosisgruppe auf.

Die Abnahme des Retikulozytenwertes hängt von der Dosis ab. Bei den
mit höherer Dosis bestrahlten Gruppen sinkt der Retikulozytenwert
schneller ab und das Minimum liegt entsprechend niedriger.

Ab dem dritten Tag nach Bestrahlung erhöht sich der Retikulozytenwert
wieder. Mit zunehmender Dosis verzögert sich der Wiederanstieg des
Retikulozytenwertes. Bei den mit höherer Dosis bestrahlten Tieren
steigt der Retikulozytenwert später an. Der Verlauf der Kurven der ein-
zelnen Kaninchen während dieser Phase ist jedoch sehr unterschiedlich.
Einige Tiere erreichen schon nach kurzer Zeit wieder den Ausgangs-
wert, andere zeigen nur einen sehr langsamen Wiederanstieg des Reti-
kulozytenwertes. Bei einigen Kaninchen geht der Retikulozytenwert
bis weit über den Anfangswert hinaus.

Median R der Retikulozytenwerte sämtlicher Versuchstiere in
Abhängigkeit von der Zeit

Es wurden die jeweiligen Mediane R (D) der Retikulozytenwerte für
eine Gruppe von Versuchstieren berechnet, die bei den einzelnen Expe-
rimenten mit der gleichen Dosis bestrahlt wurden.

Abb. 11.22 zeigt für jede Dosis und für die unbestrahlten Tiere den
Median der Retikulozytenwerte der jeweiligen Versuchstiere als Funk-
tion der Zeit nach Bestrahlung. Die Fehlerbalken kennzeichnen die
Streubereiche für 68 % der Einzelwerte (R x Sf

±1). Wie schon bei den
einzelnen Tieren zu sehen war, nimmt auch der Median des Retikulo-
zytenwertes nach Bestrahlung zunächst ab. Etwa am dritten Tag nach
Bestrahlung erreicht er ein Minimum. Der Retikulozytenwert in diesem
Minimum hängt von der Dosis ab.

Zwischen 4 und 10 Tagen nach Bestrahlung nehmen die Werte wieder
zu. Mit zunehmender Dosis steigt der Median der Retikulozytenwerte
langsamer an und der Ausgangswert wird entsprechend später erreicht.
Bei D = 2 Gy ist der Ausgangswert schon 4-5 Tage nach Bestrahlung,
bei D = 8 Gy erst nach etwa 9-10 Tagen erreicht. Die Kurven der einzel-
nen Kaninchen zeigen jedoch in dieser Phase einen sehr unterschied-
lichen Verlauf (Abb. 11.21) und die Werte lassen insbesondere bei höhe-
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ren Dosen eine erhebliche Streuung erkennen. Klare Aussagen über
den zeitlichen Verlauf des Retikulozytenwertes in diesem Bereich sind
deshalb schwer zu erhalten.
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Abb. 11.22 Median R der Retikulozyten werte als Funktion der Zeit nach Ganzkörperbestrahlung mit D = 0, 2, 4 und 8 Gy. Die
Fehlerbalken kennzeichnen die Streubereiche für 68 % (R X Sf

 ±1) der Meßwerte aller Versuchstiere.



Möglichkeiten und Grenzen einer Dosisabschätzung durch Messung des
Retikulozytenwertes

Im folgenden sollen mit den Ergebnissen der Messungen der Retikulo-
zytenwerte in Kaninchen nach einer Ganzkörperbestrahlung und der be-
kannten Variation der Retikulozytenwerte von unbestrahlten Kaninchen
die Möglichkeiten und Grenzen einer Dosisabschätzung näher untersucht
werden. Dabei ist die Frage zu klären, inwieweit es möglich ist, nur durch
Messung des Retikulozytenwertes am dritten Tag nach einer Ganzkör-
perbestrahlung oder durch Bestimmung der relativen Abnahme des Reti-
kulozytenwertes zu diesem Zeitpunkt die Ganzkörperdosis zu ermitteln.
Bei einer solchen Biologischen Dosimetrie spielt die inter- bzw. intra-
individuelle Variation des Retikulozytenwertes eine entscheidende Rolle.

Abb. 11.23 Median R3 des Retikulozytenwertes von Kaninchen sowie Streubereiche
(68 % und 95 % der Einzelwerte) für den dritten Tag nach Bestrahlung als Funktion der
Dosis. Die untere Grenze des 95 %-Streubereiches un bestrahlter Kaninchen (R3 (0)/
Sf

1,96) entspricht der oberen Grenze von Kaninchen (R3 (5) x Sf1,96), die mit ca. 5 Gy
bestrahlt wurden (waagrechte gestrichelte Linie). Ein Kaninchen, bei dem drei Tage nach
Bestrahlung dieser Retikulozytenwert gemessen wird, kann also eine Dosis zwischen
D = O und ca. 5 Gy erhalten haben.
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Wenn nur der Retikulozytenwert am dritten Tag nach Bestrahlung
bekannt ist, kann wegen der großen inter-individuellen Variation die
Dosis nur sehr ungenau abgeschätzt werden. Wird von einer Irrtums-
wahrscheinlichkeit von pi = 0,05 ausgegangen, entspricht die untere
Grenze des Retikulozytenwertes der Kontrollen (waagrechte gestri-
chelte Linie) der oberen Grenze für Kaninchen, die mit einer Dosis von
ca. D = 4,3 Gy bestrahlt worden sind. Ein Kaninchen, bei dem drei Tage
nach Bestrahlung dieser Wert gemessen wird, kann also mit einer Wahr-
scheinlichkeit von ρ = 0,95 eine Dosis zwischen 0 und ca. 4,3 Gy erhal-
ten haben. Der Grund für diese recht ungenaue Dosisabschätzung bei
einem bestrahlten Einzeltier ist im wesentlichen die große inter-indivi-
duelle Variation des Retikulozytenwertes.

Relative Abnahme der Retikulozytenwerte R3/Ro am dritten Tag nach
Bestrahlung in Abhängigkeit der Dosis

Wie oben dargelegt, ist es mit einer einzigen Messung des Retikulozy-
tenwertes am dritten Tag nach Bestrahlung nicht möglich, eine Biologi-
sche Dosimetrie mit einer genügenden Genauigkeit durchzuführen.
Der Grund für die erhebliche Unsicherheit einer Dosisabschätzung ist
im wesentlichen die große inter-individuelle Variation des Retikulozy-
tenwertes unbestrahlter Kaninchen. Eine genauere Dosisabschätzung
ist daher nur zu erwarten, wenn der Retikulozytenwert eines Versuchs-
tieres vor der Bestrahlung bekannt ist. Dann wird neben der individuel-
len Strahlenempfindlichkeit des jeweiligen Versuchstieres nur noch die
intra-individuelle Variation des Retikulozytenwertes die Dosisabschät-
zung beeinflussen. Es soll deshalb im folgenden versucht werden, mit
einer Messung der relativen Abnahme des Retikulozytenwertes am drit-
ten Tag nach Bestrahlung eine Dosisabschätzung durchzuführen und
ihre Genauigkeit abzuschätzen. Die relative Abnahme R3/Ro ist dabei
das Verhältnis des Retikulozytenwertes am dritten Tag nach Bestrah-
lung (R3) zum Wert vor Bestrahlung (Ro). Dieses Verhältnis wurde für
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Der Blutverlust durch die häufigen Blutentnahmen im Verlauf der
Experimente führte zu einem geringfügigen Anstieg der Retikulozyten-
werte bei den Kontrolltieren. Es ist daher anzunehmen, daß die Ery-
thropoese in den überlebenden Stammzellen der bestrahlten Tiere im
gleichen Maße erhöht sein wird. Bei Tieren, denen nach Bestrahlung
kein Blut entnommen wird, sind daher entsprechend niedrigere Retiku-
lozytenwerte zu erwarten.

Eine zusätzliche Stimulation der Erythropoese als Folge der Bestrah-
lung ist nicht zu erwarten, da die Sauerstoffversorgung des atmenden
Gewebes wegen der langen Lebensdauer der Erythrozyten im Blut
(100-120 Tage) noch einige Zeit gewährleistet ist. Dies trifft auch dann
zu, wenn wegen einer vollständigen Zerstörung der Stammzellen im
Knochenmark durch die Bestrahlung keine neuen Retikulozyten mehr
gebildet werden sollten.

Die Ergebnisse für die relative Abnahme des Medians der Retikulozy-
tenwerte am dritten Tag nach Bestrahlung wurden daher für den leich-
ten Anstieg der Werte der Kontrolltiere korrigiert. Die Ergebnisse sind
in Tab. II.7 zusammengefaßt.

Tab. II. 7 Median der relativen Abnahme der Retikulozytenwerte der einzelnen Versuchs-
tiere für die Dosen 0,2,4 und 8 Gy. Die Daten wurden auf den durch die häufigen Blutent-
nahmen hervorgerufenen leichten Anstieg der Werte korrigiert.

In Abb. II.24a ist der Median der relativen Abnahme des Retikulozyten-
wertes am dritten Tag nach Bestrahlung als Funktion der Dosis ist darge-
stellt.

An diese Daten wurde eine Exponentialfunktion mit der folgenden
Gleichung angepaßt:





ren liegt offensichtlich in einer individuell etwas unterschiedlichen
Strahlenempfindlichkeit der Tiere. Die Unsicherheit der relativen
Abnahmen setzt sich aus dem Meßfehler und dem Median der intra-
individuellen Variation des Retikulozytenwertes (beide sind dosisunab-
hängig) sowie der dosisabhängigen Variation der Strahlenempfindlich-
keit zusammen. Die Meßfehler sind dabei gegenüber den beiden ande-
ren Einflüssen zu vernachlässigen.

Die Wahrscheinlichkeit für eine relative Abnahme um mehr als 0,8 (waa-
gerechte, gestrichelte Linie, Abb. II.24a) ist für die Kontrolltiere klei-
ner als ρ = 0,025. Ein Kaninchen, das mit einer unbekannten Dosis
bestrahlt wurde, und dessen Retikulozytenwert innerhalb von drei
Tagen nach Bestrahlung um den Faktor 0,8 abnimmt, hat demnach mit
einer Wahrscheinlichkeit von ρ = 0,95 eine Dosis zwischen 0 und ca.
2,3 Gy erhalten.

Durch Messungen des Retikulozytenwertes vor bzw. unmittelbar nach
Bestrahlung (da sich der Retikulozytenwert dann noch nicht wesentlich
geändert hat) und drei Tage nach Bestrahlung läßt sich für jedes be-
strahlte Versuchstier eine um etwa den Faktor 2 genauere Dosisabschät-
zung vornehmen, als sie bei einer einmaligen Messung am dritten Tag
nach Bestrahlung möglich ist. Die Genauigkeit einer solchen Biologi-
schen Dosimetrie ist im wesentlichen nur noch von der intra-individuel-
len Variation des Retikulozytenwertes und der individuellen Strahlen-
empfindlichkeit des jeweiligen Versuchstieres begrenzt.

Retikulozytenwert bei Kaninchen nach einer Teilkörperbestrahlung

Vorbemerkung

Wird nur ein Teil des Knochenmarks bestrahlt, sollte die Wirkung auf
den Organismus geringer sein als bei einer Ganzkörperbestrahlung.
Möglicherweise wird das unbestrahlte, gesunde Knochenmark durch
erhöhte erythropoetische Aktivität zumindest einen Teil des geschädig-
ten Knochenmarks kompensieren. Entsprechend werden die zu beob-
achtenden Effekte geringer sein. Es ist deshalb zu klären, welche Wir-
kung eine Teilkörperbestrahlung auf die Gesamtleistung der Erythro-
poese ausübt. Untersuchungen der Retikulozytenwerte von anderen
Arbeitsgruppen (Mathe et al. 1964, Rode et al., 1979, Glöbel, 1988) bei
Patienten während einer Strahlentherapie mit bis zu 50 Gy Gesamtdosis
zeigten allenfalls eine geringe Abnahme des Retikulozytenwertes.
Systematische Untersuchungen stehen allerdings noch aus. Bei diesen
Patienten wird immer nur ein Teil des Knochenmarks bestrahlt.
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Verteilung des erythropoetisch aktiven Knochenmarks in den
einzelnen Knochen des Kaninchens

Voraussetzung für die Bestrahlung von nur einem definierten Anteil des
erythropoetisch aktiven Knochenmarks ist die Kenntnis der Verteilung
des roten Knochenmarks im Skelett von Kaninchens. Vor Beginn der
Teilkörperbestrahlungs-Experimente wurden deshalb die Anteile des
erythropoetisch aktiven Knochenmarks in den einzelnen Knochen von
2 Versuchstieren festgelegt.

Zur Haemoglobin-Synthese bei der Blutbildung im roten Knochenmark
wird Eisen benötigt. Durch Markierung mit radioaktivem Eisen und
anschließender Messung der Aktivität in den einzelnen Knochen kön-
nen die Anteile des roten Knochenmarks in den jeweiligen Knochen
bestimmt werden.

Den Tieren wurde radioaktives Eisen in Form von 59Fe-Citrat gebunden
an autologem Blutplasma mit einer Aktivität von 1,85 x 105Bq in die
Ohrvene injiziert. Nach 24 Stunden wurden die Tiere getötet. Die Kno-
chen wurden präpariert und ihre Aktivität einzeln mit zwei gegenüber-
liegenden Szintillationsdetektoren mit je einem NaI (Tl)-Kristall
(Größe: 8“x4“) und einem γ-Spektrometer gemessen. Die relativen
Anteile Akn/Aoes der 59Fe-Aktivität in den einzelnen Knochen eines
Kaninchens sind in Abb. 11.25 angegeben. Sie entsprechen den Anteilen
des roten Knochenmarks in den jeweiligen Knochen. Es zeigte sich, daß
das erythropoetisch aktive Knochenmark bei beiden Tieren etwa zu glei-
chen Teilen auf die vordere und die hintere Körperhälfte verteilt ist.

Abb. 11.25 Die Verteilung des erythropoetisch aktiven Knochenmarks wurde durch Ein-
bau von radioaktivem Eisen (59Fe-Citrat) und anschließender Messung der relativen Anteile
ΑKN/AGes der 59Fe-Aktivität in den einzelnen Knochen von Kaninchen bestimmt. Dabei
ergab sich, daß das erythropoetisch aktive Knochenmark etwa zu gleichen Teilen auf die
vordere und hintere Körperhälfte verteilt ist. (Abbildung des Skeletts aus: Dawson, 1969).
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Meßergebnisse der einzelnen Versuchstiere

Zur Untersuchung der Biologischen Wirkung einer Teilkörperbestrah-
lung wurde bei je 5 Kaninchen jeweils nur die vordere bzw. hintere Kör-
perhälfte am Betatron mit der bereits auf S. 34 u. 35 beschriebenen
Bestrahlungsanordnung mit einer Dosis von D = 8 Gy bestrahlt. Die
andere Körperhälfte wurde mit Blei abgeschirmt.

In Abb. 11.26 sind die Retikulozytenwerte aller Versuchstiere als Funk-
tion der Zeit nach Teilkörperbestrahlung dargestellt. Die Ergebnisse
der Bestrahlung der vorderen bzw. hinteren Körperhälfte zeigen keine
wesentlichen Unterschiede. VWe schon bei den Tieren nach Ganzkörper-
bestrahlung zu beobachten war, nimmt auch hier der Retikulozytenwert
ab und erreicht etwa drei Tage nach der Teilkörperbestrahlung ein Mini-
mum. Der Verlauf des Retikulozvtenwertes eines Versuchstieres

Abb. 11.26 Retikulozytenwerte als Funktion der Zeit nach Teilkörperbestrahlung mit
D = 8 Gy. Bei jeweils 5 Kaninchen wurde die vordere (a) bzw. die hintere (b) Hälfte des
Knochenmarks bestrahlt. Jedes Symbol stellt die Meßdaten eines Versuchstiers dar. Die
Fehlerbalken kennzeichnen die Standardabweichungen mehrerer Einzelmessungen.
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ab, sondern stieg sogar leicht an. Bis auf diese Ausnahme verlaufen die
Kurven für die einzelnen Versuchstiere nahezu parallel.

Im Vergleich zur Ganzkörperbestrahlung ist jedoch die Abnahme des
Retikulozytenwertes nach der Teilkörperbestrahlung trotz der hohen
Dosis von 8 Gy deutlich geringer. Der Retikulozytenwert fällt bei den
Kaninchen nur etwa auf die Hälfte des Ausgangswertes ab. Eine Ganz-
körperbestrahlung mit einer Dosis von nur etwa 2 Gy führte etwa zu der
gleichen Abnahme des Retikulozytenwertes am dritten Tag nach Be-
strahlung (Abb. 11.21).

Median R der Retikulozytenwerte sämtlicher Versuchstiere in
Abhängigkeit von der Zeit nach Bestrahlung
Abb. 11.27 zeigt den Median R der Retikulozytenwerte als Funktion der
Zeit nach Bestrahlung. Die Kurven für die Kaninchen, deren vordere
bzw. hintere Körperhälfte bestrahlt wurde, zeigen keine wesentlichen

Abb. 11.27 Median der Retikulozytenwerte von Kaninchen als Funktion der Zeit nach
Teilkörperbestrahlung mit D = 8 Gy. Bei jeweils 5 Kaninchen wurde die vordere bzw. hin-
tere Hälfte des Knochenmarks bestrahlt. Die Fehlerbalken kennzeichnen die Streuung für
68% der Werte.
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Unterschiede. Der Retikulozytenwert nimmt bis zum Minimum am drit-
ten Tag nach Bestrahlung etwa auf die Hälfte des Ausgangswertes ab.
Das entspricht einer Abnahme des Retikulozytenwertes, wie sie nach
einer Ganzkörperbestrahlung mit ca. 2 Gy zu erwarten ist.

Bei den Kaninchen, die eine Ganzkörperbestrahlung mit einer Dosis
von 2 Gy erhielten, stieg der Retikulozytenwert nach dem Minimum
schnell wieder an und erreichte 5-6 Tage nach Bestrahlung wieder den
Ausgangswert (Abb. 11.22). Nach der Teilkörperbestrahlung mit einer
Dosis von 8 Gy erhöhte sich dagegen der Retikulozytenwert nach dem
Minimum nur sehr langsam. Der Ausgangswert wird erst ca. 10 Tage
nach Bestrahlung wieder erreicht. Die gleiche Verzögerung wurde bei
den Kaninchen beobachtet, die eine Ganzkörperbestrahlung mit einer
Dosis von 8 Gy erhielten.

Zum Verständnis dieser Ergebnisse soll folgendes Anschauungsbeispiel
dienen: Die bestrahlte Hälfte des Knochenmarks sei bis auf wenige
überlebende Zellen zerstört und kann daher nicht mehr zur Blutbildung
beitragen. Die Bildung junger Retikulozyten von der unbestrahlten
Hälfte des Knochenmarks geschieht weiterhin mit der gleichen Rate wie
vor Bestrahlung. Wenn sich beide Kompartimente unabhängig vonein-
ander verhalten, setzt sich der Verlauf des Retikulozytenwertes als
Funktion der Zeit nach Bestrahlung zu gleichen Teilen aus der Retikulo-
zytenbildung der bestrahlten und der unbestrahlten Hälfte zusammen.
Bei dem bestrahlten Knochenmark wird der Retikulozytenwert jeweils
im gleichen Verhältnis abnehmen wie nach einer Ganzkörperdosis von
8 Gy. Der Retikulozytenwert des unbestrahlten Knochenmarks bleibt
konstant. Der Ausgangwert beider Kurven beträgt die Hälfte des Nor-
malwertes. Die Addition beider Kurven ergibt den Verlauf des Retikulo-
zytenwert des gesamten Knochenmarks. Auch wenn vom bestrahlten
Knochenmark zunächst keine Retikulozyten mehr gebildet werden,
wird der Wert im Minimum am dritten Tag nach Bestrahlung nicht mehr
als auf die Hälfte abfallen.

Abb. 11.28 zeigt einen solchen durch Addition zweier Kurven zusam-
mengesetzten Verlauf des Retikulozytenwertes als Funktion der Zeit
nach Bestrahlung einer Hälfte des Knochenmarks. Hierfür wurden die
Daten der Kontrolltiere und die der Tiere nach einer Ganzkörperbe-
strahlung mit einer Dosis von 8 Gy (Abb. 11.21) verwendet.
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Das Zeitintervall, in dem sich die wenigen überlebenden Zellen im
bestrahlten Knochenmark soweit vermehrt haben, daß eine erneute Bil-
dung von Retikulozyten im bestrahlten Knochenmark stattfindet, ist
das gleiche, wie es bei den Tieren nach Ganzkörperbestrahlung beob-
achtet wurde. Der Ausgangswert wird nach Teilkörperbestrahlung
daher ebenso wie nach Ganzkörperbestrahlung erst nach ca. 10 Tagen
erreicht.

Der Median der Retikulozytenwerte aller teilkörperbestrahlten Kanin-
chen (Bestrahlung der vorderen und der hinteren Körperhälfte) zeigt
innerhalb der Fehlergrenzen den gleichen zeitlichen Verlauf wie die
durch Addition der Daten der Kontrolltiere und der Tiere nach Ganz-
körperbestrahlung mit einer Dosis von D = 8 Gy errechnete Kurve. So-
wohl die relative Abnahme des Retikulozytenwertes als auch die Zeit
bis zum Wiedererreichen des Ausgangswertes (ca. 10 Tage) bei dem
gezeigten Anschauungsbeispiel entsprechen innerhalb der Meßgenauig-
keit denen der experimentellen Ergebnisse. Eine erhöhte Erythropoese
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aufgrund der Bestrahlung kann also zumindest für die ersten Tage nach
Bestrahlung ausgeschlossen werden.

Altersverteilung von Retikulozyten nach Bestrahlung

Vorbemerkung

Die Untersuchungen und Analysen des vorhergehenden Abschnitts
haben gezeigt, daß es mit einer oder mehreren Messungen des Retikulo-
zytenwertes in Kaninchen als Funktion der Zeit nach einer Ganzkörper-
bestrahlung möglich ist, die Dosis mit einer Nachweisgrenze von etwa
4 Gy (bei einer Messung) bzw. etwa 2 Gy (bei zwei Messungen) abzu-
schätzen. Für eine Biologische Dosimetrie ist eine solche Genauigkeit
möglicherweise ausreichend, es wäre jedoch wünschenswert, die Dosis
noch genauer abschätzen zu können. Da dies durch Messung des Reti-
kulozytenwertes wegen seiner inter- bzw. intra-individuellen Variation
in den einzelnen Versuchstieren allein nicht möglich ist, wäre ein zusätz-
licher und möglicherweise auch genauer meßbarer Parameter von gro-
ßem Interesse. Es wäre z. B. denkbar, die Altersverteilung der Retikulo-
zyten und ihre Veränderungen nach Bestrahlung zu analysieren. Da
nach Inhibierung der Neubildung von Retikulozyten nach Bestrahlung
des Knochenmarks zunächst der Anteil von jungen Retikulozyten im
peripheren Blut absinkt, ist eine Verschiebung der Altersverteilung zu
erwarten. Andererseits sollten nach Bildung von genügend neuen
Stammzellen im Knochenmark mehrere Tage nach Bestrahlung viele
junge Retikulozyten im peripheren Blut zu finden sein.

In diesem Zusammenhang könnte auch die Eisenaufnahme von Retiku-
lozyten im Verlauf ihrer Reifung für eine genauere Biologische Dosisab-
schätzung von Interesse sein. Durch eine Messung der Eisenaufnahme-
rate in Retikulozyten lassen sich möglicherweise zusätzliche Informatio-
nen über die Altersverteilung der Retikulozyten und deren Verände-
rung nach Bestrahlung gewinnen.

Im folgenden Kapitel soll deswegen die Frage untersucht werden, ob
durch eine Analyse der im Durchflußzytometer gemessenen Fluo-
reszenzverteilung von Retikulozyten Informationen über ihre Altersver-
teilung wie auch deren Änderung nach Bestrahlung gewonnen werden
können.
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Analyse der Fluoreszenzverteilungen von Retikulozyten nach
AO-Färbung

Zur Untersuchung der Fluoreszenzverteilungen der Retikulozyten auf
Änderungen ihrer Altersverteilung als Funktion der Zeit nach Bestrah-
lung wurden zwei verschiedene Verfahren angewendet. Zunächst wurde
für die einzelnen Verteilungen der Median F, d. h. die Kanalnummer
bestimmt, die die Fläche der Verteilung in zwei Hälften teilt, so daß
jeder Teil die Hälfte der gezählten Retikulozyten enthält (Abb. 11.29).
Wegen der Inhibierung der Neubildung junger Retikulozyten nach
Bestrahlung des Knochenmarks ist zunächst eine Verschiebung der
Fluoreszenzverteilung der Retikulozyten nach links und damit des
Medians F zu kleineren Kanalnummern zu erwarten. Nach Vermehrung
der überlebenden Stammzellen im Knochenmark werden wieder ver-
mehrt junge Retikulozyten gebildet und ins periphere Blut ausgeschüt-
tet. Diese jungen Retikulozyten zeigen eine hohe Fluoreszenz und wer-
den deshalb in den Kanälen rechts in der Verteilung registriert. Der
Median F der Fluoreszenzverteilung sollte sich daher wieder nach rechts
zu höheren Kanalnummern hin verschieben.

Ein anderes Verfahren zur Untersuchung der Fluoreszenzverteilung der
Retikulozyten auf Änderungen ihrer Altersverteilung ist die Einteilung
der Verteilung in Klassen. Die Verteilung kann in zwei oder mehr Klas-
sen eingeteilt werden, so daß jede Klasse die Retikulozyten eines be-
stimmten Fluoreszenz- bzw. Altersintervalls repräsentiert (Abb. 11.29
und 11.33). Informationen über die Altersverteilung der Retikulozyten
und ihrer Änderungen nach Bestrahlung müßten dann durch Bestim-
mung der Anteile der Retikulozyten in den einzelnen Klassen zu erhal-
ten sein. Es ist zu erwarten, daß der Anteil in den Klassen von Retikulo-
zyten mit hoher Fluoreszenz nach Bestrahlung zunächst abnimmt, wäh-
rend der Anteil der Retikulozyten mit niedriger Fluoreszenz gleichzeitig
ansteigt. Ein erneutes Auftreten junger Retikulozyten einige Tage nach
Bestrahlung müßte durch einen Anstieg des Anteils der Retikulozyten
mit hoher Fluoreszenz (junge Retikulozyten) zu erkennen sein. Es ist
dabei vorausgesetzt, daß die gemessene Fluoreszenzintensität der Reti-
kulozyten mit zunehmendem Reifungsgrad abnimmt.

Abhängigkeit des Medians der Fluoreszenzverteilung von der Zeit nach
Bestrahlung

Abb. 11.29 zeigt einige Beispiele für Fluoreszenzverteilungen der Reti-
kulozyten im peripheren Blut von Kaninchen zu verschiedenen Zeiten
nach Ganzkörperbestrahlung mit D = 8 Gy. Die Erythrozyten NEry wur-
den in Kanal 0 registriert. Die Verteilungen sind auf die gleiche Anzahl
Erythrozyten NEry = 104 normiert.
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Für alle Verteilungen wurde jeweils der Median FAO berechnet. Wäh-
rend die Fläche der Verteilung (Zahl der Retikulozyten) abnimmt, ver-
schiebt sich der Median FAO zunächst nach links. Am zweiten Tag nach
Bestrahlung liegt er am weitesten links, danach verschiebt er sich wieder
nach rechts. Nachdem sich die überlebenden Stammzellen ausreichend
vermehrt haben und wieder junge Retikulozyten in großer Zahl ins peri-
phere Blut geschwemmt werden, verschiebt sich der Median FAO der
Verteilung weiter nach rechts über den Ausgangswert hinaus (t = 16 d).
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Abb. 11.30 Median der Fluoreszenzverteilungen FAO der Retikulozyten im peripheren
Blut der ganzkörperbestrahlten Kaninchen (D = 8 Gy) und der Kontrolltiere als Funktion
der Zeit nach Bestrahlung. Oben: Einzelverläufe der Kontrolltiere. Mitte: Einzelverläufe
der Tiere nach Ganzkörperbestrahlung mit einer Dosis von D = 8 Gy. Unten: Verlauf der
Mittelwerte beider Gruppen. Die Fehlerbalken kennzeichnen die Standardabweichungen
der Einzelwerte.

Die Einzelverläufe der bestrahlten Kaninchen unterscheiden sich von denen der Kontroll-
tiere nur geringfügig. Während sich der Median FAO der Verteilungen bei den Kontrolltie-
ren innerhalb der Fehlergrenzen nicht signifikant ändert, nimmt er bei den bestrahlten
Kaninchen zunächst leicht ab, d. h. die Verteilungen verschieben sich nach der Bestrah-
lung nach links. Nach einem Minimum am zweiten Tag nach Bestrahlung nimmt der
Median der Verteilungen wieder zu und erreicht etwa zum Zeitpunkt t = 4 wieder den Aus-
gangswert.
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Die Ergebnisse für die Kontrolltiere und für die Kaninchen nach Ganz-
körperbestrahlung mit D = 8 Gy sind in Abb. 11.30 als Funktion der Zeit
nach Bestrahlung dargestellt. Die beiden oberen Grafiken zeigen die
Einzelverläufe der Versuchstiere beider Gruppen, die untere Grafik
zeigt den Verlauf der jeweiligen Mittelwerte. Bei den Kontrolltieren war
innerhalb der Fehlergrenzen keine signifikante Verschiebung des
Medians FAO der Fluoreszenzverteilung der Retikulozyten zu beobach-
ten. Bei den bestrahlten Kaninchen dagegen nahm der Median FAO der
Fluoreszenzverteilung nach Bestrahlung zunächst leicht ab, d.h. die
Verteilungen verschoben sich geringfügig nach links. Nach Erreichen
eines Minimums am zweiten Tag nach Bestrahlung bewegte sich der
Median FAO der Verteilungen wieder nach rechts zu höheren Kanalnum-
mern. Nach ca. vier Tagen war wieder der Ausgangswert erreicht. Der
Median FAO der Verteilung verschob sich bei den mit D = 8 Gy bestrahl-
ten Kaninchen im Mittel jedoch nur um ca. 5-6 Kanäle (bei t = 2 d) nach
links. Trotz der hohen Ganzkörperdosis von D = 8 Gy war der beobach-
tete Effekt nur sehr gering. Bei den Dosen D = 2 Gy und 4 Gy konnten
keine signifikanten Veränderungen der Fluoreszenzverteilungen der
Retikulozyten beobachtet werden. Auf die Darstellung dieser Ergeb-
nisse wird deshalb verzichtet.

Wie die Ergebnisse in Abb. 11.30 zeigen, sind die gemessenen Verschie-
bungen der Fluoreszenzverteilung der Retikulozyten als Funktion der
Zeit nach Bestrahlung erheblich geringer als erwartet. Der Grund dafür
liegt vermutlich darin, daß die Fluoreszenzverteilungen einen bestimm-
ten Anteil Untergrund enthalten. Dieser Untergrund kann z. B. durch
unspezifisch angefärbte Partikel, Fluoreszenz der Farblösung, Zell-
bruchstücke oder Rauschen der Elektronik hervorgerufen werden.

Interpretation der Daten mit Hilfe eines einfachen Modells

Der Einfluß des Untergrundes auf die Verschiebung der Fluoreszenzver-
teilung soll an folgendem Anschauungsmodel genauer erläutert werden
(Abb. 11.31). Es sei eine vereinfachte Fluoreszenzverteilung der Retiku-
lozyten angenommen, wobei in den einzelnen Kanälen jeweils die glei-
che Anzahl Retikulozyten gezählt wird. Vor Bestrahlung befindet sich
die Altersverteilung der Retikulozyten in einem Fließ-Gleichgewicht.
In der Verteilung erscheint von rechts jeweils die gleiche Anzahl junger
Retikulozyten, wie ausgereifte Retikulozyten nach links aus ihr heraus-
laufen. Nach der Bestrahlung des Knochenmarks werden keine neuen
Retikulozyten mehr gebildet; die Reifung der Retikulozyten im Blut
bleibt davon jedoch unbeeinflußt. Es laufen deshalb keine jungen Reti-
kulozyten von rechts in die Verteilung, während die übrigen weiterhin
reifen und nach links wandern. In dem Beispiel wird ein konstanter
Untergrund von NUg = 5 bei der Messung angenommen. Die Verteilun-
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Abb. 11.31 Anschauungsmodell zur Verschiebung der Fluoreszenzverteilung der Retiku-
lozyten nach Bestrahlung. Bis zum Zeitpunkt t = 0 befindet sich die Alters Verteilung der
Retikulozyten in einem Fließ-Gleichgewicht. In der Verteilung erscheint von rechts
jeweils die gleiche Anzahl junger Retikulozyten wie ausgereifte Retikulozyten nach links
aus ihr herauslaufen. Nach der Bestrahlung des Knochenmarks werden keine neuen Reti-
kulozyten mehr gebildet; die Reifung der Retikulozyten im Blut bleibt davon jedoch unbe-
einflußt. Der Zufluß junger Retikulozyten von rechts ist daher unterbrochen, während die
übrigen weiterhin reifen und nach links wandern. In dem Beispiel wird ein konstanter
Untergrund von NUg = 5 bei der Messung angenommen. Die Verteilungen sind auf eine
Erythrozytenzahl von NEry = 1000 normiert.

Die Abbildungen auf der rechten Seite zeigen die mit diesem Modell berechneten Retiku-
lozytenwerte R und den Median FaIs Funktion der Zeit nach Bestrahlung.

Bei t = 0 werden NRet = 20 Retikulozyten gezählt. Der Meßwert beträgt dann (NUg +
NRet)/NEry = 25 x 10-3. Der Median F der Verteilung in der Mittel (F = 0,5).

Nach t = 1 d hat die Zahl der Retikulozyten auf NRet = 15 abgenommen und sich ihre Fluo-
reszenzverteilung nach links verschoben. Der Untergrund NUg bleibt weiterhin konstant.
Der Median der Fluoreszenzverteilung von Untergrund und Retikulozyten hat sich nach
F = 0,3 verschoben.

Nach t = 2d sind die Retikulozyten weiter gereift, ihre Anzahl hat weiter auf NRet = 2
abgenommen, und ihre Fluoreszenzverteilung liegt noch weiter links. Der Median der Ver-
teilung von Untergrund und Retikulozyten bleibt jedoch bei F = 0,3.

Nach t = 3d schließlich sind keine Retikulozyten mehr vorhanden. Der Median des Histo-
gramms, das jetzt nur noch aus der konstanten Verteilung des Untergrunds besteht liegt
wieder bei F = 0,5.

gen sind auf eine Erythrozytenzahl von NEry = 1000 normiert. Bei t = 0
werden NRet = 20 Retikulozyten gezählt. Der Meßwert beträgt dann
(NUg + NRet)/NEry = 25 x 10-3. Der Median F der Verteilung liegt in
der Mitte (F = 0,5). Nach t = 1 d hat die Zahl der Retikulozyten auf
NRet = 15 abgenommen, gleichzeitig hat sich ihre Fluoreszenzverteilung
nach links bewegt. Der Untergrund NUg soll weiterhin konstant bleiben.
Der Median der Fluoreszenzverteilung von Untergrund und Retikulo-
zyten hat sich daher mit F = 0,3 nach links verschoben. Nach t = 2 d sind
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die Retikulozyten weiter gereift, ihre Anzahl hat weiter auf NRet = 2
abgenommen, ihre Fluoreszenzverteilung hat sich noch nach weiter
links verschoben. Der Median der Verteilung von Untergrund und Reti-
kulozyten bleibt jedoch F = 0,3. Nach t = 3 d schließlich sind keine Reti-
kulozyten mehr vorhanden. Der Median der Verteilung, die jetzt nur
noch aus dem konstanten Untergrund besteht, liegt wieder bei F = 0,5.

Die gemessenen Fluoreszenzverteilungen sind immer eine Überlage-
rung der Verteilung der Retikulozyten und der Verteilung des Unter-
grundes. Das Beispiel zeigt deutlich, daß die Fluoreszenzverteilung und
damit der Median F mit abnehmendem Retikulozytenwert zunehmend
durch den Untergrund beeinflußt wird. Je geringer der Retikulozyten-
wert der Probe ist, um so mehr wird die gemessene Verteilung von der
Fluoreszenzverteilung der Retikulozyten abweichen.

Mit diesem einfachen Modell läßt sich verstehen, daß der Median F
der Fluoreszenzverteilung der Retikulozyten bei den Daten der
Abb. 11.30 als Funktion der Zeit nach Bestrahlung nur geringfügig
abnimmt. Wahrscheinlich tritt bei der Messung mit der AO-Färbung ein
erheblicher Untergrund auf, der insbesondere bei sehr niedrigen Reti-
kulozytenwerten einige Tage nach Bestrahlung die Verteilung domi-
niert. Wesentlich bessere Ergebnisse lassen sich mit der TO-Färbung
erreichen.

Änderung der Anteile von Retikulozyten in verschiedenen Altersklassen

In den gemessenen Fluoreszenzverteilungen wurden zusätzlich die
Anteile von jungen Retikulozyten als Funktion der Zeit nach Bestrah-
lung untersucht. Dazu wurde jeweils der relative Anteil der gezählten
Retikulozyten in den rechten sechs Kanälen: NRet (K58-K63)/NRet
bestimmt (siehe Abb. 11.29). Der zeitliche Verlauf dieses Anteils junger
Retikulozyten im Blut der mit D = 8 Gy ganzkörperbestrahlten Kanin-
chen und der Kontrolltiere ist in Abb. 11.32 dargestellt. Die beiden obe-
ren Grafiken zeigen die Einzelverläufe der Tiere der beiden Gruppen,
die untere den Verlauf der jeweiligen Mittelwerte. Die Daten der Kon-
trolltiere zeigen bereits eine große Streuung. Innerhalb der Fehlergren-
zen blieb der Anteil der in den letzten sechs Kanälen gezählten Retiku-
lozyten konstant. Bei den bestrahlten Kaninchen nahm die Streuung der
Werte nach Bestrahlung noch erheblich zu. Die Mittelwerte dieser
Gruppe stiegen an und lagen drei Tage nach Bestrahlung deutlich über
den Werten der Kontrolltiere. Nach einem Maximum am vierten Tag
nach Bestrahlung fiel der Wert wieder ab und erreichte nach ca. 9Tagen
wieder den Ausgangswert.

Nach Bestrahlung wäre zunächst ein Abfallen des relativen Anteils jun-
ger Retikulozyten zu erwarten gewesen. Erst nachdem sich die überle-
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benden Stammzellen genügend vermehrt haben, sollten wieder junge
Retikulozyten ins periphere Blut ausgeschwemmt werden. Dies hätte
nach ca. 10 Tagen einen Anstieg des relativen Anteils junger Retikulozy-
ten zur Folge. Die gemessene Kurve zeigt jedoch genau einen ent-
gegengesetzten Verlauf. Auch hier ist die Ursache der Untergrund bei
der Messung. Während der Anteil der Retikulozyten abfällt, überwiegt
zunehmend der Anteil des Untergrundes. Am dritten Tag nach Bestrah-
lung, wo der Retikulozyten wert ein Minimum durchläuft, erreicht der
relative Anteil der in den letzten sechs Kanälen gemessenen Zellen ein
Maximum. Während der Retikulozytenwert wieder zunimmt, sinkt
auch der relative Anteil der in den rechten Kanälen gemessenen Parti-
kel. Nach ca. 10 Tagen erreichen beide Kurven wieder den Ausgangs-
wert.

Die Zunahme der Streuung der Werte bei den Kaninchen nach Bestrah-
lung (Abb. 11.32, Mitte) läßt sich möglicherweise durch ein vermehrtes
Auftreten von Zellbruchstücken im Blut erklären.

Diese Ergebnisse zeigen, daß mit der Färbung der Retikulozyten mit
der AO-Technik eine Messung des Retikulozytenwertes möglich ist. Bei
sehr geringen Retikulozytenwerten, wie sie nach Bestrahlung mit hohen
Dosen gemessen werden, ist jedoch mit einem erheblichen Untergrund-
anteil zu rechnen, der sich der Fluoreszenzverteilung der Retikulozyten
überlagert. Es ist deshalb mit dieser Methode nicht möglich, Informa-
tionen über die Altersverteilung und ihre Veränderung nach Bestrah-
lung aus den gemessenen Fluoreszenzverteilungen zu gewinnen.

Analyse der Fluoreszenzverteilungen vom Retikulozyten nach
TO-Färbung

Die Färbung der Retikulozyten mit dem speziell zu diesem Zweck ent-
wickelten Fluoreszenzfarbstoff Thiazolorange (TO) besitzt erhebliche
Vorteile gegenüber der Färbung mit Acridin Orange (AO), so daß Mes-
sungen von Fluoreszenzverteilungen mit geringerem Untergrund mög-
lich sind. Dieser Farbstoff stand jedoch erst nach Beendigung der Tier-
experimente zur Verfügung. Ein zusätzliches Experiment an einem wei-
teren Kaninchen sollte deshalb klären, ob es mit dieser neuen Methode
prinzipiell möglich ist, Veränderungen der Altersverteilung nach Be-
strahlung zu messen. Zu diesen Messungen wurde außerdem ein neuer
Meßverstärker benutzt, der einen Meßbereich von mehr als 3 Dekaden
besitzt. Dieser Verstärker, der ebenfalls erst nach Beendigung der Tier-
experimente zur Verfügung stand, ermöglichte die gleichzeitige Mes-
sung der Fluoreszenzverteilungen von Erythrozyten und Retikulo-
zyten. Auf eine Kalibrierung der Verstärkung konnte daher verzichtet
werden, wodurch Fehlerquellen wie Zeitabhängigkeit der Färbung,
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Abb. 11.32 Relative Anteile junger Retikulozyten im peripheren Blut von Kaninchen als
Funktion der Zeit nach Bestrahlung. Es wurde jeweils der relative Anteil der gezählten
Retikulozyten in den letzten sechs Kanälen, NRet (K 58-K 63)/NRet bestimmt. Oben: Ein-
zelverläufe der Kontrolltiere. Mitte: Einzelverläufe der Tiere nach Ganzkörperbestrah-
lung mit einer Dosis von D = 8 Gy. Unten: Verlauf der Mittelwerte beider Gruppen.

Ausbleichen der gefärbten Probe sowie ein Drift der Verstärkerelektro-
nik ausgeschlossen werden konnten.

Es wurde ein weiteres Kaninchen am Betatron mit einer Ganzkörperdo-
sis von D = 8 Gy bestrahlt. Der Versuchsablauf war der gleiche wie bei
den vorangegangenen Tierexperimenten. In einem Zeitraum von einer
Woche vor Bestrahlung bis vier Wochen nach Bestrahlung wurden
wöchentlich drei Blutproben entnommen. Nur in der ersten Woche nach



Bestrahlung wurde täglich eine Blutprobe entnommen. Die Retikulo-
zyten wurden nach der bereits beschriebenen Methode angefärbt.
Dabei wurden bei jeder Blutentnahme jeweils 3 Proben angesetzt, jede
Probe wurde zudem zweimal gemessen.

Abb. 11.33 zeigt einige Fluoreszenzverteilungen von Erythrozyten und
Retikulozyten im peripheren Blut des Kaninchens zu verschiedenen
Zeiten nach Bestrahlung. Die Histogramme sind auf die gleiche Anzahl
von Erythrozyten NEry normiert. Außerdem wurden die Abszissen der

Abb. 11.33 Fluoreszenzverteilungen von Erythrozyten und Retikulozyten eines mit
D = 8 Gy ganzkörperbestrahlten Kaninchens zu verschiedenen Zeiten nach Bestrahlung.
Die Verteilung der Retikulozyten wurde in drei Klassen eingeteilt, so daß sich für alle Klas-
sen jeweils gleiche Intervalle für die Fluoreszenzintensität ergeben.
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Histogramme so normiert, daß die Fluoreszenzverteilung der Retikulo-
zyten zwischen Kanal 128 und Kanal 255 lag. Der zugehörige zeitliche
Verlauf des Retikulozytenwertes ist in Abb. 11.34 (obere Grafik) dar-
gestellt.

Vor Bestrahlung (t = 0) zeigen die Retikulozyten eine breite Verteilung,
die links in die Autofluoreszenz der Erythrozyten übergeht und rechts,
etwa bei Kanal 240, flach ausläuft. Nach Bestrahlung werden keine jun-
gen Retikulozyten mehr gebildet. Die Reifung der Retikulozyten läuft
aber weiter, so daß sich ihre Fluoreszenzverteilung zum Zeitpunkt
t = 1 d bereits deutlich nach links verschoben hat. Nach zwei bis drei
Tagen waren die Retikulozyten vollständig ausgereift, so daß rechts von
der Verteilung der Erythrozyten fast keine Zellen mehr gemessen wur-
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den (t = 3 d). Zwischen 10 und 17 Tagen nach Bestrahlung stieg der Reti-
kulozytenwert wieder steil an (Abb. 11.34 oben). Während dieses Zeitin-
tervalls wurden zunehmend junge Retikulozyten am rechten Ende der
Verteilung gemessen. Diese Zellen zeigten eine wesentlich höhere
Fluoreszenzintensität als die jungen Retikulozyten, die vor der Bestrah-
lung gemessen wurden. Vermutlich handelt es sich dabei um Retikulozy-
ten, die in früheren Reifungsstufen vom Knochenmark ins Blut ausge-
schwemmt werden. Danach wird der Anteil der jungen Retikulozyten
mit erhöhter Fluoreszenzintensität wieder geringer. Zum Zeitpunkt
t = 21 Tage liegt das rechte Ende der Verteilung etwa wieder an der glei-
chen Stelle wie bei den Histogrammen vor Bestrahlung, d. h. die jüng-
sten ins Blut ausgeschwemmten Retikulozyten zeigen wieder die gleiche
Fluoreszenzintensität wie vor der Bestrahlung.

Abhängigkeit des Medians der Fluoreszenzverteilung der Retikulozyten
von der Zeit nach Bestrahlung

Zunächst wurden alle Histogramme so normiert, daß die Fluoreszenz-
verteilung der Retikulozyten jeweils zwischen den Kanälen 128 und 255
lag. Die Inhalte der Kanäle 0-127 wurden auf 0 gesetzt. Dann wurden
die jeweiligen Mediane FTO dieser normierten Verteilungen bestimmt,
d. h. es wurde jeweils diejenige Kanalnummer gesucht, die die Fläche
der Verteilung in zwei Hälften teilt. Die Werte für die insgesamt 18 Mes-
sungen vor Bestrahlung wurden gemittelt, ebenso die Werte der jeweils

4
Abb. 11.34 Oben: Retikulozytenwert eines Kaninchens als Funktion der Zeit nach Ganz-
körperbestrahlung mit einer Dosis von D = 8 Gy. Dieser mit der TO-Färbung gemessene
Verlauf entspricht den Ergebnissen, die mit der AO-Färbung gewonnen wurden.
Mitte: Zeitlicher Verlauf des Medians FTO der Fluoreszenzverteilung der Retikulozyten
im peripheren Blut des selben Kaninchens nach Bestrahlung. Die Fluoreszenzverteilun-
gen der Retikulozyten verschieben sich nach Bestrahlung zunächst nach links. Nach ca.
drei Tagen erreicht der Median der Fluoreszenzverteilungen ein Minimum. Danach wer-
den zunehmend junge Retikulozyten gebildet, die eine sehr hohe Fluoreszenzintensität
zeigen und deshalb in den Kanälen rechts registriert werden (siehe auch Abb. 11.33). Der
Median FTO der Verteilungen verschiebt sich daher wieder nach rechts zu höheren Kanal-
nummern, erreicht etwa 10 Tage nach Bestrahlung wieder den Ausgangs wert und steigt
dann noch weit über diesen hinaus an.

Unten: Relative Anteile der Retikulozyten in drei verschiedenen Altersklassen (siehe
Abb. 11.33, Klasse I, II, III). Die Einteilung wurde so gewählt, daß sich jeweils gleiche
Intervalle für die Fluoreszenzintensität der Retikulozyten ergeben. Während die Anteile
der jungen Retikulozyten (II und III) nach Bestrahlung abnehmen, steigt der relative
Anteil der älteren Retikulozyten zunächst noch etwas an und erreicht nach 3-4 Tagen den
Wert 1.
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6 Messungen jeder Blutentnahme nach Bestrahlung. Der Median der
Verteilungen lag vor Bestrahlung bei FTO = 186 ± 3, also etwa in der
Mitte zwischen den Kanälen 128 und 255 (die Mitte liegt bei Kanal 192).
Der zeitliche Verlauf des Medians FTO nach Bestrahlung ist in Abb. 11.34
(mittlere Grafik) dargestellt. Die Fehlerbalken kennzeichnen die Stan-
dardabweichungen der jeweiligen Mittelwerte der Messungen. Wie
schon aus den Histogrammen in Abb. 11.33 zu erkennen war, verschiebt
sich der Median FTO der Verteilung nach Bestrahlung zunächst nach
links und erreicht ca. drei Tage nach Bestrahlung ein Minimum. Danach
werden wieder zunehmend junge Retikulozyten gebildet, die eine sehr
hohe Fluoreszenzintensität zeigen und deshalb in den Kanälen rechts
registriert werden. Der Median FTO verschiebt sich daher wieder nach
rechts zu höheren Kanalnummern. Nach etwa 10 Tagen liegt er wieder
in der Mitte und wandert weiter nach rechts, bis er etwa am 13. Tag nach
Bestrahlung ein Maximum erreicht. In diesem Zeitintervall steigt auch
der Retikulozytenwert R (Abb. 11.34, obere Grafik) wieder steil bis weit
über den Ausgangswert hinaus an. Danach wird der Anteil der jungen
Retikulozyten mit erhöhter Fluoreszenzintensität wieder geringer und
das rechte Ende der Verteilung bewegt sich wieder nach links
(Abb. 11.33). Damit wandert auch der Median FTO der Verteilung nach
links und nähert sich 3-4 Wochen nach Bestrahlung wieder dem Aus-
gangswert.

Änderung der Anteile von Retikulozyten in verschiedenen Altersklassen

Die Fluoreszenzverteilungen der Retikulozyten wurden in drei Klassen
(I, II, III, Abb. 11.33), eingeteilt, so daß sich jeweils gleiche Intervalle
für die Fluoreszenzintensitäten ergeben. Die relativen Anteile der Reti-
kulozyten der einzelnen Klassen, NRet (Klasse)/NRet wurde für alle
gemessenen Verteilungen bestimmt. Die Werte vor Bestrahlung und die
jeweiligen Werte der einzelnen Blutentnahmen nach Bestrahlung wur-
den gemittelt. Der zeitliche Verlauf der relativen Anteile der einzelnen
Klassen ist in Abb. 11.34 (untere Grafik) dargestellt. Die Fehlerbalken
kennzeichnen die Standardabweichungen der jeweiligen Mittelwerte.
Da die Anteile der jungen Retikulozyten (Klasse II und III) nach
Bestrahlung abnehmen, steigt der relative Anteil der älteren Retikulo-
zyten (Klasse I) noch an und erreicht nach 3-4 Tagen den Wert 1. D. h.
zu diesem Zeitpunkt sind nur noch wenige reife Retikulozyten der
Klasse I im peripheren Blut vorhanden. Erst ca. 8-10 Tage nach Bestrah-
lung werden wieder junge Retikulozyten gebildet, die in den Klassen II
und III registriert werden. Die relativen Anteile dieser Klassen steigen
daher ab diesem Zeitpunkt an. Dabei nimmt der Anteil der jüngeren
Retikulozyten (Klasse III) stärker zu als der Anteil der etwas reiferen
Retikulozyten (Klasse II). Der Grund dafür ist das zunehmende Auftre-
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ten junger Retikulozyten mit erheblich erhöhter Fluoreszenzintensität.
13-15 Tage nach Bestrahlung geht dieser Anteil junger Retikulozyten
(Klasse III) wieder zurück, während der Anteil der Klasse II noch leicht
ansteigt, d.h. das rechte Ende der Verteilung verschiebt sich wieder
nach links. Die Fluoreszenzintensität der von rechts in die Verteilung
hineinlaufenden jungen Retikulozyten nimmt wieder ab. Nach 3-4 Wo-
chen nähern sich die Werte wieder dem Ausgangszustand.

Abb. 11.35 zeigt einen Vergleich der Ergebnisse der beiden Färbemetho-
den (TO und AO) mit dem mit einem einfachen Modell (siehe Abb. 11.31)
berechneten zeitlichen Verlauf des Retikulozytenwertes R und des
Medians F der Fluoreszenzverteilung während der ersten drei Tage nach
Bestrahlung. Offensichtlich ermöglicht der neue Farbstoff Thiazol-
orange (TO) die Messung von Fluoreszenzverteilungen der Retikulozy-
ten mit sehr geringem Untergrundanteil, während die mit AO gemesse-
nen Fluoreszenzverteilungen bei geringen Retikulozytenwerten von
unspezifischem Untergrund dominiert werden. Anhand eines zusätz-
lichen Tierexperiments konnte damit gezeigt werden, daß diese neue
Methode geeignet ist, Veränderungen der Altersverteilungen der Reti-
kulozyten nach Bestrahlung zu messen.

Zusammenfassung und Diskussion der Ergebnisse

Im folgenden sollen die wesentlichen Ergebnisse der Messungen des
Retikulozytenwertes und der Fluoreszenzverteilung der Retikulozyten
im peripheren Blut von bestrahlten Kaninchen kurz zusammengefaßt
werden. Anschließend sollen die Konsequenzen dieser Ergebnisse für
die Genauigkeit der Abschätzung einer unbekannten Strahlendosis in
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einem Versuchstier wie dem hier näher untersuchten Kaninchen disku-
tiert werden. Es soll die Frage gestellt werden, inwieweit es möglich ist,
mit durchflußzytometrischen Messungen der Retikulozyten und ihrer
Fluoreszenzverteilung zu bestimmten Zeiten nach einer Ganzkörper-
bestrahlung die Ganzkörperdosis in diesem Tiermodell zu bestimmen.

Diese Frage ist von erheblicher Bedeutung für eine mögliche biologi-
sche Dosimetrie mit Hilfe dieser Messungen. Es soll deswegen auch
besonderer Wert auf die Untersuchung der Genauigkeit dieser Dosime-
trie gelegt werden sowie auf die Parameter, die diese Genauigkeit beein-
flussen können. Diese Untersuchungen wurden durchgeführt, um die
Möglichkeit einer Biologischen Dosimetrie beim Menschen zu klären.
Deshalb soll gegen Ende dieses Abschnitts auf die Untersuchungen des
Retikulozytenwertes im Menschen, die gleich anschließend S. 98 be-
schrieben werden, um auf die mögliche Problematik dieses Parameters
für eine Biologische Dosimetrie am Menschen, die schon in diesem Tier-
modell zu erkennen ist, hingewiesen werden.

Ionisierende Strahlung führt neben vielen anderen Effekten durch Schä-
digung der entsprechenden Stammzellen im Knochenmark zu einer
Inhibierung der Erythropoese, wie schon erläutert wurde. Je nach Dosis
überleben mehr oder weniger Stammzellen. Eine Folge dieser Schädi-
gung ist eine Abnahme der Retikulozyten im peripheren Blut, die sich
wegen deren kurzer Reifungsdauer (etwa 2-3 Tage) relativ schnell nach-
weisen läßt. Wegen des sehr geringen Anteils der Retikulozyten im peri-
pheren Blut ist eine Messung des Retikulozytenwertes, d. h. des relati-
ven Anteils der Retikulozyten unter allen roten Blutzellen (Erythrozy-
ten und Retikulozyten), mit konventionellen Methoden durch mikro-
skopische Auswertung zeitraubend und mit erheblichen Fehlern be-
haftet.

1. Mit den beschriebenen durchflußzytometrischen Methoden gelang
es, den Retikulozytenwert im Blut von Kaninchen sehr schnell und mit
einer hohen Genauigkeit zu messen. Diese Technik wurde hier benutzt,
um zunächst in unbestrahlten Kaninchen die Variation des Retikulozy-
tenwertes, und zwar die inter-individuelle wie auch die intra-individu-
elle Variation, zu untersuchen. Es zeigte sich, daß die Retikulozyten-
werte verschiedener Kaninchen erheblich voneinander abweichen
konnten. Der Median des Retikulozytenwertes war R = 25,1 X 10~3,
der Streufaktor war dabei mit Sf = 1,29 recht erheblich, so daß Retikulo-
zytenwerte in unbestrahlten Kaninchen zwischen R= 12 x 10-3 und
46 x 10-3 beobachtet wurden.

Erheblich geringere Streufaktoren ergaben sich, wenn nur die intra-
individuellen Variationen des Retikulozytenwertes betrachtet wurden,
d. h. die zeitlichen Veränderungen des Retikulozytenwertes eines
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Kaninchens über längere oder kürzere Zeitintervalle. Es wurde ein mitt-
lerer Streufaktor von Sf = 1,10 beobachtet, wenn die Retikulozyten-
werte von Kaninchen nur über 5 Tage hinweg gemessen wurden, sowie
ein mittlerer Streufaktor von Sf = 1,16, wenn sie über etwa 30 Tage hin-
weg gemessen wurden. Wie sich im folgenden zeigen wird, sind die Va-
riation der Retikulozytenwerte, bzw. die Höhe dieser Streufaktoren die
wesentlichen Gründe für die Grenzen der Dosisabschätzung bei einer
Biologischen Dosimetrie mit Hilfe der Bestimmung des Retikulozyten-
wertes nach einer Ganzkörperbestrahlung.

2. Nach einer Ganzkörperbestrahlung der Kaninchen mit Dosen zwi-
schen 2 und 8 Gy ließ sich eine Abnahme der Mediane des Retikulozy-
tenwertes schon einen Tag nach Bestrahlung beobachten. Je nach Dosis
wurde am 2.-3. Tag nach Bestrahlung ein Minimum erreicht, dessen
Wert ebenfalls von der Dosis abhing. Beginnend mit dem dritten Tag
nach Bestrahlung stieg der Median des Retikulozytenwertes wieder an
und erreichte je nach Dosis zwischen dem 4. und 9. Tag wieder den Wert
vor der Bestrahlung. Auffallend war auch hier wieder die große inter-
individuelle Variation der Retikulozytenwerte nach Bestrahlung.

3. Der Median des Retikulozytenwertes am dritten Tag nach Bestrah-
lung nahm exponentiell mit der Dosis nach der Gleichung R3 = 25,4 x
e-0,27 D ab. Die Streufaktoren nahmen exponentiell mit der Dosis zu:
Sf=l,18 x e0,047 D.

4. Wegen der großen inter-individuellen Variation des Retikulozyten-
wertes liegt die Nachweisgrenze einer Ganzkörperdosis eines bestrahl-
ten Versuchstieres durch eine einzige Messung des Retikulozytenwertes
am dritten Tag nach Bestrahlung bei nur etwa 4 Gy, wenn von einer Irr-
tumswahrscheinlichkeit von pi = 0,95 ausgegangen werden muß. Ein
Kaninchen mit einem Retikulozytenwert am dritten Tag nach Bestrah-
lung von z.B. R3 = 20 x 10-3 kann eine Ganzkörperdosis zwischen
D = O und etwa 4 Gy erhalten haben.

5. Die inter-individuelle Variation des Retikulozytenwertes kann durch
eine zusätzliche Messung im Versuchstier unmittelbar vor oder nach der
Bestrahlung ausgeschlossen werden. Für eine Dosisabschätzung spielt
dann nur noch die intra-individuelle Variation eine wesentliche Rolle.
Der Median der relativen Abnahme des Retikulozytenwertes am dritten
Tag nach Bestrahlung nahm ebenfalls exponentiell mit der Dosis ab:
R3/R0 = e-0,28 D. Auch hier nahmen die Streufaktoren exponentiell mit
der Dosis zu: Sf = 1,10 x e0,048 D. Der Grund für die Zunahme des Streu-
faktors mit der Dosis ist wahrscheinlich eine unterschiedliche individu-
elle Strahlenempfindlichkeit der einzelnen Versuchstiere.

6. Wegen der im Vergleich zur inter-individuellen Variation geringeren
intra-individuellen Variation des Retikulozytenwertes kann eine unbe-
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kannte Ganzkörperdosis eines bestrahlten Versuchstieres mit einer Irr-
tumswahrscheinlichkeit von pi = 0,95 durch Messung der relativen Ab-
nahme des Retikulozytenwertes am dritten Tag nach Bestrahlung mit einer
Empfindlichkeit von etwa 2 Gy bestimmt werden. Ein Kaninchen mit
R3/R0 = 0,8 kann eine Dosis zwischen 0 und etwa 2 Gy erhalten haben.

7. Eine Teilkörperbestrahlung einer Körperhälfte des Kaninchens und
damit der Hälfte seines Knochenmarks mit einer Dosis von D = 8 Gy
führte zu qualitativ gleichen Effekten wie eine Ganzkörperbestrahlung,
nämlich zu einer Abnahme des Medians der Retikulozytenwerte inner-
halb der ersten drei Tage nach Bestrahlung. Es wurde ein Minimum wie
nach einer Ganzkörperbestrahlung mit etwa 2 Gy beobachtet. Der
Median des Retikulozytenwertes erreichte aber erst nach etwa 9 Tagen
den Wert vor Bestrahlung. Die Ergebnisse waren dieselben bei Kanin-
chen, deren vordere Körperhälften bestrahlt wurde wie bei Kaninchen,
deren hintere Körperhälfte exponiert wurde. Der zeitliche Verlauf des
Medians der Retikulozytenwerte in teilkörperbestrahlten Kaninchen
konnte auch quantitativ damit erklärt werden, daß die unbestrahlte
Hälfte des Knochenmarks weiterhin zur Erythropoese in der Lage ist
und unabhängig vom bestrahlten Teil des Knochenmarks junge Retiku-
lozyten in das periphere Blut ausschüttet.

8. Zusätzlich zur Messung des Retikulozytenwertes wurde auch die
Fluoreszenzverteilung der Retikulozyten als Funktion der Zeit nach
Bestrahlung untersucht und analysiert. Durch die strahleninduzierte
Inhibierung der Neubildung von Retikulozyten im Knochenmark war
zu erwarten, daß zunächst der Anteil junger Retikulozyten im periphe-
ren Blut abnahm und einige Tage nach Bestrahlung wieder zunahm,
wenn genügend neue Stammzellen im Knochenmark gebildet worden
waren. Bei der Acridinorange-Färbung der Retikulozyten konnte
jedoch nur eine geringe Verschiebung der Fluoreszenzverteilung der
Retikulozyten in den ersten drei Tagen nach Bestrahlung beobachtet
werden. Dieser geringe Effekt wurde auf den bei dieser Methode mög-
licherweise in den Verteilungen auftretenden unspezifischen Unter-
grund zurückgeführt, der besonders bei sehr niedrigen Retikulozyten-
werten die Fluoreszenzverteilung der Retikulozyten dominiert. Mit
Hilfe der neuen Thiazolorange-Färbung konnte jedoch eine starke
Abnahme des Medians der Fluoreszenzverteilungen der Retikulozyten
in den ersten drei Tagen nach Bestrahlung beobachtet werden. Auch
die Fluoreszenzverteilungen der Retikulozyten zeigten deutlich, daß
schon am zweiten Tag nach Bestrahlung praktisch keine jungen, sondern
nur noch alte Retikulozyten auftraten. Gleichzeitig mit dem Anstieg der
Retikulozytenwerte zwischen dem 5. und 7. Tag nach Bestrahlung nahm
der Anteil der jungen Retikulozyten mit hoher Thiazolorange-Fluores-
zenz kräftig zu und damit auch der Median ihrer Fluoreszenzverteilung.
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Konsequenzen dieser Untersuchungen für eine mögliche
Biologische Dosimetrie nach Ganzkörperbestrahlung

Es konnte in diesem Kapitel gezeigt werden, daß es mit Hilfe von durch-
flußzytometrischen Messungen des Retikulozytenwertes in Kaninchen
nach einer Gänzkörperbestrahlung mit Dosen im Bereich von D = 2 bis
8 Gy im Prinzip möglich ist, die Ganzkörperdosis abzuschätzen. Durch
die strahleninduzierte Schädigung der Stammzellen im Knochenmark
sinkt der Retikulozytenwert bis zu drei Tagen nach Bestrahlung ab, um
danach anzusteigen, wenn die überlebenden Stammzellen im Knochen-
markt proliferieren und junge Retikulozyten erzeugen. Das Minimum
am dritten Tag nach Bestrahlung nimmt dabei exponientiell mit der
Dosis ab, so daß aus dem Retikulozytenwert am dritten Tag nach Be-
strahlung die Dosis abgeschätzt werden kann. Die Grenzen einer sol-
chen „Biologischen Dosimetrie“ werden dabei im wesentlichen von der
inter-individuellen Variation des Retikulozytenwertes einzelner Kanin-
chen beeinflußt, der etwa um den Faktor 4 von Tier zu Tier schwanken
kann. Dadurch ist eine Dosisabschätzung mit Hilfe einer einzigen Mes-
sung des Retikulozytenwertes nur mit einer Nachweisgrenze von etwa
5 Gy möglich. Wenn eine zusätzliche Messung des Retikulozytenwertes
vor oder unmittelbar nach Bestrahlung durchgeführt wurde, läßt sich
durch Berechnung der relativen Abnahme des Retikulozytenwertes am
dritten Tag nach Bestrahlung wegen der dann erheblich geringeren
intra-individuellen Variation des Retikulozytenwertes die Ganzkörper-
dosis mit einer Nachweisgrenze von etwa 2 Gy bestimmen.

Zusätzliche Informationen zur Verbesserung der Dosisabschätzung sind
möglicherweise durch eine Analyse der im Durchflußzytometer gemes-
senen Altersverteilung der Retikulozyten zu erhalten. Die neue Thiazol-
orange-Technik zur Anfärbung der Retikulozyten scheint dazu im
Gegensatz zu der bei den meisten Experimenten in diesem Kapitel ver-
wendeten Acridinorange-Technik geeignet zu sein. Das frühe Auftreten
von jungen Retikulozyten einige Tage nach der Bestrahlung kann ein
wichtiger Hinweis darauf sein, daß genügend Stammzellen überlebt
haben und wiederum neue Retikulozyten produzieren, so daß das Ver-
suchstier letztlich die Bestrahlung überlebt.

Wegen der hohen Eisenaufnahmerate der neugebildeten jungen Retiku-
lozyten können wenige junge Retikulozyten schon frühzeitig nach
Bestrahlung registriert werden. Auch die Kenntnis dieses zusätzlichen
Parameters kann dazu führen, daß schon relativ früh nach Bestrahlung
eine Erholung der Stammzellen im Knochenmark erkannt wird. Da bei
beiden möglichen zusätzlichen Parametern jeweils auch der Retikulozy-
tenwert eingeht, wird jedoch eine bessere Dosisabschätzung durch
zusätzliche Messungen der zeitlichen Abhängigkeit der Altersverteilung
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der Retikulozyten wegen der großen inter- und intra-individuellen
Variation der Retikulozytenwerte nicht möglich sein.

Da natürlich alle in diesem Abschnitt beschriebenen Untersuchungen
dazu dienen sollen, die Grundlagen und die Grenzen einer „Biologi-
schen Dosimetrie“ beim Menschen mit Hilfe von durchflußzytometri-
schen Messungen des Retikulozytenwertes besser verstehen zu können,
sollen die wesentlichen Ergebnisse dieser Untersuchungen auch bei den
Messungen von Retikulozytenwerten im Menschen beispielhaft ver-
wendet werden. Es ist zu erwarten, daß auch beim Menschen die inter-
bzw. intra-individuelle Variation des Retikulozytenwertes für eine biolo-
gische Dosimetrie die begrenzende Rolle spielen werden. Da Experi-
mente an bestrahlten Menschen nicht möglich sind (Messungen an the-
rapeutisch bestrahlten Patienten sind nur sehr eingeschränkt zu ver-
wenden), müssen und sollen die Ergebnisse der Tierversuche in die
Abschätzungen der Möglichkeiten und Grenzen einer Biologischen
Dosimetrie einfließen. Im folgenden Abschnitt sollen deswegen zu-
nächst die Ergebnisse der Untersuchungen des Retikulozytenwertes in
normalen, gesunden Menschen dargestellt werden.

Retikulozytenwert beim Menschen

Vorbemerkung

Im vorhergehenden Abschnitt wurden die Möglichkeiten einer Biologi-
schen Dosimetrie im Tiermodell mit Hilfe der Messung von Retikulozy-
ten im peripheren Blut von Kaninchen ausführlich untersucht. Die in
diesen Experimenten gewonnenen Ergebnisse sollen dazu verwendet
werden, die Möglichkeiten und Grenzen einer Dosisbestimmung beim
Menschen abzuschätzen. Bei den Tierexperimenten hat sich gezeigt,
daß wegen der großen inter-individuellen Variation des Retikulozyten-
wertes schon bei den unbestrahlten Kaninchen die Nachweisgrenze
einer Dosisabschätzung mit Hilfe nur einer einzigen Messung des Reti-
kulozytenwertes am dritten Tag nach Bestrahlung bei über 4 Gy liegt.

Damit ist diese Methode nicht für eine Beurteilung der Strahlenkrank-
heit, wie sie für eine klinische Versorgung der Betroffenen notwendig
ist, geeignet. Es wurde deshalb vorgeschlagen, durch zwei Messungen-
eine Messung unmittelbar nach Bestrahlung und eine nach drei Tagen –
die Abnahme des Retikulozytenwertes zu bestimmen. Damit ist die
Unsicherheit der Dosisabschätzung nur noch abhängig von der erheb-
lich geringeren intra-individuellen Variation der Retikulozytenwertes.
Mit diesem Verfahren lag die Nachweisgrenze der Dosisabschätzung bei
etwa 2 Gy, was für eine Beurteilung der Strahlenkrankheit bezüglich
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einer klinischen Versorgung von verunglückten Personen ausreichend
wäre.

Da zu erwarten ist, daß eine Biologische Dosimetrie auch beim Men-
schen im wesentlichen von der inter- und intra-individuellen Variation
des Retikulozytenwertes begrenzt wird, sollen im folgenden diese Para-
meter beim Menschen gemessen werden. Wie sich bei den entsprechen-
den Untersuchungen bei Kaninchen zeigte, ist die intra-individuelle
Variation der Retikulozytenwerte abhängig vom Beobachtungszeit-
raum. Innerhalb kurzer Zeitintervalle zeigten die Werte geringere
Schwankungen als innerhalb längerer Zeitintervalle, wie im Abschnitt
„Intra-individuelle Variation des Retikulozytenwertes“ gefunden wurde
(S. 62 ff.) Für eine Dosisabschätzung mit dem oben beschriebenen Verfah-
ren ist im wesentlichen der Verlauf des Retikulozytenwertes innerhalb
der ersten 3-4 Tage nach Bestrahlung von Bedeutung. Die Genauigkeit
einer solchen Dosisabschätzung wird daher vor allem durch die Schwan-
kungen des Retikulozytenwertes innerhalb dieses Zeitraumes begrenzt.

In der Vergangenheit wurden von verschiedenen Arbeitsgruppen Unter-
suchungen über den Retikulozytenwert beim Menschen unter Normal-
bedingungen durchgeführt. Es wurde sowohl der Normalbereich des
Retikulozytenwertes beim Menschen (Inter-individuelle Variation) als
auch die Schwankungen des Retikulozytenwertes bei einzelnen gesun-
den Personen innerhalb verschiedener Zeitintervalle (intra-individuelle
Variation) untersucht. Eine Übersicht über die von verschiedenen
Autoren veröffentlichten Retikulozytenwerte und der zugehörigen Nor-
malbereiche beim Menschen (inter-individuelle Variation) sind in
Tabelle II. 8 zusammengefaßt.

Die zum Teil erheblichen Abweichungen der von verschiedenen Auto-
ren angegebenen mittleren Retikulozytenwerte entstehen zum Teil
durch die Verwendung unterschiedlicher Färbemethoden aber auch
durch die nicht einheitliche Definition der als Retikulozyten gezählten
Zellen. Einige Autoren zählen Zellen mit nur einem einzigen gefärbten
Einschluß als Retikulozyten, andere verlegen die Grenze etwas zu jün-
geren Retikulozyten mit mehreren gefärbten Einschlüssen.

Einige Autoren beobachteten, daß sowohl der mittlere Retikulozyten-
wert als auch seine Schwankungen bei Männern und Frauen unter-
schiedlich sind. Die Häufigkeitsverteilungen der bei 48 Männern und
30 Frauen gemessenen Retikulozytenwerte ergaben eine bimodale Ver-
teilung für die Werte der Frauen, während die Werte der Männer eine
eingipflige Verteilung zeigte (Deiss und Kruth, 1970). Diese zu höheren
Werten größere Variation des Retikulozytenwertes wurde mit der
erhöhten Blutbildung bei Frauen während der Menstruation interpre-
tiert (Deiss und Kurth, 1970, Seip, 1953).
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Untersuchungen der Schwankungen des Retikulozytenwertes bei ein-
zelnen Personen unter Normalbedingungen sind von verschiedenen
Autoren durchgeführt worden. Ederle bestimmte den Retikulozyten-
wert eines Mannes alle 2-3 Tage über insgesamt 5 Wochen (Ederle,
1933). Dabei fand er, daß aufeinanderfolgende Werte nur geringfügige
Abweichungen zeigten. Die Werte schwankten im Bereich R = 12 —
18 x 103, wobei die meisten nahe bei R = 15 x 103 lagen. Andere Auto-
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ren fanden dagegen relativ große Abweichungen der Retikulozyten-
werte einzelner Personen von einem auf den nächsten Tag (Langendorff
und Reisner, 1936, Barbier, 1939). Die Ergebnisse von Nizet zeigten,
daß die an 4-5 aufeinanderfolgenden Tagen gemessenen Retikulozyten-
werte und die über einen Zeitraum von einem Jahr jeweils im Abstand
von 8-10 Tagen gemessenen Werte bei einzelnen Versuchspersonen in-
nerhalb der Meßgenauigkeit keine signifikanten Abweichungen aufwie-
sen (Nizet, 1946). Diese Ergebnisse wurden von Seip bestätigt, der zu-
sätzlich eventuelle Veränderungen in der Altersverteilung der Retikulo-
zyten untersuchte (Seip, 1953). Auch er konnte bei wiederholten Mes-
sungen des Retikulozytenwertes innerhalb 24 Stunden und an mehreren
aufeinanderfolgenden Tagen keine Signifikaten Abweichungen nach-
weisen.

Bei allen bisherigen Untersuchungen dieser Art wurden die Retikulozy-
tenwerte durch Auszählen mit dem Mikroskop bestimmt. Die Ergeb-
nisse beinhalten daher die große Meßungenauigkeit dieser Methode.
Genauere und besser vergleichbare Ergebnisse können mit den heute
zur Verfügung stehenden Methoden zur durchflußzytometrischen Be-
stimmung des Retikulozytenwertes gewonnen werden. Es wurden des-
halb bei insgesamt 19 Versuchspersonen eine Reihe von Messungen des
Retikulozytenwertes mit der neuen TO-Färbetechnik durchgeführt und
die Variation der Werte analysiert. Dabei stand die Variation der Retiku-
lozytenwerte bei einzelnen Personen (intra-individuelle Variation)
innerhalb kurzer Zeitintervalle im Vordergrund, da diese für die Genau-
igkeit bei der Dosisabschätzung eine entscheidende Rolle spielt.

Im nächsten Abschnitt, S. 115 ff., soll mit den Ergebnissen des vorherge-
henden Kapitels (dosisabhängige Abnahme des Retikulozytenwertes
nach Bestrahlung) und den Ergebnissen dieses Abschnitts (Variation
des Retikulozytenwertes beim Menschen) versucht werden, die Mög-
lichkeiten und Grenzen einer Biologischen Dosimetrie beim Menschen
abzuschätzen. Dabei muß vorausgesetzt werden, daß das blutbildende
System des Kaninchens bezüglich der Strahlenwirkung mit dem des
Menschen vergleichbar ist. Hinweise dafür können möglicherweise aus
Messungen an therapeutisch bestrahlten Patienten gewonnen werden.
Die Ergebnisse solcher Untersuchungen sind aber im allgemeinen nur
sehr eingeschränkt zu verwenden, da die Effekte der Bestrahlung meist
mit begleitenden Behandlungen (Chemotherapie, Operation, Blutver-
lust, etc.) und mit Veränderungen des Blutbildes aufgrund der Erkran-
kung selbst interferieren, wodurch die Daten schwer zu interpretieren
sind.

Bei therapeutischen Teilkörperbestrahlungen sind die zu erwartenden
Effekte nur gering, da hier meist nur ein relativ geringer Anteil des Kno-
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chenmarks bestrahlt und die Gesamtdosis in mehrere Fraktionen auf-
geteilt wird. Ziel einer solchen Behandlung ist schließlich die selektive
Zerstörung eines Tumors, wobei eine Schädigung des Knochenmarks
und anderer Organ so gering wie möglich sein sollte.

Bei therapeutischen Ganzkörperbestrahlungen von an Leukämie er-
krankten Patienten sollen die Leukämie-Zellen im Knochenmark mög-
lichst vollständig zerstört werden. Dabei werden allerdings auch alle
normalen Stammzellen des Knochenmarks, aus denen alle Blutzellen
hervorgehen, zerstört. Im Anschluß an die Bestrahlung erhalten diese
Patienten deshalb eine Knochenmark-Transplantation, die sie mit
neuen Stammzellen versorgt. Zwar sind bei einer solchen Ganzkörper-
bestrahlung größere Effekte zu erwarten, jedoch sind auch die Daten
solcher Patienten, wegen zusätzlicher Behandlungen (Chemotherapie)
und der Veränderungen des gesamten Blutbildes durch die Erkrankung
selbst, schwer zu interpretieren.

Weitere Informationen über die Strahlenwirkung auf das haematopoeti-
sche System des Menschen können aus Untersuchungen an den Opfern
von Strahlenunfällen gewonnen werden.

Im folgenden sollen einige Ergebnisse solcher Untersuchungen ver-
schiedener Arbeitsgruppen kurz referiert werden.

Ausführliche Untersuchungen sowohl der Zahl der Retikulozyten im
peripheren Blut als auch ihrer Altersverteilung bei Patienten während
einer therapeutischen Teilkörperbestrahlung wurden schon von Marder-
steig durchgeführt (Mardersteig, 1937, 1938). Die insgesamt 27 Patien-
ten, die an unterschiedlichen Karzinomen erkrankt waren, erhielten
fraktionierte Röntgenbestrahlungen (180 kV) mit Gesamtdosen von
D = 5 bis 13 Gy innerhalb 14 bis 30 Tagen. Die zeitlichen Verläufe der
Retikulozytenwerte von Patienten mit Bronchial-, Ösophagus-, und
Leberkarzinomen während und nach den Bestrahlungszyklen lassen
sich im wesentlichen in drei Fälle unterscheiden:

1. Der Retikulozytenwert nimmt zunächst leicht zu, danach folgt ein
Absinken der Retikulozytenwerte. Etwa nach 8-10 Tagen nimmt der
Retikulozytenwert wieder zu und steigt erheblich über den Ausgangs-
wert hinaus an.

2. Der Retikulozytenwert nimmt anhaltend zu und fällt erst spät nach
Ende der Bestrahlung wieder ab.

3. Der Retikulozytenwert nimmt ohne den initialen Anstieg unmittel-
bar nach der ersten Bestrahlung ab und nimmt nach drei Tagen wieder
zu.
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In den ersten beiden Fällen wurde während der Zunahme der Werte
gleichzeitig eine Verschiebung der Anteile der Retikulozyten in den ein-
zelnen Reifungsstadien (Gruppen I-IV) in Richtung junger Retikulo-
zyten beobachtet; bei der Abnahme der Werte zeigte sich eine Verschie-
bung in die entgegengesetzte Richtung. Im 3. Fall konnte eine Verände-
rung der Altersverteilung nicht beobachtet werden.

Bei den Patienten mit Magenkarzinomen und Knochenmetastasen zeig-
ten die Retikulozytenwerte sehr unterschiedliche Verläufe. Der Autor
interpretiert dies durch eine starke Beanspruchung bzw. Schädigung des
blutbildenden Systems durch den Krankheitsprozeß schon vor der
Bestrahlung.

Dealy und Tubiana beobachteten die Abnahme des Retikulozytenwer-
tes bei drei Patienten nach einer Ganzkörperbestrahlung mit D = 4,5
Gy (Dealy und Tubiana, 1964). Bei allen Patienten wurde die Dosis in
zwei Fraktionen aufgeteilt, mit D = 2,5 Gy bei der ersten Bestrahlung
und D = 2 Gy bei der zweiten Bestrahlung, die sieben Tage nach der
ersten gegeben wurde. Der mittlere Retikulozytenwert der drei Patien-
ten nahm in der Woche nach der ersten Bestrahlung von R = 12 X 10-3

auf R = 4,5 x 10-3 und in der darauffolgenden Woche nach der zweiten
Bestrahlung nochmals auf R = 2,5 x 10-3 ab.

McFarland und Pearson berichten über haematologische Effekte bei
5 Patienten nach einer Ganzkörperbestrahlung (McFarland und Pear-
son, 1963). Die Patienten wurden mit γ-Strahlung von 60Co und Einzel-
dosen von D = 2,25 Gy bis 9 Gy behandelt. Davon erhielt ein Patient
eine Dosis von D = 9 Gy. Der Retikulozytenwert nahm bei diesem
Patienten zunächst ab, nach einem leichten Wiederanstieg aufgrund
einer Infusion mit autologem Knochenmark sank er schließlich bis auf O
ab. Erst ab dem 20. Tag nach Bestrahlung zeigte sich ein leichter Wieder-
anstieg. Drei weitere Patienten wurden mit einer Einzeldosis von
D = 4,5 Gy bestrahlt. Bei zwei dieser Patienten konnte eine deutliche
Abnahme des Retikulozytenwertes trotz Infusion von autologem Kno-
chenmark am zweiten bzw. dritten Tag nach Bestrahlung beobachtet
werden. Bei dem dritten Patient aus dieser Gruppe zeigte sich ebenso
wie bei dem mit einer Einzeldosis von D = 2,25 Gy bestrahlten Patient
keine signifikante Abnahme des Retikulozytenwertes. Zu ähnlichen
Ergebnissen kamen Mathe und Mitarbeiter bei Patienten nach Ganz-
körperbestrahlungen. Diese Patienten erhielten Bestrahlungen mit γ-
Strahlung von 60Co und Einzeldosen von D = 5 Gy bis 8,5 Gy (Mathe et
al., 1964).

Glöbel konnte bei Patienten nach Teilkörperbestrahlung (Kopf-, Tho-
rax-, und Abdominalbestrahlungen mit D = 50 Gy in 20-30 Fraktionen
innerhalb 4 Wochen) keine signifikante Abnahme des Retikulozyten-
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wertes beobachten: Dagegen führte die interne Bestrahlung mit Jod-J.31
(effektive Strahlendosis: D = 1,8 Gy) zu einer eindeutigen Abnahme
innerhalb von 3 Tagen nach Inkorporation (Glöbel, 1988).

Fliedner und Mitarbeiter untersuchtne die Konzentration verschiede-
ner Blutzellen als Funktion der Zeit nach Bestrahlung in fünf, bei einem
Unfall in Oak Ridge strahlenexponierten Personen, die Dosen zwischen
2,36 und 3,65 Gy erhalten hatten (Fliedner et al., 1962). Auch die Opfer
eines Strahlenunfalls in Jugoslawien wurden untersucht (Fliedner, 1960,
Andrews, 1962). Die Betroffenen erhielten dabei Strahlendosen von
D = 3 bis 10 Sy. Die Autoren konnten keine signifikante Abnahme des
Retikulozytenwertes in den ersten Tagen nach Strahlenexposition beob-
achten, jedoch einen Anstieg des Retikulozytenwertes zwischen 35 bis
60 Tagen auf etwa das dreifache des Ausgangswertes.

Carpaij untersuchte eine Reihe von hämatologischen Parametern bei
strahlenexponiert arbeitenden Personen, unter anderem den Retikulo-
zytenwert (Carpaij, 1981). Er konnte zeigen, daß keiner dieser Para-
meter als Dosisindikator für den Nachweis von 0,5 Sv/a geeignet war.

Auch bei diesen Untersuchungen wurden die Retikulozytenwerte durch
Auszählen mit dem Mikroskop bestimmt. Im folgenden Kapitel werden
die Ergebnisse durchflußzytometrischer Messungen des Retikulozyten-
wertes bei gesunden Personen sowie bei Patienten während einer Strah-
lentherapie dargestellt.



Intra-individuelle Variation des Retikulozytenwertes

Zusätzlich zu den über ein Jahr verteilten Messungen des Retikulozy-
tenwertes wurde bei 12 Probanden (4 Frauen und 8 Männer) der Verlauf
des Retikulozytenwertes über einen Zeitraum von vier Wochen gemes-
sen. Die Blutentnahmen wurden bis auf wenige Ausnahmen bei einigen
Personen an allen Arbeitstagen durchgeführt. Für jeden einzelnen Pro-
banden standen damit zwischen 11 und 19 Messungen zur Verfügung.

Abb. 11.37 zeigt Beispiele für den zeitlichen Verlauf der Retikulozyten-
werte von drei Personen. Person A zeigte über den gesamten Zeitraum
der Messungen einen relativ hohen, Person H einen relativ niedrigen
Retikulozytenwert. Der Retikulozytenwert dieser beiden Personen
kann innerhalb der Fehlergrenzen der Meßgenauigkeit praktisch als
konstant bezeichnet werden. Bei Person D steigt der Retikulozytenwert
im Verlauf des Beobachtungszeitraumes leicht an. Jedoch sind auch hier
die Schwankungen der Werte von einem Tag auf den nächsten kaum grö-
ßer als die Meßunsicherheit.

Die Mediane der Retikulozytenwerte und Streufaktoren aller 12 Pro-
banden sind in Tab. II.9 zusammengefaßt, und zwar jeweils für einen
Beobachtungszeitraum von einem Jahr und für 4 Wochen. Bei Personen
mit hohen Retikulozytenwerten waren die Streufaktoren meistens
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geringer als bei Personen mit niedrigen Werten. Dies liegt zum Teil
daran, daß der relative Fehler der Messung, der in diese Werte mit ein-
geht, zu größeren Meßwerten hin abnimmt. Bei allen Personen war die
Variation der Retikulozytenwerte über 4 Wochen geringer als die Varia-
tion über ein Jahr.

In Abb. 11.38, links neben der Tabelle, sind die aus den Daten berechne-
ten Wahrscheinlichkeitsverteilungen des Retikulozytenwertes für die
drei oben gezeigten Beispiele (Abb. 11.37, Personen A, D und H) darge-
stellt. Die Verteilungen der für die im Zeitraum von 4 Wochen gemesse-
nen Werte (Kurve a) sind jeweils schmaler als die Verteilungen für die
innerhalb eines Jahres gemessenen Werte (Kurve b).

Tabelle II.9 Mediane R und Streufaktoren der Retikulozytenwerte von 12 Probanden.
Zusätzlich zu den Messungen über ein Jahr ist bei diesen Personen der Retikulozytenwert
über vier Wochen an fast allen Arbeitstagen gemessen worden (Verlauf des Retikulozyten-
wertes der Probanden A, D und H siehe Abb. 11.37). Die Streufaktoren der innerhalb
4 Wochen gemessenen Werte sind bei den meisten Personen erheblich geringer als die der
über ein Jahr gemessenen Werte.

107



Zusätzlich wurden aus den innerhalb 4 Wochen gemessenen Daten die
Streufaktoren der Retikulozytenwerte von jeweils fünf aufeinanderfol-
genden Tagen berechnet. Dabei wurden die Werte nur dann gemittelt,
wenn pro Woche mindestens 4 Meßwerte zur Verfügung standen. Die so
berechneten Streufaktoren wurden für jeden einzelnen Proband gemit-
telt. Die Ergebnisse sind in Tab. II.10 zusammengefaßt. Bei allen Pro-
banden nehmen mit der weiteren Einschränkung des Beobachtungszeit-
raumes von 4 Wochen (Tab. II.9) auf 5 aufeinanderfolgende Tage die
Streufaktoren der Retikulozytenwerte nochmals ab. Für den mittleren
Streufaktor aller 12 Probanden ergibt sich für diesen Zeitraum Sf =
1,11 ±0,03.

Tabelle II.10 Intra-individuelle Variation des Retikulozytenwertes für einen Zeitinter-
vall von jeweils 5 Tagen. Zunächst wurden die Streufaktoren der Werte von jeweils 5 auf-
einanderfolgenden Tagen berechnet und anschließend für jeden einzelnen Proband ge-
mittelt.

In Tab. 11.11 sind die Ergebnisse der inter-individuellen Variation der
Retikulozytenwerte und der mittleren intra-individuellen Variation der
Retikulozytenwerte für unterschiedliche Zeitintervalle zusammen-
gefaßt. Wie schon an den Daten der Kaninchen gezeigt werden konnte,
ist auch beim Menschen die intra-individuellen Variation des Retikulo-
zytenwertes erheblich geringer als die inter-individuelle Variation. Für
die intra-individuelle Variation des Retikulozytenwertes beim Men-
schen ergaben sich etwa die gleichen Streufaktoren wie beim Kanin-
chen. Innerhalb von 4 Wochen schwankte der Retikulozytenwert bei
den Kaninchen um den Faktor Sf= 1,16 ±0,06 und innerhalb von
5Tagen um den Faktor Sf = 1,10 ± 0,03.
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Tabelle 11.11 Inter-individuelle Variation des Retikulozytenwert beim Menschen und
mittlere intra-individuelle Variation des Retikulozytenwertes bei 12 gesunden Personen
innerhalb verschiedener Zeitintervalle. Vergleich zur inter-individuellen Variation. Die
intra-individuelle Variation wird um so geringer, je kürzer die Zeitintervalle sind für die sie
berechnet wird.

Retikulozytenwert bei Patienten während einer Strahlentherapie

Bei allen bisher durchgeführten Untersuchungen der Retikulozytenwer-
tes beim Menschen nach Bestrahlung wurden die Retikulozytenwerte
mit dem Mikroskop bestimmt. Diese Ergebnisse sind daher, insbeson-
dere bei den nach Bestrahlung zu erwartenden geringen Retikulozyten-
werten, mit einer sehr großen Ungenauigkeit behaftet.

Es wurden deshalb der Versuch gemacht, in Zusammenarbeit mit der
Klinik und Poliklinik für Knochenmarktransplantation der Universi-
tätsklinik Essen (Dr. Greven, Prof. Schäfer) und der Abteilung für
Strahlentherapie des Nord-Westkrankenhauses in Frankfurt (Dr. Fink,
Prof. Hassenstein) den zeitlichen Verlauf des Retikulozytenwertes im
Blut von Patienten während einer Strahlentherapie mit einer durchfluß-
zytometrieschen Methode zu bestimmen.

Diese Messungen wurden bei insgesamt 6 Patienten durchgeführt.
Davon erhielten 4 dieser Patienten (Universitätsklinik, Essen) eine
Ganzkörperbestrahlung zur Konditionierung vor einer Knochenmarks-
transplantation, die beiden anderen (Nord-West-Krankenhaus, Frank-
furt) erhielten therapeutische Teilkörperbestrahlung zur Tumorthera-
pie, wobei sich ein relativ großer Anteil (ca. 50 %) des Knochenmarks
im Bestrahlungsfeld befand. Die Ergebnisse dieser Messungen sind in
Abb. 11.39 und Abb. 11.40 dargestellt. Zusätzliche Informationen über
die Grunderkrankung sowie über die Therapie der einzelnen Patienten
sind in der Legende zu den Abbildungen angegeben.

Die Patienten A, B, C und D erhielten eine Ganzkörperdosis von
D = 10 Gy in vier Fraktionen mit je 2,5 Gy an aufeinanderfolgenden
Tagen. Patient A wurde unmittelbar vor Bestrahlung mit einer intensi-
ven Chemotherapie behandelt. Über den gesamten Beobachtungszeit-
raum wurde deshalb bei diesem Patient ein sehr niedriger Retikulozy-
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Abb. 11.39 Zeitlicher Verlauf des Retikulozytenwertes von Patienten während einer
Ganzkörperbestrahlung. Die Patienten erhielten eine Ganzkörperdosis von D = 10 Gy in
vier Fraktionen mit je 2,5 Gy an vier aufeinanderfolgenden Tagen. Die Bestrahlungstage
sind durch Pfeile gekennzeichnet.
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Abb. 11.40 Zeitlicher Verlauf des Retikulozytenwertes von Patienten während einer Teil-
körperbestrahlung wobei etwa 50 % des Knochenmarks im Bestrahlungsfeld lag. Die
Gesamtdosis wurde in Fraktionen von je 2 Gy gegeben. Die Bestrahlungstage sind durch
Pfeile gekennzeichnet.

Angaben zur Grunderkrankung und der Therapie der einzelnen Patienten

Patient A: Grunderkrankung: Chronisch myeloische Leukämie, Erstdiagnose: Nov. 86
zum Zeitpunkt der Transplantation sichere Zeichen der Akzeleration
Therapie: Hydroxyurea intermittierend seit Diagnosestellung unmittelbar vor Beginn der
Konditionierung Eskalation der Therapie mit: 120 mg Thioguanin per os., 4 mg Vinchri-
stin-Sulfat i.V., 150 mg Prednison per os

Patient B: Grunderkrankung: Chronisch myeloische Leukämie, Erstdiagnose: Mai 88
Therapie: Hydroxyurea 1-1,5 g

Patient C: Grunderkrankung: Akute lymphatische Leukämie, Erstdiagnose: 1970 zum
Zeitpunkt der Transplantation Vorliegen des vierten Rezidives
Therapie: multiple Chemotherapie, zuletzt ca. zwei Monate vor Bestrahlungsbeginn

Patient D: Grunderkrankung: Akute lymphatische Leukämie in 1. Vollremission, Erstdia-
gnose: Okt. 88. Therapie: Polychemotherapie

Patient E: Grunderkrankung: Morbus Hodgin, Stadium Cs IA (lymphozyten- und histo-
zytenreiche Form), Lymphozytenextirpation (rechte Leiste)

Patient F: Grunderkrankung: Seminom, Stadium IV, Ablatio Testis (rechts), Zustand
nach 4 Zyklen Chemotherapie (Cisplatin, Vesperid, Bleomycin)
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tenwert gemessen. Auch Patient D, bei dem ebenfalls vor Bestrahlung
eine Chemotherapie durchgeführt wurde, zeigte einen konstant niedri-
gen Retikulozytenwert. Bei Patient B stiegt der Retikulozytenwert bis
zum zweiten Bestrahlungstag zunächst steil an und zeigte danach einen
konstanten Abfall. Bei Patient C wurde unmittelbar vor Bestrahlung ein
sehr hoher Wert gemessen der nach 24 Stunden um etwa den Faktor 0,25
abfiel. Danach stieg der Retikulozytenwert wieder etwas an.

Bei den beiden teilkörperbetrahlten Patienten, E und F war zwar zu-
nächst ein Abfallen des Retikulozytenwertes zu beobachten, jedoch san-
ken die Werte schon vor Bestrahlungsbeginn leicht ab. Die Abnahme
der Retikulozytenwerte, die bei Patient F etwas stärker war, kann des-
halb nicht unbedingt auf die Bestrahlung zurückgeführt werden, son-
dern zumindest zum Teil auf die begleitende Chemotherapie.

Ebenso wie die Ergebnisse anderer Autoren ist auch bei diesen Messun-
gen kein eindeutiger Zusammenhang zwischen dem Retikulozytenwert
und der Bestrahlung zu erkennen. Mit der verwendeten durchflußzyto-
metrischen Methode konnte der Retikulozytenwert mit hoher Genauig-
keit bestimmt werden. Die Kurven zeigen deshalb einen glatten Verlauf
und die Meßwerte der Blutentnahmen (Abb. 11.39) vor und nach der
Bestrahlung zeigten nur geringe Unterschiede. Der zeitliche Verlauf der
Retikulozytenwerte während und nach der Bestrahlung ist jedoch bei
den einzelnen Patienten sehr unterschiedlich. Bei solchen Patienten
liegt immer eine schwere Erkrankung vor, die im allgemeinen schon vor
der Bestrahlung eine erhebliche Veränderung des Blutbildes zur Folge
hat.

Möglichkeiten und Grenzen einer Dosisabschätzung beim
Menschen

Vorbemerkung

Es sollen zunächst die aus den Tierexperimenten gewonnenen Ergeb-
nisse für die relative Abnahme des Retikulozytenwertes mit den bisher
von verschiedenen Autoren veröffentlichten Ergebnissen von Messun-
gen bei Opfern von Strahlenunfällen und bei Patienten während einer
therapeutischen Bestrahlung verglichen werden. Dieser Vergleich
beschränkt sich auf Daten von Personen nach einer Ganzkörperbestrah-
lung mit einer Einzeldosis. Es stehen jedoch nur sehr wenige solcher
Daten zur Verfügung.

In wenigen Fällen werden Ganzkörperbestrahlungen bei Leukämie-
Patienten zur Konditionierung vor einer Knochenmarktransplantation
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durchgeführt. Dabei wird die Gesamtdosis von etwa 10 Gy im allgemei-
nen durch fraktionierte Bestrahlung an aufeinanderfolgenden Tagen
verabreicht, wobei die Dosis einer einzelnen Fraktion selten größer ist
als 2,5 Gy. Meistens wird diese Therapie jedoch von einer Chemothera-
pie begleitet. Die Daten von diesen Patienten sind deshalb schwer zu
interpretieren. Außerdem ist durch die Fraktionierung der Bestrahlung
in mehrere kleinere Einzeldosen ein geringerer Effekt zu erwarten als
bei der Bestrahlung mit einer entsprechend hohen Einzeldosis.

Die Daten von Messungen des Retikulozytenwertes nach Teilkörperbe-
strahlungen, wie sie häufig zur Tumortherapie eingesetzt wird, sollen bei
diesem Vergleich nicht berücksichtigt werden, da auch hier die zu erwar-
tenden Effekte auf das blutbildende System erheblich geringer sind als
nach einer Ganzkörperbestrahlung.
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Abb. 11.41 zeigt die relative Abnahme der Retikulozytenwerte beim
Menschen als Funktion der Dosis. Die Werte wurden aus den Daten ver-
schiedener Autoren errechnet. Die einzelnen Symbole kennzeichnen
die jeweiligen Quellen (siehe Legende zu Abb. 11.41). Bei allen Perso-
nen handelt es sich um Ganzkörperbestrahlungen mit einer Einzeldosis.
Im Vergleich dazu sind die Ergebnisse der relativen Abnahme der Reti-
kulozytenwerte von Kaninchen am dritten Tag nach Ganzkörperbe-
strahlung aufgetragen. Bei den Tierexperimenten nahm der Median der
relativen Werte mit Gleichung: R3/R0 = e-0,28 D als Funktion der Dosis
ab (durchgezogene Gerade). Die Streuung der relativen Werte nahm als
Funktion der Dosis zu. Die gestrichelten Linien kennzeichnen den
Streubereich für 95 % der Werte. Auch beim Menschen nimmt der rela-
tive Retikulozytenwert am dritten Tag nach Bestrahlung als Funktion
der Dosis ab. Bei den gezeigten Daten ist diese Abnahme jedoch etwas
geringer als bei den Kaninchen.

Die bei Stahlenunfällen verunglückten Personen wurden meist mit ver-
schiedenen Strahlenarten mit unterschiedlicher Energie und Strahlen-
qualität bestrahlt. Die Abschätzung der Ortsdosis und die Angabe einer
entsprechenden Äquivalentdosis ist deshalb schwierig und oft mit einer
großen Unsicherheit behaftet. So unterscheiden sich beispielsweise
Angaben der einzelnen beteiligten Arbeitsgruppen über die Dosis für
einige der in Vinca verunglückten Personen um den Faktor 2 bis 3 (An-
drews, 1972). Außerdem kann bei diesen Personen im allgemeinen nicht
von einer homogenen Ganzkörperbestrahlung ausgegangen werden.

Für Patienten während einer therapeutischen Bestrahlung sind zwar
genaue Informationen über Dosis, Strahlenqualität und Bestrahlungs-
feld vorhanden, jedoch interferieren hier die Effekte der Strahlenwir-
kung stark mit begleitenden therapeutischen Maßnahmen (Chemothe-
rapie) und Effekten der Erkrankung selbst.

Bei den gezeigten Daten ist keine eindeutige Beziehung zwischen der
physikalisch gemessenen oder abgeschätzten Dosis und der Abnahme
des Retikulozytenwertes zu erkennen. Berücksichtigt man die große
Unsicherheit der beim Menschen gemessenen Daten, liegen diese noch
innerhalb der Streuung der bei den Kaninchen gemessenen relativen
Abnahme des Retikulozytenwertes am dritten Tag nach Bestrahlung.

Aus den genannten Gründen ist es nicht möglich, aus den für den Men-
schen nach Bestrahlung vorliegenden Daten eine brauchbare Dosis-
Effekt-Kurve zu bestimmen. Es kann daher nur auf die unter standardi-
sierten Bedingungen gewonnenen Ergebnissen der Tierexperimente zu-
rückgegriffen werden. Im nächsten Kapitel wird mit Hilfe dieser Ergeb-
nisse ein Verfahren zur Dosisabschätzung beim Menschen vorgeschla-
gen und seine Genauigkeit angegeben.
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Dosisabschätzung beim Menschen

Allgemeine Berechnung

Die Tierexperimente zeigten, daß eine Dosisabschätzung mittels Be-
stimmung der relativen Abnahme des Retikulozytenwertes beim Kanin-
chen durch zwei Messungen – einer unmittelbar nach Bestrahlung und
einer nach drei Tagen – mit einer Nachweisgrenze von etwa 2,3 Gy prin-
zipiell möglich ist. Da vergleichbare Daten für die relative Abnahme des
Retikulozytenwertes beim Menschen nach Bestrahlung bis zum heuti-
gen Zeitpunkt nicht vorliegen, sollen die im Tierexperiment gewonne-
nen Ergebnisse und die Ergebnisse der Messungen der Variation des
Retikulozytenwertes bei gesunden Personen dazu verwendet werden,
die Nachweisgrenze und die Genauigkeit einer solchen Dosimetrie
abzuschätzen.

Im folgenden wird von der Annahme ausgegangen, daß die Strahlenwir-
kung auf das haematopoetische System beim Menschen die gleich ist
wie beim Kaninchen. Bei der Bestrahlung eines gesunden Menschen
wäre dann die gleiche relative Abnahme des Retikulozytenwertes zu
erwarten wie beim Kaninchen (Gleichung: 11.20). Die Dosis-Effekt-
Kurve hat dann die Gleichung:

R3 (D)/R0 = e-0,28 D (II.22)

Es wird außerdem angenommen, daß die Variation der Strahlenemp-
findlichkeit beim Menschen die gleiche ist, wie sie bei den Tierexperi-
menten beobachtet wurde (Gleichung: 11.21). Der Streufaktor der rela-
tiven Abnahme nimmt dann nach folgender Gleichung mit der Dosis zu:

Sf (D) = Sf (0) x e0,048 D (Π.23)

Dabei ist Sf (0) der Streufaktor der intra-individuellen Variation des
Retikulozytenwertes der betroffenen Person vor Bestrahlung. Dieser ist
von dem beobachteten Zeitraum abhängig und bei einzelnen Personen
etwas unterschiedlich. Bei 12 gesunden Probanden wurde für einen
Zeitraum von 5 Tagen eine mittlere Schwankung des Retikulozytenwer-
tes von Sf = 1,11 ± 0,03 gemessen. Bei den Kaninchen wurde innerhalb
des gleichen Zeitraumes etwa die gleiche Streuung beobachtet
(Sf =1,10 ±0,03).

Mit diesen Annahmen lassen sich Wahrscheinlichkeitsverteilungen für
den Retikulozytenwert am dritten Tag nach Bestrahlung mit unter-
schiedlichen Dosen berechnen, wie sie beim Menschen zu erwarten
wären. In Abb. 11.42 sind drei Beispiele solcher Verteilungen für ver-
schiedene Personen (A, D und H, siehe Tab. II.8) und Ganzkörper-
dosen von D = 0,2,4 und 8 Gy dargestellt. Wenn die Abnahme des Reti-
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Abb. 11.42 Beispiele für Verteilungen wie sie am dritten Tag nach Ganzkörperbestrah-
lung beim Menschen zu erwarten wären. Als Grundlage für die Berechnung wurden die
Ergebnisse der Tierexperimente und der Bestimmung der intra-individuellen Variation
des Retikulozytenwertes bei gesunden Personen verwendet.

kulozytenwertes innerhalb drei Tagen nach Bestrahlung gemessen wird,
hängt die Genauigkeit einer Dosisabschätzung im wesentlichen von der
intra-individuellen Variation des Retikulozytenwertes bei der betreffen-
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den Person über den gleichen Zeitraum ab. Bei Person A, wurde inner-
halb einer Woche ein Streufaktor von Sf0 = 1,04 gemessen und die ent-
sprechende Verteilung der Wahrscheinlichkeitsdichte des Retikulozy-
tenwertes berechnet. Wegen der in die Berechnung einbezogene Zu-
nahme der Streuung des Retikulozytenwertes nach Bestrahlung (Glei-
chung: 11.23) verbreitern sich die nach Bestrahlung zu erwartenden Ver-
teilungen. Eine Ganzkörperdosis von 2 Gy wäre bei dieser Person noch
gut zu erkennen, da die Verteilungen für D = 0 Gy und D = 2 Gy noch
deutlich voneinander getrennt sind. Erst bei höheren Dosen (D = 4 und
8 Gy) überlappen die Verteilungen und eine Unterscheidung zwischen
den jeweiligen Dosen wird schwieriger.

Bei den anderen Personen war die gemessene Streuung des Retikulozy-
tenwertes etwas größer (bei D: Sf0 = 1,11 und bei H: Sf0 = 1,12). Die für
die einzelnen Dosen berechneten Verteilungen überlappen daher etwas
mehr. Die Dosis kann bei diese Personen daher nur mit einer geringeren
Genauigkeit abgeschätzt werden.

Unabhängig vom Retikulozytenwert, der bei beiden Personen unter-
schiedlich war, überlappen die Verteilungen für die einzelnen Dosen in
gleichem Maße. Wie stark sich die Verteilungen überschneiden, hängt
nur von der vorgegebenen intra-individuellen Variation des Retikulo-
zytenwertes vor Bestrahlung ab. Diese Variation ist allerdings bei Perso-
nen mit hohem Retikulozytenwert meistens etwas geringer.

Da die Streuung des Retikulozytenwertes vor einer Bestrahlung für Per-
sonen im Katastrophenfall im allgemeinen nicht bekannt ist, wird im fol-
genden von einem mittleren, bei 12 gesunden Personen für einen Zeit-
raum von 5 Tagen bestimmten Streufaktor Sfo = 1,11 ausgegangen. Die-
ser Wert entspricht etwa dem der bei Kaninchen innerhalb des gleichen
Zeitraumes gemessen wurde (Sf0 = 1,10). Unter den genannten Voraus-
setzungen sollten sich daher für den Menschen die gleichen Ergebnisse
für die Nachweisgrenze und die Genauigkeit einer Dosisabschätzung wie
im Tierexperiment ergeben. Wie oben gezeigt, spielt der unterschiedli-
che Retikulozytenwert (RMensch = 15,6 x 10-3, RKaninchen = 25,1 x 10-3)
bei Mensch und Kaninchen dabei keine Rolle.

Die Wahrscheinlichkeitsdichte φ (R3/R0, D) ist eine Funktion der relati-
ven Abnahme des Retikulozytenwertes am dritten Tag nach Bestrah-
lung R3/R0 und der Dosis D. Für einen bestimmten Wert für R3/R0, der
bei einer Person nach Bestrahlung mit einer unbekannten Dosis gemes-
sen wurde, kann die Wahrscheinlichket für verschiedene Dosisbereich
angegeben werden, innerhalb der die unbekannte Dosis liegt. Anhand
der nächsten beiden Abbildungen soll die Berechnung dieser Wahr-
scheinlichkeit P aus der Verteilung der Wahrscheinlichkeitsdichte φ
genauer erläutert werden.
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Die Grafik links in Abb. 11.43a zeigt die erwartete exponentielle Ab-
nahme des Retikulozytenwertes am dritten Tag nach Bestrahlung als
Funktion der Dosis. Für die Dosen D = 0, 2, 4, 6 und 8 Gy sind die ent-
sprechenden Verteilungen eingezeichnet. Da R3/R0 logarithmisch dar-
gestellt ist, sind die Verteilungen symmetrisch zum Verlauf des Medians
(mittlere Gerade). Die beiden äußeren Geraden kennzeichnen die
Grenzen des 95 % Vertrauensbereiches. Die Oberfläche der Wahr-
scheinlichkeitsdichte φ (R3/R0, D) beschreibt in der von R3/R0 und D
aufgespannten Ebene einen „Tunnel“, der sich mit zunehmender Dosis
D und abnehmendem R3/R0 verbreitert und flach ausläuft. Für kon-
stante Werte für R3/R0 können Verteilungen berechnet werden, wie sie
in der Abbildung rechts dargestellt sind. Diese Verteilungen entspre-
chen jeweils dem Schnitt in Richtung der Pfeile durch den links angedeu-
teten „Tunnel“. Für einen bestimmten Wert von R3/R0 kann die Wahr-
scheinlichkeit für beliebte Dosisbereiche durch Integration der Vertei-
lung über die entsprechenden Grenzen berechnet werden. In dem in
Abb. II.43b gezeigten Beispiel liegt die unbekannte Dosis bei einem
Wert R3/R0 = 0,4 mit der Wahrscheinlichkeit P = 0,68 im Intervall
0 < D < 4 Gy.
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Abb. II.43b Zur Erläuterung der Berechnung der Wahrscheinlichkeit P aus der Wahr-
scheinlichkeitsdichte Verteilung φ (R3/R0, D). Die schraffierte Fläche unter der Verteilung
φ (R3/R0 = 0,4, D) stellt die Wahrscheinlichkeit für den Dosisbereich 0 < D < 4 Gy dar.
Die gesamte Fläche unter der Kurve ist gleich 1.

In Abb. 11.44 ist die Wahrscheinlichkeit für verschiedene Dosisbereiche
als Funktion der relativen Abnahme des Retikulozytenwertes R3/R0 am
dritten Tag nach Bestrahlung dargestellt. Die einzelnen Kurven in der
Grafik entsprechen den Intervallen von D = O Gy bis zu der jeweils
angegebenen größten Dosis D = 1 bis 10 Gy. Eine Person, deren relati-
ver Retikulozytenwert am dritten Tag nach Bestrahlung auf den Wert
R3/R0 – 0,68 abgenommen hat, wurde mit einer Wahrscheinlichkeit
von P = 0,95 mit einer Dosis von weniger als Dmax = 3 Gy bestrahlt

0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1 .0

Abb. 11.44 Wahrscheinlichkeit P für verschiedene Dosisbereiche als Funktion der relati-
ven Abnahme des Retikulozytenwertes R3/R0 am dritten Tag nach Bestrahlung. Die ein-
zelnen Kurven in der Grafik entsprechen den Intervallen von D = 0 bis zu der jeweils ange-
gebenen größten Dosis D = 1 bis 10 Gy.
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(siehe gestrichelte Linie in der Grafik). Mit einer Wahrscheinlichkeit
von P = 0,99 ist die unbekannte Dosis bei der selben Person geringer als
Dmax = 4 Gy und mit einer Wahrscheinlichkeit P = 0,75 geringer als
Dmax = 2 Gy.

Dosisabschätzung für eine Sichtung im Katastrophenfall

Eine Strahlenexposition führt je nach Höhe der Strahlendosis in ver-
schiedenen Organen des Menschen zu akuten Strahlenschäden. Diese
Schäden äußern sich innerhalb Stunden bis einigen Tagen nach Bestrah-
lung durch eine Reihe unterschiedlicher Symptome. In Abb. 11.45 ist die
Wahrscheinlichkeit für das Auftreten von Übelkeit und Erbrechen
(Strahlenkrankheit) und den Strahlentod durch Schädigung von Kno-
chenmark, Darmgewebe und Gehirn nach einer kurzzeitigen Ganzkör-
perbestrahlung des Menschen als Funktion der Dosis dargestellt. Ab
einer Ganzkörperdosis von etwa 1 Gy kommt es zu Übelkeit und mit
zunehmender Dosis zu häufigerem Erbrechen (siehe auch Tab. 11.12).
Eine Ganzkörperdosis von weniger als etwa 3 Gy ist nicht unmittelbar
lebensbedrohlich; der Körper wird sich im allgemeinen auch ohne ärzt-
liche Behandlung wieder erholen.

Das empfindlichste Organ des menschlichen Körpers in dieser Hinsicht
ist das Knochenmark. Eine Ganzkörperdosis von mehr als 3 Gy führt

1 3 4 6 8 10 20 40 60 100 200
D/Gy

Abb. 11.45 Wahrscheinlichkeit für das Auftreten einer Strahlenkrankheit und den Strah-
lentod durch Schädigung des Knochenmarks des Darmgewebes und des Gehirns als Funk-
tion der Dosis, (nach Pohlit, 1981).
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wegen der Zerstörung der Stammzellen im Knochenmark zu einer
Hemmung der Blutbildung. Bei 5 Gy ist die Mortalität etwa 0,5, bei
10 Gy besteht ohne ärztliche Behandlung kaum noch eine Chance zum
Überleben. Personen, die eine Strahlendosis dieser Höhe erhalten
haben, sterben innerhalb von 30 Tagen, wenn keine Therapie (Knochen-
mark-Transplantation) erfolgt.

Eine Ganzkörperdosis von mehr als 10 Gy führt zusätzlich zu Schädi-
gungen des Darmgewebes. Beim gesunden Menschen wird das Darm-
epithel durch ständige Proliferation der Zellen fortwährend erneuert.
Durch die Hemmung der Proliferation der Darmepithelzellen, und
damit des Zellnachschubs, wird das Bindegewebe der Darmzotten frei-
gelegt. Die Folge sind Resorptionsstörungen und Störungen des Wasser-
haushaltes. Durch das Eindringen von Bakterien und Toxinen werden
Entzündungen und Vergiftungen hervorgerufen. Diese Schäden führen
nach etwa 5 Tagen zum Tod.

Ab einer Dosis von mehr als 50 Gy kommt es zu einer Schädigung der
Gehirnzellen. Der Tod tritt dann innerhalb von Minuten ein.

In Tab. 11.12 ist die Symtomatik dieser akuten Strahlenschäden beim
Menschen nach einer kurzzeitigen Ganzkörperbestrahlung für verschie-
dene Dosisbereiche zusammengefaßt. Die Frühsymptome, die nach
einer Strahlenexposition innerhalb der angegebenen Dosisbereiche zu
beobachten sind, bilden bisher zusammen mit einigen Blutwerten (Lym-
phozytenzahl und Leukozytenzahl) die Grundlage zur Abschätzung der
Dosis bzw. der akuten Strahlenschäden beim Menschen. Die Entschei-
dung, ob eine Person in ein Krankenhaus eingewiesen wird, richtet sich
im wesentlichen danach, welche dieser Symptome bei dem Betroffenen
beobachtet werden.

In den Dosisbereichen, in denen therapeutische Maßnahmen noch mög-
lich sind, entwickelt sich das akute Strahlensyndrom jedoch nur langsam
und die Symptomatik ist daher unmittelbar nach Strahlenexposition
wenig ausgeprägt. Außerdem können einige der aufgeführten Symp-
tome wie Abgeschlagenheit, Übelkeit, Erbrechen oder Kopfschmerzen
auch psychogen verursacht werden. Eine frühzeitige Dosisabschätzung
aufgrund der Messung einer biologischen Größe wäre deshalb für die
Entscheidung über die notwendige klinische Versorgung strahlenexpo-
nierter Personen von großem Vorteil.

Nach einer Strahleneinwirkung, bei der eine große Zahl von Menschen
einer unbekannten Strahlendosis ausgesetzt war, kann die relative
Abnahme des Retikulozytenwertes bei einzelnen Personen schnell und
mit guter Genauigkeit bestimmt werden. Dazu sind zwei durchflußzyto-
metrische Messungen notwendig, eine Messung unmittelbar nach
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Tabelle 11.12 Klinische Frühsymptomatik nicht stochastischer Strahleneinwirkung beim
Menschen nach akuter kurzzeitiger Ganzkörperbestrahlung (Aus: Rahmenempfehlungen
für den Katastrophenschutz in der Umgebung kerntechnischer Anlage, Bundesminister
für Umwelt, Naturschutz und Reaktorsicherheit, 1989).

Bestrahlung und eine Messung nach drei Tagen. Die unbekannte Strah-
lendosis kann aus den gemessenen Werten abgeschätzt und bereits drei
Tage nach der Strahleneinwirkung eine Entscheidung über eine weitere
klinische Versorgung der einzelnen Personen getroffen werden.

Wenn eine Person möglicherweise mit einer Dosis von mehr als 3 Gy
bestrahlt wurde, ist die Einweisung in ein Krankenhaus angezeigt und
eine weitere Beobachtung erforderlich. Aus Abb. 11.44 läßt sich erken-
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nen, daß dies der Fall ist, wenn bei dem Betroffenen der Retikulozyten-
wert drei Tage nach Bestrahlung um mehr als den Faktor R3/R0 = 0,68
abgenommen hat (gestrichelte Linie). Dabei wird von einer Irrtums-
wahrscheinlichkeit von Pi= 0,05 ausgegangen. Dies bedeutet, das 5 %
der beurteilten Personen bei diesem Kriterium doch Strahlendosen
erhalten haben können, die über 3 Gy liegen.

In Abb. 11.46 ist angegeben, daß von diesen insgesamt 5 % der fehlein-
geordneten Personen 4 % eine Dosis zwischen 3 und 4 Gy und nur 1 %
eine Dosis zwischen 4 und 5 Gy erhalten haben können. Durch einen
Vergleich mit Abb. 11.45 erkennt man, daß bei diesen Dosen mit einer
Wahrscheinlichkeit von P = 0,05 (D = 3-4 Gy) und P = 0,30 (D =
4-5 Gy) mit dem Eintreten einer möglichen letalen Wirkung zu rechnen
ist. Der effektive Fehler dieser Beurteilung liegt bei diesem Kriterium
deshalb bei etwa 0,5 %. Von dem Anteil der Personen, die als gefährdet
klassifiziert wurden, liegen 76 % in dem Dosisbereich von 0 bis 2 Gy, in
dem nach Tab. 11.12 ohne Behandlung eine sehr gute Prognose besteht.

Mit der vorgeschlagenen Methode zur Biologischen Dosimetrie mittels
der durchflußzytometrischen Bestimmung der relativen Abnahme des
Retikulozytenwertes ist eine Sichtung einer großen Zahl von strahlenex-
ponierten Personen mit ausreichender Sicherheit möglich. Bei den ein-
zelnen Betroffenen kann bereits drei Tage nach einer Strahlenexposi-
tion eine Entscheidung getroffen werden, ob eine stationäre Aufnahme
in eine Klinik und eine weitere Beobachtung notwendig ist.
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Geeignete Durchflußzytometer stehen in vielen Forschungseinrichtun-
gen und zunehmend in den Kliniken zur Verfügung. Die genaue Bestim-
mung des Retikulozytenwertes einer Blutprobe ist mit dem Durchfluß-
zytometer in weniger als 5 Minuten möglich. Damit könnten an einem
Gerät täglich mehrere hundert Messungen durchgeführt werden. Dabei
ist gleichzeitig die Erfassung der Konzentrationen anderer Blutzellen
(Lymphozyten, Thrombozyten) möglich, die im Zweifelsfall, zur Bestä-
tigung oder Korrektur der Dosisabschätzung, herangezogen werden
können.

Die vorgeschlagene Methode zur Biologischen Dosimetrie für eine
Sichtung im Katastrophenfall soll im folgenden kurz zusammengefaßt
werden:

Empfehlung für eine Sichtung im Katastrophenfall:

- 0-8 Stunden nach Strahleneinwirkung:
Messung des Retikulozytenwertes R0

- 3 Tage nach Strahleneinwirkung:
Messung des Retikulozytenwertes R3

Wenn R3/R0 0,7 ist, soll eine stationäre Aufnahme des Betrof-
fenen in ein Krankenhaus veranlaßt werden. Die Daten für R3

und R0 sind dem behandelnden Arzt mitzuteilen.

Es ist damit zu rechnen, daß die übrigen Personen, die nicht in ein Kran-
kenhaus eingewiesen werden, maximal in folgende Dosisbereiche fallen
können:

1 % 4-5 Gy
4% 3-4 Gy

19 % 2-3 Gy
55 % 1-2 Gy
21 % weniger als 1 Gy

In diesen Populationen ist bei weniger als 1 % der Personen mit dem Auf-
treten von Symptomen zu rechnen, die eine Behandlung nötig machen.

Einschränkungen:

Durch eine Blutung, beispielsweise infolge einer Verletzung, kann es je
nach Höhe des Blutverlustes zu einer Stimmulierung der Erythropoese
und einem Ansteigen der Retikulozytenwerte kommen. Geschieht dies
innerhalb des Zeitraumes der Messungen von R0 und R3, wird ein
gegenüber Normalbedingungen erhöhter Wert R3/R0 gemessen. In die-
sem Fall würde daher eine zu geringe Strahlendosis geschätzt werden.

124



Personen, die einen starken Blutverlust hatten, sind gesondert zu beur-
teilen.

Dosisabschätzung für weitere therapeutische Maßnahmen in einer
Klinik

Die notwendigen therapeutischen Maßnahmen richten sich im wesent-
lichen nach der Höhe der erhaltenen Strahlendosis und den daraus fol-
genden Strahlenschäden. Bei einer Dosis von etwa 3 bis 6 Gy werden
noch genügend Stammzellen im Knochenmark überleben. Nach ausrei-
hender Vermehrung dieser überlebenden Zellen wird sich das Knochen-
mark mit großer Wahrscheinlichkeit wieder regenerieren.

In diesem Dosisbereich nimmt jedoch die Konzentration von Leuko-
zyten und Lymphozyten erheblich ab (siehe Tab. 11.12). Die Abwehr-
lage von strahlenexponierten Personen ist daher stark geschwächt. Eine
selektive Behandlung mit Antibiotika bzw. eine Intensivpflege in Steril-
Betten ist deshalb erforderlich. Außerdem kann eine Transfusionsthera-
pie zur Substitution von Granulozyten, Thrombozyten oder Erythrozy-
ten notwendig sein.

Von einer Dosis von etwa 6 bis 10 Gy an, ist mit einer selbständigen
Regeneration des Knochenmarks nicht mehr zu rechnen, da dann prak-
tisch sämtliche Stammzellen zerstört sind. In diesen Fällen ist daher eine
Transfusion mit Knochenmark-Stammzellen eines kompatiblen Spen-
ders erforderlich.

Aus dem gemessenen Wert R3/R0 und Abb. 11.44 kann die Wahrschein-
lichkeit für die entsprechenden Dosisbereiche bzw. für das Eintreten
von Strahlenschäden entnommen werden.

Eine Person, bei der ein Wert R3/R0 0,38 gemessen wurde, kann bei
einer Irrtumswahrscheinlichkeit von P = 0,95 eine Dosis bis zu D = 6 Gy
erhalten haben. Abb. 11.47 zeigt nochmals einen Ausschnitt von
Abb. 11.44, wobei die einzelnen Wahrscheinlichkeiten P (DM i n<D<
DMax) für dieses Beispiel angegeben sind. Mit welcher Wahrscheinlich-
keit diese Person mit einer Dosis von beispielsweise D = 3 bis 6 Gy
bestrahlt wurde, kann ebenfalls anhand der Grafik abgeschätzt werden.
In diesem Dosisbereich sind schwere Strahlenschäden zu erwarten und
eine Intensivpflege notwendig (siehe Tab. 11.12 und Abb. 11.45).

Bei einem Wert R3/R0 = 0,10 ist die Strahlendosis mit einer Wahrschein-
lichkeit Pi = 0,95 höher als D = 6 Gy. In diesem Fall ist damit zu rech-
nen, daß das Knochenmark der betroffenen Person nicht mehr zu einer
spontanen Regeneration fähig ist; deshalb muß eine Knochenmark-
Transplantation durchgeführt werden.
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Abb. 11.47 Beispiel für die Abschätzung einer unbekannten Strahlendosis bei einer Per-
son, deren Retikulozytenwert drei Tage nach der Bestrahlung um den Wert R3/R0 = 0,38
abgenommen hat. Mit den angegebenen Wahrscheinlichkeiten P (Dmin < D < Dmax) ist die
Person mit einer Strahlendosis innerhalb der entsprechenden Bereiche bestrahlt worden.

Es wurde bisher stets von einer kurzzeitigen homogenen Ganzkörperbe-
strahlung ausgegangen. Die Effekte nach einer Teilkörper-oder protra-
hierten Bestrahlung werden aber geringer sein. Für den Verlauf der
Strahlenkrankheit ist jedoch nicht die tatsächliche Strahlendosis, die
der Betroffene erhalten hat, von Bedeutung, sondern deren Wirkung.
Eine besondere Rolle spielt dabei die Wirkung auf das Knochenmark,
dem empfindlichsten Organ des Menschen. Die Prognose des Krank-
heitsverlaufs bei einer strahlenexponierten Person hängt deshalb im
wesentlichen davon ab, ob das Knochenmark noch zu einer selbständi-
gen Regeneration fähig ist. Dies ist der Fall, wenn noch genügend über-
lebende Stammzellen vorhanden sind. Bei einer Teilkörperbestrahlung
wird im allgemeinen nur ein Teil des Knochenmarks bestrahlt werden.
Die Voraussetzungen für eine spontane Regeneration des Knochen-
marks sind hier deshalb günstiger als bei einer Ganzkörperbestrahlung.

Diese Beispiele zeigen, daß die genaue Abschätzung der Strahlendosis
und des Ausmaßes der Strahlenschädigung nicht möglich ist. Es können
nur relativ breite Dosisbereiche angegeben werden, innerhalb derer die
unbekannte Strahlendosis mit den entsprechenden Wahrscheinlichkei-
ten liegt. Entscheidungen über therapeutische Maßnahmen in der Kli-
nik werden sich deshalb auf die weitere Symptomatik der Strahlen-
krankheit und eine Vielzahl von Labordaten, insbesondere auf den zeit-
lichen Verlauf der Konzentrationen der verschiedenen Blutzellen
stützen.
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Zusammenfassung

Mit der vorgeschlagenen Methode zur Biologischen Dosimetrie mit
Hilfe einer automatischen Retikulozytenmessung kann bei einer großen
Zahl strahlenexponierter Personen drei Tage nach der Strahlenexposi-
tion eine Entscheidung getroffen werden, ob eine Einweisung einzelner
Personen in ein Krankenhaus notwendig ist:

Ist der Retikulozytenwert R3/R0 größer als 0,7, so ist eine Einwei-
sung in ein Krankenhaus nicht notwendig.

Die in der Personengruppe erhaltene Strahlendosis ist dann kleiner als
3 Gy (bzw. 3 Sv). Etwa 4 % dieser Gruppe werden bei diesem Sichtungs-
kriterium eine Strahlendosis zwischen 3 Gy und 4 Gy erhalten haben
und etwa 1 % eine Strahlendosis zwischen 4 Gy und 5 Gy.

Ist der Retikulozytenwert R3/R0 kleiner als 0,7, so ist eine Einwei-
sung in ein Krankenhaus notwendig.

Die ermittelten Werte müssen dem später behandelnden Arzt mitgeteilt
werden und können als Grundlage für weitere klinische Entscheidun-
gen dienen.

Darüber hinaus ist mit dieser Methode – wie auch mit allen anderen
Methoden der Biologischen Dosimetrie – eine genauere Abschätzung
der unbekannten Strahlendosis wenige Tage nach der Bestrahlung nicht
möglich. Es können nur Dosisbereiche angegeben werden, innerhalb
derer die unbekannte Strahlendosis mit einer bestimmten Wahrschein-
lichkeit liegt. Für weitere Entscheidungen über die klinische Versorgung
und notwendige therapeutische Maßnahmen sind daher zusätzliche
Untersuchungen und eine weitere Beobachtung der Betroffenen erfor-
derlich.
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Strahlenbedingte Änderung der
Chemilumineszenz von Granulozyten
als biologischer Dosisindikator
Hans Mönig, Gerhard Konermann

Einführung

Für die Untersuchungen wurde eine Methode verwendet, bei der die
Phagozytoseaktivität von Granulozyten stimuliert wird. Durch Einbrin-
gen eines Fremdkörpers (z.B. Zymosan, ein Hefe-Polysaccharid) in
eine Blutlösung kommt.es zu einem Kontakt mit dem Phagozyten. Da-
durch wird eine membrangebundene NADPH-Oxidase aktiviert, die
molekularen Sauerstoff durch einen Ein-Elektronenübertragungs-
schritt zu Superoxid (O2-) reduziert (Allen et al., 1972). Superoxid
kann in Folgereaktionen zu Singulettsauerstoff, Hydroxylradikalen
und Wasserstoffperoxid disproportionieren. Diese Reaktionen finden
sowohl an der Plasmamembran als auch im Phagolysosom statt
(Abb. III.1). Mit dem zyklischen Hydrazid Luminol reagieren diese

Abb. III.1 Schema der bei der Phagozytose gebildeten Sauerstoffmetabolite (Fischer et
al., 1982).
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Sauerstoffmetabolite und führen zu Chemilumineszens-Erscheinun-
gen. Die Chemilumineszenz (CL) kann in vitro im verdünnten Vollblut
gemessen werden (Fischer und Staudinger, 1981). An Blutproben des
Menschen konnte gezeigt werden, daß die Granulozyten den Hauptteil
bei der durch Zymosan stimulierten CL beitragen (Kato et al., 1981).
Die im Vollblut anwesenden Erythrozyten vermindern zwar die Licht-
ausbeute der CL durch Absorption beträchtlich, brauchen jedoch nicht
berücksichtigt zu werden, solange ihre Zahl und der Hämatokritwert
nicht allzustark nach oben oder unten abweichen (Fischer et al., 1982).
Tierexperimentelle Untersuchungen an Mäusen haben gezeigt, daß die
CL einer Blutprobe durch vorherige Bestrahlung des Tieres verändert
wird (Fischer et al., 1982; Hovestadt et al., 1983). Das Ziel des For-
schungsvorhabens bestand darin zu prüfen, ob eine dosisabhängige Ver-
änderung der CL besteht und ob sich somit das Verfahren für eine Biolo-
gische Dosimetrie eignet.

Material und Methoden

Tiere
Für die Versuche wurden zum Zeitpunkt der Bestrahlung zehn bis elf
Wochen alte männliche Mäuse eines institutseigenen Auszuchtstamms
verwendet, der in der Literatur als Heiligenberg-Stamm bezeichnet
wird. Das Gewicht der Mäuse lag im Mittel bei 31 g. Ernährt wurden die
Tiere mit einer Standarddiät Altromin der Altromin GmbH, Lage/
Lippe. Mit HCl angesäuertes Trinkwasser stand den Mäusen ad libitum
zur Verfügung.

In Abb. III.2 ist schematisch dargestellt, wie die Präparation zur Chemi-
lumineszenzmessung durchgeführt wurde. Den Tieren wurde Blut aus
der Schwanzvene entnommen. Um tageszeitliche Schwankungen in den
Blutwerten zu vermeiden (Smith et al., 1965), erfolgte die Blutent-
nahme immer zur gleichen Zeit um 9.00 Uhr. Neben den CL-Messungen
wurden Leukozytenzählungen in 0,5 %iger Essigsäure mit einer Neu-
bauer-Kammer durchgeführt und Differentialblutbilder (May-Grün-
wald-Lösung und Giemsa-Lösung) ausgewertet. In Abb. III.3 ist die
Häufigkeitsverteilung für die Granulozytenzahl bei unbehandelten und
unbestrahlten Kontrolltieren dargestellt.
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Granulozyten/ μ Ι

Abb. III.3 Häufigkeitsverteilung der Granulozytenzahl für 47 unbehandelte und im be-
strahlte Mäuse. Der Mittelwert beträgt 3409 Granulozyten pro μl mit einer Standard-
abweichung von ± 1040 Granulozyten pro μl.

Chemikalien und Reagenzien

May- Grünwald-Lösung: Eosin-Methylenblau-Lösung von Merck,
Darmstadt.
Giemsa-Lösung: Azur-Eosin-Methylenblau-Lösung von Merck, Darm-
stadt.

Hanks' Salz-Medium wurde in folgender Zusammensetzung ohne
Phenolrot angesetzt: NaCl (8000), KCl (400), Na2HPO4 · 2H2O (60),
KH2PO4 (60), MgCl2 · 6H2O (100), MgSO4 · 7H2O (100), CaCl2 (140),
Glucose (1000). Alle Zahlenangaben im mg/1. Das Medium erhielt eine
Sterilfiltration.

Heparin: Als Antikoagulanz wurde dem Hanks' Medium Na-Heparin
zugesetzt. Verwendet wurde Liquemin® 25000 von der Hoffmann-La
Roche AG, Grenzach-Wyhlen (1 ml enthält 5000 I.E. Heparin-
Natrium). 1 ml Hanks' Medium wurden 0,2μl Liquemin® (1 I.E.
Heparin) zugesetzt.
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Luminol (5-Amino-2,3-dihydro-l,4-phthalazindion) wurde als kristal-
line Substanz von der Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen, bezogen.
Luminol löst sich im alkalischen Milieu. 2 mg Luminol wurden in 1 ml
Glycin/NaOH-Puffer pH 10,6 nach Sörensen gelöst. Der pH-Wert der
Luminol-Lösung betrug 10,0.

Lucigenin (10,10-Dimethyl-9,9'-biacridinium-dinitrat) wurde als kri-
stalline Substanz von der Sigma Chemical Comp., St. Louis, Mo, USA,
bezogen. 4 mg Lucigenin wurden in 1 ml Glycin/NaOH-Puffer pH 10,6
nach Sörensen gelöst. Der pH-Wert der Lucigenin-Lösung betrug 10,4.

Zymosan, ein Hefezellwand-Polysaccharid (Nr. Z-4250) der Sigma
Chemie GmbH, Deisenhofen, wurde im Max-Planck-Institut für
Immunbiologie, Freiburg i. Br., durch Beladung mit Blutserum vom
Meerschweinchen präpariert (opsoniertes Zymosan). Die Konzentra-
tion der Zymosan-Suspension in phosphatgepufferter Kochsalzlösung
PBS betrug 12,5 mg/ml. Für die Überlassung des Präparats haben wir
P. G. Munder und M. Modolell vom MPI für Immunbiologie, Freiburg
i. Br., herzlich zu danken. Zum Starten der Reaktion wurden dem Blut
10 μl Zymosan-PBS-Suspension zugesetzt. Vergleichbare Ergebnisse er-
hält man auch mit nicht-opsoniertem Zymosan. Das in PBS suspen-
dierte Zymosan muß in diesem Fall mit Ultraschall behandelt werden.

150 mg Cystaminiumchlorid zur Synthese der Firma Merck-Schuchardt,
München, wurden in 10 ml aqua bidest. gelöst.

Chlortetracyclinhydrochlorid (Reinsubstanz) von der Cynamid GmbH
(Lederle Veterinärprodukte), Wolfratshausen, wurde bei der Aufzucht
und bei bakteriell bedingten Infektionskrankheiten dem Trinkwasser
mit 0,3 g pro 1 zugesetzt.

Bestrahlung

Die Bestrahlung erfolgte mit einem Röntgengerät Stabilipan 2 der
Siemens AG, Erlangen. Bei einer Röhrenspannung von 250 kV, einer
Stromstärke von 15 mA, einer HWD von 2 mm Cu und einem Fokus-
Kammer-Abstand von 75 cm betrug die Dosisleistung 0,6 Gy/min. Für
Bestrahlungen mit der geringeren Dosisleistung von 0,02 Gy/min wur-
den am Stabilipan 240 kV (HWD: 1,9 mm Cu) bei einer Stromstärke von
2 mA und einem Fokus-Kammer-Abstand von 140 cm eingestellt. Die
Dosis und die Dosisleistung wurden mit dem Meßgerät Dosimentor
DL 4 und DI 4 der Physikalisch-Technischen Werkstätten Dr. Pychlau,
Freiburg i. Br., kontrolliert. Die Ionisationskammer des Dosimeters
befand sich während der Bestrahlung der Versuchstiere im Zentrum
eines runden Plexiglaskäfigs. Bis zu sechs Tiere konnten gleichzeitig
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bestrahlt werden (Ganzkörperbestrahlung). Der Käfig war von einem
Plexiglasring umgeben, um maximale Streubedingungen auch für die
Tiere am Käfigrand zu erreichen. Durch Verwendung von Phantomen in
der Größe von Mäusen, die mit einer Frickelösung (Fricke und Hart,
1966) gefüllt waren, konnte nachgewiesen werden, daß 100 R Ionen-
dosis einer Energiedosis von 0,95 Gy entsprachen. Es wurden Strahlen-
dosen im Bereich von 1 bis 8 Gy verwendet.

In einer anderen Versuchsserie erhielten Mäuse eine Teilkörperbestrah-
lung mit 250 kV-Röntgenstrahlen, wobei Dosisleistungen von 0,6 Gy/
min verwendet wurden. Bei der Teilkörperbestrahlung war die untere
Körperhälfte (etwa 50 % des ganzen Körpers) mit 8 mm Blei abgedeckt
(Abb. III.4). Messungen an Phantomen mit Hilfe der Fricke-Dosimetrie

Abb. III.4 Anordnung für eine Teilkörperbestrahlung von drei Mäusen, deren untere
Körperhälfte mit 8 mm Blei abgedeckt ist.

ergaben, daß die abgedeckte Körperhälfte mit etwa 10 % der Dosis der
oberen Körperhälfte durch Streustrahlung belastet war. Die Bleikante
der Abdeckung lag etwa in Höhe des Sternums der Tiere. Anhand von
Messungen mit Radioeisen konnten Briganti et al. (1970) zu einer pro-
zentualen Verteilung des Knochenmarks im Skelett der Maus kommen.
Der Anteil des Knochenmarks im Schädel wurde bei diesen Versuchen
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nicht ermittelt. Aus hämatologischen Untersuchungen nach Kopfbe-
strahlungen an der Maus scheint jedoch hervorzugehen, daß der Anteil
des Knochenmarks im Schädel gering ist (Koch und Seiter, 1966). Auf-
grund dieser Knochenmarkverteilung ließ sich ermitteln, daß in unserer
Bestrahlungsanordnung, unter Einbeziehung der 10 % Streustrahlenan-
teil für die abgedeckte Körperhälfte, etwa die Hälfte des Knochen-
marks bestrahlt wird. Jeder Gruppe bei den Teilkörperbestrahlungen
wurde eine scheinbestrahlte Kontrollgruppe zugeordnet.

In einer weiteren Versuchsreihe wurde der Einfluß der Strahlenschutz-
substanz Cystamin auf die CL getestet. Den Tieren wurden 10 bis 15 min
vor der Bestrahlung 150 mg Cystaminiumchlorid pro kg Körpergewicht
intraperitoneal injiziert. Tiere mit einem Gewicht von 30 g erhielten
0,3 ml der Cystaminlösung. Kontrolltieren wurde eine entsprechende
Menge physiol. NaCl-Lösung injiziert.

Für Bestrahlungen von Mäuseblut in vitro wurde eine 60Co-Gamma-
Strahlenquelle „Gammacell 220“ der Atomic Energy of Canada Ltd.
verwendet. Die Dosisleistung betrug 50 Gy/min.

Messung der Chemilumineszenz im verdünnten Vollblut

Die Blutproben wurden in Lumacuvetten (Cat. No. 9200) aus Kunst-
stoff der Fa. Lumac, Holland, gefüllt. Die CL-Messungen erfolgten mit
einem 6-Kanal-Biolumat-Meßgerät LB 9505 des Laboratoriums Prof.
Dr. Berthold, Wildbad (Berthold et al., 1981). Mit diesem Gerät konn-
ten gleichzeitig Blutproben von je drei unbestrahlten und bestrahlten
Tieren gemessen werden. Abb. III.5 zeigt einen Ausdruck für solch eine
Messung. Die ausgedruckten Meßwerte sind noch mit dem Faktor 1000
zu muliplizieren. Verwendet wurde jeweils die Gesamtintensität (Fläche
unter der Kurve) für die Zeitspanne 20 min (Zeitpunkt des Zymosan-
Zusatzes) bis zu 60 Min. In Abb. III.6 ist die Häufigkeitsverteilung der
CL-Ausbeuten für 230 unbestrahlte Tiere dargestellt, die als Kontrollen
für die Untersuchungen über die Wirkung von Ganzkörperbestrahlun-
gen dienten.

Anstelle der Gesamtintensität hätte auch die Maximalintensität (Peak)
verwendet werden können. Die Maximalintensität wird jeweils mit aus-
gedruckt. In Abb. III.7 ist der Zusammenhang zwischen der Gesamt-
und der Maximal-Intensität für unbestrahlte und bestrahlte Tiere darge-
stellt. Eine Korrelations-Analyse zwischen beiden Parameters hat den
dicht bei 1 liegenden Korrelationskoeffizienten von 0,9871 für nichtbe-
strahlte Tiere und 0,9912 für ganzkörperbestrahlte Tiere ergeben. Die
Zeit zum Erreichen der Maximalintensität ist abhängig von der Gesamt-
intensität (Maximalintensität), wobei sich der Zeitpunkt mit wachsen-
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Abb. III.5 Ausdruck des zeitlichen Verlaufs der CL-Lichtausbeute von Blutproben unbe-
strahlter (Kontrollen) und bestrahlter Mäuse. Die Blutentnahme erfolgte 4 Tage nach
einer Ganzkörperbestrahlung mit 2 Gray. Die Zeitskala erstreckt sich über 60 min (1 Teil-
strich= 6 min). Die Zugabe opsonierten Zymosans für die Phagozytose-Stimulierung
erfolgte 20 min nach Temperierung der Blutproben auf 37° C. Die Zahlen für die Kanäle
k1 bis k6 geben die Summenwerte der Lichtausbeute wieder.
(s. Seite 146)

Abb. III.6 Häufigkeitsverteilung der Chemilumineszenz (CL)-Ausbeute für 230 unbe-
strahlte Tiere. Der Mittelwert der CL-Ausbeute beträgt für dieses Kollektiv 33788 cpm
mit einer Standardabweichung von ± 21268 cpm.
(s. Seite 146)

Abb. III.7 Abhängigkeit der Peak-Höhe der Chemilumineszenz (CL) von der integralen
CL-Ausbeute bei unbestrahlten Mäusen. In die Abbildung wurde der Verlauf für ganzkör-
perbestrahlte Tiere (1 bis 8 Gy) ohne Wertepaare eingezeichnet. Die Geraden wurden mit
Hilfe der Methode der kleinsten Quadrate ermittelt.
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der Gesamtintensität vermindert. Dieses Verhalten kommt in negativen
Korrelationskoeffizienten mit – 0,5498 für unbestrahlte und – 0,5118 für
ganzkörperbestrahlte Tiere zum Ausdruck. Beide Korrelationskoeffi-
zienten weichen statistisch signifikant mit P < 0,001 bzw. 0,01 von dem
Wert Null ab. Beim Vorliegen des Wertes Null würde keine Korrelation
bestehen.

In der vorliegenden Arbeit wird sehr allgemein der Begriff Chemilumi-
neszenz-Ausbeute verwendet. Darunter wird entweder die gemessene
Intensität in Lichtimpulsen pro Minute (cpm) oder die zeitlich integrale
Intensität in Lichtimpulsen verstanden. Da die CL-Ausbeute von der
Granulozyten-Konzentration abhängig ist, wurde die CL auf gleiche
Granulozytenzahlen (CL pro 1000 Granulozyten) umgerechnet. Dieser
Wert wird „normierte Chemilumineszenz“ genannt (Fischer et al.,
1982) und stellt ein Maß für die mittlere Leistungsfähigkeit der Granulo-
zyten hinsichtlich der Sauerstoffmetaboliten dar.

Die Untersuchungen wurden im Zeitraum von 1982 bis 1987 durch-
geführt.

Ergebnisse

Einfluß verschiedener Parameter auf die Chemilumineszenz-Ausbeute

Luminol und Lucigenin

Allen berichtet 1982, daß für den Nachweis der während der Phagozyto-
seaktivität entstehenden Sauerstoffmetabolite neben dem Luminol
auch Lucigenin verwendet werden kann. Die Lichtausbeuten beider
Substanzen sollen vergleichbar sein. Allerdings sind die Ausbeuten von
der Art der Stimulation der Granulozyten abhängig. In einem Vorver-
such wurde getestet, welche der chemiluminigenen Sonden für unsere
Untersuchungen besser geeignet ist. In Tabelle III. 1 ist das Ergebnis des



Vergleichs zusammengestellt. Wie zu erkennnen ist, ist die Lichtaus-
beute bei Verwendung von Luminol in unserer Versuchsanordnung mit
dem Stimulans Zymosan größer. Deswegen wurden die weiteren Ver-
suche nur mit der Substanz Luminol durchgeführt.

Einfluß der Blutmenge

In Abb. III.8 ist der Einfluß der Blutmenge auf die CL-Ausbeute für den
Volumenbereich 5 bis 100 μ\ dargestellt. Wie zu erkennen ist, ergibt sich

Blutmenge in μ\

100

Abb. III.8 Abhängigkeit der Chemilumineszenz-Ausbeute von der Blutmenge. Mit ent-
sprechenden Volumina Hank's-Lösung wurde bei allen Proben die gleiche Füllhöhe in den
Lumacuvetten eingestellt. Unterschiedliche Füllhöhen beeinflussen ebenfalls die CL-Aus-
beute. Die übrigen zugefügten Reagenzien entsprachen den Angaben der Abb. III.2. Es
sind jeweils die Mittelwerte von drei Tieren und die Standardfehlern (S. E. M.) eingetragen.

zunächst bis zu 25 μl Blut ein steiler Anstieg in der CL-Ausbeute. Ober-
halb von 25 μl ist mit größeren Blutmengen keine Steigerung der Che-
milumineszenz zu erreichen. Dieses Sättigungsverhalten dürfte einmal
darauf zurückzuführen sein, daß die Zymosanmenge nicht mehr aus-
reicht, um alle Granulozyten genügend zu stimulieren. Dies geht auch
aus dem Verlauf der CL-Ausbeute mit der Zymosanmenge (s. Abb.
III. 10) hervor. Zum anderen befinden sich mit zunehmender Blutmenge
auch immer mehr Erythrozyten im Reaktionsgefäß. Die Erythrozyten
absorbieren das durch Sauerstoffmetabolite über Luminol erzeugte
Licht. Beide Effekte, höhere Lichtausbeute durch mehr Sauerstoff-
metabolite und verstärkte Absorption durch erhöhte Anzahl von Ery-
throzyten, kompensieren sich bei größeren Blutmengen.
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In unseren Versuchen wurden 50 μ\ Blut verwendet. Mit dieser Blut-
menge ist man im Sättigungsbereich. Geringe Abweichungen in der
zugefügten Blutmenge sollten sich in der CL-Ausbeute kaum auswirken.

Einfluß der Luminolkonzentration

In Abb. III.9 ist die CL-Ausbeute in Abhängigkeit von der Luminol-
menge im Bereich zwischen 2 und 10 μ,Ι aufgetragen. Die Lichtausbeute
steigt mit zunehmender Luminolmenge an, wobei die Steigerungsrate
mit wachsender Konzentration abnimmt. Dieses Verhalten erklärt sich
durch die konstante Menge an Sauerstoffmetaboliten. Offensichtlich
sind jedoch bei 10 μ\ Luminol noch nicht alle Sauerstoffmetabolite
erfaßt. Der aus dem Trend fallende Meßpunkt bei 4 μ\ Luminol ist nicht
zu erklären.

Luminolmenge in μΙ

Abb. III.9 Abhängigkeit der Chemilumineszenz-Ausbeute von der Luminolmenge mit
jeweils 25 μl Blut. Die übrigen zugefügten Reagenzien entsprachen den Angaben der
Abb. III .2. Es sind jeweils die Mittelwerte aus Versuchen mit drei Tieren und die Standard-
fehler (S.E.M.) eingetragen.
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Einfluß der Zymosankonzentration

In Abb. III. 10 ist die CL-Ausbeute in Abhängikeit von der Zymosan-
menge im Bereich von 1 bis 40 μl aufgetragen. Der Kurvenverlauf zeigt
ein deutliches Sättigungsverhalten. Im Bereich um 50 μl Zymosan-
menge ist offensichtlich das Maximum der Stimulation erreicht. Die in
den vorliegenden Versuchen verwendeten 10 μl führen jedoch zu einer
ausreichenden Stimulation.

Abb. III.10 Abhängigkeit der Chemilumineszenz-Ausbeute von der Zymosanmenge mit
jeweils 25 μl Blut. Die übrigen zugefügten Reagenzien entsprachen den Angaben der
Abb. III.2. Es sind jeweils die Mittelwerte aus Versuchen mit drei Tieren und die Standard-
fehler (S.E.M.) eingetragen.

Einfluß eines Breitbandantibiotikums

Um im frühen postnatalen Alter der Aufzuchttiere Infektionen zu ver-
meiden, erhielten die Muttertiere bis zu drei Wochen nach der Geburt
das Breitbandantibiotikum Chlortetracyclinhydrochlorid (Aureomy-
cin) mit dem Trinkwasser ad libitum. Auch bei nachgewiesenen Infek-
tionen im Darmbereich wurde das Antibiotikum mit dem Trinkwasser
gegeben. Von einigen Antibiotika ist bekannt, daß sie Knochenmarks-
Depressionen verursachen (Eastham, 1968). Es wurde geprüft, wie
sich das Chlortetracyclin auf das Blutbild und auf die Chemilumi-
neszenz auswirkt. In Tabelle III.2 sind die Ergebnisse zusammengestellt.
Wie man erkennt, ist die Granulozytenzahl 1 Woche nach dem Ende
der Behandlung abgesunken. Das gleiche Verhalten ist für die Leu-
kozyten zu beobachten (Ergebnisse in Tabelle III.2 nicht aufgeführt).
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Tabelle III.2. Chemilumineszens (CL), Zahl der Granulozyten pro μl Blut sowie nor-
mierte CL (CL pro 1000 Granulozyten) von männlichen Mäusen, die 7 Tage Trinkwasser
ad libitum erhielten, das mit Chlortetracyclinhydrochlorid (0,3 g/l) versetzt war. Jeweils 7,
14 oder 21 nach Ende der Antibiotikum-Behandlung erfolgten die Messungen. Als Kon-
trollen dienten jeweils gleich alte, aber unbehandelte Tiere. Es sind die Mittelwerte aus
der Anzahl η der pro Versuch verwendeten Tiere und die Standardfehler (S. E. M.) ange-
geben.

Die entsprechenden Werte betragen 7 Tage nach dem Ende der Chlor-
tetracyclin-Gabe 8865 ± 1099 gegenüber 15451 ± 1902 bei der Kon-
trolle. Trotz der verminderten Granulozytenzahl ist die CL nicht stark
verringert. Dies kommt auch in der normierten CL zum Ausdruck, die
höher liegt als bei der Kontrolle. Die nach der Antibiotika-Gabe vor-
handene Granulozytenpopulation ist durch die Behandlung in der Bil-
dung der Sauerstoffmetabolite während der Phagozytose nicht beein-
trächtigt. Statistisch sind die Unterschiede allerdings nicht abzusichern.
Zwei bis drei Wochen nach der Antibiotika-Behandlung werden wieder
Normalwerte erreicht (Tabelle III.2). Mindestens drei Wochen wurden
für den Versuchsbeginn nach einer Antibiotika-Behandlung einge-
halten.

Einfluß einer in vitro Gammabestrahlung des Vollbluts auf die
Chemilumineszenz

Es wurde untersucht, inwieweit die komplexe biochemische Reaktion,
die bei der Phagozytose zu Sauerstoffmetaboliten führt, strahlenemp-
findlich ist. Für die Versuche wurde Mäuseblut in einer Hank-Salz-
lösung mit hohen Dosen γ-bestrahlt. In Tabelle III.3 sind die Chemi-
lumineszenz-Ausbeuten nach Bestrahlung mit der Ausbeute bei einer
unbestrahlten Blutprobe zusammengestellt.

Wie man den Werten der Tabelle III.3 entnehmen kann, ist die Phago-
zytose-Aktivität der Granulozyten nicht sehr strahlenempfindlich.
Zwar ergibt sich für die CL-Ausbeute eine Abnahme mit der Dosis,
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Tabelle III.3. Chemilumineszenz-Ausbeute (CL) von γ-bestrahltem (bei 00C) Mäuse-
blut (50 μl) in Hank-Salzlösung (500 μl) mit Heparin. Nach der Bestrahlung wurden der
Blutprobe Luminol und Zymosan zugesetzt. Die Dosisleistung der Gammastrahlen-
Quelle betrug 50 Gy/min. Zum Vergleich wurde unbestrahltes Blut derselben Tiere gleich-
zeitig gemessen. Bei den CL-Werten handelt es sich um Mittelwerte mit Standardabwei-
chungen von je 6 Tieren bei den bestrahlten und von 18 Tieren bei den unbestrahlten
Proben.

Dosis

CL(cpm)

unbestrahlt

15069
± 4550

10Gy

13 638
± 6070

100Gy

11045
± 4067

1000 Gy

8153*
± 2347

*: Unterschied gegen unbestrahlte Kontrolle signifikant mit P < 0,01 (t-Test)

jedoch kann erst bei der hohen Dosis von 1000 Gy eine statistisch signi-
fikante Abweichung gegenüber den unbestrahlten Kontrollen nach-
gewiesen werden. Das sind Dosisbereiche, wie man sie für die strahlen-
induzierte Inaktivierung von Enzymen und für eine Strahlenschädigung
der Zellmembran findet. Die Dosisabhängigkeit der CL ist allerdings
nicht exponentiell.

Ganzkörperbestrahlung

Dosis von 1 Gray

In Abbildung III.11 (a) ist der zeitliche Verlauf der Granulozytenzahl,
der Chemilumineszenz (CL) und der normierten Chemilumineszenz
(CL pro 1000 Granulozyten, s. S. 148) nach einer Ganzkörperbestrah-
lung mit einer Dosis von 1 Gy dargestellt. Wie man der Abb. III.11 (a)
entnehmen kann, ist die CL-Ausbeute 12 Stunden bis zu 4 Tagen nach
der Bestrahlung erniedrigt, die normierte CL dagegen erhöht. Beson-
ders stark ist die Erhöhung 4 Tage nach der Bestrahlung mit 190 %
gegenüber den Kontrollwerten. Abgesehen vom Wert 12 Stunden nach
der Bestrahlung liegt im Studentschen t-Test Signifikanz gegenüber
den Befunden bei nichtbestrahlten Tieren vor (1 und 2d: P < 0,01;
4d: P < 0,001). Die Erhöhung der normierten CL ist nicht spezifisch für
den verwendeten Mäusestamm. Der gleiche Effekt konnte in einem
anderen Mäusestamm (C57B1/6) nach Bestrahlung mit 0,25, 0,5 und
1 Gy ebenfalls beobachtet werden, wobei die normierte CL mit der
Dosis anstieg (Hovestadt et al., 1983). In der gleichen Arbeit (Hove-
stadt et al., 1983) wurde diskutiert, ob dieser Vorgang durch eine Erhö-
hung der Adenosin-5'-diphosphat (ADP)-Konzentration im Blutserum
hervorgerufen wird. Aus der Literatur ist bekannt, daß die ADP-Kon-
zentration im Serum nach Bestrahlung erhöht ist und daß ferner der
ADP-Spiegel im Serum die CL-Intensität beeinflußt. Im Rahmen unse-
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Abb. III.11a Zeitabhängigkeit
der VoIIblut-ChemiIumineszenz
(CL), der Granulozytenzahl
und der normierten CL (CL/
1000 Granulozyten) nach einer
Ganzkörperbestrahlung von
männlichen Mäusen mit Dosen
von 1(a), 2(b), 4(c) und 8 Gray
(d). Die Dosisleistung betrug
0,6 Gy/min. Die Werte sind ge-
mittelt aus je 9 Tieren und rela-
tiv auf eine jeweils unbestrahlte
Kontrollgruppe (=100%) be-
zogen. Für die Kontrollen sind
die Standardfehler des Mittel-
wertes (S. E. M.) eingetragen.
(s. auch Seite 155)



155



rer eigenen Untersuchungen haben wir geprüft, ob das Serum oder ein
veränderter Kalzium-Spiegel im Blut bestrahlter Mäuse für eine Steige-
rung der CL-Ausbeute verantwortlich ist.

Der in vitro – Zusatz des Blutserums zum Blut anderer Mäuse führte zu
keinen Reaktionen, da ein Mäusestamm Verwendung fand, der seit
mehr als 50 Jahren im hiesigen Institut als Auszuchtstamm gehalten
wird. Hauttransplantate von einem Tier zum anderen werden nicht
abgestoßen.

In Tabelle III.4 sind die Ergebnisse über den Einfluß des Blutserums auf
die CL-Ausbeute zusammengestellt. Wie zu erkennen ist, führt der
Zusatz des Serums bestrahlter Tiere nicht zu einer Erhöhung der CL,
sondern sogar zu einer Verminderung. Allerdings ist die Differenz zwi-
schen beiden Mittelwerten statistisch nicht signifikant.

Im Zusammenhang mit den hier diskutierten Fragen ist es von Bedeu-
tung zu wissen, daß Blutserum nur mit außerordentlich geringer Aus-
beute zur Chemilumineszenz beiträgt. Andererseits führt Blutserum in
alkalischer Luminol-Lösung (die Versuche wurden bei pH 10,7 durchge-
führt) ohne Zymosanzusatz zu ähnlichen zeitlichen Verläufen der Che-
milumineszenz wie sie in Abb. III.5 dargestellt sind. Ein Unterschied
zwischen dem Blutserum unbestrahlter und bestrahlter Mäuse konnte
in dieser Versuchsanordnung nicht beobachtet werden.
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Tabelle III.4. Chemilumineszenz-Ausbeute (CL) im Blut unbestrahlter Mäuse nach in
vitro-Zugabe von 10 μl Serum von bestrahlten bzw. unbestrahlten (Kontrollen) Mäusen
zu 50 μl Vollblut unbestrahlter Tiere. Das Serum wurde 2 und 4 Tage nach einer Ganzkör-
perbestrahlung mit 1 Gy bzw. nach einer Scheinbestrahlung (Kontrollen) gewonnen
(s. Schema des Versuchsablaufs auf S. 156). Die Daten geben jeweils Mittelwerte des
Blutes von 18 (2 Tage-Intervall) bzw. 15 (4 Tage-Intervall) Empfängertieren wieder.

Dosis Zeit zw. Bestrahlung Granulozytenzahl/μl CL (Imp. /min)
und Blutentnahme

0
IGy

0
I G y

*: S.E.M.

2 Tage
2 Tage

4 Tage
4 Tage

= SD/n 0 , 5

3572 ± 342*
3572 ± 342

3550 ± 381
3550 ± 381

32344 ± 3 4 2 2 *
24493 ± 1915

34753 ± 4481
28800 ± 3515

Einfluß des Calciums im Blutserum auf die CL

Nach Suzuki et al. (1985) wird die Bildung von Superoxid-Anionen
(O2-) durch Granulozyten bei Zusatz von Ca2+ verstärkt. Um zu prü-
fen, ob die nach Ganzkörperbestrahlung mit 1 Gy beobachtete ver-
stärkte Chemilumineszenz pro Granulozyt auf einen erhöhten Calcium-
Spiegel im Blutserum zurückführen ist, wurden vergleichende Unter-
suchungen bei bestrahlten und unbestrahlten Tieren durchgeführt. In
Tabelle III.5 ist das Ergebnis für 1 Gy 4 Tage nach der Bestrahlung auf-
geführt. Wie man sieht, ist zwar der Calcium-Spiegel gegenüber der
unbestrahlten Kontrollgruppe leicht erhöht. Der Unterschied liegt aber
im Bereich der Fehlerbreite, wie auch an dem Ergebnis bei einer Bestrah-
lung mit 4 Gy 4Tage nach der Bestrahlung abzulesen ist. In Tabelle III.5
sind weitere Ergebnisse mit anderen Strahlendosen aufgelistet.

Tabelle III.5. Calcium-Konzentration im Blutserum bestrahlter und unbestrahlter
Mäuse. Die Bestimmung erfolgte spektralphotometrisch über die Komplexbildung des
Ca+ + mit o-Kresolphthalein-Komplexon (Boehringer, Mannheim).

Dosis Tage nach Bestrahlung Ca++-Konz. in mg/dl

0 (Kontrolle) - 8,38 ± 0,53*
IGy 4 8,82 ±0,40
2Gy 4 7,73 ± 0,46
4Gy 1 7,72 ±0 ,18
4Gy 4 8,84 ± 0,34
6Gy 4 7,95 ± 1,36

*: Standardabweichung

157



Die hier untersuchten Faktoren sind offensichtich für die verstärkte
Lumineszenz bei Bestrahlung mit einer Dosis bis zu 1 Gy nicht verant-
wortlich. Es kann allerdings nicht ausgeschlossen werden, daß unter
diesen Bestrahlungsbedingungen andere Substanzen auftreten, die für
diesen Vorgang von Bedeutung sind. Wir vermuten jedoch, daß es Sub-
populationen bei den Granulozyten der Maus mit unterschiedlicher
Leistungsfähigkeit bei der Bildung von Sauerstoffmetaboliten gibt (Mö-
nig und Konermann, 1993). Bei Granulozyten im Blut von Menschen
mit Infektionen hat man solche Subpopulationen nachweisen können
(Bass et al., 1986). Gemessen wird bei der Chemilumineszenz der Mit-
telwert über alle Subpopulationen. Treten durch eine Störung eine oder
mehrere Fraktionen hervor, so kann es, bezogen auf den einzelnen Gra-
nulozyten, zu einer Erniedrigung oder Erhöhung der CL-Meßwerte
kommen. Ob die Stärke des Reaktionsvermögens mit dem Grad der
zellulären Reifung der Granulozyten einhergeht, ist bisher nicht be-
kannt.

Dosisbereich von 2 bis 8 Gy

Zeitabhängigkeit

In den Abbildungen III.11 (b) bis III.11 (d) sind die Ergebnisse nach
Ganzkörperbestrahlungen mit 2(b) und 4 Gy (c) im Zeitbereich von
12 Stunden bis zu 32 Tagen sowie für eine Dosis mit 8 Gy (d) im Bereich
von 12 Stunden bis zu 8 Tagen nach der Bestrahlung dargestellt. Bei der
hohen Dosis von 8 Gy, dies entspricht etwa einer LD 90/3Od für den von
uns verwendeten Tierstamm (Mönig et al., 1986), überleben die meisten
Tiere eine Zeit von 12 Tagen nicht. In den Darstellungen der Abbil-
dungen III. 11 ist der oszillierende Verlauf der Blutparameterwerte gut
zu erkennen. Die überschießenden Reaktionen sind auf kompensato-
risch regenerative Prozesse zurückzuführen (Fliedner, 1973). Den Ver-
läufen ist zu entnehmen, daß jeweils am 4. Tag die niedrigsten Werte für
die Zahl der Granulozyten und für die CL-Ausbeute vorliegen. Dieses
Verhalten kann auch bei einer Dosis mit 3 Gy beobachtet werden. Die
Werte für 3 Gy sind in der Abb. III.13 für die Dosisabhängigkeit mit ent-
halten. Im Falle der Ganzkörperbestrahlung mit 8 Gy findet allerdings
bis zum 8. Tag keine Erholung mehr statt.

Obwohl die CL des Vollbluts im wesentlichen auf die Granulozyten
zurückzuführen ist (s. Einführung), korrespondieren in einigen Fällen
die CL-Ausbeuten nicht mit den Granulozytenzahlen. Zum Teil sind die
beiden Parameter sogar gegenläufig. Die statistische Aufarbeitung die-
ses Verhaltens mit Hilfe der Korrelationsanalyse wird weiter unten
beschrieben. Es fällt auf, daß die CL-Werte im Gegensatz zu den Granu-
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lozytenzahlen im Bereich von 1 bis zu 16 Tagen nach der Bestrahlung
immer unterhalb der Werte der Kontrollen liegen. Für die Frage einer
Biologischen Dosimetrie ist dieses Verhalten der CL als günstig einzu-
stufen. Die normierte CL stellt ein Maß für die mittlere Leistungsfähig-
keit der Granulozyten hinsichtlich der Erzeugung von Sauerstoffmeta-
boliten dar. Besonders bei überschießenden Reaktionen der Granulozy-
tenzahl ist zu erkennen, daß die normierte CL verringert ist. Dieses Ver-
halten läßt darauf schließen, daß die neu ins Blut eintretenden Granulo-
zyten weniger Sauerstoffmetabolite erzeugen als dies normalerweise
der Fall ist. Eine Erklärung für diese Leistungsverminderung gibt es bis-
her nicht.

Korrelation zwischen Granulozytenzahl und CL

Wie bereits oben bemerkt, gibt es in viele Fällen für die gemessenen
Chemilumineszenz-Werte eine gute Übereinstimmung mit den Granu-
lozytenzahlen. In anderen Fällen fehlt jedoch diese Korrespondenz. Mit
Hilfe der Korrelationsanalyse wurde dieses Verhalten näher untersucht.

In Tabelle III.6 sind die Korrelationskoeffizienten r zwischen der Granu-
lozytenzahl und der Lichtausbeute der Chemilumineszenz für ganzkör-
perbestrahlte Tiere und für die zugehörigen Kontrollgruppen aufge-
listet. In Abb. III.12 sind die r-Werte der Tabelle III.6 nach Gruppen zu
Häufigkeitsverteilungen für unbestrahlte (Kontrollen) und für be-
strahlte Mäuse dargestellt. Für die Häufigkeitsverteilung der Korrela-
tionskoeffizienten bei den bestrahlten Tieren wurde nicht zwischen den
Strahlendosen und der Zeit zwischen Bestrahlung und Blutentnahme
unterschieden. Wie aus Abb. III.12 zu erkennen ist, führt die Bestrah-
lung zu einer Entkoppelung der Korrelation zwischen der Granulozy-
tenzahl und der Lichtausbeute der Chemilumineszenz. Obwohl es auch
bei den nichtbestrahlten Kontrolltieren negative Korrelationskoeffi-
zienten gibt (6% aller Gruppen), steigt die Anzahl der negativen
r-Werte bei den bestrahlten Tieren auf 33 % an. Negative Korrelations-
koeffizienten bedeuten, daß die CL mit abnehmender Granulozyten-
zahl ansteigt. Aus den Daten der Tabelle III.6 läßt sich entnehmen, daß
der Trend für negative r-Werte zunimmt, je höher die Strahlendosen und
je länger die Zeiten nach der Bestrahlung sind. Die Korrelationsanalyse
läßt auf verschiedene Populationen von Granulozyten mit unterschied-
licher Kapazität in der Bildung von Sauerstoffmetaboliten schließen.
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Abb. 111.12 Häufigkeitsverteilungen der Korrelationskoeffizienten r zwischen der Gra-
nulozytenzahl und der Lichtausbeute der Chemilumineszenz im Blut unbestrahlter (Kon-
trollen) und ganzkörperbestrahlter Mäuse. Die Häufigkeitsverteilungen wurden aus den
Daten der Tabelle III.6 gewonnen, wobei die r-Werte für die bestrahlten Tiere unabhängig
von der Dosis und dem Zeitpunkt der Blutentnahme nach der Bestrahlung zusammen-
gefaßt wurden.
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Tabelle III.6. Korrelationskoeffizient r zwischen Granulozytenzahl und der Lichtausbeute der Chemilumineszenz im Blut unbestrahlter (Kon-
trollen, K) und ganzkörperbestrahlter (B) Mäuse. Die Korrelationskoeffizienten wurden für jede Gruppe aus jeweils 9 Tieren ermittelt.

a) Differenz zwischen Kontrolle und Bestrahlten mit P < 0,05 gesichert
b) Differenz zwischen Kontrolle und Bestrahlten mit P < 0,01 gesichert



Dosisabhängigkeit

Für die biologische Dosimetrie ist die Dosisabhängigkeit der betrachte-
ten Wirkung von großer Bedeutung. Deshalb wurden für den 4. Tag
nach der Bestrahlung die entsprechenden Blutparameter über der Dosis
in Abb. III.13 aufgetragen. Für diesen Zeitpunkt liegen die niedrigsten

Abb. 111.13 Dosisabhängigkeit der Vollblut-Chemilumineszenz (CL), der Granulozyten-
zahl und der normierten CL (CL/l000 Granulozyten) 4 Tage nach einer Ganzkörper-
bestrahlung von männlichen Mäusen bei einer Dosisleistung von 0,6 Gy/min. Die Werte
sind gemittelt aus je 9 Tieren und relativ auf eine jeweils unbestrahlte Kontrolle (= 100 %)
bezogen. Die Balken geben die Standardfehler des Mittelwerts (S. E. M.) an.
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Werte für die Granulozytenzahlen und für die CL vor (s. Abb. III.IIa
bis d). Außerdem stimmt in diesem Fall der Verlauf beider Parameter
mit der Dosis weitgehend überein. Die Dosisabhängigkeit für die CL
folgt im wesentlichen einem exponentiellen Verlauf (Abb. III. 14).

Abb. III.14 Dosisabhängigkeit der Chemilumineszenz im verdünnten Vollblut von Mäu-
sen 4 Tage nach Ganzkörperbestrahlung. Darstellung der Meßwerte aus Abb. III.13 im
halblogarithmischen Raster.

Einfluß der Dosisleistung bei Ganzkörperbestrahlung

Eine geringere Dosisleistung führt durch Zeitfaktoreffekt zu einer Ver-
ringerung der Strahlenwirkung. Dieser Vorgang sollte sich in den Meß-
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werten niederschlagen. Eine geringere Dosisleistung spielt beim radio-
aktiven Fallout und bei inkorporierten radioaktiven Stoffen eine Rolle.

In Abb. III.15 ist der zeitliche Verlauf der Granulozyten, der CL und der
normierten CL nach einer Ganzkörperbestrahlung von Mäusen mit

Abb. 111.15 Zeitabhängigkeit der Vollblut-Chemilumineszenz (CL), der Granulozyten-
zahl und der normierten CL (CL/1000 Granulozyten) nach einer Ganzkörperbestrahlung
von männlichen Mäusen mit einer Dosis von 2 Gy bei einer Dosisleistung von 0,02 Gy/min.
Die Werte sind gemittelt aus je 9 Tieren und relativ auf eine jeweils unbestrahlte Kontroll-
gruppe (= 100 %) bezogen. Für die einzelnen Punkte sind die Standardfehler des Mittel-
werts (S. E. M.) eingetragen.

2 Gy bei der geringen Dosisleistung von 0,02 Gy/min dargestellt. Deut-
lich ist der fast parallele Verlauf der CL-Werte mit den Granulozyten-
Werten zu erkennen. Das heißt, die Verminderung der Granulozyten-
zahlen wirkt sich in gleicher Weise auf die CL-Ausbeute aus. Ein Ver-
gleich mit Abb. III.11b zeigt den gewaltigen Unterschied im Verhalten
der beobachteten Parameter bei hoher und bei niedriger Dosisleistung.
Für einen besseren Vergleich sind in Abb. III. 16 die Ergebnisse für die
beiden Dosisleistungen einander gegenübergestellt. Die Tiere erhielten
jeweils eine Ganzkörperbestrahlung mit 2 Gray. Bei der höheren Dosis-
leistung (0,6 Gy/min) machen sich bei den Granulozyten am 1. und
2. Tag nach der Bestrahlung überschießende Reaktionen bemerkbar,
die bei Einwirkung einer gleichen Dosis von 2 Gray mit geringerer
Dosisleistung (0,02 Gy/min) noch nicht auftreten. Deshalb sind hier die
Granulozytenwerte geringer als bei der höheren Dosisleistung. Auffal-
lend ist jedoch, daß die Werte der normierten CL im Falle der geringe-
ren Dosisleistung größer sind als bei der höheren Dosisleistung. Dieses
Verhalten deutet darauf hin, daß eine der Funktionen der Granulozy-
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Abb. 111.16 Vergleich der Werte der Granulozyten und der Chemilumineszenz (CL) nach
Ganzkörperbestrahlung von Mäusen mit 2 Gray bei unterschiedlicher Dosisleistung. Die
Säulen für die Kontrollen sind für die angegebenen Blutwerte willkürlich gleich hoch
gesetzt. Die Markierungen auf den Säulen geben die Standardfehler des Mittelwerts
(S. E. M.) an.
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ten, nämlich die Produktion von Sauerstoffmetaboliten während der
Phagozytose, bei geringerer Dosisleistung weniger gestört ist.

Die besondere Situation des Tages 4 nach der Bestrahlung zeigt sich
auch hier. Während die Granulozytenzahlen für beide Dosisleistungen
weitgehend gleich sind, macht sich die geringere Dosisleistung in einer
höheren CL bemerkbar. Das gleiche Verhalten konnte auch bei einer
Dosis von 4 Gray beobachtet werden (in Abb. III.16 nicht eingezeich-
net). Während die Granulozytenzahlen für beide Dosisleistungen völlig
gleich waren, ergaben sich für die CL jeweils bezogen auf eine unbe-
strahlte Kontrolle (100 %) die Werte 22,5 ± 4,4 % bei 0,02 Gy/min und
8,0 ± 0,9 % bei 0,6 Gy/min. Am 4. Tag nach der Bestrahlung kommt
demnach der Zeitfaktoreffekt in dem Parameter der Chemilumineszenz
zum Ausdruck.

In Abb. III.17 ist die Dosisabhängigkeit am 4. Tag nach der Bestrahlung
für die Granulozyten-Werte, die CL-Ausbeute und die normierte CL
dargestellt. Ein Versuch mit einer Dosis von 8 Gy wurde wegen der lan-
gen Bestrahlungszeit von fast 7 Stunden und der damit verbundenen

Abb. 111.17 Dosisabhängigkeit der Vollblut-Chemilumineszenz (CL), der Granulozyten-
zahl und der normierten CL (CL/1000 Granulozyten) 4 Tage nach einer Ganzkörperbe-
strahlung von männlichen Mäusen bei einer Dosisleistung von 0,02 Gy/min. Die Werte
sind gemittelt aus je 9 Tieren und relativ auf eine jeweils unbestrahlte Kontrolle (= 100 %)
bezogen. Die Balken geben die Standardfehler des Mittelwerts (S. E. M.) an.
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zeitlichen Verschiebung der Blutentnahme, die wiederum zu tageszeit-
lichen Schwankungen in den Blutwerten führt, nicht durchgeführt. Bei
einer Dosis von 1 Gray fehlt die verstärkte Chemilumineszenz, die mit
Hilfe der normierten CL bei höherer Dosisleistung beobachtet werden
konnte (Abb. III.13). Wie aus der Darstellung der Abb. III.17 ersichtlich
ist, ergibt sich am 4. Tag nach der Bestrahlung ein praktisch identischer
dosisabhängiger Verlauf für die Granulozytenzahlen und die CL-Werte.
Beide Parameter folgen einem exponentiellen Verlauf. In Abb. III.18 ist

Dosis (Gy)
Abb. III.18 Dosisabhängigkeit der Chemilumineszenz im verdünnten Vollblut von Mäu-
sen 4 Tage nach Ganzkörperbestrahlung bei einer Dosisleistung von 0,02 Gy/min. Darstel-
lung der Werte aus Abb. III.17 im halblogarithmischen Raster.

der dosisabhängige Verlauf für die CL im halblogarithmischen Raster
aufgetragen. Vergleicht man die Steigung (- 0,377) dieser Dosisabhän-
gigkeit mit der Steigung (- 0,504) aus Abb. III. 14 für die höhere Dosis-
leistung, so ergibt sich als Zeitfaktor der Wert von 1,34. Dieses Dosisver-
hältnis läßt sich mit dem für die LD 50:30d bei Mäusen errechneten
Zeitfaktor von 1,27 vergleichen, wenn man für die Dosisleistungen
0,6 Gy/min und 0,02 Gy/min Daten verwendet, die Casarett (1968)
angegeben hat.
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Teilkörperbestrahlung

Eine wichtige Frage bei einer Biologischen Dosimetrie ist das Verhalten
der Meßwerte des betreff enden Verfahrens bei einer Teilkörperbestrah-
lung. Es wurden deshalb in die Untersuchungen Versuche einbezogen,
bei denen nur etwa eine Körperhälfte der Mäuse bestrahlt wurde. Die
untere Hälfte der Körper war mit Blei abgedeckt (Abb. III.4). Mit dieser
Anordnung wurden etwa 50 % des Knochenmarks bestrahlt (s.S. 145).

In den Abbildungen III.19(a) und (b) sind die Meßwerte bezogen auf
unbestrahlte Kontrollen in Abhängigkeit von der Dosis für den 2. und

Dosis (Gy)
Abb. 111.19 Dosisabhängigkeit der Vollblut-Chemilumineszenz (CL), der Granulozyten-
zahl und der normierten CL (CL/1000 Granulozyten) 2 (a) und 4 Tage (b) nach einer Teil-
körperbestrahlung von männlichen Mäusen bei einer Dosisleistung von 0,6 Gy/min. Die
Werte sind gemittelt aus je 9 Tieren und relativ auf eine jeweils unbestrahlte Kontrolle
(= 100 %) bezogen. Die Balken geben die Standardfehler des Mittelwerts (S. E.M.) an.
(s. auch Seite 169)
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4. Tag nach der Bestrahlung dargestellt. Bei Strahlendosen von 1 und
2 Gy ist eine leicht erhöhte normierte CL (abgesehen vom 4. Tag nach
Bestrahlung mit 2 Gy) zu beobachten. Dieses Ergebnis ist nach den
Befunden mit 1 Gy Ganzkörperbestrahlung nicht ganz unerwartet
(Abb. III.11a). Andererseits ist zu erkennen, daß für die Höhe dieses
Effekt nicht die Volumendosis ausschlaggebend ist, sonst müßten mit 2
Gy Teilkörperbestrahlung ähnliche Ergebnisse beobachtet werden, wie
mit 1 Gy Ganzkörperbestrahlung. Entsprechende Überlegungen gelten
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für 8 Gy Teilkörperbestrahlung. Bei 4 Gy Ganzkörperbestrahlung
(Abb. III.11c) findet man keine Erhöhung der normierten CL. Dagegen
ist bei einer Ganzkörperbestrahlung mit 8 Gy die gesteigerte Ausbeute
der Chemilumineszenz pro Granulozyt zu beobachten (Abb. III.11d).
Demnach korreliert in diesem Dosisbereich die normierte CL eher mit
der Höhe der Dosis als mit der Höhe der Volumendosis. Gleiche Be-
trachtungen gelten für die gemessene Granulozytenzahl und die CL.
Interessant ist, daß im untersuchten Dosisbereich die CL unterhalb der
Kontrollwerte bleibt, was für die Granulozytenzahlen nicht zutrifft.

Zum besseren Vergleich sind in Abb. III.20 die Ergebnisse für den 4. Tag
nach der Ganzkörper- und Teilkörper-Bestrahlung mit Dosen von 2, 4
und 8 Gray dargestellt. Wie man sieht, spiegelt sich sowohl in den Gra-
nulozytenzahlen, als auch in den CL-Ausbeuten die geringere Strahlen-
belastung der Teilkörperbestrahlung gut wider. Errechnet man aus den
relativen CL-Werte am 4. Tag nach der Teilkörperbestrahlung für die
Dosen 1, 2 und 4 Gy eine exponentielle Funktion mit dem Anfangswert
100 für die Dosis Null und vergleicht die erhaltene Steigung von – 0,226
mit der aus Abb. 14 für die Ganzkörperbestrahlung (- 0,504), so erhält
man ein Verhältnis von 1:2,2. Die Umkehrung dieses Verhältnisses gibt
an, um welchen Faktor (hier 2,2) die Dosis bei der Teilkörperbestrah-
lung erhöht werden muß, um zu einem gleichen CL-Wert zu kommen,
wie bei der Ganzkörperbestrahlung. Mit anderen Worten: Die CL-
Werte stellen für den Dosisbereich zwischen 0 und 4 Gy die Situation der
Bestrahlung von 50 % Knochenmark gut dar. Gleichzeitig muß darauf
hingewiesen werden, daß diese Aussage für eine Teilkörperdosis von
8 Gy nicht mehr zutrifft.

Einfluß einer Cystamin-Gabe

Cystamin, ein Disulfid des Mercaptoethylamins, gehört zu den experi-
mentell am gebräuchlichsten Strahlenschutzsubstanzen. Cystamin wird
bei den hier beschriebenen Versuchen stellvertretend für eine Reihe
schwefelhaltiger Strahlenschutzsubstanzen verwendet. Bei der Unter-
suchung des Einflusses von Cystamin auf die CL-Ausbeute geht es um
zwei Fragestellungen. Zum einen ist zu prüfen, in welcher Weise diese
Substanz die Blutwerte auch ohne Bestrahlung beeinflußt. Solche Ab-
weichungen können die Abschätzung der Dosis mit Hilfe des Chemi-
lumineszenz-Verfahrens verfälschen. Zum anderen kann bei bestrahl-
ten Tieren untersucht werden, ob ein Teilbereich des Hämopoese-
Systems durch Cystamin bei einer Strahleneinwirkung geschützt wer-
den kann.

In Tabelle III.7 sind die Ergebnisse einer Behandlung von Mäusen mit
Cystamin auf Blutwerte und die Chemilumineszenz-Ausbeute zusam-
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Abb. III.20 Vergleich der Werte der Granulozyten und der Chemilumineszenz (CL)
4 Tage nach Ganzkörper (GK)- oder Teilkörper (TK)-Bestrahlung von Mäusen. Die
Markierungen auf den Säulen geben die Standardfehler des Mittelwerts (S. E. M.) an.
K = unbestrahlte Kontrollen.
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mengestellt. Ein Vergleich mit den Kontrollgruppen zeigt, daß in den
meisten Fällen die Werte geringer sind als bei den mit physiologischer
NaCl-Lösung behandelten Tieren. Die Abweichungen sind jedoch stati-
stisch nicht signifikant. Die seinerzeit – allerdings bei einem anderen
Mäusestamm – beobachtete Erhöhung der Leukozytenzahl um 30 %
und der CL um sogar 115 % 48 Stunden nach Cystamin-Gabe (Hove-
stadt et al., 1983) konnte bei den hier durchgeführten Versuchen nicht
bestätigt werden. Andererseits berichten Smith et al. (1965), daß 24 und
48 Stunden nach Gabe von Mercaptoethylamin (Cysteamin) die Granu-
lozyten-Werte bei Mäusen um 25 % erniedrigt waren. Interessant ist,
daß sich die Cystamin-Behandlung praktisch nicht auf die normierte

Tabelle III.7. Relative Werte der Leukozyten, Granulozyten, Chemilumineszenz-Aus-
beute (CL) und normierten CL (= CL/1000 Granulozyten) von unbestrahlten männlichen
Mäusen 2 und 4 Tage nach i. p.-Injektion von 150 mg Cystamin pro kg Körpergewicht. Die
Kontrollgruppen erhielten eine entsprechende Flüssigkeitsmenge an physiologischer
NaCl-Lösung. Die Mittelwerte aus der Tieranzahl η der Kontrollgruppen sind willkürlich
gleich 100 gesetzt. Die Mittelwerte der cystaminbehandelten Tiere sind auf die Kontroll-
gruppen bezogen. Den relativen Mittelwerten sind die relativen S. E. M.-Werte
(S. E. M. = SD/n05) zugeordnet.

CL auswirkt. Insgesamt ist der Einfluß der Cystamin-Behandlung auf
die Blutwerte der unbestrahlten Tiere unseres Mäusestamms nur gering.
Andererseits vermindert Cystamin, das man dem Blut in vitro beifügt,
die CL-Ausbeute. Die CL-Werte betrugen 16170 ± 1146 Impulse ohne
Cystamin und 3 900 ± 1466 Impulse, wenn man dem in Abb. III.2 darge-
stellten Ansatz 0,1 mg Cystamin zusetzte. Bei den genannten Ausbeuten
handelt es sich um Mittelwerte von drei Blutproben mit Standardabwei-
chungen, wobei immer gleiche Blutproben mit und ohne Cystamin-
Zusatz verglichen wurden. Da die Photonen von Luminol eine Wellen-
länge von ca. 460 nm besitzen und Cystamin erst unterhalb von 300 nm
einen Absorptionsanstieg zeigt, dürfte die verminderte CL-Ausbeute
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auf konkurrierende Reaktionen des Cystamins mit den Sauerstoff-
metaboliten der zur Phagozytose-Aktivität stimulierten Granulozyten
zurückzuführen sein.

In den Abbildungen III.21 sind die gemessenen Blutparameter für Tiere
mit und ohne Cystamin-Behandlung nach Ganzkörperbestrahlung mit
2 (Abb. III.21a) und 4 Gray (Abb. III.21b) einander gegenübergestellt.
Beim Vergleich des Einflusses von Cystamin auf die Granulozytenzahl
ist zu beachten, daß es bei ungeschützten Tieren nach einer Strahlenein-
wirkung zu überschießenden Reaktionen kommt (s. auch Abbildun-
gen III.11), die bei geschützten Tieren nicht zu beobachten sind. Das
Cystamin wirkt sich eher regulierend auf die Granulopoese aus, wobei
die Granulozytopenie 4 Tage nach der Bestrahlung mit 4 Gy nicht ver-
hindert werden kann (Abb. III.21b). Dieses Verhalten entspricht auch
den Beobachtungen anderer Autoren, wonach Mercaptoethylamin
(Cysteamin) eher die Regeneration der Leukozyten beschleunigt (Bacq
et al., 1953).

Eine Umkehrung des Ergebnisses der Granulozytenuntersuchung
erhält man bei der CL. Hier wirkt sich die Gabe des Cystamins verstär-
kend auf die CL aus. Noch drastischer ist das Ergebnis der Cystamin-
Gabe bei der normierten CL. Bei diesem Parameter liegt der Wert
4 Tage nach Bestrahlung mit 4 Gy sogar über der Kontrolle. Die CL und
die normierte CL geben im Gegensatz zu den Granulozyten selbst eine
„richtige“ Aussage über den Schutzeffekt des Cystamins.

Diskussion und Schlußfolgerung

Tierexperimentelle Untersuchungen haben gezeigt, daß es möglich ist,
eine Chemilumineszenz (CL) im verdünnten Vollblut durch Stimulation
der Granulozyten zu messen. Es bedarf also keiner aufwendigen Präpa-
ration des Bluts. Die verwendete Blutmenge von 50 μl läßt sich auch
noch weiter verringern.

Nach Ganzkörperbestrahlung im Dosisbereich von 1 bis 8 Gray ergeben
sich in Abhängigkeit von der Zeit nach der Bestrahlung oszillierende
Werte für die Granulozytenzahlen mit zum Teil überschießenden Reak-
tionen. Die CL-Werte zeigen ebenfalls Oszillationen, die teilweise mit
den Granulozytenwerten korrelieren, in einigen Fällen jedoch auch
konträr verlaufen. Es wurde beobachtet, daß im Beobachtungszeitraum
zwischen 1 Tag und 16 Tagen nach der Bestrahlung die CL-Werte immer
unterhalb der Kontrollwerte für nichtbetrahlte Tiere bleiben. Dieser
Befund ist von großer Bedeutung für die Verwendung der CL als Dosis-
indikator.
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Abb. III.21 Einfluß von Cystamin auf die Werte der Granulozyten und der Chemilumi-
neszenz (CL) nach Ganzkörperbestrahlung von Mäusen mit 2 Gray (a) und 4 Gray (b) bei
einer Dosisleistung von 0,6 Gy/min. Die Säulen für die Kontrollen sind für die angege-
benen Blutwerte willkürlich gleich hoch gesetzt. Die Markierungen auf den Säulen geben
die Standardfehler des Mittelwerts (S. E. M.) an.
(s. auch Seite 175)
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Vier Tage nach der Bestrahlung werden die geringsten Werte für die Gra-
nulozytenzahl und für die CL beobachtet. Für diesen Zeitpunkt erhält
man eine im wesentlichen exponentielle Abnahme der CL mit der
Dosis, so daß man zwischen kleinen und hohen Dosen bei einer Ganz-
körperbestrahlung unterscheiden kann.

Dosismodifizierende Faktoren, wie Teilkörperbestrahlung, Dosislei-
stung und Strahlenschutzstoffe, schlagen sich ebenfalls in den CL-Wer-
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ten nieder, nicht dagegen in den Granulozytenzahlen. Dabei hat sich
gezeigt, daß die CL bei der Teilkörperbestrahlung bis zu einer Dosis von
4 Gy in einem richtigen Verhältnis zum Anteil am bestrahlten Knochen-
mark steht. Die Abschätzung des Zeitfaktors aus der Cl bei verminder-
ter Dosisleistung ergab ähnliche Werte, wie sie von anderen Autoren für
die LD 50, bezogen auf das hämopoetische Strahlensyndrom, bei Mäu-
sen gefunden wurden. Auch der Schutzeffekt, der durch Cystamin bei
bestrahlten Mäusen zu erreichen ist, wurde durch höhere CL-Werte
gegenüber den Werten bei ungeschützten Tieren richtig wiedergegeben.

Es stellt sich die Frage, inwieweit die hier ermittelten tierexperimentel-
len Ergebnisse auf den Menschen übertragen werden können. Grund-
sätzlich kann die CL auch im Vollblut des Menschen gemessen werden
(KATO et al., 1981). Die Lichtausbeute ist bei gleicher Blutmenge und
bei Stimulierung mit Zymosan sogar mindestens doppelt so groß wie im
Mäuseblut (Ladner und Mönig, 1984). Untersuchungen am Blut gesun-
der Erwachsener haben gezeigt, daß zwischen dem Maximum der
CL-Intensität und der Granulozytenzahl eine proportionale Abhängig-
keit besteht (Lindena et al., 1987). In der zitierten Arbeit von Lindena
et al. sind weitere Faktoren, die Einfluß auf die CL haben, untersucht
worden. Die Chemilumineszenz-Methode wird im klinischen Bereich
eingesetzt, z.B. bei Krankheiten des Blutes und des Immunsystems
(DeChatelet und Shirley, 1981; Fischer et al., 1982; Candido et al., 1983;
Skacel und Chanarin, 1983), bei Infektionskrankheiten (Suematsu et
al., 1987; Miyamata et al., 1988), bei Hautkrankheiten (Schöpf und
Kapp, 1987), bei Verbrennungskrankheiten (Allen und Pruitt, 1982),
bei chirurgischen Eingriffen (Schackert et al., 1984; Heberer et al.,
1985), bei Transplantationen (Rush et al., 1986; Toivanen et al., 1987),
bei Tumorpatienten (Braun et al., 1981; Braun et al., 1982; Cameron
1983; Müller et al., 1987) und bei der Duchenne Muskeldystrophie
(Pernice et al., 1981). Unter diesem Aspekt ist die CL-Bestimmung
nicht mehr als Außenseiter-Methode anzusehen. Betrachtet man die
Durchführung der CL-Messung von der apparativen Seite, so ist festzu-
stellen, daß heute routinemäßig Biolumineszenz-Messungen im Be-
reich der klinischen Mikrobiologie (z.B. Bakteriurie-Test) eingesetzt
werden (Harber, 1984). Dabei handelt es sich in den meisten Fällen um
die Bestimmung des Adenosintriphosphats (ATP), die nach der Leucht-
käfer-Reaktion (firefly) erfolgt. Die Lichterzeugung wird bei dieser
Reaktion mit Geräten für einen ATP-Assay gemessen. Es ist also mög-
lich, an Kliniken CL-Messungen am Blut von Patienten durchzuführen.
Es wird daher empfohlen, zusätzlich zu den hämatologischen Untersu-
chungen CL-Bestimmungen am verdünnten Vollblut durchzuführen.
Das Ergebnis kann als weiterer Indikator für die Strahlenschädigung
des Knochenmarks herangezogen werden.
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Zusammenfassung

In tierexperimetellen Untersuchungen an Mäusen wurde der Einfluß
von Röntgenbestrahlungen auf die Chemilumineszenz-Ausbeute (CL)
von Granulozyten des peripheren Bluts gemessen. Die Messungen
erfolgten im verdünnten Vollblut mit Luminol als chemiluminogener
Substanz. Die Granulozyten wurden durch Zymosan aktiviert. Fol-
gende Abhängigkeiten wurden untersucht: Dosis von 1 bis 8 Gy 12 Stun-
den bis 32 Tage nach Ganzkörperbestrahlung und Dosis von 1 bis 8 Gy
zwei und vier Tage nach Teilkörperbestrahlung und Dosis von 1 bis 4 Gy
einen Tag bis vier Tage nach Ganzkörperbestrahlung mit verminderter
Dosisleistung (0,02 Gy/min anstelle von 0,6 Gy/min). Von einzelnen
Werten abgesehen, sind die CL-Ausbeuten dosisabhängig gegenüber
unbestrahlten Kontrollen erniedrigt. Bei unbestrahlten Tieren besteht
eine enge Korrelation zwischen Granulozytenzahl und CL. Diese Kor-
relation vermindert sich nach Ganzkörperbestrahlung. Am 4. Tag nach
einer Ganzkörperbestrahlung besteht eine exponentielle Dosisabhän-
gigkeit der CL für beide verwendeten Dosisleistungen, wobei der Zeit-
faktor zwischen den Dosisleitungen 0,02 und 0,6 Gy/min 1,34 beträgt.
Dieser Wert entspricht in etwa dem aus Literaturangaben errechneten
Zeitfaktor von 1,27 für die LD 50/3Od. Die CL-Werte sind am 4. Tag
nach einer Teilkörperbestrahlung mit 1, 2 und 4 Gy, bei der etwa 50 %
des Knochenmarks bestrahlt wurden, gegenüber einer Ganzkörperbe-
strahlung nur um die Hälfte erniedrigt. Ferner wurde geprüft, wie sich
die Schutzsubstanz Cystamin auf die CL auswirkt. Cystamin führt bei
bestrahlten Tieren zu höheren CL-Werten als bei ungeschützten Tieren.
Die Untersuchungen haben gezeigt, daß die CL-Methode die Bestrah-
lungsbedingungen am vierten Tag nach der Bestrahlung gut wider-
spiegelt.
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IV Zellmembranänderungen als biologische
Dosisindikatoren
Strahleninduzierte Membranänderung im
subletalen Dosisbereich
Immunbindungsreaktionen an Lymphozyten
Paul Bidon, Gerhard DoII, Burghard Fehre,
Ernst Ludwig Sattler, Georg Seibold, Bruno Vogt

Einleitung

Die biologische Strahlendosiserkennung läßt sich vereinfachend in zwei
Gebiete unterteilen. Einmal geht es darum, mit Hilfe biologischer
Objekte gewissermaßen eine Ortsdosis zu bestimmen. Dies wurde
schon von GLOCKER et al. (1949) an Hand der Verwendung von Dro-
sophilaeiern demonstriert. Zweitens wird versucht, am selben biologi-
schen Objekt möglichst frühzeitig Strahlenreaktionen zu erkennen, die
als Indikator oder Maß für einen letztlichen, späteren Schädigungsgrad
gelten können (FLIEDNER u. STODTMEISTER, 1962; BOND et al.,
1965). Die Hauterythemdosis war wohl der klassische Vorläufer für die
biologische Strahlendosimetrie mit der Beobachtung von Strahlenreak-
tionen am betroffenen Objekt.

Die Bestimmung der Chromosomenaberrationen in Leukozyten ist
auch ein sehr empfindliches Verfahren (< 0,01 Gy sind feststellbar), das
in letzter Zeit zufriedenstellend vervollkommnet worden ist. Auch die
weiteren, in diesem Band dargestellten Verfahren versprechen die Mög-
lichkeit der praktischen Verwendung.

In der hier vorliegenden Untersuchung wurde ein besonderes Problem
angegangen, das sich aus der Fragestellung ergibt, ob bereits bestrahlte
Personen einer zweiten Bestrahlung ausgesetzt werden können, ohne
damit in einen letalen Dosisbereich zu kommen. Dies erfordert eine
möglichst prompte Erfassung der Erstbestrahlung. Im Gegensatz zur
Bestimmung der Chromosomenaberrationen, die eines längeren Zeitin-
tervalls (Tage) bedarf, sollte geprüft werden, wie die an Lymphozyten,
die aus Lymphknoten von Mäusen isoliert worden waren, festgestellte
dosisabhängige Reduktion der Bindung der gegen deren membranstän-
dige Immunglobuline gerichteten Antikörper (OJEDA et al., 1979) auf
humane Lymphozyten übertragen werden kann. Diese frühe Reaktion,
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die im Zeitraum von etwa 1 bis 6 Stunden keine Veränderung mehr
erfährt, versprach mit fortschreitender Entwicklung der technischen
Mittel eine sehr rechtzeitige biologische Dosiserkennung. Das Endziel
sollte schrittweise erreicht werden. Zunächst mußten die Ergebnisse
von OJEDA verifiziert werden, um dann auf Vollblut und darüber hin-
aus auf in vivo Bestrahlung übertragen werden zu können. Dann mußte
am Menschen bzw. an anderen Tieren als Mäusen, die eine für diese
Untersuchungen notwendige, geeignete mehrfache Blutentnahme
gestatteten, gezeigt werden, daß die Antikörperbindung auch bei diesen
Spezies strahlenabhängig verringert wird.

Material und Methoden

FITC-markiertes (Fluoreszeinisothiocyanat) Anti-IgG (Fab) oder Anti-
IgM (Fab) wurde zur Membranbindungsreaktion eingesetzt. Im Fall der
Untersuchungen mit Humanblut kam teilweise eine Doppelantikörper-
methode zum Einsatz. Die Fluoreszenzmarkierung der Kaninchenlym-
phozyten geschah zum Teil mit Biotin-Streptavidin-Verstärkung. Die
Inkubation mit dem Antikörper dauerte 15 Minuten bei 37° C. Anschlie-
ßend wurden die Zellen der Maus in HBSS + BSA (Hanks balanced salt
Solution und Rinderserumalbumin) oder die Zellen vom Menschen und
Kaninchen PBS + BSA (Phosphatpufferlösung und Zusatz von Rinder-
serumalbumin) gewaschen und bis zur Beobachtung im Dunkeln ent-
weder in Eiswasser (Mauszellen) oder bei Raumtemperatur (Human-
und Kaninchenlymphozyten) aufbewahrt.

Die Fluoreszenzbeobachtung erfolgte mit einem Zeiß-Fluoreszenz-
mikroskop (Standardmodell), ausgerüstet mit einer HBO 200 W oder
später XBO 100 W-Lampe. Als Erregerlichtfilter wurde ein BG 12
(Schott/Mainz) und als Sperrfilter OG 50 (Schott/Mainz) bei den Ver-
suchen mit Mauslymphozyten verwendet. Für die Untersuchungen an
Kaninchen- und Humanzellen wurde folgende Filterkombination einge-
setzt: Erregerfilter BP 450-490, Sperrfilter LP 510. Die Beobachtung
erfolgte mit Auflichtfluoreszenz unter Verwendung des Teilerspiegels
FT 510. Es wurde ein Fluoritobjektiv Neofluar 40/0,75 (Ph2)-Objektiv
bei einer Okularvergrößerung von 8 x benutzt nach Angaben von
GERLACH (1985). Folgende Kriterien wurden als positive Zellmarkie-
rung angesehen (SEILER et al., 1972; SEDLACEK, 1978):

1. Spots = wenige punktförmig fluoreszierende Stellen.

2. Patches = Zellen mit größeren fluoreszierenden Arealen.

3. Rings = Zellen, bei denen spots oder patches konfluieren und
den Eindruck eines geschlossenen Ringes bewirken.
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4. Caps = meist halbmondförmig an einem Zellpol aggregierte
Fluoreszenz, deutlich abgesetzt von der restlichen unmarkier-
ten Zelle.

Vitalitätskontrollen erfolgten über den Trypanblau-Ausschlußtest
(Holmberg, 1961). Vergleichsweise wurde der Fluoreszenzfarbstoff
„Hoechst“ 33 258 zur Vitalitätskontrolle getestet. Er brachte mit Trypan-
blau vergleichbare Ergebnisse (BIDON, 1982).

Die Auswertung erfolgte durch Zählung der Lymphozyten im Durch-
licht und entsprechende Bestimmung durch Auflichtfluoreszenz im sel-
ben Bildfeld. Es wurden 200 bis 300 Zellen in fünf bis mehr als zehn
Bildfeldern erfaßt (200 Mauslymphozyten in 5-10 Bildfeldern; 250-300
Human- bzw. Kaninchenlymphozyten in mehr als 10 Bildfeldern).

Die Zellaufbereitung geschah unterschiedlich, je nachdem ob Lympho-
zyten aus Lymphknoten oder Blut untersucht wurden. Im ersten Fall
wurden die ca. 8-12 Wochen alten Tiere durch Genickbruch getötet und
die Lymphknoten cervicalis superficialis, axillaris, brachialis sowie
inguinalis entnommen. Um eine ausreichend hohe Zelldichte zu erhal-
ten, wurde aus den Lymphknoten von vier Tieren je Versuch eine
gemeinsame Zellsuspension hergestellt. Pro Versuch wurden je zwei
männliche und zwei weibliche Tiere gleichen Alters verwendet. Die
Lymphknoten wurden über ein feines Metallnetz in HBSS (Hanks bal-
anced salt Solution), pH 7,4, vorsichtig zerrieben. Die entstandene
Suspension wurde mit einer Pasteurpipette gemischt, dreimal über
Kunststoffgewebe unterschiedlicher Maschenweite (100-140 μm,
15-20 und 10-15 μm) gefiltert und anschließend fünf Minuten bei 330 g
in 5 ml HBSS gewaschen. Das Zellsediment wurde aufgeschüttelt und
zunächst in 2 ml HBSS resuspendiert. Die Zelldichte wurde dann auf
2 x 107 Zellen/ml eingestellt. Bis zur Bestrahlung wurden die Zellen in
Eiswasser aufbewahrt.

Die Gewinnung der Lymphozyten aus Vollblut von Mäusen erfolgte
durch Dichtegradienten-Zentrifugation mittels der Ficoll-Paque-
Methode folgendermaßen:

1. Entnahmen von 1,5 ml Herzblut in heparinisierter (5 IU/ml)
Spritze.

2. Verdünnen des Blutes 1:1 mit HBSS + BSA (1 %).

3. Vorsichtiges Überschichten einer Ficoll-Paque-Schicht (Ficoll
400 + Na-Diatrizoat, Dichte 1,077 +- 0,001 g/ml) mit dem
verdünnten Blut.

4. Zentrifugieren mit 330 g, 20 Minuten, 18-20° C.

5. Abpipettieren des Lymphozytenrings.
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6. Waschen der Lymphozyten in 5 ml HBSS + BSA und Zentrifu-
gieren mit 330 g für 5 Minuten.

7. Zur Beseitigung einer unvermeidlichen Kontamination mit
Erythrozyten erfolgt eine kurze Hämolyse (5 Min. bei 37° C in
10 mM Tris-Puffer pH 7,4).

8. Zentrifugation und Resuspension in 2 ml HBSS + BSA.

9. Nach einem weiteren Waschgang einstellen einer Zelldichte
von 2 x 107 Zellen/ml.

10. Aufbewahrung in Eiswasser zur Bestrahlung.

Die Aufbereitung mononukleärer Zellen aus Humanblut geschah je
nach Versuchsansatz vor oder nach der Bestrahlung:

1. Das Blut wird zunächst mit PBS/BSA (Dulbecco's PBS, Ca-Mg-
frei, Gibco; BSA, Standard Avidity, essentially fatty acid free,
30 % isotonic Solution, Serva) verdünnt und ein pH von 7,25 ein-
gestellt.

2. 5 ml Blut-Puffergemisch werden über 4 ml Ficoll-Paque (Dichte
1,077 g/ml) überschichtet und 20 Minuten bei 270 g und 17-20° C
zentrifugiert.

3. Die Interphaseschicht, bestehend aus mononukleären Zellen
und einer geringen Verunreinigung mit Erythrozyten, wird mit
einer Pasteurpipette entnommen und nachfolgend zweimal mit
PBS/BSA gewaschen (1. Waschung: 8 min, 270 g; 2. Waschung:
10 min, 110 g; jeweils Raumtemperatur). Hämolyse zwecks
Beseitigung der restlichen Erythrozyten erwies sich bei Human-
blut als überflüssig. Vorversuche zur magnetischen Abtrennung
der Monozyten mit Eisenpartikeln führten zu erheblichen Zell-
verlusten und unterblieben dementsprechend gemäß einer
Empfehlung der WHO/IACR 1974 (SCHUIT et al., 1986).

Die Isolation von Lymphozyten aus Kaninchenblut war gegenüber der
aus Humanblut leicht verändert. Als Trennmedium wurde Lymphopa-
que verwandt (Dr. Molter GmbH; spez. Dichte 1,086 g/ml). Die starke
Verunreinigung durch Erythrozyten wurde mittels Hämolyse mit Tris-
gepuffertem Ammoniumchlorid beseitigt (PERMS et al., 1970). Dazu
wurden die pelletierten Zellen in Tris-NH4Cl, pH 7,2 resuspendiert und
2-3 Minuten stehen gelassen. Danach wurden die Zellen mit PBS gewa-
schen und, falls nötig, noch einmal derselben Prozedur unterzogen.

Für die Studien mit Mäuseblut wurden Tiere des Stammes HAN:NMRI
(Zentralinstitut für Tierzucht, Hannover) verwendet. Das Kaninchen-
blut stammte von Tieren unterschiedlicher Provenienz.
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Bestrahlt wurde im Ringschieber oder in der Klimakammer an einer
60Co-Quelle mit einer Dosisleistung von 0,2-0,4 Gy/Min. bei Raumtem-
peratur. Ausnahmsweise wurde auch mit 40 MeV-Elektronen eines
Linearbeschleunigers gearbeitet, um die hohe Dosisleistung der Einzel-
impulse anzuwenden.

Ergebnisse

Im Prinzip konnten die von OJEDA et al. gefundenen Ergebnisse eben-
falls erzielt und damit bestätigt werden. Der zeitliche Verlauf der
Immunbindungsreaktion ist völlig indentisch mit einem Minimum der
Bindungsfähigkeit zehn Minuten nach Bestrahlung, einer gewissen
Erholung innerhalb weiterer 20 Minuten und einem dann längere Zeit
unveränderlich bleibenden Wert einer reduzierten Bindung. Lediglich
die von OJEDA et al. beschriebene hohe Strahlenempfindlichkeit
schon in einem Bereich von 0,1 Gy ist verschoben in den Bereich um
1 Gy. Dieser Bereich ist allerdings auch für die mit dieser Dosimetrie zu
erfassenden Dosen von größerem Interesse, wenn es notwendig wird,
einerseits unter der Letalitätsschwelle mit Sicherheit zu verbleiben,
andererseits aber auch deren Überschreiten durch einen zweiten Strah-
leninsult zu vermeiden, da Dosen unter 0,1 Gy für diese Fragestellung
unerheblich sein sollten. In den Abbildungen IV.1 und IV.2 sind diese
Ergebnisse vergleichend gegenübergestellt.

Abb. IV.1a u. b
a) zeitlicher Verlauf der
Anti-IgG-Bindung an
Mauslymphozyten aus
Lymphknoten nach 9,6
cGy;
P = Probe
K = Kontrolle
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Abb. IV.1a u. b
b) Dosiswirkungskurve
30 Minuten nach Be-
strahlung nach OJEDA
et al. 1979. (Maximum
der Wirkung = Mini-
mum der Bindung. P/K
= Probe/Kontrolle = %
fluoreszierender Zellen
der bestrahlten Probe
bezogen auf % fluores-
zierender Zellen der un-
bestrahlten Kontrolle;
fluoreszierende Zellen
= Zellen mit positiver
FITC-Anti-IgG-Bin-
dung).

Nach in vivo-Bestrahlung ist selbstverständlich ein 10-Minutenwert
nicht zu gewinnen, da die Isolation von Leukozyten aus Lymphknoten
länger dauert. Die Strahlenempfindlichkeit ist aber offensichtlich in
dem Zeitbereich > 60 Minuten nahezu identisch, so daß auch die Dosis-
wirkungskurve praktisch gleich verläuft, wie Abb. IV.3 zeigt.

Nach Isolation von Lymphozyten aus dem Blut von Mäusen wurde die-
selbe in vitro-Strahlenreaktion hinsichtlich Dosisempfindlichkeit und
zeitlichem Verlauf gefunden, wie sie die Zellen aus Lymphknoten zeig-
ten. Der gleiche Anteil von Oberflächenimmunglobulin auf Lymphozy-
ten aus Lymphknoten wie aus dem peripheren Blut gegenüber Milz- und
Knochenmarklymphozyten (RABELLINO et al. 1971) läßt auch auf
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Abb. IV.2 Zeitlicher
Verlauf der Anti-IgG-
Bindung an Lymphozy-
ten aus Mauslymphkno-
ten nach in vitro-Be-
strahlung; aufgetragen
ist der Mittelwert aus
jeweils fünf Versuchen
sowie der Maximal- und
der Minimalwert (P/K
s.Abb.IV.l).

Abb. IV.3 Vergleich
der Dosiswirkungskur-
ven 60 Minuten nach in
vitro- bzw. in vivo-Be-
strahlung von Lympho-
zyten der Maus. Präpa-
ration aus Lymphknoten
(1. Reaktionsplateau);
(P/Ks.Abb.IV.l).
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ein ähnliches Verhalten schließen. Abb. IV4 demonstriert den zeit-
lichen Verlauf nach Strahlendosen von 0,25 bis 1,50 Gy. Offensichtlich
ist auch hier – wie in den vorherigen Experimenten – ein „Konstanz-
bereich“ von etwa 60 bis 300 Minuten zu finden.

Abb. IV.4 Zeitlicher Verlauf der Anti-IgG- Bindung an aus Vollblut isolierten Lymphozy-
ten der Maus nach verschiedenen Strahlendosen in vitro (P/K s. Abb. IV.1).

Für in vivo-Bestrahlungen wurde nun die Reaktionskonstanz in diesem
Bereich ausgenutzt. Drei Stunden nach Bestrahlung wurden die Zellen
zur Immunbindungsreaktion angesetzt. Dazu mußte allerdings ca. eine
Stunde vorher das Blut den Tieren entnommen werden. Die gefundene
Dosis-Effekt-Kurve ist in Abb.IV.5 wiedergegeben. Im wesentlichen
wird die gleiche Strahlenempfindlichkeit gefunden wie nach extrakorpo-
raler Bestrahlung.

Die in vivo-Strahlenapplikation ermöglichte es nun auch, den Unter-
suchungszeitraum länger auszudehnen, ohne daß die extrakorporale
Haltung der Proben als zusätzlicher Einflußfaktor berücksichtigt wer-
den müßte. Abb. IV.6 macht deutlich, daß nach 6 Stunden ein 1. „Kon-
stanzbereich“ aufhört, die Immunbindungsreaktion wieder zunimmt
und abermals von etwa zehn Stunden bis 24 Stunden unverändert bleibt
(2. „Konstanzbereich“).

Ausgehend von der Tatsache der Existenz dieser Konstanzbereiche war
es von Interesse festzustellen, ob eine fraktionierte Bestrahlung ge-
ringere Wirkung zeigt als eine einmalige Dosis. Dazu wurden Lympho-
zyten aus Lymphknoten im Abstand von einer Stunde mit zwei gleich
großen Dosen bestrahlt und die Wirkung mit einmaliger Strahlung ver-
glichen. Abbildung IV.7 gibt das Resultat wieder. Die Dosisfraktionie-

188



Abb. IV.5 Dosis-Wirkungskurve für die Anti-IgG-Bindung an Mauslymphozyten 3 Stun-
den nach in vivo-Bestrahlung. Der Mittelwert der Bindung der unbestrahlten Kontrolle
betrug bei 46 Proben 25 % + – 2,74 (SD) (P/K s. Abb. IV.1).

Abb. IV.6 Vergleich des zeitlichen Verlaufs der Anti-IgG-Bindung an Lymphozyten nach
Bestrahlung in vitro oder in vivo mit 0,75 Gy (P/K s. Abb. IV.l).
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Abb. IV.7 Vergleich der Wirkung einer Dosisfraktionierung (2mal 50 cGy im Abstand
von einer Stunde) mit einmaliger Bestrahlung, Auswertung 60 min. nach Bestrahlungs-
ende (Lymphozyten aus Vollblut isoliert; (P/K s. Abb. IV.1).

rung führt offenbar nicht zu einer verminderten Wirkung. Dies bietet
die Möglichkeit einer individuellen Dosiserfassung, worauf in der Dis-
kussion noch einmal hingewiesen wird.

Mit einem Linearbeschleuniger werden die hier applizierten Dosen in
etwa 2 Mikrosekunden verabfolgt. Eine stärkere Wirkung wird deutlich,
wie Abb. IV.8 erkennen läßt.

Kaninchenlymphozyten wiesen keinen Strahleneffekt im Dosisbereich
0,1 bis 5 Gy hinsichtlich der hier untersuchten Immunbindungsreaktion
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auf. Dieser Befund wurde sowohl nach Bestrahlung in Suspension wie
auch im Vollblut erhoben. Die Abbildungen VI.9 und IV.10 bringen die
entsprechenden „Dosiseffektkurven“, die entweder 2 Stunden oder
4 bis 5 Stunden nach Bestrahlung erhalten wurden.

Erste Versuche an Humanlymphozyten hatten eine klare Verminderung
der Bindungsreaktion von Anti IgG gezeigt. In Tabelle IVl sind Werte
nach in vitro Bestrahlung mit 0,75 Gy zusammengestellt und zum Ver-
gleich Daten der entsprechenden Versuche mit Mauslymphozyten.
Diese Ergebnisse ließen sich jedoch nicht reproduzieren. Der zeitliche
Verlauf nach 1,0 Gy und Bestrahlung in Suspension ist in Abb. IVIl zu
sehen. Anders waren die Ergebnisse wenn, statt wie bisher Anti-IgG,
Anti-IgM verwendet wurde. Wie die Abbildung IV.12 erkennen läßt,
gibt es von 0,2 bis 1,0 Gy einen zunehmenden Strahleneffekt. Dieser hat
allerdings eine beträchtliche Schwankungsbreite und ist nach Bestrah-
lung in Vollblut nicht mehr nachzuweisen (Abb. IV.13).

Diskussion

Mit diesen Untersuchungen sollte die biologische Früherkennung einer
Strahlendosis in einem Bereich von ca. 0,25 bis 2 Gy überprüft werden,
um eine Entscheidung treffen zu können, wie gefährlich eine etwa not-
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Abb. IV.9 Dosiseffekt kurve von Kaninchenlymphozyten 2 Stunden nach Bestrahlung in
Suspension (anti-Kaninchen-sm-IgG-Bindung, Doppelmarkierungsverfahren: 1. Biotin-
F(ab)2-goat-anti-rabbit-IgG, 2. FITC-Streptavidin; (P/K s. Abb. IV.1).

wendig werdende zweite Strahlenexposition sein könnte. Aus diesem
Grund muß die Strahlendosisermittlung ziemlich unmittelbar nach dem
Strahleninsult erfolgen. Die meisten bisher in diesem Dosisbereich
bekannten Reaktionen sind entweder zu zeitaufwendig oder geben erst
zu einem späteren Zeitpunkt die gewünschte Auskunft. Mit dieser
Arbeit wurde an Untersuchungen von OJEDA et al. (1979) angeschlos-
sen, der mit Lymphozyten aus Lymphknoten der Maus experimentierte.
Wie bereits eingangs erwähnt, wurde von den Autoren die Antikörper-
bindung an die weißen Blutkörperchen getestet. Dies bedeutet die Un-
tersuchung eines zellwandständigen Parameters. Auch von KÖTELES
et al. (G. J. KÖTELES, et al. 1976;T. KUBASOVA et al 1981;T. KUBA-
SOVA et al. 1982; J. KÖTELES et al. 1983; Z. SOMOSY et al. 1986)
wurden mit verschiedenen Verfahren erfaßte Membranänderungen an
verschiedenen Blutzellen in dem hier interessierenden Dosis- und Zeit-
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bereich beobachtet. SATO et al. (1977) beschreiben die Beeinträchti-
gung der elektrophoretischen Mobilität von Erythrozyten, die auch
einen ähnlichen zeitlichen Verlauf hat wie in unseren Versuchen. Auch
nach Bestrahlung mit dicht ionisierenden Strahlen wird der gleiche
Effekt gefunden (VRANSKA et al. 1981—. Morphologische und bio-
chemische Veränderungen an Lymphozyten werden von ANDERSON
et al. (1977) schon 2 Stunden nach Bestrahlung mit 50 R (ca. 0,5 Gy)
genannt. Von OHYAMA (1983) und YAMADA (1980) werden rastere-
lektronenoptisch Veränderungen schon 4 Stunden nach 400 R erkannt.
Mit dem Durchstrahlungselektronenmikroskop sehen CHANDRA und
STEFANI (1981) bereits 15 Minuten nach Bestrahlung von Lymphozy-
ten Vorstülpungen und Löcher in der äußeren Zellmembran. Auch wir
konnten an vereinzelten Zellen Löcher in der Lymphozytenoberfläche
nach 5 bis 10 Gy beobachten (Abb. IV.14).
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Tabelle IV. 1 Bindung von FITC-markiertem Anti-IgG an Humanblut-
lymphozyten verschiedener Spender (0,75 Gy, 0,25 cGy/min., Kobalt-
quelle)
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Blutzellen von Säugetieren und Mensch erfahren offensichtlich rasch
nach Bestrahlung Veränderungen, die sich in membranständigen Eigen-
schaften bemerkbar machen. Unsere Untersuchungen geben letztlich
keinen schlüssigen Hinweis darauf, ob der Strahlenangriff auch auf indi-
rekte Effekte zurückzuführen ist. Gemeint ist hier der Angriff von
Reaktionsprodukten aus dem Milieu der Zellen. Die Untersuchungen
mit Mäuselymphozyten scheinen das auszuschließen, wenn auch leichte

Abb. IV.11 Zeitlicher Verlauf der anti-IgG-Bindung von Humanlymphozyten nach
Bestrahlung in Suspension mit 1 Gy (P/K s. Abb. IV.l).
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Abb. IV.13 Dosiswirkungskurve der anti-IgM-Bindung 4 Stunden nach Bestrahlung von
Humanlymphozyten im Vollblut; Doppelantikörpermethode, s. Abb. 1V.12 (P/K s.
Abb.IV.l).

Unterschiede in der Dosiseffektkurve zwischen in vitro- und in vivo-
Bestrahlung gefunden wurden. Wenn in unseren bisherigen Untersu-
chungen Humanlymphozyten nur in Suspension und nicht in Vollblut
mit einer Erniedrigung der Antikörperbindung auf Bestrahlung reagier-
ten, kann möglicherweise auf einen Strahlenschutzeffekt des Plasmas
geschlossen werden. Demgegenüber weisen aber VIRSIK et al. (1980)
darauf hin, daß in ihren Untersuchungen zum Interphasetod von Lym-
phozyten Strahlenschutzsubstanzen und Ionisationsdichte ohne Einfluß
sind und daher eher Membranphänomene denn DNA-Schädigung die
Absterbeursache sind. Die von ihnen bestimmte D0 zum Absterbetest
nach der Trypanblauausschlußmethode liegt in dem von uns untersuch-
ten Dosisbereich je nach Untersuchungszeitpunkt. Auf jeden Fall deutet
die Unwirksamkeit von Strahlenschutzsubstanzen auf einen direkten
Effekt hin.
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Abb. IV. 14 Lymphozyt mit Löchern in der Membran (5-10 Gy; vereinzeltes Vorkom-
men, Ca. 1 %; rasterelektronenmikroskopische Aufnahme).

Unsere Untersuchungen mit Zweischlagbestrahlung lassen nicht auf
eine Erholung schließen, wie auch von VIRSIK et al. (1988) beschrie-
ben wurde. Damit ergibt sich aber die Chance einer individuellen Dosi-
metrie durch Nachbestrahlung in vitro. Außerdem läßt sich dadurch
möglicherweise ein Teil der Individualität hinsichtlich der kritischen
späteren Folgen (hauptsächlich hämatopoetisches Syndrom) ausschal-
ten. Daß selbst in dem genetisch und haltungsmäßig ziemlich einheit-
lichen Tiermaterial individuelle Schwankungen zu erwarten sind, geht
aus Abb. IV.15 hervor. Diese zeigt, daß der von uns sogenannte 1. Kon-
stanzbereich der Immunbindungsreaktionsänderung zwischen 1 bis 6
Stunden nach Bestrahlung bei 3 bis 5 Stunden die geringste Streuung
hat.

Wenn unsere Untersuchungen, an humanem Vollblut mit der Antikör-
perbindung Membranänderungen zu erfassen, nicht zum Erfolg geführt
haben, ändert das nichts an der Tatsache, daß Membranänderungen
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Abb. IY.15 Änderung der Streubreite der Reduktion der Immunbindungsreaktion im
Zeitraum bis 6 Stunden nach Bestrahlung (Mauslymphozyten).

sehr schnell nach Bestrahlung im subletalen Ganzkörperdosisbereich
auftreten. So haben FACCHINI et al. (1976) auch in dem Strahlendosis-
bereich bis etwa 1,0 Gy eine Beeinträchtigung des capping-Phänomens
gefunden, die auch mit beträchtlich höherer Dosis dann nicht mehr
gesteigert werden konnte. Es erscheint daher nur eine Frage des Ge-
schicks der Nachweistechnik zu sein, ein biologisches Dosimeter anhand
von Membranveränderungen verfügbar zu machen. Biologische Indivi-
dualdosimetrie durch Erfassung früher Strahlenreaktionen hat gegen-
über physikalischer, externer Dosimetrie den Vorteil, daß die immer
eine Strahlenreaktion beeinflussende physiologisch-biochemische Aus-
gangssituation mindestens bis zu einem gewissen Grad Berücksichti-
gung findet und somit einen Teil der biologischen Variabilität eliminiert.
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