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. Einleitung: Dosisabschatzung mit Hilfe
der Biologischen Dosimetrie
Hans Monig, Wolfgang Pohlit, E. L. Sattler

Einfihrung zum Begriff ,Biologische Dosimetrie*
ionisierender Strahlung

Die Dosimetrie dient der mefdtechnischen Bestimmung der Energie-
dosisD. Dieseist durch den Quotienten aus der durch Strahlung auf das
Objekt Ubertragenen Energie und der Masse definiert (s. Abb. 1.1). Die
Energiedosis kann mit physikalischen und chemischen Methoden be-
simmt werden. Die gebréuchlichsten Verfahren sind die Messung der
Luftionisation, der photographischen Schwéarzung und der Thermo-
lumineszenz. In dlen diesen Verfahren ist der Zusammenhang zwischen
der Energiedosis und der zur Messung benutzten Strahlenwirkung im
Detektor sehr genau und eindeutig bekannt. Mit derartigen Dosimetern
|&% sSch die Energiedosisin einer Person as ,, Personendosis* oder an
enemOrtas, Ortsdosis* ermitteln.

Fur Strahlenschutzzwecke kann die unterschiedliche biologische Wirk-
samkeit verschiedener Strahlenarten durch einen Qualitétsfaktor
berticksichtigt werden. Durch Multiplikation der Energiedosis D mit
dem Qualitatsfaktor Q ergibt sch dann die Aquivalentdosis H.

Durch eine Teilkorperbestrahlung von auf3en oder durch Anreicherung
eines Radionuklids in einem einzelnen Organ ist eine sehr inhomogene
Bestrahlung eines Menschen moglich. Der Beitrag der Bestrahlung der
einzelnen Organe zum Gesamtrisiko fir stochastisch bedingte Strahlen-
schéden (z.B. Tumorentstehung) wird durch Wichtungsfaktoren W+
berticksichtigt. Die Summation aler Einzelanteile der Aquivalentdosis
in verschiedenen Organen Hy multipliziert mit den Wichtungsfaktoren
wr ergibt die »Effektive Doss He« (s. Abb. 1.1). Bei der Aquivaent-
dosis und der effektiven Dosis wird aso die biologische Wirkung der
Strahlung beim Menschen berticksichtigt. Beide Grof3en werden nur im
Strahlenschutz angewendet.

FUr die Ermittlung der Personendosis mul’ vorausgesetzt werden, dal3
ein Dosimeter wahrend 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 Verénde-
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IEin  ENERGIEDOSIS (D)

_ ubertragene Energie
Masse (Materie)

~— .Eex\' Einheit: 1J/kg = 1Gray (Gy)

"N 0" AQUIVALENTDOSIS (H)*
R | \~~p H=Q-D
/

Q:=Qualitatfaktor

n

1:Q<20,Q=1 f p-Strahlen
Relative biologi-  Einheit: 1J/kg=1Sievert (Sv)

sche Wirksamkeit

(0¥  EFFEKTIVE DOSIS (HZ)*

— - Hg=Summe (w - H_)

- w, = Wichtungsfaktor f. Gewebe T

0,03 s w, s 0,25

Stochastisches  Einheit: 1J/kg = 1Sievert (Sv)
Risiko

*nur fur den Strahlenschutz

nur fur den Strahlenschutz
Abb. 1.1 Schematische Darstellung der Energiedosis, der Aquivalentdosisund der Effek-
tiven Dosis.



rungen im bestrahlten Korper die erhatenen Strahlendosis zu ermit-
teln. Dasist die Hauptaufgabe der ,, Biologischen Dosimetrie*

Im Jahre 1982 fand das erste Symposium Uber ,, Biologische Dosimetrie
in Neuherberg bel Minchen statt. Die dort vorgetragenen Themen
erschienen unter dem Titel ,Biologicd Dosimetry” (Eisert, Mendel-
sohn, 1984). Nach einer im Vorwort des Tagungsbandes gegebenen
Definition beschreibt die Biologische Dosimetrie die Dosisin Begriffen
einer definierten biologischen Antwort. Es ist zu beachten, dal? 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 Biologica Dosmetry* statt (Mauro et al.,
1990). In dem Tagungsband werden vor adlem zytogenetische Wirkun-
gen, wie z. B. Chromosomenaberrationen und die Bildung von Mikro-
nuklei, in Abhéngigkeit von der Dosis behandelt. Die Chromosomen-
aberrations-Anayse ist inzwischen gut eingefiihrt und findet bei Dosis-
Uberschreitung beruflich strahlenexponierter Personen Anwendung. In
einem Rundschreiben des Bundesminister des Innern (BMI 1983) wer-
den die Modalitéten der Strahlenschutzkontrolle mit diesem Verfahren
angegeben. Diese Untersuchung kann jedoch fir eine sehr grol3e
Anzahl von Personen nicht eingesetzt werden; seist sehr zeitaufwendig
und arbeitsintensv. Eine dhnliche Einschrankung gilt auch fir andere
zu Strahlenschutzzwecken eingeftihrte Methoden.

Anstelle der Bezeichnung ,Biologische Dosimetrie* wird in dem
genannten Rundschreiben des Bundesministers des Innern der Beyriff
»biologische Indikatoren” verwendet. Auch das Bundesgesundheitsamt
bezeichnet in seinen Schriften zum Nachwels von Strahlenexpositionen
die strahlenbedingten Verénderungen in Zellen, Geweben, Organen
oder Korperflissgkeiten mit dem Begriff , biologische Indikatoren*
(s.z.B.Kaul etal., 1986).

Biologische Dosimetrie im Katastrophenfall

Bei Unfdlen in kerntechnischen Anlagen oder beim Einsatz von Nukle-
awaffen mul3 damit gerechnet werden, dal3 grof3e Teile der Zivilbeval-

kerung Strahlenexpositionen in unterschiedlichem Ausmald ausgesetzt
sind. In Abb. 12 ist die Haufigkeit des Auftretens von Ubelkeit und
Erbrechen ds Symptome der Strahlenkrankheit und von Todesféllen
innerhalb von 60 Tagen, durch Schédigung des Knochenmarks, in
Abhangigkeit von der Dosis aufgetragen. Der Abbildung kann entnom-
men werden, dal3 unterhal b einer Strahlenbel astung mit einer Dosisvon
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Abb. 1.2 Auftreten der Strahlenkrankheit mit Ubelkeit und Erbrechen und des Strahlen-
todes durch Schaden in den Blutstammzellen nach Ganzkér per exposition mit locker ioni-
sierenden Strahlen.

1 Gray kaum Auswirkungen zu erwarten sind. Andererseits muf3 bel
einer kurzzeitigen Ganzkorperexposition mit einer Dosis von 6 Gray
ohne medizinische Behandlung mit fast 100 % Todesfdlen gerechnet
werden. Die klinisch relevanten Strahlenwirkungen liegen dso inner-
halb eines relativ engen Dosishereichs. Fir eine medizinische Behand-
lung ist die Feststellung der von jedem einzelnen empfangenen Dosis
von entscheidender Bedeutung. Dies gilt insbesondere fir die Entschei-
dung der Frage, welchem der Strahlenopfer Knochenmark transplan-
tiert werden kann. Eine Bedingung dafUr ist, daf3 das Knochenmark des
Bestrahlten letal geschadigt ist, dal? jedoch die anderen Gewebe keine
letale Schédigung erfahren haben (Champlin, 1988). Aus den Erfahrun-
gen mit den Strahlenopfern aus Tschernobyl wird gefolgert, dal3 erst bel
einer Dosis von mehr ds 7 bis 8 Gray zu einer Transplantation geraten
werden kann (Champlin, 1987). Eine weitere Voraussetzung ist, dal3
inng,rhalb der kritischen Phase immunkompetente Spender verfligbar
sind.
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Kann die Ermittlung der Ortsdosis die Biologische
Dosimetrie ersetzen?

Fur die Entscheidung zu einer Therapie ist es von Vorteil, wenn Anga-
ben Uber Ortsdosen [Die Ortsdosisist nach DIN 6814 (Teil 3) und nach
der Strahlenschutzverordnung 1989 definiert ds Aquivaentdosis fir
Weichteilgewebe, gemessen an einem bestimmten Ort] gemacht werden
konnen. Untersuchungen an Haushaltszuckern, die nach Bestrahlung
bei der Losung in Wasser Lumineszenzlicht emittieren (Lyolumines-
zenz), haben gezeigt, dal3 es moglich ist, flachendeckend Ortsdosen
zuermitteln (Koch et al., 1988). Die Festlegung el ner Personendosis auf
Grund einer Messung der Ortsdosis oder Ortsdosisleistung setzt aler-
dingsvoraus, dal3 die betreffende Person wei (3, an welcher Stellesesch
zum Zeitpunkt der Exposition befand und wie lange sie sich dort auf-
gehalten hat. Welche Schwierigkeiten sch fir diese Fragestellung erge-
ben konnen, zeigen dosimetrische Messungen an Zahnen von Atom-
bombenopfern in Hiroshima und Nagasaki (s. Tabdle 1.1). Man er-
kennt, dafl3 zwischen den Werten der Gewebe-Kerma in Luft aus der
Entfernungsangabe und den Dosiswerten aus den ESR-Messungen an
den Zahnen z. T. erhebliche Abweichungen bis zu einem Faktor von
etwa 15 bestehen. Solche Diskrepanzen zwischen der tatséchlich aufge-
nommenen Dosis und der ermittelten Ortsdosis kbnnen fur den Betref-
fenden hinsichtlich der &rztlichen Betreuung von Bedeutung sein. Es

Tabelle 11 Gewebe-Dosis von Atombomben-Opfern in Japan nach Abschétzung mit
Hilfe der Elektronenspinresonanz (ESR)-Methode an Z&hnen. Im Hydroxylapatit der
Zahnhartsubstanz entstehen durch eine Bestrahlung langlebige freie Radikale.

N= Nagasaki/H = Hiroshima. Nach Tatsumi-Miyajima (1987).

Pro- Ort  Direkte Gewebe- Aufenthalt Dosis nach
ben- Entfernung Kermain der ESR-
Nr. (m) Luft Methode (Gy)
(Gy)® () = Fehlerin %
1 N 855 33,5 imBeton-Haus 2,2 (£ 13%)
2 N 158-1074  11,5-0,84 im Freien? 8,5" (= 9%)
3 N 1301 3,70  imHaus(Leicht- 0,9 (*55%)
bauweise)
4 N 1394 1,89 im Holzhaus 34 (£ 7%)
5 H  985-1151 0,89-0,17 imBeton-Haus 2,7 (+£21%)
6 H 1090 4,69 im Holzhaus 54 (£ 7%)

a Nach Berechnungen von Kerr et a. (1983). Kerma (= Kinetic energy released in material) ist eine
Dosisgrofie,
b: Der Mann starb 7 Tage nach dem Atombombenabwurf



muf3 darauf hingewiesen werden, dal3 die ESR-Methode nur in Einzel-
fallen angewendet werden kann; sie ist von der praparativen und mef3-
technischen Seite her sehr aufwendig. Diese Feststellung gilt auch fir
die von Ikeya und Kai (1988) vorgeschlagene ESR-Untersuchung von
bestrahlten kommerziellen Medikamenten, die Unfallopfer bei sich
getragen haben.

Biologische Indikatoren fur eine Dosimetrie

Die Bestimmung von Dosis-Wirkungs-Zusammenhangen fur biochemi-
sche, histologische, zytologische und morphologische Veranderungen
sowie Anderungen in Zellpopulationen gehort zu den Grundlagen
strahlenbiologischer Untersuchungen. Es ist naheliegend, bei geeigne-
tem Verlauf der Dosis-Wirkungs-Beziehung gewisse RiickschlUisse auf die
Hohe der Strahlenexposition des Organismus zu ziehen. Alsbiologische
Veranderungen, aus denen auf eine erhaltene Strahlendosis zurlick-
geschlossen werden kann, kommen im Prinzip ale betroffenen biolo-
gischen Funktionen im menschlichen Korper in Betracht. Tabelle 1.2

Tabelle 12 Biologisch-biochemische Indikatoren der Strahlenschéadigung, die zur Ab-
schétzung der Strahlendosis dienen kdnnen.
Nach Waiden und Farzaneh, 1990.

Blutserum Nucleinséuren:
Amylase Glucose Desoxycytidin
A-T-Phosphatase Histamin Pseudouridin
-Galaktosidase Immunglobuline Thymidin
Calcium Katalase Uracil
Catecholamine Kreatin Plasmafreies
Diamin-Oxidase L actat-dehydrogenase Haptoglobin
Eisenaufnahme in Lipide: Plasmafreies
Erythrozyten Cholesterin Hamoglobin
Faktor XXII Corticosteroide Prostglandine
Freie Aminosauren: Phospholipide Saure Phosphatase
Leucin Triglyceride Saure
Phenylalanin Lipoproteine Desoxyribonuklease
Prolin Lysylaminopeptidase  Transaminasen
Tyrosin Zink-Protoporphyrin
Urin
Aminosauren: Amylase
Asparaginsaure -Aminoisobutter-
Cysteinsdure saure

16



Glycin und
Metabolite

Kreatin, Kreatinin
Hydroxyprolin
Leucin
Phenylalanin
Prolin
Threonin
Metabolite von

Tryptophan

Kynurensaure

Xanthurensaure
Valin
Taurin

Speichel
Albumin
Amylase

Zytologie
Periphere Blutzellen
Vollsténdiges Blut-
bild und Diffe-
rential blutbild
Chromosomen-
analyse

Z&hlung von Spermien

und Erfassung der
Anomalien
Antigen-Bestimmung

Physiologische
Parameter
Epilation
Erythem

Fieber
Schwachezustand
Konvulsionen
Korpertemperatur

Prodromale Symptome:

Nausea
Emesis
Diarrhoe
Anorexie

Catecholamine
Desoxyribonuklease
Histamin
5-Hydroxyindolessig-
saure
Indoxylschwefelsaure
17-Ketosteroide
Nucl einsauren:
Desoxycytidin
Pseudouridin
Prostaglandine
Ribonukleasen
Serotonin
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gibt eine Ubersicht Uber finf Gruppen von biologisch-biochemischen
Reaktionen. Fur die hier vorliegenden Probleme von Strahlenunfallen
und K atastrophensituationen besteht aber die zusétzliche Anforderung,
daid die entsprechenden Strahlenreaktionen im Kérper enfach und
schnell mef3bar sein missen. Aul¥erdem miissen sie hinreichend emp-
findlich sein, damit eine Strahlenbelastung im interessierenden Dos's-
bereich von einigen Gray erfald werden kann.

Von medizinischer Seite hat man Stufenpléne entwickelt, um den
Schweregrad der Strahlenschédigung zu ermitteln. Diese Stufenpléne
konnen in gewisser Weise auch ds biologische Dosimetrie angesehen
werden. Um den Verlauf der subjektiven und objektiven Symptomatik
innerhalb der ersten 24 bis 48 Stunden nach der Strahlenexposition zu
Uberwachen, wurde vorgeschlagen, die Veranderung der Blutlympho-
zytenzahlen zu ermitteln, um zu einer ersten Einteilung der Strahlen-
geschédigten zu kommen (Wendt, 1980). In Abb. 13 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, dal? die Lymphozytenzahl zwar ein guter

mm™3 Blutly mphozyten

3500
3000
2500
2000
1500
\w Strahlenkrankheit
1000+ Gruppe 2
? Schwere Strahlenkrankheit
500 . Gruppe 3
0 . . ) .  Gruppe 4
0 1 2

Tage nach Strahleninsult

Abb. 13 Zditlicher Verlauf der Blutlymphozyten beim reinen Strahlensyndrom. Wendt,
1980.
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Gradmesser fUr die Frihdiagnostik des Strahlenschadensist, jedoch kei-
nen Indikator fir die Schadigung des Stammzell-Systems insgesamt dar-
stellt. Diese Einschétzung folgt u. a. aus einem Vergleich der Blutwerte
nach Ganzkdrper- und nach Tellkorper-Bestrahlung. So kann die Lym-
phozytenzahl auch durch andere Einflisse verandert sein.

Die klinischen und hamatol ogischen 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, wofir eine sequentielle Diagnostik
des Strahlenschadens (s. Abb. 1.4) vorgeschlagen wurde (Wendt, 1980;
Fliedner, 1981). Aufgrund klinischer Befunde snd nattirlich nicht Dosis-
angaben, sondern nur Aussagen Uber Schweregrade einer Strahlensché:
digung moglich, wie de in der Tabdle 13 angegeben werden. Die
Schweregrade ,leicht*, ,mittel*, ,schwer* und ,&uflerst schwer” ent-
Tabdle 13 Differenzierung der akuten Strahlenkrankheit nach Schweregraden in Ab-
hangigkeit vom Auftreten der Primérresktion (Aus. Vorobev, 1975 und Messerschmidit,
1984).

Schwere- Haupt- Indirekte Symptome

grad symptom
Erbrechen Allge- Kopf- Korper- Hauthyper-
(Zeitpunkt meine schmerzu. tempe-  #dmieund
d. Auftre- Schwiche Zustand ratur Konjunk-
tens und des Be- tivalinjek-
Dauer wulltseins tion
leicht keinoder leicht kurzzeitiger normal  moglicher-
nach 3 Std. Kopt- weise sehr
einmaliges schmerz, leichte
Erbrechen klares Be- Konjunkti-
wulltsein valinjektion
mittel 1,5 bis méiBig stindiger = normal  Hauthyper-
3 Std. da- Kopf- oder damie und
nach 2mal schmerz, subfebril Konjunkti-
und héufi- klares Be- valinjektion
ger wufltsein
schwer nach ausge- standiger normal  ausge-
30minbis  pragt starker oder pragte
1,5 Std. Kopf- subfebril Hauthyper-
mehrmals schmerz, dmie und
klares Be- Konjunkti-
wulltsein valinjektion
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Tabelle 1.3 Fortsetzung

Schwere- Haupt- Indirekte Symptome
grad symptom
Erbrechen Allge- Kopf- Korper- Hauthyper-
(Zeitpunkt meine schmerzu. tempe-  #dmieund
d. Auftre- Schwiche Zustand ratur Konjunk-
tens und des Be- tivalinjek-
Dauer wulltseins tion
duBerst nach10bis stark bohrender subfebril starke
schwer  30minun- ausge- starker oder Hauthyper-
stillbares  préagt Kopf- febril dmie und
Erbrechen schmerz, Konjunkti-
Bewultsein valinjektion
kann ge-
triibt sein

sprechen in etwa den Dosisbereichen 1 bis 2 Gray, 2 bis 4 Gray, 4 bis
6 Gray und mehr ds 6 Gray (Messerschmidt, 1984). Eine ausfihrliche
Darstellung der klinischen Frahdiagnostik von Strahlenwirkungen beim
Menschen mit Therapievorschldgen wurde von der Schutzkommission
in ihrem katastrophenmedizinischen ,, Leitfaden” im Kapitel ,, Arztliche
Mal3nahmen bei Strahlenunfélen und Strahlenkrankheiten® (SK, 1991)
gegeben. Danach ist es insbesondere wichtig festzustellen, ob en
Mensch eine Strahlendosis von mehr as 3 Gray erhalten hat oder nicht.
Diese Einschétzung des ,, klinischen Bildes* der Strahlenkrankheit setzt
grof3e Erfahrungen des Arztes voraus. Es kommt hinzu, dal3 eine Reihe
von Faktoren das , klinische Bild* erheblich beeinflussen kdnnen.

Es besteht daher Bedarf nach biol ogischen Mef3verfahren, die eine mog-
lichst rasche, hinreichend sichere und quantitative Ermittlung einer
Strahlenbelastung bei einer moglicherweise grofen Anzahl betroffener
Menschen erlaubt. Die Schutzkommission hat in eéinem kooperativen
Arbeitsprogramm verschiedene Wege einer »Biologischen Dosmetriex
experimentell verfolgt. Die Berichte der Arbeitsgruppen an den Univer-
sitdten Frankfurt am Main, Freiburgi. Br. und Gief3en werden hier zu-
sammenfassend dargestelt.
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Ermittlung der Strahlenexposition aus
Messungen an Retikulozyten
Hans Joachim Egner, Wolfgang Ponhlit, Eckhard Werner

Retikulozyten snd fir eine biologische Dosmetrie im Dosisbereich von
1 bis8 Gy sehr gut geeignet. Se zeigen eine dos sabhangige Abnahme mit
elner Minimazahl 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 fir eine Schédigung durch ionisierende Strah-
lung. Die Messung der Retikul ozytenwertes kann schnell in einer grof3e-
ren Bevolkerungsgruppe mit Hilfe elektronischer Zahlgeréte durchge-
fuhrt werden und eignet Sch deshalb auch in Katastrophensituationen.

Biologische und physikalische Grundlagen

Erythropoese

Dieim peripheren Blut vorkommenden Zellen habenihren Ursprungin
den Stammzellen im Knochenmark und im lymphatischen Gewebe.
Der Hauptbestandteil (ca. 90 % der Trockenmasse) der roten Blutzellen
(Erythrozyten) ist das Hamoglobin. Die Funktion der Erythrozyten ist
der Gastransport im Organismus. Die Vorlaufer der Erythrozyten snd
die Erythroblasten und Normoblasten im Knochenmark. Die Haemo-
globinsynthese findet bereitsin 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 Anférben der RNA lassen sch in den Retikulozyten bestimmte
Férbemuster erkennen, aufgrund derer eine Unterscheidung verschie-
dener Reifungssiufen mdglich ist (z.B. Gruppen O-1V nach Heil-
meyer). Der Reifungsprozessist abgeschlossen, wenn die gesamte RNA
abgebaut ist. Noch wahrend ihrer Reifung zum Erythrozyt gelangen die
Retikulozyten in das periphere Blut. Normoblasten snd normalerweise
nur im Knochenmark zu finden und Retikulozyten der Reifungsstufen |
und Il gelangten ebenfals nur zu einem sehr geringen Tell ins periphere
Blut. Bel einer extrem gesteigerten Erythropoese as Folge eines hohen
Blutverlustes oder eines stark vermehrten Erythrozytenabbaus werden
diese Zellen zu einem friheren Zeitpunkt ins Blut ausgeschleust, so dal3
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 Syslems in Leber,
Milz und Knochenmark phagozytiert. Unter Normal bedingungen wer-
den innerhalb von 24 Stunden rund 0,8% der 25 x 10% Erythrozyten
eines Erwachsenen erneuert (Schmidt, Thews, 1983). Bel Blutverlust
oder pathologisch verkirzter Lebensdauer der Erythrozyten kann die
Erythropoeserate auf ein Vidfaches ansteigen.

Der wirksame Reiz fur die Erythropoese ist das Absinken des O,-Par-
tialdruckes im atmenden Gewebe. Wird der O,-Bedarf grof3er ds die
O.-Zufuhr, kann eine erhthte Erythropoetin-Konzentration im Blut
nachgewiesen werden.

Erythropoetin ist ein Glycoprotein mit einem Molekulargewicht von ca.
30000. Eswird durch ein Enzym, dem Proerythropoetin oder renaen
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 auf3erdem die Hamo-
globinsynthese in Erythrobl asten.

Etwa 25-40% der Leukozyten snd Lymphozyten. Se zéhlen zu den

langlebigen Zellen. Ihre Reifungsdauer betragt ca. 10 Tage. 80% der zr-

kulierenden Lymphozyten haben eine Lebensdauer zwischen 100 und

150 Tagen, dierestlichen 20 % haben nur eine L ebensdauer von wenigen
Tagen. Jenachdem, ob i hre Entwicklung vom Thymus oder einem ande-
ren lymphatischen Organ abhangt, unterscheidet man T-Lymphozyten

oder B-Lymphozyten. Lymphozyten spielen eine wichtige Rolle bel der

erworbenen (spezifischen) Abwehrfunktion.

Monozyten, die nur einen geringen Antell (4-8 %) der Leukozyten aus-
machen, besitzen die grofdte Phagozytose-Kapazitét adler Blutzellen.
Se wandern vom Blut in das umgebende Gewebe, wo se Sch vergro-
f3ern und ds Histocyten oder Gewebsmakrophagen sefdhaft werden.

Die Normawerte der Konzentrationen und die Grof3en der verschiede-
nen Blutzellen im peripheren Blut bei gesunden Erwachsenen sind in
Tab. ILI zusammengefal¥.

Versuchstiere

Die Tierversuche wurden mit mannlichen Kaninchen der Linie Z (Fa
Dr. Zimmermann, Untergroningen/Stuttgart) durchgefiihrt. Die Tiere
wurden in einem klimatisierten Raum bei 21° C gehalten. Eswurde ein
kinstlicher Tag-Nacht-Rhythmus mit einer Heil-Phase von 12 Stunden
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Tabelle 1LI Konzentrationen und GrofRen der verschiedenen Zellen im Blut, (aus:
H. Theml, Taschenatlas der Haematologie)

Zell- Zellkonzentration pro ul
durchmesser
/ um Mittelwert Variation
Rote Blutzellen:
Erythrozyten: ~ 10 m: 4.8 % 106 | (4.2-5.2) % 106
f: 5.4 % 10° | (4.5-6.2) * 100
Retikulozyten: ~ 10 m: 86 % 103 | (40-150) % 103
f: 115 % 103 | (40-190) =* 103
Weile Blutzellen: 7000 4000-10000
(Leukozyten)
Granulozyten 10-17
neutrophile ~ 3650 1850- 7250
eosinophile 165 0- 400
basophile ~ 50 0- 100
Lymphozyten 6- 9 2500 1500- 4000
Monozyten 12-20 450 70— 840
Thrombozyten: 1- 4 180 % 103 (110-250) % 103
Dicke:
0,5-0,75

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

Die Tiere wurden 2-3 Wochen vor Versuchsbeginn gdliefert. Zum Zeit-
punkt der Bestrahlung waren se 10-12 Wochen at und hatten ein Kor-
pergewicht zwischen 3 und 4 kg.

Fur die Auswahl der Versuchstiere waren im wesentlichen zwel Gesichts-
punkte mal3gebend. Im Verhdtnis zu den fir die Experimente notwen-
digen Blutentnahmen soll das Gesamtblutvolumen der Tiere moglichst
grol3 sein, da sonst mit einer erheblichen Beeinflussung der normalen
physiologischen Funktion, insbesondere einer Stimulierung der Ery-
thropoese zu rechnen ist. Be einem Gesamtblutvolumen der Kanin-
chen von ca. 250 ml betréagt der Blutverlust durch die téglichen 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 bel homogener Dosisverteilung im gesamten Tierkorper eine
maoglichst hohe Dosideistung erreicht werden. Es sollten deshab mog-
lichst kleine Tiere verwendet werden.
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Kaninchen sind aus den genannten Griinden ds Versuchstiere geeignet.
Ihr Blutvolumen ist ausreichend grof3, und elne homogene Ganzkorper-
bestrahlung ist wegen ihrer geringen Korpergrof3e innerhalb weniger
Minuten durchfUhrbar (Dosideistung ca. 1 Gy/min). Aul3.erdem ist der
mittlere Retikulozytenwert beim Kaninchen im Vergleich zum Men-
schen etwa doppelt so hoch. Die dtatistischen Fehler der Messungen
snd bei den Tierexperimenten entsprechend geringer.

Beschreibung des Dur chfluf3zytometers

Fur die folgenden Untersuchungen wurde das Durchflul3zytometer
Cytofluorograph 30 L der FirmaOrtho Instruments benutzt. Essoll hier
ein kurzer Uberblick Uber den Aufbau der Anlage gegeben werden. Die
im Verlauf der vorliegenden Arbeit durchgeftihrten Modifikationen
werden dabei ausfuihrlich beschrieben.

Das hydrodynamische System

Das hydrodynamische Sysem (Abb. ILI) besteht aus einem Vorrats-
gefa fir partikelfreies Wasser, einer Probenkammer, zwe Druckmin-
derern und vier Ventilen (V) zur Steuerung der einzelnen Fiissigkeits-
stréme sowie einer Durchflulkivette.

Zur Verbesserung der Qualitét des Hullstromwassers und zur Verme-
dung von Verunreinigungen der Zuleitungen durch Algenwuchs wurde
ein spezieler Vorratsbehélter konstruiert. Der Behdlter wird mit gefil-
tertem Wasser gefulllt, das mit einer Filteranlage (Milli — Q, Fa. Milli-
pore) aufbereitet wurde. Der Inhalt des Vorratsgefal3es wird standig mit
einer Zahnradpumpe durch einen Membranfilter (Porengrof3e: 0,1 uln,
Fa. Pall) umgewdzt. Die Zuleitung zur Durchflul¥kUvette taucht in ein
kleines Uberlaufgefald am Ausgang des Filters. Mit einem Druckregler
und gefilterter Druckluft wird in dem Behdlter ein bestimmter Uber-
druck eingestellt, so dal3 dasWasser Uber die Zuleitung mit konstanter
Geschwindigkeit durch die Kivette flief¥. Die Stromungsgeschwindig-
keit dieses Hullstromes wird durch den eingestellten Hullstrom-Druck
und einer der Kvette nachgeschalteten Drossel bestimmt. Diese Dros-
s besteht aus diinnem Teflonschlauch (0,3 mm x 0,7 mm). Bei einer
L &ngeder Drossel von 1 m und einem Druck von 15 x 10° Paim Vorrats-
gefdl3 betragt die Stromungsgeschwindigkeit in der Kiivette ca. 5m/s.

Die Durchflukivette (Abb. 11.2) besteht aus UV-transparentem
Quarzglas. Um optimale optische Eigenschaften zu erzielen, hat e
einen quadratischen Querschnitt mit den AufRenmal3en 5mm X 5mm
und den Innenmal3en des Durchflukanals 250um x 250um. Diese

26



Druckregler

Probenkammer ___ fur Probe Filter
v i “V +—— Druckluft
> ]
) o [ETEEETE ST Druckregler
S=r= fur Hullstrom
Magnet- /
Ruhrer
\'% \%
DurchfluB - v
Kuvette . L n ><]
S /] . VorratsgefdB fur
Laserstrahl . ==} { T dh _~~ Hiullstromwasser
h 3
= Filt
Drossel ner
Abfall-
gefaB [" Pumpe

Abb. I1.1 Schematische Dar stellung des Dur chflul3systems.

PartikelfreiesWasser wird mittels Druckluft aus einem Vorratsgefél durch die Dur chflul3-
klvette gedrtickt. Durch sténdige Zirkulation Uber ein Filter (Porengr6i3e: 0,1 /um) wird
eine hohe Reinheit des Hlllstromwasser sgewahr eistet. Die Probewird ebenfallsmittels
Druckluft in die Kuvette gedr tickt. Probenstrom und Hullstrom flief3en laminar und mit
konstanter Geschwindigkeit durch die Kilvette, so daf? die Zellen einzeln nacheinander
den Fokus des L asergtrahls passieren. Die Stromungsgeschwindigkeit in der K tivette wird
durch eine austauschbare Drossel bestimmt, die der Kivette nachgeschaltet ist. DieVen-
tile (V) dienen zur Steuerung der einzelnen Fliissigkeitsstrome.

Quarzkulvetteist auf einen Sockd mit einer konischen Bohrung geklebt,
in dessen Mitte sch eine Duse befindet (Durchmesser der Offnung:
150 ym).

Mit einem zweiten Druckregler wird der Druck in der Probenkammer
so eingestellt, dal3 die Probe Uber eine diinne Zuleitung durch diese
Duse gedrickt wird. Durch die konische Verengung des K iivettensok-
kelswerden Hillstrom und Probenstrom beschleunigt und flief3en lami-
nar durch die Klvette. Dabei verengt Sch der Probenstrom auf bis zu
5 um (hydrodynamische Fokussierung). Die Zellen passieren den Focus
des Laserstrahls einzeln nacheinander. Wie weit der Probenstrom einge-
engt wird, ist abhangig von der Druckdifferenz zwischen Hillstrom und
Probenstrom. Eine hohe Auflésung bei der Messung erfordert einen
minimalen Probenstromdurchmesser.
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Abb. 1.2 Die Durchflu3klvette besteht aus UV-transparentem Quarzglas und hat einen
quadratischen Querschnitt mit den AuRenmafRen 5mm X 5mm und den Innenmal3en des
Durchfluffkanals 250 um x 250 pm. Diese Quarzkivette ist auf einen Sockel mit einer
konischen Bohrung geklebt, in dessen Mitte sich eine Duise (Durchmesser der Offnung:
150 wm) befindet, durch sie gelangt die Probe in die Mitte des Hullstromes. Durch die
Einengung von Probenstrom und Millsrom werden diese beschleunigt und flie3en in
einer laminaren Strémung durch die K ivette (hydr odynamische Fokussierung). Dadur ch
passieren die Zellen den Fokus des L aser strahls einzeln nacheinander .

Das optische System

Abb. 11.3 zeigt eine schematische Darstellung des optischen Systems
des DurchfluBzytometers. Als Lichtquellen stehen zwei Argon-lonen-
Laser zur Verfliigung. Die Strahlen werden mit Hilfe von je zwel justier-
baren Umlenkspiegeln durch ein Fokussierungselement in die Durch-
fluRkivette gelenkt. Dieses Fokussierungselement besteht aus zwei
gekreuzten Zylinderlinsen (f; = 6,9 mm, f, =72mm), deren Achsen
senkrecht zueinander stehen. So entsteht ein Strahlenbtindel mit ellipti-
schem Querschnitt und den MafRen 150 um x 5 um im Fokus. Die Zel-
len durchlaufen diese Ellipse senkrecht zur langen Achse. Durch dieses
Beleuchtungsprinzip wirken sich seitliche Schwankungen des Proben-
stroms nur geringfiigig auf die Anregungsintensitat aus.

Das Fluoreszenz- bzw. Streulicht der Zellen wird von zwel Kondensor-
linsen—einein Richtung desL aserstrahlsund eine senkrecht zum Strahl —erfal3t unc
drei Photomultiplieren gemessen, die mit diesen Mel3plétzen durch
Glasfaserlichtleiter verbunden sind.

Zur Messung des Kleinwinkelstreulichtes wird der direkte Strahl durch
einen 15 mm breiten schwarzen Blechstreifen (Absorber) vor der Kon-
densorlinse ausgeblendet. Das unter einem Winkel von 2°-7° zum Laser-
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Abb. 11.3 Strahlengang des optischen Systems des Dur chfluRzytometers, wie esfir die
M essungen der vorliegenden Arbeit verwendet wurde.

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

Senkrecht zum Laserstrahl kdnnen Fluoreszenzlicht und 90°-Streulicht
gemessen werden (PMT 1 und PMT 2). Durch Auswahl geeigneter
dichroitischer Spiegel und Filter im Strahlengang werden die Wellenlan-
genbereiche fir die Fluoreszenz von verschiedenen Farbgtoffen fest-
gelegt. Bel 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 griinen TO-Fluoreszenz (PMT 1) en Inter-
ferenzfilter (IF 510-550, Fa. Ortho Diagnostic Systems) verwendet.

Modifikationen des optischen Systems

Um Empfindlichkeit und Auflésung des Durchflul3zytometers zu erho-
hen und den Anwendungsbereich der Anlage zu erweitern, wurde im
Mérz 1985 ein leistungsstarker Argon-lonen-Laser (Spectra Physics,
Mod. 2025-05) installiert. Dieser it mit einem abstimmbaren Resona-
tor ausgestattet und besitzt im Vergleich zu dem vorhandenen Argon-
lonen-Laser (Mod. 60 C/63, American Laser Corporation) elne wesent-
lich hthere Ausgangdeistung (1,5W gegentiber 50 mW fur Licht der
Wellenldnge A = 488 nm). Mit speziellen Resonator-Spiegeln ist es mog-
lich, den Laser im UV-Bereich einzusetzen (maximae Ausgangdei-
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stung: 400 MW im Multi-line-Betrieb: 351,1 nm-363,8 nm), wasdieVe-
wendung einer Reihe weiterer Fluoreszenz-Farbstoffe ermoglicht.

Der neue Laser (Laser 2in Abb. 11.3) und die optische Bank des Durch-
flulzytometers wurden auf einen zu diesem Zweck angefertigten Tisch
montiert. Die Strahllage wird mit Hilfe von zwe Justierfassungen (Fa.
Spindler und Hoyer) eingestellt. Fur Licht im sichtbaren Welenlangen-
bereich werden in diese Fassungen hoch reflektierende Laserspiege
(G 3802-009, Fa. Spectra Physics) eingebaut, die bel Verwendung von
Licht im UV-Bereich gegen Aluminium-Oberflachenspiegel (Spindler
und Hoyer) ausgetauscht werden missen.

Bel Verwendung des serienmdéldg eingebauten Fokussierungselements
darf der Strahldurchmesser 1,2 mm nicht Uberschreiten, dasonst infolge
von Offnungsfehlern der Zylinderlinse mit dem kleineren Krimmungs-
radius (f; = 6,3 mm) Interferenzen in der Brennebene auftreten, die zu
Problemen bel der Signdverarbeitung fihren. Der Strahldurchmesser
des Lasers betragt ca. 1,8 mm, wenn die Modenblende im Resonator
gerade sowelt verkleinert wird (Blende 6), dal3 transversale Moden aus-
geschaltet werden (TEMo). Durch weiteres Verkleinern der Moden-
blende kann der Strahldurchmesser noch etwas eingeengt werden,
wodurch aber diemaximal erreichbare Ausgangd eistung begrenzt wird.

Abb. I1.4a zeigt die Pulsform von griin fluoreszierenden Latexpartikeln
(Polybeads, Durchmesser 24 um, Fa. Polyscience) bei einem Strahl-
durchmesser von 1,8 mm vor dem Fokussierungselement. Bei der Puls-
flachen-Analyse, wie se bel der Messung von Fluoreszenzsignalen bei

usv usv
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Abb. 11.4 Fluoreszenzsignal von Latexpartikeln (Polybeads 2,4 pm)

A: Bei einem Strahldurchmesser von 1,8 mm vor der Fokussierungsoptik kommt es durch
Offnungsfehler 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: 1,2mm) und Verkleinern der
Modenblende (BlendeNr. 3 = Strahldurchmesser 1,5 mm) des Lasers.
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diesem Durchfluf3zytometer verwendet wird, liegen in Abhangigkeit
von der Signalhthe mehr oder weniger Nebenmaxima innerhalb der
Integrationsgrenzen. Die Pulsfléche ist dann nicht mehr proportional
zur Fluoreszenzintensitét der Zellen. Aul3erdem besteht die Gefahr,
dal3 diese Seitenpeaks ds Signd einer einzelnen Zelle registriert wer-
den. Eine Begrenzung des Laserstrahlsist daher notwendig.

Der Strahldurchmesser kann mit verschiedenen Methoden verkleinert
werden:

1. Verkleinern der Modenblende im Laser. Die maxima erreichbare
Ausgangdestung des Laser wird dadurch jedoch begrenzt.

2. Einengen des Laserstrahls durch ein Fernrohr. Der Durchmesser
einesparalleen Strahlenbtindel swird beim Durchgang durch zwel Sam-
mellinsen, dieim Abstand ihrer Brennweiten voneinander entfernt sind
(Kepler-Fernrohr), im Verhdtnis der Brennweiten vergrof3ert baw. ver-
kleinert. Intensitétsverluste treten hier durch Reflexionen an den Lin-
senoberfléchen auf.

3. Begrenzen des Laserstrahls durch eine Spaltblende. Die Offnungs-
fehler werden durch die Zylinderlinse mit dem kleineren Krimmungsra:
dius verursacht, deren Achse senkrecht zum Probenstrom steht. Es
genugt deshab eine Begrenzung des Laserstrahls in diese Richtung
durch eine Spaltblende. Die Begrenzung des Strahls fihrt ebenfalls zu
einem Intensitétsverlust.

Um mit dem serienmdldig eingebauten Fokussi erungsel ement eilne mog-
lichst hohe Leuchtdichte im Fokus zu erhalten, wurde mit alen drei
Methoden experimentiert. Die maximae Leuchtdichte wurde dabel
durch Messung der Fluoreszenzintensitéten von grin fluoreszierenden
Latexpartikeln (Polybeads, @ 2,4um) ermittelt.

Beim Verkleinern der Modenblende des Lasers erreichten die Fluo-
reszenzsignale eine maximale Pulshdhe bei Blende 3, was einem Strahl -
durchmesser von ca. 15 mm entsprach. Zusétzlich wurde der Strahl
durch eine Spdtblende mit unabhéangig voneinander enstellbaren
Schneiden begrenzt, die vor das Fokuss erungselement montiert wurde.
Damit kann der Strahl von oben und von unten gerade soweit begrenzt
werden, dal3 die Nebenmaxima verschwinden und das Hauptmaximum
des Huoreszenzsignas unverandert bleibt (Abb. 11.4b). Dabel wurde
fur Latexpartikel (Polybeads, 02,4 um, Standardabweichung: 0,05 %)
ein Variationskoeffizient von CV = 0,007 gemessen.

Durch Linsen mit den Brennweiten f, = 40 mm und f, = 80 wurde der
Laserstrahl auf die Ha8lfte seines Durchmessers komprimiert. Bel der
fir TEM g groftmoglichen Modenblende (Blende 6) ergibt sich so ein
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Strahldurchmesser von 0,9 mm. Mit dieser Anordnung 183 sich bel glei-
cher Auflésung eine etwa um den Faktor 1,2 hdhere Leuchtdichte im
Fokus erreichen.

Dadch die Richtung des Laserstrahls bel verschiedenen Betriebsbedin-
gungen (z. B. Anderung der Wdlenlange) immer etwas andert, soll die
Justierung schndll und enfach korrigiert werden konnen. Aus diesem
Grund wurde die Strahlbegrenzung mit der Spaltblende bevorzugt.

Bel diesen Messungen zeigte sich, dal3 Luftzirkulationen im Strahlen-

gang (Kuhlgebldse der Elektronik) thermische Prismen erzeugen kon-

nen, die zu Intenstdtsschwankungen am MefRort fihren. Der freie

%ragl zwischen Laserkopf und Fokussierungdinsen wurde deshalb ver-
eidet.

Durch den Einbau des neuen Argon-lonen-Lasers kdnnen erheblich
hohere Leuchtdichten im Fokus erreicht werden. Auf3erdem liegt der
Rauschanteil erheblich unter dem des alten Lasers. Messungen an den
Strahlen beider Laser ergaben fir den Laser der Fa. American Laser
Corp. einen Rauschantell von 0,025 bel einer Ausgangdeistung von
35mW und fir den Laser der Fa. Spectra Physics einen Rauschantell
von 0,005 bel einer Ausgangdeistung von 1W. Dabel wurden beide
Laser im ,,Power-Mode*, d.h. eektronisch konstant gehaltener Aus-
gangdeistung betrieben.

Um die Empfindlichkeit des Durchfluf3zytometers fir die Fluoreszenz-
Messungen zu erhdhen, wurde in den Strahlengang senkrecht zum
Laserstrahl eine Kondensorlinse mit einer hdheren 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 serienmaldig eingebauten Linseist A = 0,15. Mit dem
Mikroskop-Objektiv wird deshalb ein groferer Anteil des Fluoreszenz-
lichtes erfal®. Die Empfindlichkeit konnte so etwa um das 4,5fache
erhoht werden.

Signaverarbeitung

Abb. 11.5 zeigt ein Blockschathild der Elektronik zur Signalverarbei-
tung. Die Signde der drei Photomultiplier (PMT 1-3) werden zunéchst
von drel Vorverstérkern verstarkt und dann von dem im DurchflulRzyto-
meter eingebauten Signaprozessor (FC 300) welterverarbeitet. Durch
zwel identische Kandle (Kand X und Y) im Signalprozessor kdnnen die
Signae von jeweils zwe Photomultipliern gleichzeitig verarbeitet wer-
den. Die anliegenden Signae werden mit dem Eingangsschalter (S) auf
den jewelligen Kanal geschaltet. Eswird entweder die Pulshthe (PHA),
die Pulsflache (PAA) oder die Pulsbreite (PWA) der Signde analysiert
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und ein Rechteckimpuls weitergeleitet, dessen Amplitude proportional

zur gemessenen Grof3e ist. Diese Rechteckimpulse werden von einem
Verstarker mit entweder linearer oder logarithmischer Kennliniewelter-
verarbeitet. Gleichzeitig liefert der Signaprozessor ein Triggersignd.
Die Triggerschwelle kann dabei fir die Signde X und 'Y getrennt einge-
stellt werden.

Die Signde dirfen eine Anstiegszeit von 3/us nicht unterschreiten, da
sonst Fehler in der Signalverarbeitung auftreten (Linearitdt des Pulsfl&
chenanaysators). Die Anstiegszeit kann durch Veréndern der Durch-
fludgeschwindigkeit mit der Drossel optimiert werden.

Die Impulse vom Signaprozessor werden von zwel Anaog-Digital-
Wandlern (ADC) umgewandelt und auf einen Personal-Computer
(Toshiba T 300) Ubertragen. Mit Hilfe von verschiedenen Programmen
(Krémer, 1989) konnen die Daten dargestellt, ausgewertet und auf
Datentrager gespeichert werden. Fir einparametrische Histogramme
ist die Auflésung 1024 Kandle und fir zwei parametrische Histogramme
wahlweise 256 x 256 Kandle bzw. 128 x 128 Kandle. Ein Teil der Tierex-
perimente wurde noch mit einem anderen Persona-Computer (Tandy
TRS-80) durchgefiihrt. Mit diessm Computer konnte nur eine Auf-
|6sung von 256 Kandle fir einparametrische Histogramme und 64 x 64
Kandl e fir zwei parametrische Histogramme erreicht werden.

Abb. I1.5 Vereinfachtes Blockschaltbild zur Signal Verarbeitung im Dur chfluRzytometer.
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Modifikationen des Sgnal prozessors

Mit dem Austausch des eingebauten Netztells durch ein externes Netz-
teil und durch zusdtzliche Masseverbindung der Hauptplatine des
Signdprozessors mit den tbrigen Komponenten der gesamten Anlage
konnte das Netzbrummen am Eingang des Signa prozessors von 200 mV
auf 15 mV reduziert werden.

Die Log-Vergérker wurden gegen zwe neue Log-Verstérker (FC 300
Andog/Logging PCB 300-1651-000, Fa. Ortho Diagnostic Systems) mit
einem erweiterten Mef3bereich ausgetauscht. Die Kennlinien der aten
sowieder neuen Log-Verstarker andin Abb. IL 6 dargestellt. Inden Vor-
verstarker eines Photomultiplieres wurden Rechteck-mpulse mit der
Amplitude U; und einer Dauer von 4 us eingespeist und die Amplitude
U, der Signale am Ausgang des Signal-Prozessors (im PHA-Modus)
gemessen. Mit dem neuen Log-Verstérker kann ein Mef3bereich von
etwa 2 Dekaden (U; = 15 mV-2000 mV) genutzt werden. Unterhalb
von 15mV verlauft die Kennlinie nicht mehr exponentiell und die
Signae gehen im Netzbrummen (15 mV) unter. Der Mel2ereich des
aten Log-Versérkers reichte etwa Uber eine Dekade (U; = 40 mV -
400 mV). Bel diesem Verstarker treten oberhalb von 400 mV Abwei-
chungen von der exponentiellen Kennlinie auf.

U,/ Vv - Kanal Nr.
10 < A 1 1000
9 / ./' B 1
8t S 1 800
Tt /:/". 4
6 | ./‘/ 1 s00

- >
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4 -~/ { 400
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Abb. 116 Kennlinien des Signalprozessors mit altem (A) und neuem Log-Vergérker (B).
In den Vorvergérker eines Photomultiplieres wurden Rechteck-Impulse mit der Ampli-
tude U; und einer Dauer von 4 u#m eingespeist und die Amplitude U, 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. Wahrend der Bestrahlung sal3en die
Tiere in einem quaderformigen K&ig aus gelochten Plexiglas-Platten
mit einer Wandstéarke von 8 mm. Die Innenmal3e des K&igs waren
380 mm X 80 mm X 160 mm. Die L&nge des K&igs konnte durch eine
verschiebbare Platte so begrenzt werden, dal3 das Versuchstier den
Ké&fig fast vollstandig ausflllte. Um ein moglichst grofies Bestrahlungs-
feld zu erhalten, wurde der Tubus am Betatron hochgeklappt und eine
Streufolie vor das Audtrittsfenster montiert. Diese Streufolie bestand
aus einem 2 mm starken Aluminium-Blech, dasin der Mitte mit einem
zusétzlichen 23 mm breiten Aluminiumstreifen auf eéine Dickevon4 mm
verstdrkt war. Die Vordersaite des PlexiglasK&figs 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 Uber den gesamten Tierkorper erreicht. Die Abnahme der Dosis
quer zur Strahlachse bis zum Rand des Plexiglas-K&figs war geringer ds
10% (Werner, 1972).

Da das Kaninchen den Ké&ig fagt vollstandig ausflllt, entspricht der
Dosisverlauf im Versuchstier anndhernd dem Dosisverlauf in einem mit
Wasser gefilllten Kasten. Nach der Tiefendosiskurve fir Elektronen mit
einer Energie von 25 MeV in Wasser nimmt die Dosis bis zur Riickseite
des K&igs (d = 80 mm) um ca. 10 % ab. Die Tiere wurden deshalb von
beiden Seiten mit jewells der Halfte der Gesamtdosis bestrahlt.

Die Dosis und die Dosideistung wurden mit einer auf der Vorderseite
des K&igs fixierten lonisationskammer (lonisationskammer Typ
M 233641, V = 0,3 cm®, Dosimentor D14, DL4 und EK 4, Physikalisch-
Techni scheWerkstatten Freiburg) gemessen.

Bei den Teilkorperbestrahlungen wurde jeweilsdie vordere bzw. die hin-
tere Korperhdfte der Kaninchen mit 50 mm starken Bleiziegeln abge-
schirmt.

Bestimmung des Retikulozytenwertes

Definition des Retikul ozytenwertes

Der Retikulozytenwert R im peripheren Blut ist definiert ds der Quo-
tient aus der Anzahl der Retikulozyten und der Summe von Erythrozy-
ten und Retikulozyten: R = Ngr/(Ng + Ng), wobel Ni die Anzahl der
gemessenen Retikulozyten und Ng die Anzahl der gemessenen Erythro-
ZytenproVolumenist.
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Mikroskopische Bestimmung des Retikul ozytenwertes

Retikulozyten im peripheren Blut enthalten noch Reste von RNA in
Mitochondrien und Ribosomen, die im Laufe ihrer Reifung abgebaut
werden. Reife Erythrozyten besitzen schliefdich keine RNA mehr. In
der klinischen Praxis werden die Retikulozyten nach Anférbung der
RNA mit dem Farbstoff Brillantkresylblau unter dem Mikroskop ausge-
zéhlt. Dabei werden im algemeinen 1000 rote Blutzellen ausgewertet.
Be einem Retikulozytenwert von 10— x 1073, der etwadem Normal-
bereich beim Menschen entspricht, werden adso nur 10-20 Retikulo-
zyten pro 1000 Zellen gezdhlt. Die dtatistische Sicherheit it deshalb
sehr gering (relativer Fehler: ~0,30). Sollen in der gleichen Blutprobe
etwa 100 Retikulozyten erfald werden (relativer Fehler: ~0,10), ist mit
einer Auswertungszeit von Uber einer Stunde zu rechnen. Bel Blutpro-
ben mit niedrigeren Werten mul3 mit entsprechend langeren Auswer-
tungszeiten gerechnet werden.

Eine zusitzliche Fehlerquelle ist die gelegentlich subjektive Unterschel -
dung zwischen Erythrozyten und Retikulozyten. Wenn die gleiche Blut-
probe von mehreren Personen mit dem Mikroskop mehrfach ausgewer-
tet wird, zeigen die Mef3ergebnisse oft eine grofere Streuung asfir eine
Zufdlsvertellung zu erwarten ist (Gilmer und Koepke, 1967, Londeree
and Allaire, 1969, Peebles et al., 1981, Furlong, 1973, Savage et a.,
1985). Bei den gebrauchlichen Farbemethoden ist die Unterscheidung
der hZellen oft noch durch Farbstoffpartikel auf dem Blutausstrich
erschwert.

Diese Auszahlung mit dem Mikroskop ist deshalb nicht geeignet, um die
Retikulozytenwerte bei einer grofRen Zahl von Personen schnell und
prézise messen zu konnen.

Durchfluf3zytometrische Methoden zur Bestimmung des
Retikul ozytenwertes

In den letzten Jahren wurden eine Reithe von durchfluf3zytometrischen
Techniken entwickelt, die eine schnelle und genaue Bestimmung des
Retikulozytenwertes ermdglichen. Mit dem Durchflul3zytometer kon-
nen mehr as 1000 Zellen pro Sekunde gemessen werden. Damit ist es
madglich, selbst Proben, in denen nur wenige Retikulozyten enthalten
sind, mit einem geringen stati stischen Fehler zu messen. Aul3erdem sind
diese automatischen Methoden nicht von einer subjektiven Unterschei-
dung der Zellen abhéangig.

Bel 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 Huoreszenzfarbstoff angefarbt. Durch gleich-
zeitige Messung von Fluoreszenz und Zellgrofde (mittels Kleinwinkel -
streuung oder Zellvolumen nach dem Coulter-Mel3prinzip) lassen sch
Erythrozyten, Retikulozyten, Thrombozyten und Leukozyten unter-
scheiden und ihre relativen Anteile in einer Blutprobe schnell und
genau bestimmen.

Urspriinglich sollte durch die Farbung der Zellen mit dem Fluoreszenz-
farbgtoff Acridinorange (AO) die Unterscheidbarkeit von Retikulozy-
ten und Erythrozyten mit dem Mikroskop verbessert werden (K osenow
und May, 1952, K osenow 1956). Die Ergebnisse dieser neuen Férbetech-
nik zeigten eine gute Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der Far-
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 ermoglichte (Eder et
al., 1969, Eder et ., 1971). Mit einer spezidllen Apparatur wurden die
Blutzellen auf eine Trégerfolie (Tonband) ausgestrichen und gleichzeitig
mit AO angeférbt. 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 impul sphotometrisches Ver-
fahren zur automatischen Besmmung des Retikul ozytenwertes zur Ver-
figung. Zusitzlich konnten die Blutzellen auf dem Band zur Uberpri-
fung der Ergebnisse am gleichen Prgparat auch manuell ausgezéhit
werden.

Einige Jahre spéter wurde von Clarke eine Technik entwickdlt, die es
ermoglichte, mit AO geféarbte Blutzellen in einem kommerziellen
Durchfluf3zytometer zu messen und mit Hilfe von Computerprogram-
men die Anteile von Erythrozyten und Retikulozyten zu berechnen
(Clarke, 1982).

Ahnliche Techniken wurden von Tanke et a. mit Hilfe des RNA-spezifi-
schen Huoreszenzfarbstoffes Pyronin Y entwickelt (Tanke et al., 1980,
Tanke et al., 1983). Sage et a. verwendeten zur Anfarbung der RNA in
den Retikulozyten den Fluoreszenzfarbstoff Thioflavin T (Sage et al.,
1983). Beide Autoren konnten zeigen, dal3 mit ihren jeweiligen durch-
fluzytometrischen Techniken eine gute Ubereingtimmung mit den
Ergebnissen einer mikroskopischen Auswertung erzielt wurde. Mit die-
sen Methoden konnte gezeigt werden, dal3 der Reifegrad bzw. der
R;INA-GehaIt der Retikulozyten eng mit ihrer Fluoreszenzintensitét kor-
reliert ist.

Einweiteres durchflul3zytometrisches Verfahrenist die Bestimmung des
Retikulozytenwertes mit einer Immunofluoreszenz-Technik. (Seligman
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et al., 1983). Be dieser Doppelantikorpermethode werden die Trans
ferrinrezeptoren auf der Zellmembran der Retikulozyten mit einem
Antitransferrinrezeptor-Antikorper (ATR-Antikorper) markiert. Die
Zahl der immunologisch aktiven Rezeptoren nimmt wéahrend der Rei-
fung der Retikulozyten und mit gleichzeitig abnehmender Haemoglo-
binsynthese ab. Diese Technik erfordert eine wesentlich aufwendigere
Préparation der Zellen ds die Farbung mit Fluoreszenzfarbstoffen. Es
konnen 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 erfaldt. Durch die Anwendung der ATR-Methode parallel zu einer
Methode, bel der die RNA der Zellen mit einem Fuoreszenzfarbstoff
angefarbt wird, kann der Anteil junger Retikulozyten zur Gesamtzahl
der Retikulozyten bestimmt werden. Damit konnen Informationen
Uber Verénderungen der Reifeverteilung der Retikulozyten gewonnen
werden. Andere Zélltypen wie Thrombozyten oder Leukozyten konnen
mit dieser Technik nicht erkannt werden.

M ethoden zur gleichzeitigen Bestimmung der rel ativen Anteilevon Ery-
throzyten, Retikulozyten, Thrombozyten, Lymphozyten und Granulo-
Zyten wurden 1984 von Vaet und Jaccobberger vorgestellt (Valet, 1984,
Jaccobberger et al., 1984). Bei diesen Techniken werden die Blutzellen
gleichzeitig mit zwel Fluoreszenzfarbstoffen geférbt. Zusétzlich zur
Anfarbung der DNA/RNA mit AO wird die Zellmembran mit 3,3-
dihexyloxacarbocyanine (DiOC 6) angeféarbt. Dabel ist die rote baw.
grine Fluoreszenz von DIOC 6 vom Membranpotential der Zelle
abhangig. Mit einer Drelparameter-Messung von Zellvolumen (Coul-
ter-Volumen) bzw. Streulichtmessung sowie griner und roter Fluor-
eszenz konnen die genannten Zelltypen unterschieden werden. Durch
Automatisierung der Préparation und Computerauswertung soll eine
Bestimmung der relativen Anteile in etwa 5 Minuten erreicht werden.

Die AO-Technik wurde im Institut fir Biophysik der Universitét 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
M ethode gemessen. Sie wird im folgenden ausfuihrlich beschrieben.

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

Retikulozyten im peripheren Blut enthalten noch RNA, die durch
Supravitaféarbung mit Brillantkresylblau angefarbt werden kann. In
den geférbten Retikulozyten lassen dch kdrnige oder netzartige Struk-
turen erkennen. Im Laufe der Reifung zum Erythrozyt wird die RNA
abgebaut. Jejunger der Retikulozyt ist, desto mehr RNA enthélt er und
desto dichter snd diese gefarbten Strukturen. Aufgrund des Férbe-
musters konnen verschiedene Refungsstufen (Klassfizierung in die
Gruppen 0-1V nach Heillmeyer) der Retikulozyten unterschieden wer-
den. Von den Retikul ozyten im peripheren Blut gehtren etwa 69- 75 der
Gruppe IV, ewa 19% der Gruppe 111 und nur zwischen 6-12% den
Gruppen | und Il an (Hellmeyer und Oortgiese, 1934). Die Retikulo-
zyten der Gruppoe 0 besitzen noch Kerne und sind normalerweise nur
im Knochenmark zu finden.

Als Probenmateria eignet sch sowohl Venenblut ds auch Kapillarblut.
Fur die Zéhlung mit dem Mikroskop wurden 5 gl Blut mit 100 ul Bril-
lantkresylblau-Farblésung (10 mg/l, Sarstedt, Best. Nr. 42117) ver-
mischt. Nach einer Inkubationszeit von 30 min werden Blutausstriche
hergestellt und mit dem Mikroskop ausgezahlt. Bei ca. 900facher V-
groferung (Olimmersion) wird die Zahl der Erythrozyten und Retikul o-
zyten in jeweils benachbarten Gesichtsfeldern bestimmt.

Bel Routinebestimmungen in der Klinik werden insgesamt ca. 1000 Zel-
len ausgewertet. Dabel kann nur eine geringe Zahl Retikul ozyten erfal
werden. Der statistische Fehler it deshalb sehr grof? und von der Reti-
kulozytenzahl selbst abhéngig. Streubereiche fir die Reproduzierbar-
keit der mikroskopischen Auswertung bel verschiedenen Retikulozy-
tenzahlen sndin Tab. 11.2 angegeben.

Tabelle I1.2 Streubereiche des Retikulozytenwertes R bei M ehrfachbestimmung mit dem
Mikroskop in Abhangigkeit von der Anzahl gezahlter Retikulozyten fir 95 % der Werte,
(nach Cartwright, 1968).

Retikulozytenzahl Streubereich von R fiir P; = 0,05
10 4- 16 x 10-3
20 11- 29 X 103
40 28— 52 x 10-3
80 63— 97 x 10-3
120 99-141 x 10-3
200 175-225 x 10-3
400 369-431 x 10-3
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Der datistische Fehler nimmt ab, wenn mehr Retikulozyten gezahlt
werden. Blutproben mit einem hoheren Retikulozytenwert konnen
deshalb mit einer besseren Reproduzierbarkeit ausgezahlt werden. Der
relative Fehler nimmt in Tabelle 11.2 von 0,60 bel 10 gezdhlten Retiku-
lozyten auf 0,08 bei 400 gezédhlten Retikulozyten ab. Der Normalbe-
reich liegt beim Menschen zwischen 10-25 x 107, In diesem Bereich
muiten fiir eine genauie Messung (relativer Fehler ~ 0,10) etwa 20 x 10°
Zéllen ausgezéhlt werden. Dies wirde eine Auswertungszeit von meh-
reren Stunden bedeuten.

Bei einem Strahlenunfal ist unter Umstdnden mit einer grof3en 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 Schédigung des Knochenkmarks abnimmt,
mufd zur Ermittlung des Retikulozytenwertes mit dem Mikroskop fir
eine Dosisabschédtzung mit einem erheblichen Aufwand gerechnet wer-
den. Eine Auszdhlung der Retikulozyten mit dem Mikroskop ist daher
praktisch nicht mehr durchfiihrbar; besonders dann nicht, wenn Reti-
kulozytenwerte bel einer grof3eren Gruppe von Personen gemessen
werden sollen.

Fur eine Methode zur biologischen Dosimetrie ist die Bestimmung des
Retikul ozytenwertes mit dem Mikroskop deshalb nicht geeignet. Neue
automatische Mef3verfahren, mit denen eine schnelle und genauere Be-
simmung des Retikulozytenwertes durchgefiihrt werden kénnen, sind
Voraussetzung fir ein mogliches Verfahren zur Abschétzung einer un-
bekannten Strahlendosis bei verunglickten Personen.

Durchfluf3zytometrische Messung des Retikul ozytenwertesin peripheren
Blut desKaninchens

Farbstoff

Der Huoreszenzfarbstoff Acridinorange (AO) férbt sowohl doppel-
gréangige as auch einzel strangige Nukleinsauren. AO bindet an doppel -
strangige Nukleinsauren durch Interkalierung und wegen seiner kationi-
schen Eigenschaft auch an die negativ geladenen Phosphate von einzel-
strangigen Nukleinsduren (Riggler, 1966, Peacocke, 1973, Darzynkie-
wicz et al., 19753, Darzynkiewicz et al., 1975b, Darzynkiewicz, 1979).

Acridinorange zeigt bei steigender Konzentration einen Farbwechsdl
von gruner zu roter Fluoreszenz. Ursache fir diese metachromatische
Eigenschaft von Acridinfarbstoffen ist die konzentrationsabhangige
Wechsdwirkung der Farbstoffmolekile untereinander (Farbstoffaggre-
gate, Polymere). Sowohl Absorptions- ds auch Emissionsspektren der
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Abb. 117 Links: Absorptionsspektrum von AO-Farblésungen mit cao = 50 pmol/1
(Kurve a) und ¢, , = 0,5 mmol/l (Kurve b). Das Absorptionsmaximum der monomeren
Farbstoffmolekiileliegt bei einer Wellenlangevon A = 490 nm. Mit steigender Konzentra-
tion bilden sich zunehmend Farbstoffaggregate, deren Absorptionsmaxima bei kir zeren
Wellenlangen liegen. Das Absorptionsmaximum der AO-Diniere (A =470 nm) tritt bei
hoherer Konzentration deutlich hervor (Kurve b). Die Kurven sind auf das Absor ptions-
maximum normiert (Extinktionskoeffizient in willkurlichen Einheiten).

Zur Anregung der AO-Fluoreszenz kann die blaue Linie eines Argon-lonen-L asers bei
der Welenlénge A = 488 nm verwendet werden.

Rechts: Emissionsspektren von RNA-AO-Komplexen bei Anregung mit Licht der Wellen-
lange A = 460 nm (Fluoreszenzintensitat Fao in willkurlichen Einheiten).

Nach Zugabe von RNA (CRNA = 30 umol/1) in eine AO-Farbltsung bilden sich unlédiche
RNA-AO-Komplexe, die durch Zentrifugation vom Uberstand getrennt werden kénnen.
Kurve a zeigt das Emissionsspektrum dieser RNA-AO-K omplexe und Resten des Uber-
stands. Der Uberstand fluoresziert grin (Emissonsmaximum bei A =530nm). Da die
AO-Molekille hier vorwiegend in monomerer Form vorliegen. Durch Subtraktion des
Emissionsspektrums des Uber stands (Kurve b) von Kurve a kann das Emissionsspektrum
der RNA-AO-Komplexe berechnet werden,

(nach: Kapuscingki et al. 1982).

monomeren Farbstoffmolekiile unterscheiden sch von denen der Farb-
stoffaggregate. Monomere Acridinorange-Molekiile zeigen ein Absorp-
tionsmaximum bel A =490 nm und grine Fluoreszenz mit einem Maxi-
mum bel A = 530 nm. Durch Aggregation der Farbstoffmolekiile
verschiebt 9ch das Emissonspektrum zu langeren Welenldngen
(A = 640 nm) hin. Die Absorptionsmaxima der Farbstoffaggregate lie-
gen bei etwas kurzeren Wellenldngen (Abb. 11.7).

Die durch Interkalierung gebundenen Farbstoffmolekiile (starke Bin-
dung) fluoreszieren griin mit dem Emissonsmaximum der einzelnen
Farbstoffmolekile bei A = 530 nm. Bei der elektrostatischen Bindung
an einzelstréngige Nukleinsauren (schwache Bindung) bilden die Farb-
soffmolekile Aggregate, die eine rote Fluoreszenz mit eéinem Emis-
sonsmaximum bel A = 640 nm zeigen.

Ein grof3er Tell der RNA in den Retikulozyten liegt in doppel strangiger
Form vor. Diese doppelstrangige RNA wird jedoch bei AO-Konzentra-
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tionen, wie se zur Farbung benutzt werden, vom Farbstoff selbst dena-
tuiert (Darzynkiewicz et al., 1975q). Die Strukturen in den mit AO
gefarbten Retikulozyten fluoreszieren deshab rot.

Wel¥ Blutzellen enthalten noch Zellkerne. AO bindet an die darin ent-
haltene DNA durch Interkalierung. Die Zellkerne der mit AO geféarb-
ten weil¥en Blutzellen fluoreszieren deshab griin, wahrend ihr Zyto-
plasmarot fluoresziert.

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

Farbung

Den Kaninchen wird 1 ml Blut aus der Ohrvene enthommen und zur
Vermeidung der Blutgerinnung mit 20 4l Liquemin (5000 Units Na-
heparinat/ml; Hoffmann La Roche) vermischt. 50 4l Blut werden mit
5 ml Farblésung (0,15 mal/l NaCl, 0,5/xg/ml Acridinorange; Serva) ver-
dinnt und 1 hbei 20° Cinkubiert.

Messung

Mit dem DurchfluRzytometer (Ortho Diagnostic Systems, Cytofluoro-
graph 30 H) wurden die Signalhdhen der roten Fluoreszenz (> 630 nm)
und die Kleinwinkel streuung der verschiedenen Blutzellen gemessen.

Als Lichtquelle diente ein Argon-lonen Laser (Spectra Physics, Mod.
2025) bel einer Ausgangde stung von 1000 mW und einer Wellenldnge
von 488 nm. Zur Messung der roten AO-Fluoreszenz wurde ein Kanten-
filter (RG 630, Fa. Schott) verwendet. Das Kleinwinke streulicht wurde
in einem Winkd von 1°-5° zur Achse des L aserstrahl gemessen.

Die Signde beider Parameter wurden mit logarithmischen Verstérkern
verstarkt und mit einem TRS-80 Mikrocomputer (Tandy Corp., Forth
Worth, TX, USA) ds Zweiparameter-Histogramme mit 64 x 64 Kan&
len dargestellt, abgespeichert und ausgewertet.

Mit zunehmender Menge des gebundenen Farbstoffs bzw. RNA-Ge-
halts der Retikulozyten nimmt die Pulshdhe ihrer Fluoreszenzsignde
zu. Die Pulshdhe igt jedoch nicht exakt proportional zum RNA-Gehalt
der Zellen. Der Fokus des Laserstrahls ist bei der verwendeten opti-
schen Anordnung kleiner ds der Durchmesser der Zellen. Die Fluo-
reszenzintensitét der ganzen Zelle kénnte daher nur durch Integration
der Signde gemessen werden. Integration und anschlief3ende logarith-
mischeVerstérkung der Signdewar aber austechnischen Griinden nicht
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madglich. Die Fluoreszenz-Intensitét der Signale reicht Uber einen Be-
reich von mehr ds zwe GrolRenordnungen. Die niedrigen Fluoreszenz-
Signde (Autofluoreszenz der Erythrozyten) gehen daher ins Grundrau-
schen der Mef3elektronik Uber. Durch Triggerung mit den Signden der
Kleinwinkelstreuung a's zweitem Parameter kann dennoch die Zahl der
Erythrozyten genau registriert werden. lhre Fluoreszenzverteilung ist
jedoch zum Teall vom Grundrauschen Uberlagert. Eine Integration der
F lrJ]orels(zmzsj gnade wirde den nutzbaren Mef3ereich noch weiter ein-
schrénken.

Aulkerdem it die Anférbung der Retikulozyten nicht homogen, so dal3
die gemessene Fluoreszenzintensitét 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 Pulshohe der Fluoreszenzsignale und
dem Reifungsstadium bzw. RNA-Gehalt der gemessenen Retikulozyten
wird spater noch genauer untersucht.

Die Signahthe des Kleinwinkelstreulichtes ist ein Mal3 fir die Grofl3e
der Zellen und bel dem verwendeten Durchfluf3zytometer proportional
zum Durchmesser der Zellen (Egner, 1982).

Abb. I1.8a zeigt ein Zwei parameter-Histogramm von geférbtem Kanin-
chenblut. Es konnen drei verschiedene Typen von Blutzellen unterschie-
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den werden: Erythrozyten (E), Retikulozyten (R) und Thrombozyten
(T). Erythrozyten und Retikul ozyten haben etwa die gleiche Grofie und
liefern deshalb auch gleiche Signalhthen fir die Kleinwinke streuung.
Se unterscheiden sch aber wesentlich in der Hohe ihrer Fluoreszenz-
sgnde. Die ungeféarbten Erythrozyten liegen ganz linksin den Kandlen
0-4, wéhrend die geféarbten Retikul ozyten weiter rechtsin den Kanden
5-63 eine breite Fluoreszenzverteilung zeigen. Die Thrombozyten ent-
halten ebenfals RNA und werden deshalb auch angeférbt. hre Fluo-
reszenzintensitét liegt im gleichen Bereich wie die der Retikulozyten.
Dadie Thrombozyten aber wesentlich kleiner and dsErythrozyten und
Retikulozyten, werden sie bel entsprechend kleineren Signalhdhen des
Kleinwinkelstreulichtes registriert.

Durch Setzen einer oberen und unteren Grenze fur die Signale des
Kleinwinkestreulichtes und Projektion des Histogramms aus diesem
»Fenster auf die Fluoreszenzachse kann die Fluoreszenzverteilung der
Erythrozyten und der Retikulozyten dargestellt werden (Abb. 11.8b).

Zur Messung des Retikulozytenwertes R wurde in einem Histogramm,
wieesin Abb. I1.8b dargestellt ist, die Anzahl der gemessenen Erythro-
zyten Ne durch Summierung der Kanalinhalte zwischen den Kanden
K = 0-4 und die Anzahl der gemessenen Retikulozyten N durch Sum-
mierung der Kanalinhalte zwischen den Kanden K = 5-63 ermittelt.
Daraus errechnete Sch der Retikulozytenwert zu R = Ng/(Ng + NR).
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vertellung der Retiku-
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Kalibrierung

Da der Mefdereich von 15 Dekaden der logarithmischen Verstérker
nicht ausreichte, um die Fluoreszenzverteilung von Erythrozyten und
Retikulozyten gleichzeitig zu messen, wurde die Verstérkung der Fluo-
reszenzsignae so kalibriert, daid die Erythrozyten in den Kandlen 0-4
registriert wurden und die Fluoreszenzverteilung der Retikulozyten in
den Kanden 5-63 lag.

Zu dieser Kalibrierung wurden griin fluoreszierende mono-disperse
Latexkugeln mit einem Durchmesser von 0,82 um (Polybead Fluores-
cent Microspheres, Polyscience Inc., Warrington) verwendet. Die Fluo-
reszenz dieser Partikel wurde mit einem Bandpal¥filter (BP 510-560)
gemessen und die Hochspannung am Photomultiplier so eingestellt,
dal3 die Signahohe am Ausgang des Vorverstérkers 7 V betrug. An-
schliefRend wurde zur Messung der Blutzellen der Bandpalfilter durch
einen roten Kantenfilter (RG 630) ersetzt.

Zur Mesaung der Kleinwinkestreuung wurde die Hochspannung am
Photomultiplier so eingestellt, dal3 die Sgnae von Erythrozyten und
Retikulozyten etwain den Kanden 30-40 lag. Die Fluoreszenzsignale
der ungefarbten Erythrozyten waren um mehr as zwea Grof3enordnun-
gen geringer ds die Fluoreszenzsignale gefarbter junger Retikul ozyten
und lagen daher, bel dieser Einstellung im Grundrauschen (~ 30 mV)
der Mel3dektronik. Zur Triggerung wurden deshalb die Signde des
Kleinwinkel streulichtes gewahlt. Dadurch kann die Anzahl der Erythro-
zyten gemessen werden, obwohl ihre Fluoreszenzsignae im Grundrau-
schen liegen. Bel dieser Einstellung stimmt der gemessene Retikulo-
zytenwert mit der mikroskopischen Bestimmung Uberein.

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

Die durchflufRzytometrische Methode wurde mit der bereits beschriebe-
nen Methode zur Auszéhlung der Retikulozyten mit dem Mikroskop
verglichen. Es wurden Vergleichsmessungen von Blutproben sowohl
mit sehr niedrigen as auch mit sehr hohen Retikul ozytenwerten durch-
gefuhrt. Blutproben von Kaninchen mit niedrigen Retikulozytenwerten
konnten wahrend der Bestrahlungsexperimente gemessen werden. Um
Blutproben mit einem hohen Retikulozytenwert herzustellen, wurde
bei den Tieren eine Blutungsandmie erzeugt. Dazu wurden bel den
Kaninchen an 3 aufeinanderfolgenden Tagen aus einer Ohrvene 4 mi
Blut pro kg Korpergewicht entnommen. Der Retikul ozytenwert wurde
3 Tage nach der letzten Blutentnahme gemessen.
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Die Ergebnisse desVergleichsbeider Methoden sndin Abb. 11.9 darge-
stellt. Die gemessenen Werte zeigten eine gute Ubereinstimmung. Der
Korrelationskoeffizienten betrégt r=0,96. Die Steigung der Aus
gleichsgeraden ist a= 0,903 = 0,044, d. h. im Mittel wurden im Mikro-
skop geringfligig hdhere Werte gezahlt Der Schnlttpunkt der Geraden
mit der y-Achseliegtbei b=30X 103+ 17 x 10°°.
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Abb. 11.9 Vergleich der Retikulozyten werte gemessen mit dem Durchflul3zytometer
RFCM (AO-Férbung) und mit dem Mikroskop RMIC (Férbung mit Brillantkresylblau).

y = X; y =ax+b mita=0,903+0,044undb=30x10%+1,7 x 103,
DieFehlerbalken kennzeichnen die Streuber eichefir R + o. (Schmitz und Werner, 1986)

Bei Proben mit Retikulozytenwerten unter R = 3 x 10~ wurden bei der
Auswertung mit dem Mikroskop mindestens 20 Retikulozyten gezahlt.
Bel dlen anderen Proben wurden 100 Retikulozyten gezahlt Derrda
tive Fehler betragt YR =0, 2fur dieWerteundR=3x10°unds¥ R=0,1
fir Werte (iber R=3x 107

Um die Reproduzierbarkeit der Methode zu Uberprifen, wurden vom
gleichen Blut mehrere Proben hergestellt und jeweils mehrere Messun-
gen durchgefuhrt. DieMefl3wertesind in Tab. 11.3 zusammengefald. Die
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Ergebnisse zeigen, dal3 die Streuung der Mef3werte der gleichen Probe
etwa die gleiche ist wie die Streuung der Mef3werte verschiedener Pro-

ben vom gleichen Blut.

Tabelle 11.3 Mel3werte einiger Proben vom gleichen Blut. Der mittlere Retikulozyten-
wert der Proben ist 10,3 X 102+ 119 x 10°°. Die Streuung der Mef3werte einer Probe
ist etwa die gleiche wie die Streuung der MeRwerte verschiedener Proben vom gleichen
Blut.

Probe R/10-3 R7103| §10-3| SR
1 11,5;10,7; 12,8; 10,5; 9,3; 9,7 108 13 012
2 10,8; 8,6; 9,0; 8,2; 9,0; 8,2 9,0 11 012
3 | 104 10,0;10,8;9,2;92 99 0,7 0,07
4 |85;84;10,7;10,1,9,8; 10,7 9,7 10 0,10
5 |126;11,9;10,8;12,5; 130 121 | 09 0,07

Der Einflul3 der Férbedauer wurde durch mehrmaliges Messen ver-
schiedener Proben Uiber eine Zeit von 5 min bis 5 Stunden nach Anfér-
bung der Zellen untersucht. Dabel wurde die Verstdrkung der Photo-
multiplier nicht verandert. Bei einer Inkubationszeit zwischen ca
30 minund 5 h liefert die Methode Ergebnisse, dieinnerhalb des oben
genannten Streubereichs liegen und gut mit den Werten der manuellen
Auswertung Ubereinstimmen (Abb. 11.10).

{{“{‘{/}\{/{Mx}ﬁfﬂ{‘——“{f{
S:f
B

Abb. 1110 Abhé&ngigkeit des gemessenen Retikulozytenwertes von der Zeit nach Anfér-
bung mit AO. Die Fehlerbalken représentieren die Standardabweichung der M ef3er geb-
nisse mehrerer Proben vom gleichen Blut.
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Dur chfluf3zytometrische Messung des Retikul ozytenwertesim periphe-
ren Blut desMenschen

Farbstoff

Zur Verbesserung der Genauigkeit und Reproduzierbarkeit der Mes-
sungen des Retikulozytenwertes in menschlichem Blut wurde der spe-
zidl zu diesem Zweck neu entwickelte Fluoreszenzfarbstoff Thiazol-
orange (Lee et al. 1986) verwendet. Thiazolorange (TO) besitzt einige
Vorteile gegentiber dem fir die Tierexperimente verwendeten Farbstoff
Acridinorange (AO), wodurch der Untergrund bei der Messung redu-
zZiert werden kann. Der interkalierende Farbstoff Thiazolorange bindet
sowohl an DNA ds auch an RNA durch den starken Bindungstyp.
Durch die Bindung von TO an RNA erhoht sch die Quantenausbeute
etwa um den Faktor To-RNA/®TO ~ 3000 (Lee et al. 1986). Bei der Bin-
dung von AO an RNA ergibt sich dagegen nur eine geringe Erhéhung
der Quantenausbeute Von ®AO-RNA/DAO ~ 5.

| N Fro
|l — / I‘l b |,r'r-h\\__. @vz—w e,
1S 2 >/ . 300} \ d f”
| | " ruc®
| / IIl,-' \u_x\ I'. . Thiazolorange
10} / / \ \ 200} .
| / / \ 1 “
/ W
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-~ -~ "~ --C - —
= S SR S ——— —
400 500 A/ nm 520 620 X/ nm

Abb. 11.11 Absorptionsspektren und Emissionsspektren von Thiazolorange (TO).
Kurve a: Absorptionsspektrum von TO (5x 10° M in PBS)

Kurve b: Absorptionsspektrum von TO (5 x 10 M in PBS) mit RNA (Img/ml)

Kurve c: Emissionsspektrum von TO (1 x 10"°M. Anregungswellenldnge). = 510 nm)
Kurve d: Emissionsspektrum von TO (1 x 10 *M) mit RNA (0,1 mg/ml)

Fluoreszenz F, in willkirlichen Einheiten (nach Lee et al. 1986).

Anférbung der Blutzellen

Eine Stamml6sung einer Konzentration von 1 mg/ml Thiazolorange in
Methanol wurdeim Verhdtnis1:10000in PBSmit 2 mM EDTA und 2 ¢/
1 NaNj3 verdinnt. Sul Vollblut werden in 1 ml dieser FarblGsung ver-
dinnt und eine Stunde bel 20°C inkubiert. Gleichzeitig wurde eine
ungefarbte Probe hergestellt, wobei das Blut im gleichen Verhaltnis mit
der Pufferlosung ohne Farbstoff verdinnt wurde.
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Messung

Mit dem Durchflul3zytometer (Ortho Diagnostic Systems, Cytofluoro-
graph 30 H) wurden die Signalhdhen der Fluoreszenz im Wellenlangen-
intervall 510 nm-560 nm und der Kleinwinke streuung (1°-5° zur Achse
des Laserstrahls) der verschiedenen Blutzellen gemessen. Die Fluores-
zenz wurde mit einem Bandpassfilter (BP 510-560, Fa. Schott) be-
stimmt.

Das Verhdtnis der Intensitéten der Fluoreszenzsignae von Erythro-
zyten Fg und jungen geférbten Retikulozyten Fr betrégt etwa Fg/
Fe = 1000. Um sowohl die Autofluoreszenz der Erythrozyten as auch
die Fluoreszenzverteilung der gefarbten Retikulozyten bel der gleichen
Verséarkungseinstellung registrieren zu konnen, wurde en logarith-
mischer Verstérker mit einem Mef3bereich von tUiber 3 Dekaden verwen-
det. Dieser Verstarker stand erst fir diese Experimente zur Verfligung.
Die Signde der Kleinwinkelstreuung wurden mit einem linearen Ve-
starker gemessen und dienten gleichzeitig zur Triggerung. Die Daten
wurden as zweparametrisches Histogramm mit 128 x 128 (bzw.
256 x 256) Kandlen mit einem Personal-Computer (ToshibaT300) dar-
gestellt, ausgewertet und abgespeichert (Kramer, 1989).

Abb. 11.12a zeigt en solches zwe parametrisches Histogramm von
menschlichem Blut. Folgende Blutzellen kdnnen unterschieden wer-
den: Erythrozyten (E), Retikulozyten (R), weil%e Blutzellen (WB2Z)
und Thrombozyten (T). Erythrozyten, Retikulozyten und weil3e Blut-
zdllen and etwa gleich grof3 und liefern deshab gleiche Signalhdhen der
Kleinwinkelstreuung. Sie unterscheiden sch jedoch in ihrer Fluores-
zenzintensitdt. Die Erythrozyten werden nicht angeférbt und zeigen
deshab nur eine geringe Autofluoreszenz. Da die Retikulozyten noch
restliche RNA enthalten, die von dem Huoreszenzfarbstoff TO ange-
farbt wird, it die Fluoreszenzintensitét dieser Zellen grol3er. Die wel-
[2en Blutzellen enthalten Zellkerne, die ebenfdls angefarbt werden. Se
liefern sehr hohe Fluoreszenzsignale und werden in den Kanden am
rechten Rand gezahlt. Thrombozyten fluoreszieren etwa mit der gle-
chen Intensitdt wie Retikulozyten, se lassen dch aber aufgrund ihrer
Grofe und entsprechend kleineren Kleinwinke streulicht-Signalen von
diesen unterscheiden. Durch Einstellen eines entsprechenden Fensters
und Projektion des Fensters auf die Fluoreszenzachse Fro kann die
Fluoreszenzvertellung von Erythrozyten und Retikul ozyten dargestel It
werden (Abb. 1.12b).

Im Laufe der Refung der Retikulozyten wird die noch vorhandene
RNA kontinuierlich abgebaut. Die Fluoreszenzintensitét junger ange-
farbter Retikulozyten ist entsprechend héher ds die ater Retikulozy-
ten, in denen nur noch sehr wenig RNA vorhanden ist. Die Fluoreszenz-
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Abb. I1.12a Zweiparameter — Histogramm von menschlichem Blut nach TO-Farbung.
Die Hohenlinien entsprechen den Niveaus 2, 4, 8, 16, 32, 64 und 128. Auf diese Abszisse
i der Logarithmus der grinen TO-Fluoreszenz, Fy,, dargestelt, auf der Ordinate die
Intensitat des Kleinwinkestreulichtes, S.

Vertelung der Retikulozyten ist deshalb sehr breit und geht stetigin die
Autofluoreszenz der Erythrozyten tiber. Eine genaue Grenze zwischen
Erythrozyten und Retikulozyten kann deshalb nicht angegeben wer-
den. Die obere Grenze der Autofluoreszenz der Erythrozyten wurde
deshalb bel den Experimenten durch Messung einer ungeférbten Probe
bestimmt. Als Grenze zwischen Erythrozyten und Retikul ozyten wurde
die Kananummer definiert, oberhalb der keine ungeférbten Zellen
mehr registriert wurden (Abb. 11.13). Als Retikulozyten wurden die Zel-
len gezahlt, die in ihrer Fluoreszensintensitét zwischen dieser Grenze
und der Fluoreszenzintensitét weil3er Blutzellen liegen.
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Abb.11.12b Fluoreszenzverteilung von Erythrozyten und Retikulozyten durch Projek-
tion desin Abb. I1. 12a eingezeichneten Fenster s auf die Fluor eszenzachse. Bei der Probe
wurde ein Retikulozyten wert von R = 123 X 10~° gemessen.
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Abb. 11.13 Fluoreszenzverteilung einer ungeférbten (links) und einer mit TO geférbten
(rechts) Blutprobe. Als Grenze zwischen Erythrozyten und Retikulozyten wurde die
Kanalnummer definiert, oberhalb der keine ungeférbten Blutzellen mehr registriert wur-
den. Bei dieser Blutprobe wurde ein Retikulozytenwert von R = 2,5 X 10 gemessen.
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Vergleich der durchflul3zytometrischen Methode mit den Ergebnissen
einer Auswertung mit dem Mikroskop; Reproduzierbarkeit und
Genauigkeit der Messung

Die durchfluldzytometrische Bestimmung des Retikulozytenwertes
nach Anférben mit TO wurde ebenfals mit einer manuellen Auswver-
tung mit dem Mikroskop verglichen. Parallel zu Routinebestimmungen
des Retikulozytenwertes mit dem Mikroskop nach Brillantkresyltér-
bung im haematol ogischen Labor der Universitatsklinik Frankfurt wur-
den durchfluf3zytometrische Messungen durchgeftihrt. Mit dem Mikro-
skop wurden jewells 1000 Zellen und mit dem Durchflul3zytometer ca.
10° Zellen ausgewertet.

Ein Vergleich der Ergebnisse ist in Abb. 1114 dargestellt. Die Daten
zeigen ene gute Ubereinstimmung. Lineare Regresson ergibt eine
Steigung von a= 102 + 0,06 und einem Schnittpunkt mit der y-Achse
bei 133X 10°+222x 10°. Der Korreationskoeffizient ~betragt
r=0,83.

-3
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Abb.I1.14 Vergleich der Retikulozytenwerte, gemessen mit dem Durchfluzytometer
Rgem (TO-Firbung) und mit dem Mikroskop Ryyc (Firbung mit Brillantkresylblau).
———y=X; y=ax+bmita=1,02+0,06und b=1,33 X 10-3 + 2,22 X 103
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Die Genauigkeit und die Reproduzierbarkeit der Methode wurde durch
mehrfache Messung mehrerer Proben sowohl vom gleichen Blut ds
auch von Blut mit unterschiedlichen Retikulozytenwerten getestet.
Tab. 1.4 zeigt einzelne Mef3ergebnisse von 5 Proben, die aus dem glai-
chen Blut hergestellt wurden. Die Streuung der einzelnen Mef3werte
einer Probe ist etwas geringer as die Streuung der Mef3werte verschie-
dener Proben vom gleichen Blut. Tab. 11.5 zeigt die Mef3ergebnisse ver-
schiedener Blutproben mit unterschiedlichen Retikulozytenwerten.
Der relative Fehler SR nimmt mit hoheren Mef3werten ab.

Der relative Fehler der mit dem Mikroskop bestimmten Retikul ozyten-
werte liegt nach Angaben des haematologischen Labors der Univers-
tétsklinik bei etwas/R = 0,2-0,3.

Tabelle IT.4 MeBwerte einiger Proben vom gleichen Blut. Der mittlere Retikulozytenwert
der Proben ist 17,8 x 10-3%1,44 x 10-2. Die Streuung der MeBwerte einer Probe ist etwas
geringer als die Streuung der MeBwerte verschiedener Proben vom gleichen Blut.

Probe R/10-3 R/10-3 | s/10-3 | s/R
1 18,3;19,3; 18,7, 19,65 20,0 19,2 0,68 0,04
2 |17,4;17,9;18,0; 18,1 17,9 | 031 | 0,02
3 15,6;15,9;15,7;15,7;15,5; 15,3 15.5 0,46 0,03
4 |18,8:17,8:19,6:19,7 18,8 | 1,01 | 0,05
5 17,5;17,2;17,1;17,4; 18,1 17,5 0,39 0,02

Tabelle I1.5 MeBergebnisse einiger Blutproben mit unterschiedlichen Retikulozytenwer-
ten. Der relative Fehler s/R = nimmt mit zunehmendem Retikulozytenwert R der Probe ab.

Probe R/10-3 R/10-3 | §/10-3 | /R
1 |9,4;6,6;7,7;7,3;8,0 78 | 1,0 | 0,13
2 | 14,6;13,7;13,8;13,1;13,7 138 | 05 | 004
3 [19,2;17,9;15,5;18,8;17,5 17,8 | 1,4 | 0,08
4 |25,4;26,5;42,2;25,9;28,7;24,1 258 | 1,7 | 0,07
5 | 48,9;45,5,45,4;43,7,44,0 455 | 2,1 | 0,05
6 |102,7;104,4;101,8;110,1;1042 | 1046 | 32 | 0,03
7 | 158,2;160,5;163,6;157,6;163,4 | 160,7 | 2,8 | 0,02
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Die Farbung mit TO ist nach 15-20 min stabil, d. h. die Fluoreszenz der
Retikulozyten nimmt danach nicht mehr zu. Fir eine Abschétzung der
Haltbarkeitsdauer der gefarbten Proben wurden mehrere Messungen
von 6 Proben des gleichen Blutes Uber einen Zeitraum von 20 min bis
46 Stunden nach Anféarbung durchgefiihrt (Abb. 11.15). Es zeigte sich,
dal3 die Proben moglichst noch am Tag der Anférbung gemessen werden
sollten, da sch die Qualitét der Histogramme danach verschlechtert.
Die Vertellungen verbreiterten sch und der Untergrund nahm zu. Die
Histogramme waren dann schlechter auszuwerten, wodurch sch gré-
[3ere Abweichungen der Mef3ergebnisse der einzelnen Proben ergaben.

R*103 |
20 }
——————
10 }
0 — . " i i " N
0 10 20 30 40 t/h

Abb. 11.15 Abhéngigkeit des gemessenen Retikulozytenwertes von der Zeit nach Anfér-
bung mit TO. Die Fehlerbalken représentieren die Standar dabweichung der M ef3er geb-
nisse mehrerer Proben desgleichen Blutes. Die Proben sollten mdéglichst am gleichen Tag
gemessen werden, da die Qualitét der Histogramme danach schlechter wird und deshalb
die Streuung der M ef3er gebnisse danach zunimmt.

Beeinflussung der Mef3ergebnisse

Die Messung des Retikulozytenwertes liefert bei Anwesenheit von
Howell-Jolly-K drperchen zu hohe Werte. Bel diesen Koérperchen han-
delt es Sch um Einschliisse in Erythrozyten, die DNA enthalten. Diese
DNA wird von dem Fluoreszenzfarbstoff angeférbt. Die Fuoreszenz-
intensitét von Erythrozyten mit solchen Howell-Jolly-Kdrperchen liegt
im gleichen Bereich wie die Fluoreszenzintensitdt der Retikulozyten
und ist bel der Messung deshalb nicht von diesen zu unterscheiden.
Unter normalen Bedingungen werden solche Zellen sofort von der Milz
abgebaut (Abb. 11.16). Howell-Jolly-Kérperchen werden nach Milz-
exstirpation, selten auch bei Hamolysen und megaloblastischen An&
mien beobachtet.
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Abb. 1116 Hisogramm einer Blutprobe von einem Patienten nach Milzexgtirpation.
Wegen der Anwesenheit eines hohen Anteils von Erythrozyten mit Howell-Jolly-K &r per -
chen ist eine Unter scheidung von Erythrozyten und Retikulozyten nicht mdglich.

Retikulozytenwert im Blut von Kaninchen
nach Bestrahlung

Vorbemerkung

Im folgenden Kapitel soll die Wirkung einer Ganzkdrperbestrahlung
auf die Erythropoese von Kaninchen mit Hilfe einer neuen durchfluf3-
zytometrischen Technik néher untersucht werden. Dabel geht esum die
Abhangigkeit des Retikulozytenwertes von der Zeit nach Bestrahlung
und von der Dosis. Als zusédtzliche GrofRen missen dabel auch die
Altersverteilung der Retikulozyten und ihre Verdnderungen sowie die
Eisenaufnahmerate pro Retikulozyt as Funktion der Zeit nach Bestrah-
lung gemessen werden. Diese Untersuchungen dienen dem Ziel, aus
den Verdnderungen dieser Parameter nach einer Ganzkorperbestrah-
lung die Dosis im Knochenmark abschétzen zu kdnnen. Insbesondere
sollen die Genauigkeit einer solchen ,, Biologischen Dosimetrie® analy-
sert und die wesentlichen Parameter detailliert herausgearbeitet wer-
den, die diese Genauigkeit beeinflussen.

Esist schon sait langem bekannt, dal3 durch ionisierende Bestrahlung,
jenach Dosis, die Erythropoese durch Schéadigung der Stammzellen im
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Knochenmark massv beeinflufd wird. Insbesondere wurde auch schon
frih erkannt, dal3 eine Messung des Retikul ozytenwertes nach Bestrah-
lung zum Nachweis der Schédi gung des Knochenmarks dienen kann, da
die Retikulozyten nach Ubergang aus dem Knochenmark ins peri phere
Blut eine relativ kurze Reifungsdauer von nur zwe bis drei Tagen auf-
weisen (Hellmeyer und Westhauser, 1932, Seip, 1953, Badini 1960,
Engelbrecht, Remmele, 1969). Schon Langendorff (1936, 1937, 1939)
konnte zeigen, dal? der Retikulozytenwert in M&usen nach einer Ganz-
korperdosis von etwa 1 bis 3 Gy einer Réntgenbestrahlung wie auch
nach fraktionierter Bestrahlung in den ersten zwe Tagen nach Bestrah-
lung abnahm und spéter nach Erholung des Knochenmarks wieder zu-
nahm. Ahnliche Ergebnisse wurden auch von Mardersteig (1937, 1939)
bel bestrahlten Kaninchen berichtet. Mardersteig untersuchte zusétz-
lich die Verénderung der Anteile von Retikulozyten inihren verschiede-
nen Reifungsstadien nach Hellmeyer und Westhduser (1932) ds Funk-
tion der Zeit nach Bestrahlung. Er konnte zeigen, dal3 Sch diese Vertei-
lung nach Bestrahlung veranderte und dal3 nach Erholung der Erythro-
poese zunéchst junge Retikulozyten im peripheren Blut auftauchten.
Heeren (1948) fand nach einer Dosisvon 1 Gy eine Abnahme des Reti-
kulozytenwertesin M&usen am 2. bis 3. Tag nach Bestrahlung um einen
Faktor zwe und zwischen dem 8. und 10. Tag eine Zunahme um den Fak-
tor drei gegeniber unbestrahlten Tieren. Dieser Wiederanstieg war
zudem erheblich hoher, wenn die Dosis in kurzen Pulsen gegeben
wurde. Jacobson und Marks (1949, 194) untersuchten eine Rethe von
hamatol ogischen Parametern im Blut von Kaninchen nach Bestrahlung.
Auch se 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. Ababel et al. (1968) konnten in betrahlten Kaninchen
nach einer Dosisvon 6-7 Gy eine Abnahme des mittleren RNA-Gehal-
tes von Retikulozyten beobachten. Eltgen et al. (1961) berichteten tber
eine Abnahme des Retikul ozytenwertesin Mausen mit einem Minimum
am zweiten Tag nach Bestrahlung schon nach einer Dosisvon 0,75 Gy.
Ahnliche Ergebnisse publizierte Otto (1973) nach Bestrahlung von
Mausen mit Rontgenstrahlung und Neutronen. Schon nach Dosen von
0,25 Gy (bei RoNtgenbestrahlung) baw. 0,15 Gy (bel Neutronen) konnte
er eine Abnahme des Retikulozytenwertes am zweiten Tag nach Be-
strahlung beobachten. Boggs et al. (1978) konnten zeigen, dal3 in be-
strahlten Méausen die Zeitdauer des Wiederanstiegs des Retikulozyten-
wertes proportional zur Dosisist (etwa 6 Tage nach 1 Gy und 11 Tage
nach 2 Gy).
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Fur alle diese Untersuchungen wurden die Retikulozytenwerte durch
Auszéhlen 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 grof3en Aufwand die Strahlendosis abge-
schétzt werden. Es wurde deshalb in den vergangenen zwanzig Jahren
zunehmend nach neuen Methoden fiir eine automatische Retikulozy-
tenzéhlung gesucht. Eder und Mitarbeiter (Eder und Thaer, 1969, Eder
et al., 1971) entwickelten z. B. eine neue Retikul ozytenzéhl methode zur
Strahlenschadensdiagnose nach nuklearen Katastrophen. Retikulozy-
ten wurden auf einem Band fixiert und mit einer fluorometrischen Me-
thode nach Anférbung mit Acridinorange automatisch ausgezahit. Mit
dieser Technik konnten Chaudhuri und Mitarbeiter (Chaudhuri et al.,
1979, Chaudhuri und Messerschmidt, 1982) bel bestrahlten Mausenund
Kaninchen zeigen, dal3 der Retikulozytenwert im peripheren Blut nach
Bestrahlung abnahm, dal3die Zeit bis zum Minimum des Retikul ozyten-
wertes nicht von der Dosis abhing und dal3 die Zeitdauer bis zum Wie-
deranstieg und das Maximum des Retikulozytenwertes nach seinem
Wiederangtieg dosisabhéngig war.

Die hisher vorliegenden und im wesentlichen Ubereinstimmenden
Untersuchungen bei bestrahlten Versuchstieren haben ergeben, dal3 der
Retikulozytenwert nach Bestrahlung moglicherweise ein geeigneter
Parameter fir eine biologische Dosimetrie sein kann. Aus seiner Ab-
nahme am 2. oder 3. Tag nach Bestrahlung oder aus seiner Zunahme
wiederum einige Tage spéter, beides Parameter, die dosisabhangig zu
sein scheinen, 183 sch moglicherwese eine unbekannte Ganzkorper-
dosis bestimmen. Mégliche Probleme fir die Genauigkeit einer solchen
biologischen Dosimetrie Snd nach wie vor in der Ungenauigkeit der
Messung des Retikulozytenwertes zu finden. Es soll daher in diesem
Kapitel versucht werden, mit den beschriebenen neuen durchflul3zyto-
metrischen Methoden einer Messung des Retikulozytenwertes die
Grundlagen einer moglichen biologischen Dosimetrie in einem Tiermo-
dell, dem bestrahlten Kaninchen, zu analysieren. Alsweitere Parameter
werden dabel auch die Altersverteilung der Retikulozyten sowie ihre
Eisenaufnahmerate herangezogen werden.

Schon Mardersteig (1937, 1938) stellte dar, dal3 Sch die Altersverteilung
der Retikulozyten nach Bestrahlung verdnderte, und Belcher et al.
(1959) wiesen nach, dal3 die Eisenaufnahmerate und die Hamoglobin-
synthese in Retikul ozytenpopulationen von anamischen bzw. bestrahl-
ten Ratten von deren Altersverteilung abhangt. Chone (1961) konnte
Regulationsstérungen beim Eisengtoffwechsd der Erythrozyten von
Ratten nach Bestrahlung mit Dosen zwischen 0,5 und 6 Gy beobachten.
Aus dl diesen Beobachtungen erhellt, dal? auch die Eisenaufnahme in
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Retikulozyten von deren Reifungsgrad abhangt und damit mdglicher-
weise die Messung der Eisenaufnahmerate pro Retikulozyt zusétzliche
Informationen Uber die Blutbildung nach Bestrahlung erlaubt.

Satistische Methoden

Die Log-Normalverteilung

Die Mehrzahl quantitativer Daten in der Medizin folgt nicht der Stan-
dard-Normalverteilung, sondern asymmetrischen, meist linksgipfligen
Haufigkeitsverteilungen. Bel einer solchen Verteilung steigt die Wahr-
scheinlichkeitsdichte von einem bestimmten Wert an zunéchst stell an
und lauft nach Erreichen des Maximums zu hoheren Werten hin flach
aus.

f(x)

LOG - NORMALVERTEILUNG

Abb.IL.17 Charakteristischer Verlauf der Log-Normalverteilung: Die Wahrscheinlich-
keitsdichtefunktion f(x) verliuft asymmetrisch. Sie steigt ab einem bestimmten Wert steil
an und liuft nach Erreichen des Dichtemittels D, bei dem das Maximum der Verteilung
liegt, zu hoheren Werten hin flach aus. Der Median X liegt links vom arithmetischen Mittel-
wert X und teilt die Fliiche unter der Kurve in zwei Hilften. 68 % der gesamten Fliiche liegt
zwischen den Grenzen: Median X/Streufaktor S;und Median X X Streufaktor S;.

Die Entstehung solcher asymmetrischer Verteilungen kann anschaulich
durch eine ensatige Begrenzung der Variationsmdglichkeit einer
Grofe erklart werden. Vide Groélien konnen keine negativen Werte
annehmen, ihre Vertellungen sind deshab links durch den Wert Null
begrenzt. Die Vertellungen solcher Gréfzen werden in den meisten Fal-
len durch eine logarithmische Normalverteilung, kurz Log-Normalver-
teilung, beschrieben (Abb. 11.17).
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Bel der Standard-Normalverteilung wirken die Zufalsgrofen additiv
zusammen. Die meisten physiologischen Regelvorgange sind dagegen
durch multiplikatives Zusammenwirken einer Reihe von Faktoren
gekennzeichnet. Die meisten physiologischen GrofRenwie z. B. dierela
tiven Anteile der verschiedenen Zellen im Blut. Konzentrationen ver-
schiedener Stoffe in Koérperflissigkeiten, Blutdruck, Pulsfrequenz usw.
folgen deshab einer Log-Normalverteilung.

Allgemein ist eine Log-Normalverteilung immer dann gegeben, wenn
die Faktoren, die einen Mefl3wert beeinflussen, multiplikativ zusammen
wirken. Die Variation des Mel3wertes ist dann proportional zum Wert
selbst.

Die Log-Normalverteilung wird durch folgende Gleichung beschrieben:

_(nx — p)?

|
X) = ——— X e 2 I1.1
*® =2 \ 2702 20 firx>0 D

@ (y) ist die Wahrscheinlichkeitsdichte, 4 das arithmetische Mittel der
Grundgesamtheit und o die Standardabweichung der Grundgesamtheit.

Folgen die Daten einer Stichprobe der Log-Normalverteilung, kann der
Datensatz durch Logarithmieren aller Mef3werte in ene transformierte,
normalverteilte Stichprobe Uberflihrt werden. Auf diese Wese ist es
maoglich, samtliche statistischen Verfahren anzuwenden, die normalver-
teilte Werte voraussetzen.

Folgende charakteristische GrofRen lassen sch fur die Stichprobe er-
rechnen:

Median: g=e' " /= ¢Xmx (I1.2)
V N3 (Inx) — (3 In x,)?
3 _ n (n—1)
Streufaktor: S; = e lnx = ¢ (I1.3)
arithmetischer - 2 S o
Mittelwert: % =e &nx ™ Shx/2) o anl (11.4)
Dichtemittel: D = e Kinx ™ Sinx) (IL.5)

Dabei ist X, , der arithmetische Mittelwert und s, , die Standardab-
weichung der logarithmierten Einzelwerte In x;.

Der Median X teilt die Verteilung in zwei Hélften, jeweils die Halfte der
MeBwerte ist kleiner bzw. groBer als der Median.
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Der Streufaktor S; beschreibt die Variation der MeBwerte. Mit zuneh-
mendem Streufaktor S; verschiebt sich der arithmetische Mittelwert X
vom Median x nach rechts und das Dichtemittel D (Maximum der Ver-
teilung) um den doppelten Betrag nach links (Abb. I1.17). Durch Multi-
plikation bzw. Division des Medians X mit dem Streufaktor S; werden
die Grenzen berechnet, innerhalb der 68 % derer MeBwerte x; liegen.
Fiir die Wahrscheinlichkeit P = 0,68 gilt also:

X/Si=x; =X X8 (I1.6)
Die Endergebnisse haben die Form:
X X S¢! (11.7)

In der Medizin werden héufig die Streuungsintervalle fiir die Wahr-
scheinlichkeit P = 0,95 angegeben:

X X S1% (I1.8)

Fehlerfortpflanzung

Die Multiplikation bzw. Division von Medianen ist gleichbedeutend mit
der Addition bzw. Subtraktion der arithmetischen Mittelwerte der loga-
rithmierten Einzelwerte:

Txy=eXnxt Yiny, (11.9)
bzw.: X/ §=¢Xnx " Yy (11.10)

Fir die zugehorigen Standardabweichungen der logarithmierten Einzel-
werte gelten deshalb, vorausgesetzt die Daten sind stochastisch unab-
héngig, die Regeln der GauB3schen Fehlerfortpflanzung:

sz=\f(§_i><sx)2+(g_§+sy)2 (IL11)

Fiir die Addition und Multiplikation der Mittelwerte folgt daraus:
Kinx + Yy £ VShy, + Shy, (11.12)
Kinx — Yy = Vshy + 82y, (11.13)

Die Streubereiche fiir Produkte und Quotienten von Medianen mit
zugehorigen Streufaktoren kénnen dann wie folgt berechnet werden:

2
s; = e VShx * shy, (I1.14)




Zur Anpassung einer Log-Normalverteilung an die Daten édndert sich
Gleichung I1.1 wie folgt:

1 ~(In x — In X)2
@ (X)) =—F—=Xe 2st.  firx>0  (ILI5)
X \': 21"-Slzr‘n Xi I

Dadurch wird die diskrete Héufigkeitsverteilung in eine kontinuierliche
Wahrscheinlichkeitsverteilung iiberfithrt. Dabei ist ¢ (x) die Wahr-
scheinlichkeitsdichte fiir einen Wert x. Die Wahrscheinlichkeit P dafiir,
daB der Wert x; innerhalb eines bestimmten Intervall a <x;<b liegt,
kann durch Integrieren der Wahrscheinlichkeitsverteilung iiber die ent-
sprechenden Grenzen berechnet werden:

P(a=xi=b)=,["e (x) dx (11.16)

Die relative Héufigkeit H der Werte einer Stichprobe ist eine Schiatzung
der Wahrscheinlichkeit P fiir ein entsprechendes Werteintervall.

Retikul ozytenwert bei unbestrahlten Kaninchen

Inter-individuelle Varation des Retikul ozytenwertes

Im folgenden soll zunéchst die Variaion der Retikulozytenwerte bei
unbestrahlten Kaninchen néher untersucht werden. Solche Untersu-
chungen sind notwendig, da bei ener maglichen 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 mogliche zeitliche Verénde-
rung von wesentlicher Bedeutung sind. Eswurden deswegen die Retiku-
lozytenwerte einer Gruppe von unbestrahlten Kaninchen gemessen und
ihreVertellung (inter-individuelle Variation) genau analysiert.

Uber einen Zeitraum von 2-3 Wochen vor Bestrahlung wurden bei den
insgesamt 38 Kaninchen jewells vier Messungen des Retikul ozytenwer-
tes durchgefihrt. Aus diesen Daten wurde die inter-individuelle Varia
tion des Retikulozytenwertes unbestrahlter Kaninchen abgeschétzt.
Die Haufigkeitsverteilung dieser Werte ist |n Abb. 1118 dargestelIt. Fr
den Median ergasb sch R=251x 10° und fir den Streufaktor
S = 1,29. Mit Gleichung:

1 ~(In R — In R)?

¢ (R) = ﬁ X e 2 st . (I1.17)
4 90 x;




wurde an die Daten eine Log-Normalverteilung angepaldt. Dabei ist ¢
(R) die Wahrscheinlichkeitsdichte fir einen bestimmten Wert von R.

AusAbb. 11.18ig zu erkennen, dal3 die Reti kulozytenwertelm Blut von
den einzeinen Kaninchen zwischen R = 12 x 10 und R=46x 10
schwanken, das heif3t um den Faktor vier unterschiedlich sein konnen.
Die Konsequenzen dieser erheblichen inter-individuellen Variation des
Retikulozytenwertes von Kaninchen fir eine Dos sabschétzung nach
Ganzkorperbestrahlung werden spater ausfuhrlich diskutiert.
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Abb. 11.18 Relative Haufigkeit der Retikulozytenwerte von unbestrahlten Kaninchen.
Uber einen Zeitraum von 2-3 Wochen wurden jeweils4 Blutproben von insgesamt 38 Ver-
suchstieren analysiert. An dle Daten wurde eine L og-Normalverteilung angepafit. Der
Median betrug R =25,1 X 10" und der Streufaktor S =1,29.

Intrarindividuelle Variation des Retikul ozytenwertes

Wenn der Retikulozytenwert einesVersuchstieresvor einer Bestrahlung
bekannt ist, kann moglicherweise eine Dosisabschétizung durch eine
weitere Messung nach Bestrahlung mit einer grof3eren Genauigkeit
durchgefihrt werden. Die Genauigkeit dieser Dosisabschétzung wird
dann im wesentlichen durch die zatliche Variation des Retikulozyten-
wertes des jewelligen Versuchstieres und durch eine moglicherweise
unterschiedliche Strahlenempfindlichkeit der einzelnen Versuchstiere
eingeschrankt. Es soll deswegen im folgenden die intra-individuelle
Variation des Retikul ozytenwertes einzel ner Kaninchen, d.h. seine Ver-
anderung ds Funktion der Zeit, ndher untersucht werden.
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Pardlel zu den Bestrahlungsexperimenten wurde deshal b der Retikulo-
zytenwert bel insgesamt 8 Kontrolltieren ds Funktion der Zeit gemes-
sen. Vor dem Zeitpunkt der Bestrahlung (t = 0; Abb. 11.21) wurde den
Kaninchen wochentlich, in der ersten Woche nach Bestrahlung téglich
und danach 2 ma pro Woche Blut entnommen und der Retikulozyten-
wert gemessen. Damit standen von jedem Kaninchen 9-14 Werte zur
Verfigung, die in einen Zeitraum von 4-5 Wochen erhoben wurden.

Abb. 11.19, oben, zeigt den Retikulozytenwert von drei Kontrolltieren
(B, E, G) dsFunktion der Zeit und Abb. 11.19, unten, den Median R
der Retikulozytenwerte aler Kontrolltiere s Funktion der Zeit. Wegen
der taglichen Blutentnahmen von jewells 3-5 ml zwischent = 0 (Beginn
der Bestrahlungsexperimente) und t =5d wurde bei den Kaninchen
eine leichte Anamie hervorgerufen. Damit wurde den Tieren insgesamt
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Abb. 11.19 oben: Retikulozytenwert R als Funktion der Zeit fir 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 S**.

Wegen der téglichen Blutentnahmen von jeweils 3-5ml zwischen den Zeitpunkten t =0
(Beginn der Bestrahlungsexperimente) und t = 5d wurde bei den Kaninchen eine leichte
Anémie hervorgerufen. Der Retikulozytenwert stieg deshalb in diesem Zeitintervall
etwasan. Danach wurdenur noch alle zwei bisdre Tage Blut entnommen, so dal3 sich der
Retikulozytenwert bei etwas hoheren Werten stabiliserte und spéter 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 = 5d wurden nur noch ale zwe bis drel Tage Blut ent-

nommen, so dal? Sch der Retikulozytenwert auf einem etwas hoheren

Z\me itablilisierte und spéter (bel t = 18 d) wieder auf den Normawert
sank.

Tiere mit einem hohen Anfangswert wiesen auch zu spéteren Zeiten
hohe Werte auf, Tiere mit einem niedrigen Anfangswert zeigten auch zu
gpéteren Zeiten niedrige Werte. Die Kurven der einzelnen Tiere verlau-
fenim Wesentlichen parallel. Esist daher zu erwarten, dal3die Variation
der Retikulozytenwerte der einzelnen Tiere (intra-individuelle Varia
tion) eine geringere Streuung ergibt, as die Werte aller unbestrahlter
Kaninchen (inter-individuelle Variation).

Abb. 11.20 enthdlt Beispide fir die Haufigkeitsvertellungen der Retiku-
lozytenwerte einzelner Kontrolltiere (intra-individuelle Variation) im
Vergleich zu der Vertellung der Werte dler 38 unbestrahlten Kaninchen
(intrarindividuelle Variation).

Aus den Daten wurde fir jedes Kaninchen der Median R und der Streu-
faktor S der Retikulozytenwerte berechnet. Der durch die haufigen
Blutentnahmen hervorgerufene geringfligige Anstieg der Retikulozy-
tenwerte wurde dabei korrigiert. Dazu wurden die zu verschiedenen

H Inter
0.05
(8]
0.2 B
o | Il

E

G Abb. 11.20 Beispiele fur Haufigkeitsver-
teilungen der Retikulozytenwerte von ein-
zelnen unbestrahlten Kaninchen (intra-
individuelle Variation: B, E, G, siehe
Tab. 11.6a) im Vergleich zur Haufigkeitsver-
o 10 20 30 40 50 tellung der Werte aller Kontrollkaninchen
R x10?  (inter-individuelle Variation: I nter).




Zeiten gemessenen Werte R (t) durch den jewelligen mittleren Anstieg
dler Kontrolltiere R (t)/R (t=0) dividiert. Die Ergebnisse snd in
Tab. IL 6 azusammengefald.

Tab. 11.6a Median R und Streufaktor S der Retikulozytenwerte der unbestrahlten
Kaninchen. Von jedem der 8 Kontrolltiere wurden Uber einen Zeitraum von 4-5 Wochen
insgesamt 1) Blutproben genommen.

Tier |R % 103 S n
A 26,4 1,15 9
B 23,5 1,16 14
C 25,4 1,16 12
D 31,2 1,27 12
E 34,4 1,16 13
F 27,4 1,12 11
G 20,3 1,07 14
H 28,6 1,21 11

Verglichen mit dem fiir die gesamten Daten aller unbestrahlten Kanin-
chen (inter-individuelle Variation) ermittelten Streufaktor (S¢= 1,29),
fanden sich fiir die Werte der einzelnen Kontrolltiere (intra-individuelle
Variation) geringere Streufaktoren (1,07=S;=1,27). Als mittlerer
Streufaktor ergab sich fiir die jeweiligen Werte der 8 Kontrolltiere
S¢=1,16. Die intra-individuelle Variation der Retikulozytenwerte ist
deutlich geringer als die inter-individuelle Variation.

Die intra-individuelle Variation der Retikulozytenwerte ist abhingig
von dem beobachteten Zeitintervall. Wird die Streuung der Retikulozy-
tenwerte fiir einen kiirzeren Zeitraum berechnet, ergeben sich kleinere
Streufaktoren. InTab. IT.6b wurden der Median R und der Streufaktor
S¢ der Retikulozytenwerte der jeweiligen Kontrolltiere fiir ein kiirzeres
Zeitintervall von jeweils 5 aufeinander folgenden Tagen berechnet. Die
intra-individuelle Variation der Retikulozytenwerte in diesem Zeitraum
(mittlerer Streufaktor: S¢=1,10) war geringer als die Variation der
Werte der Kontrolltiere innerhalb von 4 Wochen (mittlerer Streufaktor:
S¢ = 1,16). GroBe Schwankungen der Werte sind fiir kurze Zeitintervalle
weniger wahrscheinlich.
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Tab. 11.6b Median R und Streufaktor S der Retikulozytenwerte der unbestrahlten
Kaninchen. Wie Tab. 11.6a, jedoch wurden hier nur die Me3werte von 5 aufeinanderfol-
genden Tagen berlicksichtigt. Die Daten der einzelnen Versuchstiere wurden vorher auf
den geringfligigen Anstieg der Retikulozytenwerte aufgrund der haufigen Blutentnahmen
innerhalb dieses Zeitintervalls korrigiert.

Tier |R % 103 Ss n
A 24,8 1,10 5
B 26,4 1,07 5
C 27,3 1,07 5
D 35,7 1,09 5
E 32,8 1,13 5
F 27,3 1,11 5
G 20,2 1,09 5
H 30,2 1,14 5

Retikul ozytenwert bel Kaninchen nach einer Ganzkor per bestrahlung

Mef3ergebnisse bei den einzelnen Versuchstieren

Die Kaninchen wurden am Betatron mit der bereits beschriebenen Be-
strahlungsanordnung bestrahlt. Eswurden 7 Tiere mit 2 Gy, 8 Tiere mit
4 Gy und 7 Tieremit 8 Gy bestrahlt. AlsKontrollen wurden 8 Kaninchen
scheinbestrahlt (sehe auch Abb. 11.19). Nach Bestrahlung wurde der
Retikulozytenwert der Kaninchen Uber einen Zeitraum von 2 Wochen
an dlen Arbeitstagen gemessen. Aul¥erdem wurde der Retikulozyten-
wert von dlen Kaninchen 14 Tage, 8 Tage und 1 Stunde vor Bestrahlung
bestimmt.

Der Velauf der Retikulozytenwerte der einzelnen Versuchstiere as
Funktion der Zeit nach Bestrahlung ist in Abb. 11.21 dargestellt. Die
Fehlerbalken kennzeichnen die Standardabweichung mehrerer Mef3-
ergebnisse. Durch die haufigen Blutentnahmen von jewellsca. 3 ml wird
bel den Kaninchenim Verlauf der Untersuchungen die Erythropoese sti-
muliert. Einige der Kontrolltiere zeigen deshalb eine leichte Zunahme
der Retikulozytenwerte.

Die Retikulozytenwerte der einzelnen Kontrolltiere ads Funktion der
Zeit wie auch die Werte der Tiere vor Bestrahlung zeigen bereits eine
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erhebliche Streuung. Der zeitliche Verlauf des Retikul ozytenwertes der
Tiereinnerhalb einer Gruppe ist jedoch sehr dhnlich. Bei den bestrahl-
ten Tieren nimmt der Retikulozytenwert zunéchst ab und erreicht bei
alen 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 spéter hdhere Werte ds die anderen Kanin-
chen innerhalb der gleichen Dosisgruppe auf.

Die Abnahme des Retikul ozytenwertes hangt von der Dosisab. Bel den
mit héherer Dosis bestrahlten Gruppen sinkt der Retikulozytenwert
schneller ab und das Minimum liegt entsprechend niedriger.

Ab dem dritten Tag nach Bestrahlung erhdht sch der Retikul ozytenwert
wieder. Mit zunehmender Dosis verzogert sich der Wiederanstieg des
Retikulozytenwertes. Bei den mit hoherer Dosis bestrahlten Tieren
seigt der Retikulozytenwert spéter an. Der Verlauf der Kurven der ein-
zelnen Kaninchen wahrend dieser Phase it 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 Uber den Anfangswert hinaus.

Median R der Retikulozytenwerte sdmtlicher Versuchstierein
Abhangigkeit von der Zeit

Es wurden die jewelligen Mediane R (D) der Retikulozytenwerte fir
eine Gruppe von Versuchgtieren berechnet, die bel den einzelnen Expe-
rimenten mit der gleichen Dosis bestrahlt wurden.

Abb. 11.22 zeigt fir jede Dosis und fur die unbestrahlten Tiere den
Median der Retikulozytenwerte der jeweiligen Versuchstiere ds Funk-
tion der Zeit nach Bestrahlung. Die Fehlerbal ken kennzeichnen die
Streubereiche fiir 68 % der Einzelwerte (R x S*%). Wie schon bei den
einzelnen Tieren zu sehen war, nimmt auch der Median des Retikulo-
zytenwertes nach Bestrahlung zunéchgt ab. Etwa am dritten Tag nach
Bestrahlung erreicht er ein Minimum. Der Retikulozytenwert indiesem
Minimum hangt von der Dosis ab.

Zwischen 4 und 10 Tagen nach Bestrahlung nehmen die Werte wieder
Zu. Mit zunehmender Dosis steigt der Median der Retikul ozytenwerte
langsamer an und der Ausgangswert wird entsprechend spéter erreicht.
Bel D =2 Gy igt 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 bel hohe-
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ren Dosen eine erhebliche Streuung erkennen. Klare Aussagen Uber
den zeitlichen Verlauf des Retikulozytenwertes in diesem Bereich snd

deshalb schwer zu erhalten.
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Abb. 1122 Median R der Retikulozyten werte als Funktion der Zeit nach Ganzkérperbestrahlung mit D =0, 2, 4 und 8 Gy. Die
Fehlerbalken kennzeichnen die Streuber eichefiir 68% (R X S**) der Mewertealler Versuchstiere.
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Mdglichkeiten und Grenzen einer Dosisabschétzung durch Messung des
Retikul ozytenwertes

Im folgenden sollen mit den Ergebnissen der Messungen der Retikul o-
zytenwerte in Kaninchen nach einer Ganzkdrperbestrahlung und der be-
kannten Variation der Retikulozytenwerte von unbestrahlten Kaninchen
die Moglichkeiten und Grenzen einer Dosisabschatzung ndher untersucht
werden. Dabei ist die Frage zu kldren, inwieweit esmdglich ist, nur durch
Messung des Retikulozytenwertes am dritten Tag nach einer Ganzkar-
perbestrahlung oder durch Bestimmung der relativen Abnahme des Reti-
kulozytenwertes zu diesem Zeitpunkt die Ganzkoérperdosis zu ermitteln.
Bei einer solchen Biologischen Dosimetrie spielt die inter- bzw. intra-
individuelle Variation des Retikulozytenwertes eine entscheidende Rolle.

Median R; der Retikulozytenwerte siamtlicher Versuchstiere am
dritten Tag nach Bestrahlung in Abhéngigkeit von der Dosis

Abb. I1.23 zeigt den Median des Retikulozytenwertes Rj fiir das Mini-
mum am dritten Tag nach Bestrahlung als Funktion der Dosis sowie die
Streubereiche fiir die Irrtumswahrscheinlichkeiten p;=0,33 und
p; = 0,05. Die Werte folgen in guter Niherung einer Exponentialfunk-
tion mit der Gleichung:

R = 25,4 X e-027D I1.18
(11.18)
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Abb. 1123 Median R; des Retikulozytenwertes von Kaninchen sowie Streubereiche
(68% und 95% der Einzelwerte) fir den dritten Tag nach Bestrahlung als Funktion der
Dosis. Die untere Grenze des 95 %-Streubereiches un bestrahlter Kaninchen (Rs (0)/
S'%) entspricht der oberen Grenze von Kaninchen (Rs (5) x Sf%), die mit ca. 5 Gy
bestrahlt wurden (waagr echte gestrichelte Linie). Ein Kaninchen, bei dem dre Tage nach
Bestrahlung dieser Retikulozytenwert gemessen wird, kann also eine Dosis zwischen
D =0 und ca. 5 Gy erhalten haben.
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Mit der Abnahme der Retikulozytenwerte zu hoheren Dosen nimmt die
Streuung der Werte zu. Dies liegt zum Teil an der etwas groBeren Mef3-
unsicherheit bei kleineren Werten aber auch an dem etwas unterschied-
lichen Verlauf der Retikulozytenwerte (individuell unterschiedliche
Strahlenempfindlichkeit) der einzelnen Versuchstiere.

An die Streufaktoren wurde ebenfalls eine Exponentialfunktion mit der
Gleichung

S¢=1,29 X ¢0.047D (11.19)

angepallt und die Streubereiche fiir die Irrtumswahrscheinlichkeiten
pi=0,33und p; = 0,05 (R; X Sg*! bzw. R5 X S *1.96) berechnet.

Wenn nur der Retikulozytenwert am dritten Teg nach Bestrahlung
bekannt ist, kann wegen der grof3en inter-individudlen Variation die
Dosis nur sehr ungenau abgeschétzt werden. Wird von einer Irrtums-
wahrscheinlichkeit von p;, = 0,05 ausgegangen, entspricht die untere
Grenze des Retikulozytenwertes der Kontrollen (waagrechte gestri-
chelte Linie) der oberen Grenze fir Kaninchen, die mit einer Dosisvon
ca. D = 4,3 Gy bestrahlt worden sind. Ein Kaninchen, bei dem drei Tege
nach Bestrahlung dieser Wert gemessen wird, kann aso mit einer Wahr-
scheinlichkeit von p = 0,95 eine Dosis zwischen 0 und ca. 4,3 Gy erhal-
ten haben. Der Grund fur diese recht ungenaue Dos sabschétzung bel
einem bestrahlten Einzeltier ist im wesentlichen die grof3e inter-indivi-
duelle Variation des Retikul ozytenwertes.

Relative Abnahme der Retikul ozytenwerte Ry/Ro am dritten Tag nach
Bestrahlung in Abhangigkeit der Dosis

Wie oben dargelegt, ist es mit einer einzigen Messung des Retikulozy-
tenwertes am dritten Tag nach Bestrahlung nicht moglich, eine Biologi-
sche Dosimetrie mit elner geniigenden Genauigkeit durchzufihren.
Der Grund fir die erhebliche Unsicherheit einer Dosisabschétzung ist
im wesentlichen die grof3e inter-individuelle Variation des Retikulozy-
tenwertes unbestrahlter Kaninchen. Eine genauere Dos sabschétzung
ist daher nur zu erwarten, wenn der Retikulozytenwert einesVersuchs
tieresvor der Bestrahlung bekannt ist. Dann wird neben der individuel-
len Strahlenempfindlichkeit desjeweiligen Versuchstieres nur noch die
intrarindividuelle Variation des Retikulozytenwertes die Dos sabschét-
zung beeinflussen. Es soll deshalb im folgenden versucht werden, mit
einer Messung der relativen Abnahme des Retikul ozytenwertesam drit-
ten Tag nach Bestrahlung eine Dosisabschétzung durchzufihren und
ihre Genauigkeit abzuschétzen. Die relative Abnahme Ry/Ro ist dabel
das Verhdtnis des Retikulozytenwertes am dritten Tag nach Bestrah-
lung (R3) zum Wert vor Bestrahlung (Ro). DiesesVerhéltnis wurde fir
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jedes einzelne Versuchstier bestimmt und der Median der relativen
Abnahme der Retikulozytenwerte R3/R, fiir die jeweiligen Dosisgrup-
pen berechnet.

Der Blutverlust durch die haufigen Blutentnahmen im Verlauf der
Experimente fihrte zu einem geringfligigen Anstieg der Retikulozyten-
werte bel den Kontrolltieren. Es it daher anzunehmen, dal3 die Ery-
thropoese in den Uberlebenden Stammzellen der bestrahlten Tiere im
gleichen Mal3e erhoht sein wird. Bel Tieren, denen nach Bestrahlung
kein Blut entnommen wird, sind daher entsprechend niedrigere Retiku-
lozytenwerte zu erwarten.

Eine zusitzliche Stimulation der Erythropoese ds 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 gewdahrleigtet ist. Dies trifft auch dann
Zu, wenn wegen einer vollstandigen Zerstérung der Stammzellen im
Knochenmark durch die Bestrahlung keine neuen Retikulozyten mehr
gebildet werden sollten.

Die Ergebnisse fir die relative Abnahme des Medians der Retikulozy-
tenwerte am dritten Tag nach Bestrahlung wurden daher fur den leich-
ten Anstieg der Werte der Kontrolltiere korrigiert. Die Ergebnisse snd
inTab. I1.7 zusammengefalt.

Tab. 11. 7 Median der relativen Abnahme der Retikul ozytenwerte der einzelnen Versuchs-
tiere fir die Dosen 0,2,4 und 8 Gy. Die Daten wurden auf den durch die haufigen Blutent-
nahmen hervorgerufenen leichten Anstieg der Werte korrigiert.

—

Di'!Gy Rj;a"rR(] Sf
0 1,00 | 1,10

2 0,63 1,11
4 0,29 1,44
8 0,13 1,59

InAbb. I1.24aist der Median der relativen Abnahme des Retikul ozyten-
wgltesam dritten Tag nach Bestrahlung ds Funktion der Dosisist darge-
stellt.

An diese Daten wurde eine Exponentiafunktion mit der folgenden
Gleichung angepalit:

——

Ri3/Ry = e~0.28D (11.20)



AbD. I1.24b zeigt zusitzlich die Streufaktoren als Funktion der Dosis.
Auch an die Streufaktoren wurde eine Exponentialfunktion mit der
Gleichung

S¢ = 1,10 x e008D (I1.21)

angepaBt und die Streubereiche fiir die Irrtumswahrscheinlichkeiten
pi = 0,33 und p = 0,05 berechnet.

Der Streufaktor des Medians der Anderungen der Retikulozytenwerte
R3/Rq der einzelnen Kontrolltiere betridgt S¢= 1,10. D. h. innerhalb von
drei Tagen dndert sich mit einer Wahrscheinlichkeit von p = 0,95 der
Retikulozytenwert bei unbestrahlten Kaninchen'nicht mehr als um den
Faktor S¢1-96 = 1,101.9 = 1,21 (siehe Gl. I1.8). Bei hoheren Dosen nimmt
die Streuung der relativen Abnahme des Retikulozytenwertes der ein-
zelnen Kaninchen von S¢ = 1,1 bei der Kontrolle bis auf S; = 1,6 bei 8 Gy
zu (Abb. I1.24b). Der Grund fiir diese Zunahme bei den bestrahlten Tie-
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Abb. I1.24a Median der relativen Abnahme der Retikulozytenwerte am dritten Tag nach
Bestrahlung als Funktion der Dosis. Die untere Grenze des 95 %-Streubereiches unbe-
strahlter Kaninchen (R3/R, (0)/S,) entspricht der oberen Grenze von Kaninchen (R3/R,
(2,3) X §¢1,96), die mit ca. 2,3 Gy bestrahlt wurden (waagrechte gestrichelte Linie). Ein
Kaninchen, bei dem drei Tage nach Bestrahlung dieser Retikulozytenwert gemessen wird,
kann also eine Dosis zwischen 0 und ca. 2,3 Gy erhalten haben.
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Abb. I1.24b Streufaktor S; des Medians der relativen Abnahme der Retikulozytenwerte
Ri/Ry als Funktion der Dosis. Der Grund der Zunahme der Streuung ist offensichtlich
durch die unterschiedliche individuelle Strahlenempfindlichkeit der einzelnen Versuchs-
tiere bedingt.
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ren liegt offendgchtlich in einer individudl etwas unterschiedlichen
Strahlenempfindlichkeit der Tiere. Die Unsicherheit der relativen
Abnahmen setzt Sch aus dem Mel¥ehler und dem Median der intra-
individuellen Variation des Retikulozytenwertes (beide sind dosisunab-
héngig) sowie der dosisabhangigen Variation der Strahlenempfindlich-
keit zusammen. Die Mel¥ehler sind dabel gegenliber den beiden ande-
ren Einflissen zu vernachlassigen.

DieWahrscheinlichkeit fir einerelative Abnahme um mehr as0,8 (waa
gerechte, gestrichelte Linie, Abb. 11.24a) ist fUr die Kontrolltiere klei-
ner ds p =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 p = 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
gedndert hat) und drei Tage nach Bestrahlung |&3 sch fir jedes be-
strahlte Versuchstier eine um etwaden Faktor 2 genauere Dosi sabschét-
zung vornehmen, as se bel einer einmaligen Messung am dritten Tag
nach Bestrahlung mdglich ist. Die Genauigkeit einer solchen Biologi-
schen Dosimetrie ist im wesentlichen nur noch von der intra-individuel -
len Variaion des Retikulozytenwertes und der individuellen Strahlen-
empfindlichkeit desjeweiligen Versuchstieres begrenzt.

Retikul ozytenwert bel Kaninchen nach einer Teilkor per bestrahlung

Vorbemerkung

Wird nur ein Tell des Knochenmarks bestrahlt, sollte die Wirkung auf
den Organismus geringer sein ds bel einer Ganzkorperbestrahlung.
Maoglicherweise wird das unbestrahite, gesunde Knochenmark durch
erhohte erythropoetische Aktivitét zumindest einen Tell des geschadig-
ten Knochenmarks kompensieren. Entsprechend werden die zu beob-
achtenden Effekte geringer sein. Esist deshab zu kléren, welche Wir-
kung eine Tellkorperbestrahlung auf die Gesamtleistung der Erythro-
poese ausibt. Untersuchungen der Retikulozytenwerte von anderen
Arbeitsgruppen (Mathe et al. 1964, Rodeet al., 1979, Globel, 1988) bei
Patienten wahrend einer Strahlentherapie mit bis zu 50 Gy Gesamtdosis
zeigten dlenfdls eine geringe Abnahme des Retikulozytenwertes.
Systematische Untersuchungen stehen alerdings noch aus. Bei diesen
Patienten wird immer nur ein Teil des Knochenmarks bestrahit.
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Verteilung des erythropoetisch aktiven Knochenmarksin den
einzelnen Knochen des Kaninchens

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

Zur Haemogl obin-Synthese bei der Blutbildung im roten Knochenmark
wird Eisen bendtigt. Durch Markierung mit radioaktivem Eisen und
anschliel3ender Messung der Aktivitét in den einzelnen Knochen kon-
nen die Anteile des roten Knochenmarks in den jeweiligen Knochen
bestimmt werden.

Den Tieren wurde radioaktives Eisen in Form von 59FeLCitra(t)é_zjebunden

an autologem Blutplasma mit einer Aktivitét von 1,85 x 10°Bq in die
Ohrvene injiziert. Nach 24 Stunden wurden die Tiere getttet. Die Kno-
chen wurden prapariert und ihre Aktivitét einzeln mit zwe gegentiber-
liegenden Szintillationsdetektoren mit je einem Nal (TI)-Krigall

(GrofRe: 8“x4*) und einem y-Spektrometer gemessen. Die relativen
Anteile Ak /Aoes der *Fe-Aktivitét in den einzelnen Knochen eines
Kaninchenssindin Abb. 11.25 angegeben. Sie entsprechen den Anteilen
desroten Knochenmarksin den jeweiligen Knochen. Es zeigte sich, dal3
das erythropoetisch aktive Knochenmark bei beiden Tieren etwazu gle-
chen Tellen auf die vordere und die hintere Korperhdfte vertellt ist.

Vordere \ Hintere
Kérperhiifta: 2, = 0.51 Kérperhilfte: 2, = 0.49

0.145

Abb. 11.25 Die Vertelung des erythropoetisch aktiven Knochenmarks wurde durch Ein-
bau von radioaktivem Eisen (*Fe-Citrat) und anschlieRender Messung der relativen Anteile
A./A... der®Fe-Aktivitét in den einzelnen Knochen von Kaninchen bestimmt. Dabei
ergab sich, daR3 das erythropoetisch aktive Knochenmark etwa zu gleichen Tellen auf die
vordereund hintereKorperhélfteverteilt ist. (Abbildung des Skelettsaus. Dawson, 1969).
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Mef3ergebnisse der einzelnen Versuchstiere

Zur Untersuchung der Biologischen Wirkung einer Teilkorperbestrah-
lung wurde bei je 5 Kaninchen jewells nur die vordere bzw. hintere Kor-
perhdfte am Betatron mit der bereits auf S. 34 u. 35 beschriebenen
Bestrahlungsanordnung mit einer Dosis von D = 8 Gy bestrahlt. Die
andere K orperhéfte wurde mit Blel abgeschirmt.

In Abb. 11.26 snd die Retikulozytenwerte aler Versuchstiere a's Funk-
tion der Zeit nach Tellkorperbestranlung dargestellt. Die Ergebnisse
der Bestrahlung der vorderen bzw. hinteren Korperhdfte zeigen keine
wesentlichen Unterschiede. W\Me schon bel den Tieren nach Ganzkorper-
bestrahlung zu beobachten war, nimmt auch hier der Retikul ozytenwert
ab und erreicht etwadrel Tage nach der Tellkorperbestrahlung ein Mini-
mum. Der Velauf des Retikulozvtenwertes eines Versuchstieres
(Abb.11.26a — ¢ —), weicht allerdings von den iibrigen Kurven ab. Bei
diesem Kaninchen nahm der Retikulozytenwert nach Bestrahlung nicht
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Abb. 1126 Retikulozytenwerte als Funktion der Zeit nach Teilkérperbestrahlung mit
D =8 Gy. Bel jeweils 5 Kaninchen wurde die vordere (a) bzw. die hintere (b) Hélfte des
Knochenmarks bestrahlt. Jedes Symbol stellt die Mef3daten einesVersuchgtiersdar. Die
Fehlerbalken kennzeichnen die Standar dabweichungen mehrerer Einzelmessungen.
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ab, sondern stieg sogar leicht an. Bis auf diese Ausnahme verlaufen die
Kurven fir die einzelnen Versuchstiere nahezu parall€l.

Im Vergleich zur Ganzkorperbestrahlung ist jedoch die Abnahme des
Retikulozytenwertes nach der Teilkdrperbestrahlung trotz der hohen
Dosis von 8 Gy deutlich geringer. Der Retikulozytenwert falt bei den
Kaninchen nur etwa auf die Halfte des Ausgangswertes ab. Eine Ganz-
korperbestrahlung mit einer Dosis von nur etwa 2 Gy fhrte etwa zu der
gleichen Abnahme des Retikulozytenwertes am dritten Tag nach Be-
strahlung (Abb. 11.21).

Median R der Retikulozytenwerte samtlicher Versuchstiere in
Abhéngigkeit von der Zeit nach Bestrahlung

Abb. 11.27 zeigt den Median R der Retikul ozytenwerte as Funktion der
Zeit nach Bestrahlung. Die Kurven fir die Kaninchen, deren vordere
bzw. hintere Korperhélfte bestrahlt wurde, zeigen keine wesentlichen

R
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Abb. 1127 Median der Retikulozytenwerte von Kaninchen als Funktion der Zeit nach
Tellkor perbestrahlung mit D = 8 Gy. Bei jeweils 5 Kaninchen wurde die vorder e bzw. hin-

tereHalftedesKnochenmarksbestrahlt. Die Fehlerbalken kennzeichnen die Streuung fur
68% der Werte.
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Unterschiede. Der Retikulozytenwert nimmt biszum Minimum am drit-
ten Tag nach Bestrahlung etwa auf die Halfte des Ausgangswertes ab.
Das entspricht einer Abnahme des Retikul ozytenwertes, wie se nach
einer Ganzkorperbestrahlung mit ca. 2 Gy zu erwarten ist.

Bel den Kaninchen, die eine Ganzkdrperbestrahlung 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 Teilkorperbestrahlung mit einer
Dosisvon 8 Gy erhdhte sch dagegen der Retikulozytenwert nach dem
Minimum nur sehr langsam. Der Ausgangswert wird erst ca. 10 Tage
nach Bestrahlung wieder erreicht. Die gleiche Verzogerung wurde bel
den Kaninchen beobachtet, die eine Ganzkorperbestrahlung mit einer
Dosisvon 8 Gy erhielten.

Fir den Median der relativen Abnahme des Retikulozytenwertes am
dritten Tag nach Bestrahlung R3/R ergab sich 0,56 X 1,22*! bei den Tie-
ren, deren vordere Korperhilfte bestrahlt wurde, und 0,47 X 1,27+1 bei
den Tieren, deren hintere Korperhilfte bestrahlt wurde. Auch bei der
Berechnung dieser Ergebnisse wurde der geringfiigige Anstieg der Reti-
kulozytenwerte aufgrund der hiaufigen Blutentnahmen korrigiert.

Zum Vergtdndnis dieser Ergebnisse soll folgendes Anschauungsbeispiel
dienen: Die bestrahlte Halfte des Knochenmarks sai bis auf wenige
Uberlebende Zellen zerstort und kann daher nicht mehr zur Blutbildung
beitragen. Die Bildung junger Retikulozyten von der unbestrahlten
Hélfte des Knochenmarks geschieht weiterhin mit der gleichen Ratewie
vor Bestrahlung. Wenn sich beide Kompartimente unabhangig vonein-
ander verhalten, setzt sch der Velauf des Retikulozytenwertes ds
Funktion der Zeit nach Bestrahlung zu gleichen Teilen aus der Retikulo-
zytenbildung der bestrahlten und der unbestrahlten Hafte zusammen.
Bel dem bestrahlten Knochenmark wird der Retikulozytenwert jewells
im gleichen Verhdtnis abnehmen wie nach einer Ganzkorperdosis von
8 Gy. Der Retikulozytenwert des unbestrahlten Knochenmarks bleibt
konstant. Der Ausgangwert beider Kurven betragt die Hafte des Nor-
malwertes. Die Addition beider Kurven ergibt den Verlauf des Retikul o-
zytenwert des gesamten Knochenmarks. Auch wenn vom bestrahlten
Knochenmark zundchst keine Retikulozyten mehr gebildet werden,
wird der Wert im Minimum am dritten Tag nach Bestrahlung nicht mehr
ds auf die Hdfte abfalen.

Abb. 11.28 zeigt einen solchen durch Addition zweier Kurven zusam-
mengesetzten Verlauf des Retikulozytenwertes as Funktion der Zeit
nach Bestrahlung einer Hafte des Knochenmarks. Hierflr wurden die
Daten der Kontrolltiere und die der Tiere nach einer Ganzkorperbe-
strahlung mit einer Dosisvon 8 Gy (Abb. 11.21) verwendet.
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Abb. 11.28 Verlauf des Retikulozytenwertes als Funktion der Zeit nach Teilkorperbe-
strahlung, bei der die Hilfte des Knochenmarks mit einer Dosis von 8 Gy bestrahlt wurde.
Wenn sich beide Kompartimente unabhiingig voneinander verhalten, setzt sich der Verlauf
des Retikulozytenwertes zu gleichen Teilen aus der Retikulozytenbildung der unbestrahl-
ten (- © -) und der bestrahlten (- « —) Hiilfte zusammen (Daten der Kontrolltiere und der
Tiere nach Ganzkorperbestrahlung mit 8 Gy, untere Grafik). Der Median der Retikulo-
zytenwerte aller teilkorperbestrahlten Tiere (- m -) zeigt den gleichen zeitlichen Verlauf
wie die Kurve (- 0-), die aus der Addition der jeweiligen Werte der unteren Grafik gewon-
nen wurde.

Das Zdtintervall, in dem sch die wenigen Uberlebenden Zelen im
bestrahlten Knochenmark soweit vermehrt haben, dal3 eine erneute Bil-
dung von Retikulozyten im bestrahlten Knochenmark stattfindet, ist
das gleiche, wie es bei den Tieren nach Ganzkorperbestrahlung beob-
achtet wurde. Der Ausgangswert wird nach Teilkorperbestrahlung
daher ebenso wie nach Ganzkorperbestrahlung erst nach ca. 10 Tagen
erreicht.

Der Median der Retikulozytenwerte dler teilkorperbestrahlten Kanin-
chen (Bestrahlung der vorderen und der hinteren Kérperhdfte) zeigt
innerhalb der Fehlergrenzen den gleichen zeitlichen Velauf wie die
durch Addition der Daten der Kontrolltiere und der Tiere nach Ganz-
korperbestrahlung mit einer Dosisvon D = 8 Gy errechnete Kurve. So-
wohl die relative Abnahme des Retikulozytenwertes ds auch die Zeit
bis zum Wiedererreichen des Ausgangswertes (ca. 10 Tage) bel dem
gezeigten Anschauungsbeispiel entsprechen innerhalb der Mef3genauig-
keit denen der experimentellen Ergebnisse. Eine erhdhte Erythropoese
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aufgrund der Bestrahlung kann aso zumindest fUr die ersten Tege nach
Bestrahlung ausgeschlossen werden.

Altersverteilung von Retikul ozyten nach Bestrahlung

Vorbemerkung

Die Untersuchungen und Anaysen des vorhergehenden Abschnitts
haben gezeigt, dal3 es mit elner oder mehreren Messungen des Retikul o-
zytenwertes in Kaninchen ds Funktion der Zeit nach einer Ganzkorper-
bestrahlung mdglich ist, die Dosis mit einer Nachweisgrenze von etwa
4 Gy (bei einer Messung) bzw. etwa2 Gy (bel zwe Messungen) abzu-
schétzen. Fur eine Biologische Dosimetrie ist eine solche Genauigkeit
moglicherweise ausreichend, es wérejedoch wiinschenswert, die Dosis
noch genauer abschétzen zu kénnen. Da dies durch Messung des Reti-
kulozytenwertes wegen seiner inter- bzaw. intra-individuellen Variation
in den einzelnen Versuchstieren dlein nicht moglich ist, wére ein zusétz-
licher und moglicherweise auch genauer mefdoarer Parameter von gro-
fem Interesse. Eswére z. B. denkbar, die Altersverteilung der Retikulo-
zyten und ihre Veranderungen nach Bestrahlung zu anaysieren. Da
nach Inhibierung der Neubildung von Retikulozyten nach Bestrahlung
des Knochenmarks zunéchst der Anteil von jungen Retikulozyten im
peripheren Blut absinkt, ist eine Verschiebung der Altersvertellung zu
erwarten. Andererseits sollten nach Bildung von gentigend neuen
Stammzdlen im Knochenmark mehrere Tage nach Bestrahlung vidle
junge Retikulozyten im peripheren Blut zu finden sein.

In diesem Zusammenhang konnte auch die Eisenaufnahme von Retiku-
lozyten im Verlauf ihrer Reifung fir eine genauere Biologische Dosisab-
schétzung von Interesse sein. Durch eine Messung der Eisenaufnahme-
ratein Retikul ozyten lassen sch moglicherwei se zuséizliche Informatio-
nen Uber die Altersverteilung der Retikulozyten und deren Verénde-
rung nach Bestrahlung gewinnen.

Im folgenden Kapitel soll deswegen die Frage untersucht werden, ob
durch eine Anayse der im Durchfluldzytometer gemessenen Fluo-
reszenzverteilung von Retikulozyten | nformationen Uber ihre Altersver-
teilung wie auch deren Anderung nach Bestrahlung gewonnen werden
konnen.



Analyse der Fluoreszenzverteilungen von Retikulozyten nach
AO-Farbung

Zur Untersuchung der Fluoreszenzverteilungen der Retikulozyten auf
Anderungen ihrer Altersverteilung ds Funktion der Zeit nach Bestrah-
lung wurden zwei verschiedene Verfahren angewendet. Zunéchst wurde
fUr die einzelnen Verteilungen der Median F, d. h. die Kanalnummer
bestimmt, die die Flache der Vertellung in zwe Héften teilt, so dal3
jeder Tell die Hafte der gezéhlten Retikulozyten enthdlt (Abb. 11.29).
Wegen der Inhibierung der Neubildung junger Retikulozyten nach
Bestrahlung des Knochenmarks ist zunéchst eine Verschiebung der
Fluoreszenzverteilung der Retikulozyten nach links und damit des
Medians F zu kleineren Kanalnummern zu erwarten. Nach VVermehrung
der Uberlebenden Stammzellen im Knochenmark werden wieder ver-
mehrt junge Retikulozyten gebildet und ins periphere Blut ausgeschiit-
tet. Diesejungen Retikulozyten zeigen eine hohe Fluoreszenz und wer-
den deshalb in den Kandlen rechts in der Vertellung registriert. Der
Median F der Fluoreszenzverteilung sollte sich daher wieder nach rechts
zu hoheren Kanalnummern hin verschieben.

Ein anderesVerfahren zur Untersuchung der Fluoreszenzverteillung der
Retikulozyten auf Anderungen ihrer Altersverteilung ist die Eintellung
der Verteilung in Klassen. Die Vertellung kann in zwe oder mehr Klas-
sen eingetellt werden, so dal? jede Klasse die Retikulozyten eines be-
simmten Fluoreszenz- bzw. Altersintervalls reprasentiert (Abb. 11.29
und 11.33). Informationen Uber die Altersverteilung der Retikulozyten
und ihrer Anderungen nach Bestrahlung miften dann durch Bestim-
mung der Anteile der Retikulozyten in den einzelnen Klassen zu erhal-
ten sain. Esist zu erwarten, dal3 der Anteil in den Klassen von Retikulo-
zyten mit hoher Fluoreszenz nach Bestrahlung zunéchst abnimmt, wah-
rend der Anteil der Retikulozyten mit niedriger Fluoreszenz gleichzeitig
ansteigt. Ein erneutes Auftreten junger Retikulozyten einige Tage nach
Bestrahlung mufite durch einen Anstieg des Anteils der Retikulozyten
mit hoher Fluoreszenz (junge Retikulozyten) zu erkennen sein. Esist
dabei vorausgesetzt, dald die gemessene Fluoreszenzintensitét der Reti-
kulozyten mit zunehmendem Refungsgrad abnimmt.

Abhangigkeit desMediansder Fluoreszenzverteilung von der Zeit nach
Bestrahlung

Abb. 11.29 zeigt einige Beispiele fur Fluoreszenzverteilungen der Reti-
kulozyten im peripheren Blut von Kaninchen zu verschiedenen Zeiten
nach Ganzkdrperbestrahlung mit D = 8 Gy. Die Erythrozyten Ng., wur-
denin Kand Oregistriert. Die Verteilungen sind auf die gIacheAnzahI
Erythrozyten Ng,, = 10° normiert.
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Abb. I1.29 Fluoreszenzverteilungen der Retikulozyten im peripheren Blut von Kanin-
chen zu verschiedenen Zeiten nach Ganzkorperbestrahlung mit D = 8 Gy. Die Erythrozy-
ten wurden in Kanal 0 registriert. Die Histogramme sind auf die gleiche Anzahl von Ery-
throzyten Ng,, = 104 normiert. Fiir die einzelnen Verteilungen wurde jeweils der Median
F und der relative Anteil der jungen Retikulozyten in den Kaniilen 58-63. N, (K 58-63)/
Nge bestimmt. Diese Werte sind in Abb. I1.30 (F) und I1.32 [Nge (K 58-63)/Nge] als
Funktion der Zeit nach Bestrahlung dargestellt.

Fir ale Verteilungen wurde jeweils der Median Fao berechnet. Wah-
rend die Fléche der Verteilung (Zahl der Retikulozyten) abnimmt, ver-
schiebt sich der Median Fap zundchst nach links. Am zweiten Tag nach
Bestrahlung liegt er am weitesten links, danach verschiebt er sich wieder
nach rechts. Nachdem sich die Uberlebenden Stammzellen ausreichend
vermehrt haben und wieder junge Retikulozyten in grof3er Zahl ins peri-
phere Blut geschwemmt werden, verschiebt sich der Median Fao der
Verteilung weiter nach rechts tiber den Ausgangswert hinaus (t = 16 d).
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Abb. 11.30 Median der Fluoreszenzverteilungen Fao der Retikulozyten im peripheren
Blut der ganzkor per bestrahlten Kaninchen (D = 8 Gy) und der Kontrolltiereals Funktion
der Zeit nach Bestrahlung. Oben: Einzelverlaufeder Kontrolltiere. Mitte: Einzelverlaufe
der Tiere nach Ganzkér perbestrahlung mit einer Dosisvon D = 8 Gy. Unten: Verlauf der
Mittelwerte beider Gruppen. Die Fehlerbalken kennzeichnen die Standar dabweichungen
der Einzelwerte.

DieEinzelverldufe der bestrahlten Kaninchen unter scheiden sich von denen der Kontroll-
tierenur geringfiigig. Wéhrend sich der Median F o der Verteilungen bei den Kontrolltie-
ren innerhalb der Fehlergrenzen nicht signifikant andert, nimmt er bei den bestrahlten

Kaninchen zunéachgt leicht ab, d. h. dieVerteilungen verschieben sich nach der Bestrah-
lung nach links. Nach einem Minimum am zweiten Tag nach Bestrahlung nimmt der

Median der Verteillungen wieder zu und erreicht etwa zum Zeitpunkt t =4wieder den Aus-
gangswert.
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Die Ergebnisse fur die Kontrolltiere und fir die Kaninchen nach Ganz-
korperbestrahlung mit D =8 Gy sindin Abb. 11.30 als Funktion der Zeit
nach Bestrahlung dargestellt. Die beiden oberen Grafiken zeigen die
Einzelverlaufe der Versuchstiere beider Gruppen, die untere Grafik
zeigt den Verlauf der jewelligen Mittelwerte. Bel den Kontrolltieren war
innerhalb der Fehlergrenzen keine dgnifikante Verschiebung des
Medians Fao der Fluoreszenzvertellung der Retikulozyten zu beobach-
ten. Bel den bestrahlten Kaninchen dagegen nahm der Median Fao der
Fluoreszenzverteilung nach Bestrahlung zunéchst leicht ab, d.h. die
Verteillungen verschoben sch geringfiigig nach links. Nach Erreichen
eines Minimums am zweiten Tag nach Bestrahlung bewegte sich der
Median Fa o der Verteilungen wieder nach rechts zu héheren Kana num-
mern. Nach ca. vier Tagen war wieder der Ausgangswert erreicht. Der
Median Fao der Verteilung verschob sich bel den mit D = 8 Gy bestrahl-
ten Kaninchenim Mittel jedoch nur um ca. 5-6 Kande (bel t = 2d) nach
links. Trotz der hohen Ganzkdrperdosisvon D = 8 Gy war der beobach-
tete Effekt nur sehr gering. Bei den Dosen D = 2 Gy und 4 Gy konnten
keine dgnifikanten Veranderungen der Fluoreszenzverteilungen der
Retikulozyten beobachtet werden. Auf die Darstellung dieser Ergeb-
nisse wird deshalb verzichtet.

Wiedie Ergebnissein Abb. 11.30 zeigen, sind die gemessenen Verschie-
bungen der Fluoreszenzverteilung der Retikulozyten as Funktion der
Zeit nach Bestrahlung erheblich geringer as erwartet. Der Grund dafiir
liegt vermutlich darin, dal? die Fluoreszenzverteilungen einen bestimm-
ten Anteil Untergrund enthalten. Dieser Untergrund kann z. B. durch
unspezifisch angeférbte Partikel, Fluoreszenz der Farblésung, Zell-
bruchstiicke oder Rauschen der Elektronik hervorgerufen werden.

Inter pretation der Daten mit Hilfe eineseinfachen Modells

Der Einflud desUntergrundes auf die'V erschiebung der Fluoreszenzver-
teilung soll an folgendem Anschauungsmodel genauer erlautert werden
(Abb. 11.31). Essa eine vereinfachte Fluoreszenzvertellung der Retiku-
lozyten angenommen, wobel in den einzelnen Kanden jewells die gla-
che Anzahl Retikulozyten gezahlt wird. Vor Bestrahlung befindet sch
die Altersverteilung der Retikulozyten in einem Hiel3-Gleichgewicht.
In der Verteilung erscheint von rechts jewells 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 unbeeinfluf. Es laufen deshab keine jungen Reti-
kulozyten von rechts in die Verteilung, wahrend die Ubrigen weiterhin
reifen und nach links wandern. In dem Beispid wird ein konstanter
Untergrund von Nyq = 5 bei der Messung angenommen. Die Verteilun-
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Abb. 11.31 Anschauungsmodell zur Verschiebung der Fluoreszenzverteilung der Retiku-

lozyten nach Bestrahlung. Biszum Zeitpunkt t = O befindet sich die Alters Vertelung der

Retikulozyten in einem Flie3-Gleichgewicht. In der Verteilung erscheint von rechts
jeweilsdie gleiche Anzahl junger Retikulozyten wie ausger eifte Retikulozyten nach links

ausihr heraudaufen. Nach der Bestrahlung des K nochenmarkswer den keine neuen Reti-

kulozyten mehr gebildet; dieReifung der Retikulozyten im Blut bleibt davon jedoch unbe-
einflult. Der ZufluBjunger Retikulozyten von rechtsist daher unterbrochen, wahrend die
Ubrigen weiterhin reifen und nach links wandern. In dem Beispiel wird ein konstanter

Untergrund von Nyg=5 bei der Messung angenommen. Die Verteilungen sind auf eine

Erythrozytenzahl von Ng,, = 1000 nor miert.

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

Bei t =0 werden NRet—ZO Retikulozyten gezahlt. Der MelRwert betragt dann (Nyg+
Nret)/Nery = 25X 10°. Der Median F der Vertellungin der Mittel (F =0,5).

Nacht=1d hat dieZahl der Retikulozyten auf Nge = 15 abgenommen und sich ihre Fluo-
reszenzver teilung nach links ver schoben. Der Untergrund Nyg 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 Nre =2
abgenommen, und ihre Fluor eszenzverteilung liegt noch weiter links. Der Median der Ver-
tellung von Untergrund und Retikulozyten bleibt jedoch bel F=0,3.

Nach t = 3d schlief3lich snd keine Retikulozyten mehr vorhanden. Der Median desHisto-
gramms, dasjetzt nur noch aus der konstanten Verteilung des Untergrunds besteht liegt
wieder bei F =0,5.

gen sind auf eine Erythrozytenzahl von Ng,, = 1000 normiert. Bei t = 0
werden Nge = 20 Reti kulozyten gezéhlt. Der Mel3wert betragt dann
(Nug + Nget)/Ngry = 25 X 10°. Der Median F der Verteilung liegt in
der Mitte (F=0,5). Nach t=1d hat die Zahl der Retikulozyten auf
Nret = 15 abgenommen, gleichzeitig hat sich ihre Fluoreszenzverteilung
nach links bewegt. Der Untergrund N4 soll weiterhin konstant bl eiben.
Der Median der Fluoreszenzverteilung von Untergrund und Retikulo-
zyten hat sich daher mit F = 0,3 nach links verschoben. Nacht = 2d sind
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die Retikulozyten weiter gereft, ihre Anzahl hat weiter auf Nre = 2
abgenommen, ihre Fluoreszenzverteilung hat sch noch nach welter
links verschoben. Der Median der Vertellung von Untergrund und Reti-
kulozyten bleibt jedoch F = 0,3. Nach t = 3 d schliefdich snd 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 Fuoreszenzverteilungen sind immer eine Uberlage-
rung der Verteilung der Retikulozyten und der Verteillung des Unter-
grundes. Das Beispid zeigt deutlich, dal3 die Fluoreszenzverteilung und
damit der Median F mit abnehmendem Retikulozytenwert zunehmend
durch den Untergrund beeinflufd wird. Je geringer der Retikulozyten-
wert der Probe ist, um so mehr wird die gemessene Vertellung von der
Fluoreszenzverteilung der Retikulozyten abweichen.

Mit diesem einfachen Modell [&% sch verstehen, dald der Median F
der Fluoreszenzvertellung der Retikulozyten bei den Daten der
Abb. 11.30 ds Funktion der Zeit nach Bestrahlung nur geringfligig
abnimmt. Wahrscheinlich tritt bel der Messung mit der AO-Farbung ein
erheblicher Untergrund auf, der insbesondere bei sehr niedrigen Reti-
kulozytenwerten einige Tage nach Bestrahlung die Verteilung domi-
niert. ANeeentIich bessere Ergebnisse lassen sch mit der TO-Féarbung
erreichen.

Anderung der Anteilevon Retikulozyten in ver schiedenen Alter sklassen

In den gemessenen Fluoreszenzverteilungen wurden zusdizlich die
Anteile von jungen Retikulozyten as Funktion der Zeit nach Bestrah-
lung untersucht. Dazu wurde jewells der relative Anteil der gezdhlten
Retikulozyten in den rechten sechs Kanden: Ngrg (K58-K63)/Nget
bestimmt (Sehe Abb. 11.29). Der zeitliche Verlauf dieses Anteilsjunger
Retikulozyten im Blut der mit D = 8 Gy ganzkoérperbestrahlten Kanin-
chen und der Kontrolltiereist in Abb. 11.32 dargestellt. Die beiden obe-
ren Grafiken zeigen die Einzelverlaufe der Tiere der beiden Gruppen,
die untere den Verlauf der jeweiligen Mittelwerte. Die Daten der Kon-
trolltiere zeigen bereits eine grof3e Streuung. Innerhalb der Fehlergren-
zen blieb der Anteil der in den letzten sechs Kanden gezahiten Retiku-
lozyten konstant. Bel 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 tiber
den Werten der Kontrolltiere. Nach einem Maximum am vierten Teg
nach Bestrahlung fiel der Wert wieder ab und erreichte nach ca. 9Tagen
wieder den Ausgangswert.

Nach Bestrahlung wére zunéchst ein Abfalen des relativen Anteilsjun-
ger Retikulozyten zu erwarten gewesen. Erst nachdem sch die Uberle-
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benden Stammzellen genligend vermehrt haben, sollten wieder junge
Retikulozyten ins periphere Blut ausgeschwemmt werden. Dies hétte
nach ca. 10 Tagen einen Anstieg desrelativen Anteilsjunger Retikulozy-
ten zur Folge. Die gemessene Kurve zeigt jedoch genau einen ent-
gegengesetzten Verlauf. Auch hier ist die Ursache der Untergrund bel
der Messung. Wahrend der Anteil der Retikulozyten abfalt, Gberwiegt
zunehmend der Anteil des Untergrundes. Am dritten Tag nach Bestrah-
lung, wo der Retikulozyten wert ein Minimum durchlauft, erreicht der
relative Anteil der in den letzten sechs Kanden gemessenen Zellen ein
Maximum. Wahrend der Retikulozytenwert wieder zunimmt, sinkt
auch der relative Anteil der in den rechten Kanden 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) 183 sch moglicherweise durch ein vermehrtes
Auftreten von Zdlbruchstiicken im Blut erklaren.

Diese Ergebnisse zeigen, dal3 mit der Farbung der Retikulozyten mit
der AO-Technik eine Messung des Retikul ozytenwertesmaglichist. Bel
sehr geringen Retikul ozytenwerten, wie senach Bestrahlung mit hohen
Dosen gemessen werden, ist jedoch mit einem erheblichen Untergrund-
antell zu rechnen, der sch der Fluoreszenzverteilung der Retikulozyten
Uberlagert. Esist deshalb mit dieser Methode nicht moglich, Informa-
tionen Uber die Altersverteilung und ihre Veranderung nach Bestrah-
lung aus den gemessenen Fluoreszenzverteilungen zu gewinnen.

Analyse der Fluoreszenzverteilungen vom Retikulozyten nach
TO-Farbung

Die Farbung der Retikulozyten mit dem speziell zu diesem Zweck ent-
wickelten Fluoreszenzfarbstoff Thiazolorange (TO) besitzt erhebliche
Vorteile gegentber der Farbung mit Acridin Orange (AO), so da3 Mes-
sungen von Fuoreszenzverteilungen mit geringerem Untergrund mog-
lich sind. Dieser Farbstoff stand jedoch erst nach Beendigung der Tier-
experimente zur Verfiigung. Ein zusétzliches Experiment an einem wei-
teren Kaninchen sollte deshalb kléaren, ob es mit dieser neuen Methode
prinzipiell moglich ist, Veranderungen der Altersverteilung nach Be-
strahlung zu messen. Zu diesen Messungen wurde auf3erdem ein neuer
Melverstérker benutzt, der einen Mef3bereich von mehr as 3 Dekaden
besitzt. Dieser Verdtérker, der ebenfals erst nach Beendigung der Tier-
experimente zur Verfigung stand, ermdglichte die gleichzeitige Mes-
sung der FHuoreszenzverteilungen von Erythrozyten und Retikulo-
zyten. Auf eine Kalibrierung der Verstérkung konnte daher verzichtet
werden, wodurch Fehlerquellen wie Zeitabhangigkeit der Farbung,
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Abb. 11.32 Relative Anteilejunger Retikulozyten im peripheren Blut von Kaninchen als
Funktion der Zeit nach Bestrahlung. Es wurdejeweils der relative Anteil der gezéhlten
Retikulozyten in den letzten sechs Kanalen, Nge (K 58-K 63)/Nge bestimmt. Oben: Ein-
zelverlaufe der Kontrolltiere. Mitte: Einzelverldufe der Tiere nach Ganzkérperbestrah-
lung mit einer Dosisvon D =8 Gy. Unten: Verlauf der Mittelwerte beider Gruppen.

Ausbleichen der geférbten Probe sowie ein Drift der Verstérkerelektro-
nik ausgeschlossen werden konnten.

Eswurde ein weiteres Kaninchen am Betatron mit einer Ganzkorperdo-
gsvon 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
wochentlich drel Blutproben entnommen. Nur in der ersten Woche nach



Bestrahlung wurde téglich eine Blutprobe entnommen. Die Retikulo-
zyten wurden nach der bereits beschriebenen Methode angeférbt.
Dabei wurden bel jeder Blutentnahmejeweils 3 Proben angesetzt, jede
Probe wurde zudem zweima 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 Ng;, normiert. Auerdem wurden die Abszissen der

t=0d
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Abb. 11.33 Fluoreszenzverteilungen von Erythrozyten und Retikulozyten eines mit
D =8 Gy ganzkérper bestrahlten Kaninchens zu ver schiedenen Zeiten nach Bestrahlung.
DieVertellung der Retikulozyten wurdein drei Klassen eingeteilt, soda3 sich fur alleKlas-
sen jeweilsgleicheIntervallefir die Fluoreszenzintensitat er geben.
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Histogramme so normiert, dal3 die Fluoreszenzverteilung der Retikulo-
zyten zwischen Kana 128 und Kana 255 lag. Der zugehdrige 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 Gibergeht und rechts,
etwabel Kanal 240, flach audauft. Nach Bestrahlung werden keinejun-
gen Retikulozyten mehr gebildet. Die Reifung der Retikulozyten l&uft
aber welter, so dald dch ihre Fluoreszenzverteilung zum Zeitpunkt
t = 1 d bereits deutlich nach links verschoben hat. Nach zwe bis drel
Tagen waren die Retikul ozyten vollstdndig ausgereift, so dald rechtsvon
der Vertellung der Erythrozyten fast keine Zellen mehr gemessen wur-
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den (t=3d). Zwischen 10 und 17 Tagen nach Bestrahlung stieg der Reti-
kulozytenwert wieder steil an (Abb. 11.34 oben). Wahrend dieses Zeitin-
tervalls wurden zunehmend junge Retikulozyten am rechten Ende der

Vertellung gemessen. Diese Zellen zeigten eine wesentlich hohere
Fluoreszenzintensitét a's die jungen Retikulozyten, die vor der Bestrah-

lung gemessen wurden. Vermutlich handelt es sich dabel um Retikul ozy-
ten, diein friheren Refungsstufen vom Knochenmark ins Blut ausge-

schwemmt werden. Danach wird der Anteil der jungen Retikulozyten

mit erhohter Fluoreszenzintensitét wieder geringer. Zum Zeitpunkt

t =21 Tageliegt dasrechte Ende der Vertellung etwawieder an der glei-

chen Stelle wie bel den Histogrammen vor Bestrahlung, d. h. diejing-

sten ins Blut ausgeschwemmiten Retikul ozyten zeigen wieder diegleiche
Fluoreszenzintensitét wie vor der Bestrahlung.

Abhangigkeit desMediansder Fluoreszenzverteilung der Retikul ozyten
von der Zeit nach Bestrahlung

Zunéchst wurden alle Histogramme so normiert, dal die Fluoreszenz-
verteilung der Retikulozyten jeweils zwischen den Kandlen 128 und 255
lag. Die Inhate der Kandle 0-127 wurden auf O gesetzt. Dann wurden
die jeweiligen Mediane Fro dieser normierten Verteilungen bestimmt,
d. h. es wurde jeweils digenige Kananummer gesucht, die die Flache
der Vertellung in zwel Haften teilt. Die Wertefir dieinsgesamt 18 Mes-
sungen vor Bestrahlung wurden gemittelt, ebenso die Werte der jewells

4

Abb. 11.34 Oben: Retikulozytenwert eines Kaninchensals Funktion der Zeit nach Ganz-
korperbestrahlung mit einer Dosis von D =8 Gy. Dieser mit der TO-Farbung gemessene
Verlauf entspricht den Ergebnissen, diemit der AO-Farbung gewonnen wurden.

Mitte: Zeitlicher Verlauf des Medians Fro der Fluoreszenzverteilung der Retikulozyten
im peripheren Blut des selben Kaninchens nach Bestrahlung. Die Fluoreszenzverteilun-
gen der Retikulozyten verschieben sich nach Bestrahlung zunachst nach links. Nach ca.
drel Tagen erreicht der Median der Fluoreszenzverteilungen ein Minimum. Danach wer-
den zunehmend junge Retikulozyten gebildet, die eine sehr hohe Fluoreszenzintensitat
zeigen und deshalb in den Kanélen rechtsregistriert werden (sieheauch Abb. 11.33). Der
Median Fro der Verteilungen ver schiebt sich daher wieder nach rechts zu héheren Kanal-
nummern, erreicht etwa 10 Tage nach Bestrahlung wieder den Ausgangs wert und steigt
dann noch weit Uber diesen hinausan.

Unten: Relative Anteile der Retikulozyten in dre verschiedenen Altersklassen (siehe
Abb. 11.33, Klasse I, 1, I11). Die Einteilung wurde so gewahlt, dal sich jeweils gleiche
Intervalle fir die Fluoreszenzintensitat der Retikulozyten ergeben. Wahrend die Anteile
der jungen Retikulozyten (I1 und 111) nach Bestrahlung abnehmen, steigt der relative
Anteil der dlteren Retikulozyten zundchst 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 bel Fro =186+ 3, dso etwain der
Mitte zwischen den Kanden 128 und 255 (die Mitteliegt bei Kanal 192).
Der zetliche Verlauf desMedians Fro nach Bestrahlung istin Abb. 11.34
(mittlere Grafik) dargestellt. Die Fehlerbalken kennzeichnen die Stan-
dardabweichungen der jewelligen Mittelwerte der Messungen. Wie
schon aus den Histogrammen in Abb. 11.33 zu erkennen war, verschiebt
gch der Median Fro der Vertellung nach Bestrahlung zunéchst nach
linksund erreicht ca. drel Tage nach Bestrahlung ein Minimum. Danach
werden wieder zunehmend junge Retikulozyten gebildet, die eine sehr
hohe Fluoreszenzintensitét zeigen und deshalb in den Kanden rechts
registriert werden. Der Median Fro verschiebt sch daher wieder nach
rechts zu hoheren Kanalnummern. Nach etwa 10 Tagen liegt er wieder
in der Mitte und wandert weiter nach rechts, biser etwaam 13. Tag nach
Bestrahlung ein Maximum erreicht. In diesem Zeitintervall steigt auch
der Retikulozytenwert R (Abb. 11.34, obere Grafik) wieder steil bisweit
Uber den Ausgangswert hinaus an. Danach wird der Anteil der jungen
Retikulozyten mit erhdhter Fluoreszenzintensitét wieder geringer und
das rechte Ende der Vertellung bewegt sch wieder nach links
(Abb. 11.33). Damit wandert auch der Median Fro der Vertellung nach
links und ndhert sch 3-4 Wochen nach Bestrahlung wieder dem Aus-
gangswert.

Anderung der Anteilevon Retikulozytenin ver schiedenen Altersklassen

Die Fluoreszenzverteilungen der Retikulozyten wurden in drei Klassen

(1, 11, 111, Abb. 11.33), eingeteilt, so dal3 Sch jewells gleiche Intervalle
fur die Fluoreszenzintensitdten ergeben. Die relativen Anteile der Reti-
kulozyten der einzelnen Klassen, Nge (Klasse)/Nge wurde fir dle
gemessenen Vertellungen bestimmt. Die Werte vor Bestrahlung und die
jewelligen 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 jewelligen Mittelwerte.
Da die Anteile der jungen Retikulozyten (Klasse Il und 111) nach
Bestrahlung abnehmen, steigt der relative Anteil der dteren 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
Klassel im peripheren Blut vorhanden. Erst ca. 8-10 Tage nach Bestrah-
lung werden wieder junge Retikulozyten gebildet, diein den Klassen Il

und [11 registriert werden. Die relativen Anteile dieser Klassen steigen
daher ab diesem Zeitpunkt an. Dabei nimmt der Anteil der jliingeren
Retikulozyten (Klasse I11) stérker zu as der Anteil der etwas reiferen
Retikulozyten (Klasse I1). Der Grund daflr ist das zunehmende Auftre-
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ten junger Retikulozyten mit erheblich erhdhter Fluoreszenzintensitét.
13-15 Tage nach Bestrahlung geht dieser Antell junger Retikulozyten
(Klassel11) wieder zurtick, wahrend der Anteil der Klasse !l noch leicht
ansteigt, d.h. das rechte Ende der Verteilung verschiebt sch wieder
nach links. Die Fluoreszenzintensitét der von rechts in die Vertellung
hineinlaufenden jungen Retikulozyten nimmt wieder ab. Nach 3-4 Wo-
chen ndhern sch die Werte wieder dem Ausgangszustand.

Abb. 11.35 zeigt einen Vergleich der Ergebnisse der beiden Farbemetho-
den (TO und AO) mit dem mit einem einfachen Moddll (Sehe Abb. 11.31)
berechneten zeitlichen Verlauf des Retikulozytenwertes R und des
MediansF der Fluoreszenzverteilung wahrend der ersten drei Tage nach
Bestrahlung. Offendchtlich erméglicht der neue Farbstoff Thiazol-
orange (TO) die Messung von Fluoreszenzverteilungen der Retikulozy-
ten mit sehr geringem Untergrundanteil, wéahrend die mit AO gemesse-
nen Fluoreszenzverteilungen bel geringen Retikulozytenwerten von
unspezifischem Untergrund dominiert werden. Anhand eines zusétz-
lichen Tierexperiments konnte damit gezeigt werden, dal3 diese neue
Methode geeignet ist, Verdnderungen der Altersverteilungen der Reti-
kulozyten nach Bestrahlung zu messen.
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Abb. I1.35 Vergleich des mit verschiedenen Firbemethoden gemessenen Verlaufs des
Retikulozytenwertes R und des Medians F der Fluoreszenzverteilung der Retikulozyten
von Kaninchen wihrend der ersten drei Tage nach Ganzkorperbestrahlung mit D =8 Gy.
Die Symbole — © — kennzeichnen die mit einem einfachen Modell berechnete Werte, die
Symbole - < — die mit der AO-Fiirbung gemessenen Werte (sieche Abb. I1.22 und I1.30) und
die Symbole — & - die mit der TO-Firbung gemessenen Werte (Abb. I1.34).

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 zusammengefal
werden. Anschlief3end sollen die Konsequenzen dieser Ergebnisse fur
die Genauigkeit der Abschétzung einer unbekannten Strahlendosis in
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elnem Versuchstier wie dem hier ndher untersuchten Kaninchen disku-
tiert werden. Es soll die Frage gestellt werden, inwiewelt es moglich ist,
mit durchfluf3zytometrischen Messungen der Retikulozyten und ihrer
Fluoreszenzverteilung zu bestimmten Zeiten nach einer Ganzkorper-
bestrahlung die Ganzkorperdosisin diesem Tiermodell zu bestimmen.

Diese Frage ist von erheblicher Bedeutung fur eine mégliche 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 konnen. Diese Untersuchungen wurden durchgefihrt, um die
Maglichkeit einer Biologischen Dosimetrie beim Menschen zu kl&ren.
Deshab soll gegen Ende dieses Abschnitts auf die Untersuchungen des
Retikul ozytenwertes im Menschen, die gleich anschlief3end S. 98 be-
schrieben werden, um auf die mogliche Problematik dieses Parameters
fur eine Biologische Dosimetrieam Menschen, die schonin diesem Tier-
modell zu erkennen ist, hingewiesen werden.

lonisierende Strahlung fuihrt neben vielen anderen Effekten durch Sché
digung der entsprechenden Stammzellen im Knochenmark zu einer
Inhibierung der Erythropoese, wie schon erl&utert wurde. Jenach Dosis
Uberleben mehr oder weniger Stammzellen. Eine Folge dieser Schédi-
gung ist eine Abnahme der Retikulozyten im peripheren Blut, die Sch
wegen deren kurzer Reifungsdauer (etwa 2-3 Tage) relativ schnell nach-
weisen [al3t. Wegen des sehr geringen Antells der Retikul ozyten im peri-
pheren Blut ist eine Messung des Retikul ozytenwertes, d. h. des relati-
ven Anteils der Retikulozyten unter alen roten Blutzellen (Erythrozy-
ten und Retikulozyten), mit konventionellen Methoden durch mikro-
ﬁ;}gpische Auswertung zeitraubend und mit erheblichen Fehlern be-
tet.

1. Mit den beschriebenen durchfluf3zytometrischen Methoden gelang
es, den Retikulozytenwert im Blut von Kaninchen sehr schndll und mit
einer hohen Genauigkeit zu messen. Diese Technik wurde hier benutzt,
um zundchst 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, dal? die Retikulozyten-
werte verschiedener Kaninchen erheblich voneinander abwel chen
konnten. Der Median des Retikulozytenwertes war R=251 X 10~°,
der Streufaktor war dabel mit S = 1,29 recht erheblich, so dal? Retl kulo-
zytenwerte in unbestrahlten Kaninchen zwischen R= 12 x 10 und
46 x 102 beobachtet wurden.

Erheblich geringere Streufaktoren ergaben sich, wenn nur die intra-
individuellen Variationen des Retikul ozytenwertes betrachtet wurden,
d. h. die zetlichen Veranderungen des Retikulozytenwertes eines
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Kaninchens Uber |&ngere oder kiirzere Zeitintervalle. Eswurde ein mitt-
lerer Streufaktor von & = 1,10 beobachtet, wenn die Retikulozyten-
werte von Kaninchen nur tGiber 5 Tage hinweg gemessen wurden, sowie
ein mittlerer Streufaktor von & = 1,16, wenn se Uber etwa 30 Tage hin-
weg gemessen wurden. Wie sch im folgenden zeigen wird, sind dieVa
riation der Retikulozytenwerte, bzw. die Hohe dieser Streufaktoren die
wesentlichen Griinde fir die Grenzen der Dosisabschédtzung bei einer
Biologischen Dosimetrie mit Hilfe der Bestimmung des Retikulozyten-
wertes nach einer Ganzkorperbestrahlung.

2. Nach einer Ganzkorperbestrahlung der Kaninchen mit Dosen zwi-
schen 2 und 8 Gy lief Sch eine Abnahme der Mediane des Retikul ozy-
tenwertes schon einen Tag nach Bestrahlung beobachten. Je nach Dos's
wurde am 2.-3. Tag nach Bestrahlung en Minimum erreicht, dessen
Wert ebenfals von der Dosis abhing. Beginnend mit dem dritten Tag
nach Bestrahlung stieg der Median des Retikulozytenwertes wieder an
und erreichtejenach Dosis zwischen dem 4. und 9. Tag wieder den Wert
vor der Bestrahlung. Auffalend war auch hier wieder die grof3e inter-
individuelle Variation der Retikulozytenwerte nach Bestrahlung.

3. Der Median des Retikulozytenwertes am dritten Tag nach Bestrah-
Iunzg nahm exponentiell mit der Dosis nach der Gleichung R; = 25,4 x

ab. D|e Streufaktoren nahmen exponentiell mit der Dosis zu:
Sf 1,18 x ™

4. Wegen der grof&en inter-individuellen Variation des Retikulozyten-
wertes liegt die Nachwel sgrenze einer Ganzkorperdosis eines bestrahl-
ten Versuchstieresdurch eine einzige Messung des Retikul ozytenwertes
am dritten Tag nach Bestrahlung bei nur etwa 4 Gy, wenn von einer Irr-
tumswahrscheinlichkeit von p; = 0,95 ausgegangen werden muf3. Ein
Kaninchen mit einem Reti kulozytenwert am dritten Tag nach Bestrah-
lung von z.B. Rz=20x 10° kann eine Ganzkorperdosis zwischen
D = Ound etwa4 Gy erhalten haben.

5. Dieinter-individuelle Variation des Retikulozytenwertes kann durch
einezusitzliche Messung im Versuchstier unmittel bar vor oder nach der
Bestrahlung ausgeschlossen werden. Fir eine Dos sabschétzung spidlt
dann nur noch die intra-individuelle Variation eine wesentliche Rolle.
Der Median der relativen Abnahme des Retikul ozytenwertesam dritten
Tag nach Bestrahl ung nahm ebenfalls exponentiell mit der Dos's ab:
R3/Ro = P Auch h|er nahmen die Streufaktoren exponentiell mit
der Dosszu S = 110 x €8P Der Grund fiir die Zunahme des Streu-
faktors mit der Dos's ist wahrscheinlich eine unterschiedliche individu-
elle Strahlenempfindlichkeit der einzelnen Versuchstiere.,

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

7. EineTeilkorperbestrahlung einer Korperhéfte des Kaninchens und
damit der Ha&lfte seines Knochenmarks mit einer Dosis von D = 8 Gy
fuhrte zu qualitativ gleichen Effekten wie eine Ganzkorperbestrahlung,
namlich zu einer Abnahme des Medians der Retikul ozytenwerte inner-
halb der ersten drel Tage nach Bestrahlung. Es wurde ein Minimum wie
nach einer Ganzkoérperbestrahlung mit etwa 2 Gy beobachtet. Der
Median des Retikulozytenwertes erreichte aber erst nach etwa 9 Tagen
den Wert vor Bestrahlung. Die Ergebnisse waren dieselben bel Kanin-
chen, deren vordere Korperhélften bestrahlt wurde wie bei Kaninchen,
deren hintere Korperhdfte exponiert wurde. Der zetliche Verlauf des
Medians der Retikulozytenwerte in teilkOrperbestrahlten Kaninchen
konnte auch quantitativ damit erklért werden, dal3 die unbestrahlte
Halfte des Knochenmarks weiterhin zur Erythropoese in der Lage it
und unabhéangig vom bestrahlten Tell des Knochenmarks junge Retiku-
lozyten in das periphere Blut ausschiittet.

8. Zusdtzlich zur Messung des Retikulozytenwertes wurde auch die
Fluoreszenzverteilung der Retikulozyten as Funktion der Zeit nach
Bestrahlung untersucht und analysiert. Durch die strahleninduzierte
Inhibierung der Neubildung von Retikulozyten im Knochenmark war
zu erwarten, dald zunéchst der Anteil junger Retikulozyten im periphe-
ren Blut abnahm und einige Tage nach Bestrahlung wieder zunahm,
wenn gentigend neue Stammzellen im Knochenmark gebildet worden
waren. Bel der Acridinorange-Farbung der Retikulozyten konnte
jedoch nur eine geringe Verschiebung der Fluoreszenzverteilung der
Retikulozyten in den ersten drel Tagen nach Bestrahlung beobachtet
werden. Dieser geringe Effekt wurde auf den bel dieser Methode mog-
licheeweise in den Vertellungen auftretenden unspezifischen Unter-
grund zurlckgefhrt, der besonders bel sehr niedrigen Retikul ozyten-
werten die Fluoreszenzverteilung der Retikulozyten dominiert. Mit
Hilfe der neuen Thiazolorange-Farbung konnte jedoch eine starke
Abnahme des Medians der Fluoreszenzverteilungen der Retikulozyten
in den ersten drel Tagen nach Bestrahlung beobachtet werden. Auch
die Fluoreszenzverteilungen der Retikulozyten zeigten deutlich, dal3
schon am zweiten Tag hach Bestrahlung praktisch kelnejungen, sondern
nur noch alte Retikulozyten auftraten. Gleichzeitig mit dem Anstieg der
Retikul ozytenwerte zwischen dem 5. und 7. Tag nach Bestrahlung nahm
der Anteil der jungen Retikulozyten mit hoher Thiazolorange-Fluores-
zenz kréftig zu und damit auch der Median ihrer Fluoreszenzverteilung.
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Konsequenzen dieser Untersuchungen fir eine mogliche
Biologische Dosmetrie nach Ganzkdrperbestrahlung

Eskonntein diesem Kapitel gezeigt werden, dal3 es mit Hilfe von durch-
fluldzytometrischen Messungen des Retikul ozytenwertes in Kaninchen
nach einer Géanzkorperbestrahlung mit Dosen im Bereichvon D = 2 bis
8 Gy im Prinzip moglich ist, die Ganzkorperdosis abzuschétzen. Durch
die strahleninduzierte Schédigung der Stammzellen im Knochenmark
sinkt der Retikulozytenwert bis zu drei Tagen nach Bestrahlung ab, um
danach anzusteigen, wenn die Uberlebenden Stammzellen im Knochen-
markt proliferieren und junge Retikulozyten erzeugen. Das Minimum
am dritten Tag nach Bestrahlung nimmt dabei exponientiell mit der
Dosis ab, so dal? aus dem Retikulozytenwert am dritten Tag nach Be-
strahlung die Dosis abgeschétzt werden kann. Die Grenzen einer sol-
chen ,,Biologischen Dosimetrie” werden dabel im wesentlichen von der
inter-individuellen Variation des Retikulozytenwertes einzelner Kanin-
chen beeinfluf¥, der etwa um den Faktor 4 von Tier zu Tier schwanken
kann. Dadurch ist eine Dosisabschétzung mit Hilfe einer einzigen Mes-
sung des Retikulozytenwertes nur mit einer Nachweisgrenze von ewa
5 Gy mdglich. Wenn eine zusétzliche Messung des Retikul ozytenwertes
vor oder unmittelbar nach Bestrahlung durchgefuihrt wurde, 183t sch
durch Berechnung der relativen Abnahme des Retikul ozytenwertes am
dritten Tag nach Bestrahlung wegen der dann erheblich geringeren
intracindividuellen Variation des Retikulozytenwertes die Ganzkorper-
dosis mit einer Nachwei sgrenze von etwa 2 Gy bestimmen.

Zusétzliche Informationen zur V erbesserung der Dos sabschétizung sind
maoglicherweise durch eine Analyse der im Durchflul3zytometer gemes-

senen Altersverteilung der Retikulozyten zu erhalten. Die neue Thiazol-
orange-Technik zur Anféarbung der Retikulozyten scheint dazu im

Gegensatz zu der bei den meisten Experimenten in diesem Kapitel ver-

wendeten Acridinorange-Technik geeignet zu sein. Das frihe Auftreten

von jungen Retikulozyten einige Tage nach der Bestrahlung kann ein

wichtiger Hinweis darauf sein, dal3 gentigend Stammzellen Uberlebt

haben und wiederum neue Retikulozyten produzieren, so dal3 dasVer-

suchstier letztlich die Bestrahlung Uberlebt.

Wegen der hohen Eisenaufnahmerate der neugebildeten jungen Retiku-
lozyten koénnen wenige junge Retikulozyten schon frihzeitig nach
Bestrahlung registriert werden. Auch die Kenntnis dieses zusétzlichen
Parameters kann dazu fihren, dal3 schon relativ friih nach Bestrahlung
eine Erholung der Stammzellen im Knochenmark erkannt wird. Da bei
bei den moglichen zusétzlichen Parametern jeweils auch der Retikul ozy-
tenwert eingeht, wird jedoch eine bessere Dosisabschétzung durch
zusatzliche Messungen der zeitlichen Abhangigkeit der Altersverteilung
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der Retikulozyten wegen der grolien inter- und intra-individuellen
Variation der Retikul ozytenwerte nicht moglich sein.

Da naturlich ale in diesem Abschnitt beschriebenen Untersuchungen
dazu dienen sollen, die Grundlagen und die Grenzen einer ,,Biologi-
schen Dosimetrie“ beim Menschen mit Hilfe von durchflul3zytometri-
schen Messungen des Retikul ozytenwertes besser verstehen zu kénnen,
sollen die wesentlichen Ergebnisse dieser Untersuchungen auch bei den
Messungen von Retikulozytenwerten im Menschen beispielhaft ver-
wendet werden. Esist zu erwarten, dal3 auch beim Menschen die inter-
bzw. intra-individuelle Variation des Retikul ozytenwertes fir eine biolo-
gische Dosimetrie die begrenzende Rolle spiden werden. Da Experi-
mente an bestrahlten Menschen nicht mdglich snd (Messungen an the-
rapeutisch bestrahlten Patienten sind nur sehr eingeschrankt zu ver-
wenden), missen und sollen die Ergebnisse der Tierversuche in die
Abschédtzungen der Moglichkeiten und Grenzen einer Biologischen
Dosimetrie enflief?en. Im folgenden Abschnitt sollen deswegen zu-
néchst die Ergebnisse der Untersuchungen des Retikul ozytenwertesin
normalen, gesunden Menschen dargestellt werden.

Retikulozytenwert beim Menschen

Vorbemerkung

Im vorhergehenden Abschnitt wurden die Moglichkeiten einer Biologi-
schen Dosimetrie im Tiermodell mit Hilfe der Messung von Retikul ozy-
ten im peripheren Blut von Kaninchen ausfihrlich untersucht. Die in
diesen Experimenten gewonnenen Ergebnisse sollen dazu verwendet
werden, die Moglichkeiten und Grenzen einer Dosishestimmung beim
Menschen abzuschétzen. Bel den Tierexperimenten hat sch gezeigt,
dal3 wegen der grol¥en inter-individuellen Variation des Retikulozyten-
wertes schon bei den unbestrahlten Kaninchen die Nachweisgrenze
einer Dosisabschédtzung mit Hilfe nur einer einzigen Messung des Reti-
kulozytenwertes am dritten Tag nach Bestrahlung bei Uber 4 Gy liegt.

Damit ist diese Methode nicht fir eine Beurtellung der Strahlenkrank-
heit, wie se fir eine klinische Versorgung der Betroffenen notwendig
ist, geeignet. Eswurde deshalb vorgeschlagen, durch zwel M essungen-
eine Messung unmittelbar nach Bestrahlung und eine nach drei Tagen —
die Abnahme des Retikulozytenwertes zu bestimmen. Damit ist die
Unsicherheit der Dosisabschéatzung nur noch abhéngig von der erheb-
lich geringeren intra-individuellen Variation der Retikulozytenwertes.
Mit diesem Verfahren lag die Nachwe sgrenze der Dosi sabschétzung bel
etwa 2 Gy, was fir eine Beurtellung der Strahlenkrankheit bezlglich
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einer klinischen Versorgung von verungliickten Personen ausreichend
ware.

Da zu erwarten ist, dal3 eine Biologische Dosimetrie auch beim Men-
schen im wesentlichen von der inter- und intra-individuellen Variation
des Retikul ozytenwertes begrenzt wird, sollen im folgenden diese Para-
meter beim Menschen gemessen werden. Wie sch bel den entsprechen-
den Untersuchungen bel Kaninchen zeigte, ist die intra-individuelle
Variation der Retikulozytenwerte abhangig vom Beobachtungszeit-
raum. Innerhalb kurzer Zeitintervalle zeigten die Werte geringere
Schwankungen ds innerhab langerer Zeitintervalle, wie im Abschnitt
»Intracindividuelle Variation des Retikul ozytenwertes* gefunden wurde
(S. 62 ff.) Fur eine Dos sabschédtzung mit dem oben beschriebenen Vefah
ren ist im wesentlichen der Verlauf des Retikulozytenwertes innerhalb
der ersten 3-4 Tage nach Bestrahlung von Bedeutung. Die Genauigkeit
einer solchen Dosisabschétzung wird daher vor allem durch die Schwan-
kungen des Retikul ozytenwertesinnerhal b dieses Zeitraumes begrenzt.

In der Vergangenheit wurden von verschiedenen Arbeitsgruppen Unter-
suchungen Uber den Retikulozytenwert beim Menschen unter Normal-
bedingungen durchgefihrt. Es wurde sowohl der Normalbereich des
Retikul ozytenwertes beim Menschen (Inter-individuelle Variation) as
auch die Schwankungen des Retikulozytenwertes bei einzelnen gesun-
den Personen innerhalb verschiedener Zeitintervalle (intra-individuelle
Variation) untersucht. Eine Ubersicht tber die von verschiedenen
Autoren verdffentlichten Retikulozytenwerte und der zugehérigen Nor-
malbereiche beim Menschen (inter-individuelle Variation) snd in
Tabellell. 8 zusammengefald.

Die zum Tell erheblichen Abweichungen der von verschiedenen Auto-
ren angegebenen mittleren Retikulozytenwerte entstehen zum Tel
durch die Verwendung unterschiedlicher Farbemethoden aber auch
durch die nicht einheitliche Definition der ds Retikulozyten gezdhiten
Zéellen. Einige Autoren zdhlen Zellen mit nur einem einzigen gefarbten
Einschluf? als Retikulozyten, andere verlegen die Grenze etwas zu jin-
geren Retikulozyten mit mehreren gefarbten Einschllissen.

Einige Autoren beobachteten, dal? sowohl der mittlere Retikulozyten-
wert as auch seine Schwankungen bel Mannern und Frauen unter-
schiedlich sind. Die Haufigkeitsverteilungen der bel 48 Mannern und
30 Frauen gemessenen Retikulozytenwerte ergaben eine bimodale Ver-
teilung fir die Werte der Frauen, wahrend die Werte der Manner eine
eingipflige Verteilung zeigte (Deiss und Kruth, 1970). Diese zu hoheren
Werten groldere Variation des Retikulozytenwertes wurde mit der
erhohten Blutbildung bei Frauen wéhrend der Menstruation interpre-
tiert (Deissund Kurth, 1970, Seip, 1953).
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Tabelle I1.8 Retikulozytenwerte und Normalbereich bei gesunden Erwachsenen nach
Angaben verschiedener Autoren.

Referenz mittlerer Normalbereich
Retikulozytenwert x 103
x 103 (95 %-Grenzen)
Begemann und

Rastetter, 1978 10 5-15
Cartwright, 1968 15 5-25
Dacie und Lewis, 1963 —— 2-20
Deiss und Kurth, 1970 m: 16,5 8-26
f: 24,5 8—-41
Frankel und Reitman, 1963 — 5-15
MacKinney et al. 1962 26 10 -42
Miale, 1967 — 5-15
Nizet, 1946 — 15-25
Page und Culver, 1960 — 5-15

Seip, 1953 15,7 9,6-23,8

m: 135 9,6-18,4

f: 17,3 10,4-23.,8
Theml 1983 m: 16 8-25
f: 24 8-40
Trachtenberg, 1932 8 3-14

Watson, 1950 7,5 1,3-13,7

m: 6 1,6-10,4

f: 9 2,6—15.,4
Wintrobe, 1981 m: 16 8-25
f: 17 8-41

Untersuchungen der Schwankungen des Retikulozytenwertes bei ein-
zelnen Personen unter Normalbedingungen sind von verschiedenen
Autoren durchgefihrt worden. Ederle bestimmte den Retikulozyten-
wert eines Mannes dle 2-3 Tage Uber insgesamt 5 Wochen (Ederle,
1933). Dabei fand er, dal? aufeinanderfolgende Werte nur geringfligige
Abweichungen zeigten. Die Werte schwankten im Bereich R=12 —
18 x 10°, wobei die meisten nahe bei R = 15 x 10° lagen. Andere Auto-
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ren fanden dagegen relativ grof3e Abweichungen der Retikulozyten-
werte einzelner Personen von einem auf den néchsten Tag (Langendorff
und Reisner, 1936, Barbier, 1939). Die Ergebnisse von Nizet zeigten,
dal3 die an 4-5 aufeinanderfol genden Tagen gemessenen Retikul ozyten-
werte und die Uber einen Zeitraum von einem Jahr jewells im Abstand
von 8-10 Tagen gemessenen Werte bei einzelnen Versuchspersonen in-
nerhalb der Mel3genauigkeit keine signifikanten Abweichungen aufwie-
sen (Nizet, 1946). Diese Ergebnisse wurden von Seip bestétigt, der zu-
sitzlich eventudlle Veranderungenin der Altersverteilung der Retikul o-
zyten untersuchte (Seip, 1953). Auch er konnte bei wiederholten Mes-
sungen des Retikul ozytenwertesinnerhalb 24 Stunden und an mehreren
aufeinanderfolgenden Teagen keine Signifikaten Abweichungen nach-
weisen.

Bei dlen bisherigen Untersuchungen dieser Art wurden die Retikulozy-
tenwerte durch Auszdhlen mit dem Mikroskop bestimmt. Die Ergeb-
nisse beinhalten daher die grof3e Mef3Jungenauigkeit dieser Methode.
Genauere und besser vergleichbare Ergebnisse kénnen mit den heute
zur Verfigung stehenden Methoden zur durchfluzytometrischen Be-
simmung des Retikulozytenwertes gewonnen werden. Es wurden des-
halb bei insgesamt 19 V ersuchspersonen eine Reihe von Messungen des
Retikul ozytenwertes mit der neuen TO-Farbetechnik durchgefuhrt und
die Variation der Werteanalysiert. Dabei stand die Variation der Retiku-
lozytenwerte bel einzelnen Personen (intrarindividuelle Variation)
innerhalb kurzer Zeitintervalleim Vordergrund, dadiese fur die Genau-
igkeit bel der Dosi sabschétzung eine entscheidende Rolle spielt.

Im néchsten Abschnitt, S. 115 ff., soll mit den Ergebnissen desvorherge-
henden Kapitels (dosisabhéngige Abnahme des Retikulozytenwertes
nach Bestrahlung) und den Ergebnissen dieses Abschnitts (Variation
des Retikulozytenwertes beim Menschen) versucht werden, die Mog-
lichkeiten und Grenzen einer Biologischen Dosimetrie beim Menschen
abzuschétzen. Dabel mul’ vorausgesetzt werden, daf’ das blutbildende
Sysem des Kaninchens beziiglich der Strahlenwirkung mit dem des
Menschen vergleichbar ist. Hinweise dafir kénnen méglicherweise aus
Messungen an therapeutisch bestrahlten Patienten gewonnen werden.
Die Ergebnisse solcher Untersuchungen sind aber im algemeinen nur
sehr eingeschrankt zu verwenden, da die Effekte der Bestrahlung meist
mit begleitenden Behandlungen (Chemotherapie, Operation, Blutver-
lust, etc.) und mit Verdnderungen des Blutbildes aufgrund der Erkran-
k_ur(ljg selbst interferieren, wodurch die Daten schwer zu interpretieren
sind.

Bel therapeutischen Teilkorperbestrahlungen sind die zu erwartenden
Effekte nur gering, dahier meist nur einrelativ geringer Anteil desKno-
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chenmarks bestrahlt und die Gesamtdosis in mehrere Fraktionen auf-
getellt wird. Ziel einer solchen Behandlung ist schliefdich die selektive
Zerstérung eines Tumors, wobel eine Schadigung des Knochenmarks
und anderer Organ so gering wie moglich sein sollte.

Bel therapeutischen Ganzkoérperbestrahlungen von an Leukémie er-
krankten Patienten sollen die Leukamie-Zellen im Knochenmark mog-
lichst vollsténdig zerstort werden. Dabel werden dlerdings auch dle
normalen Stammzellen des Knochenmarks, aus denen ale Blutzellen
hervorgehen, zerstort. Im Anschluf? an die Bestrahlung erhalten diese
Patienten deshalb eine Knochenmark-Transplantation, die sSe mit
neuen Stammzellen versorgt. Zwar sind bel einer solchen Ganzkorper-
bestrahlung grofiere Effekte zu erwarten, jedoch sind auch die Daten
solcher Patienten, wegen zusétzlicher Behandlungen (Chemotherapie)
und der Veranderungen des gesamten Blutbildes durch die Erkrankung
selbst, schwer zu interpretieren.

Weltere Informationen Uber die Strahlenwirkung auf das haematopoeti-
sche System des Menschen kdnnen aus Untersuchungen an den Opfern
von Strahlenunfallen gewonnen werden.

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

Audfuhrliche Untersuchungen sowohl der Zahl der Retikulozyten im
peripheren Blut ds auch ihrer Altersverteillung bel Patienten wahrend
einer therapeuti schen Teilkorperbestrahlung wurden schon von Marder-
geig durchgefthrt (Mardersteig, 1937, 1938). Die inggesamt 27 Patien-
ten, die an unterschiedlichen Karzinomen erkrankt waren, erhielten
fraktionierte Rontgenbestrahlungen (180 kV) mit Gesamtdosen von
D =5his 13 Gy innerhalb 14 bis 30 Tagen. Die zeitlichen Verlaufe der
Retikulozytenwerte von Patienten mit Bronchial-, Osophagus-, und
Leberkarzinomen wahrend und nach den Bestrahlungszyklen lassen
gchimwesentlichen in drei Félle unterscheiden:

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

2. Der Retikulozytenwert nimmt anhaltend zu und falt erst spét nach
Ende der Bestrahlung wieder ab.

3. Der Retikulozytenwert nimmt ohne den initialen Anstieg unmittel-

bar nach der ersten Bestrahlung ab und nimmt nach drel Tagen wieder
2u.
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In den ersten beiden Fallen wurde wahrend der Zunahme der Werte
gleichzeitig eine Verschiebung der Antelle der Retikulozytenin den ein-
zelnen Reifungsstadien (Gruppen 1-1V) in Richtung junger Retikulo-
zyten beobachtet; bel der Abnahme der Werte zeigte Sch eine Verschie-
bung in die entgegengesetzte Richtung. Im 3. Fal konnte eine Verande-
rung der Altersverteilung nicht beobachtet werden.

Bel den Patienten mit Magenkarzinomen und Knochenmetastasen zeig-
ten die Retikulozytenwerte sehr unterschiedliche Verlaufe. Der Autor
interpretiert dies durch eine starke Beanspruchung bzw. Schadigung des
blutbildenden Systems durch den Krankheitsprozed schon vor der
Bestrahlung.

Dealy und Tubiana beobachteten die Abnahme des Retikulozytenwer-
tes bel drei Patienten nach einer Ganzkdrperbestrahlung mit D = 4,5
Gy (Dedy und Tubiana, 1964). Bei allen Patienten wurde die Dosisin
zwe Fraktionen aufgetelt, mit D = 2,5 Gy bel der ersten Bestrahlung
und D =2 Gy bei der zweiten Bestrahlung, die sieben Tage nach der
ersten gegeben wurde. Der mittlere Retikulozytenwert der drel Patien-
ten nahm in der Woche nach der ersten Bestrahlungvon R=12 X 10°°
aif R=4,5x 10% und in der darauffolgenden Woche nach der zweiten
Bestrahlung nochmals auf R = 2,5x 10> ab.

McFarland und Pearson berichten Uber haematologische Effekte bel
5 Patienten nach einer Ganzkorperbestrahlung (McFarland und Pear-
son, 1963). Die Patienten wurden mit y-Strahlung von*’Co 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 zundchst ab, nach einem leichten Wiederanstieg aufgrund
einer Infusion mit autologem Knochenmark sank er schliefdich bisauf O
ab. Erst ab dem 20. Tag nach Bestrahlung zeigte Sch einleichter Wieder-
anstieg. Drei weitere Patienten wurden mit einer Einzeldosis von
D =45 Gy bestrahlt. Bei zwe dieser Patienten konnte eine deutliche
Abnahme des Retikulozytenwertes trotz Infuson von autologem Kno-
chenmark am zweiten bzw. dritten Tag nach Bestrahlung beobachtet
werden. Bel dem dritten Patient aus dieser Gruppe zeigte Sch ebenso
wie bel dem mit einer Einzeldosis von D = 2,25 Gy bestrahlten Patient
keine sgnifikante Abnahme des Retikulozytenwertes. Zu &hnlichen
Ergebnissen kamen Mathe und Mitarbeiter bei Patienten nach Ganz-
korperbestrahlungen. Diese Patienten erhielten Bestrahlungen mit -
Strahhéng von®Co und Einzeldosen von D = 5 Gy bis 8,5 Gy (Mathe et
al., 1964).

Globel konnte bei Patienten nach Teilkorperbestrahlung (Kopf-, Tho-
rax-, und Abdominalbestrahlungen mit D = 50 Gy in 20-30 Fraktionen
innerhalb 4 Wochen) keine signifikante Abnahme des Retikul ozyten-

103



wertes beobachten: Dagegen fuihrte die interne Bestrahlung mit Jod-J.31
(effektive Strahlendosis: D = 1.8 Gy) zu einer eindeutigen Abnahme
innerhalb von 3 Tagen nach Inkorporation (Glébel, 1988).

Fliedner und Mitarbeiter untersuchtne die Konzentration verschiede-
ner Blutzellen dsFunktion der Zeit nach Bestrahlung in finf, bel einem
Unfdl in Oak Ridge strahlenexponierten Personen, die Dosen zwischen
2,36 und 3,65 Gy erhalten hatten (Fliedner et al., 1962). Auch die Opfer
eines Strahlenunfals in Jugodawien 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 Retikul ozytenwertes zwischen 35 bis
60 Tagen auf etwa das dreifache des Ausgangswertes.

Carpaj untersuchte eine Rethe von hdmatologischen Parametern bei
strahlenexponiert arbeitenden Personen, unter anderem den Retikulo-
zytenwert (Carpaij, 1981). Er konnte zeigen, dal3 keiner dieser Para
meter ds Dosisindikator fur den Nachweis von 0,5 Sv/a geeignet war.

Auch bei diesen Untersuchungen wurden die Retikul ozytenwerte durch
Auszdhlen mit dem Mikroskop bestimmt. Im folgenden Kapitel werden
die Ergebnisse durchflul3zytometrischer Messungen des Retikulozyten-
wertes bei gesunden Personen sowie bei Patienten wahrend einer Strah-
lentherapie dargestellt.

Retikulozytenwert im Blut von gesunder Probanden

Inter-individuelle Variation des Retikulozytenwertes

Beiinsgesamt 19 Probanden wurde iiber einen Zeitraum von einem Jahr
in unregelméBigen Zeitabstinden Blut entnommen und der Retikulozy-
tenwert mit der beschriebenen Methode bestimmt. Die Héaufigkeitsver-
teilung der insgesamt 251 MeBwerte ist in Abb. I1.36 dargestellt. An
diese Vertellung wurde eine Log- Normalvcrtellung angepalt. Es ergab
sich ein Median R = 15,6 X 10—3 und ein Streufaktor von Sy = 1,40. Dies
entspricht einem Normalbereich von 8 X 103 =R =31 X 103 fiir eine
Irrtumswahrscheinlichkeit von p; =0,05. Diese Ergebnisse stehen in
guter Ubereinstimmung zu den Angaben in der Literatur (Tabelle I1.8:
Deiss u. Kurth, 1970, Seip, 1953, Theml, 1983, Wintrobe, 1967).

Verglichen mit dem Median der Retikulozytenwerte bei den unbestrahl-
ten Kaninchen (R = 25,1 x 10-3) liegen die Normalwerte beim Men-
schen erheblich mednger Die inter-individuelle Variation der Normal-
werte beim Menschen ist mit einem Streufaktor von S; = 1,40 groBer als
die bei den unbestrahlten Kaninchen beobachtete Variation (S¢ = 1,29).
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Abb. I1.36 Relative Hiufigkeit H der Retikulozytenwerte beim Menschen. Die Daten
reprisentieren insgesamt 251 Einzelmessungen von 19 Personen iiber den Zeitraum eines
Jahres. An die Werte wurde eine Log-Normalverteilung angepaBt. Der Median betrigt
R =15,6 X 102 und der Streufaktor S; = 1,40.

Intra-individuelle Variation des Retikul ozytenwertes

Zusdtzlich zu den Uber ein Jahr vertellten Messungen des Retikulozy-
tenwerteswurde bei 12 Probanden (4 Frauen und 8 Manner) der Verlauf
des Retikul ozytenwertes Uber einen Zeitraum von vier Wochen gemes-
sen. Die Blutentnahmen wurden bis auf wenige Ausnahmen bei einigen
Personen an dlen Arbeitstagen durchgefihrt. Fir jeden einzelnen Pro-
banden standen damit zwischen 11 und 19 Messungen zur Verfligung.

Abb. 11.37 zeigt Beispiele fir den zetlichen Verlauf der Retikulozyten-
werte von drel Personen. Person A zeigte Uber den gesamten Zeitraum
der Messungen einen relativ hohen, Person H einen relativ niedrigen
Retikulozytenwert. Der Retikulozytenwert dieser beiden Personen
kann innerhalb der Fehlergrenzen der Mef3genauigkeit praktisch ds
konstant bezeichnet werden. Bei Person D steigt der Retikulozytenwert
im Verlauf des Beobachtungszeitraumes|eicht an. Jedoch sind auch hier
die Schwankungen der Werte von einem Teag auf den néchsten kaum gro-
(er ds die Mefdunsicherheit.

Die Mediane der Retikulozytenwerte und Streufaktoren aler 12 Pro-
banden snd in Tab. 11.9 zusammengefald, und zwar jewells fir einen
Beobachtungszeitraum von einem Jahr und fir 4 Wochen. Bei Personen
mit hohen Retikulozytenwerten waren die Streufaktoren meistens
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Abb. I1.37 Beispiele fiir den zeitlichen Verlauf des Retikulozytenwertes von drei Proban-
den iiber 4 Wochen. Die Fehlerbalken kennzeichnen die Unsicherheit der MeBwerte
(R * s). Die Schwankungen der Werte der einzelnen Personen sind innerhalb kurzer Zeit-
abstiinde gering.

0.1 K Abb. 11.38 Einige Beispiele der berechne-

ten Verteilungen der Retikulozytenwerte
o einzelner Personen (intra-individuelle Varia-
H tion) im Vergleich zur Verteilung aller Werte

0.2 der Probanden (inter-individuelle Varia-
tion). Die Verteilungen sind jeweils fiir die
0.1 Variation des Retikulozytenwertes inner-
halb eines Jahres (Kurve a) und innerhalb
0 o 30 von 4 Wochen (Kurve b) berechnet. Die

3 Variation nimmt innerhalb kleinerer Zeit-
R*10 intervalle ab.
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geringer ds bel Personen mit niedrigen Werten. Dies liegt zum Tell
daran, dal3 der relative Fehler der Messung, der in diese Werte mit ein-
geht, zu gréleren Mel3werten hin abnimmt. Bei dlen Personen war die
Variation der Retikulozytenwerte Uber 4 Wochen geringer dsdie Varia
tion Uber ein Jahr.

In Abb. 11.38, links neben der Tabelle, Snd die aus den Daten berechne-
ten Wahrscheinlichkeitsverteilungen des Retikulozytenwertes fur die
drel oben gezeigten Beispide (Abb. 11.37, Personen A, D und H) darge-
stellt. Die Verteilungen der fir dieim Zeitraum von 4 Wochen gemesse-
nen Werte (Kurve @ snd jewells schmaer ds die Vertellungen fir die
innerhalb eines Jahres gemessenen Werte (Kurve b).

Tabelle 11.9 Mediane R und Streufaktoren der Retikulozytenwerte von 12 Probanden.
Zusétzlich zu den Messungen Uber ein Jahr ist bei diesen Personen der Retikul ozytenwert
Uber vier Wochen an fast allen Arbeitstagen gemessen worden (Verlauf des Retikul ozyten-
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 as die der
Uber ein Jahr gemessenen Werte.

Jahr 4 Wochen
Proband R % 103 Sy R * 103 S;

A 24,2 1,11 25,2 1,06
B 9,3 1,22 9,9 1,18
C 14,3 1,19 14,0 1,17
D 16,6 1,21 17,7 1,19
E 15,2 1,20 16,8 1,15
F —_— — 19,1 1,08
G 14,0 1,19 14,3 1,13
H 11,2 1,28 11,8 1,14
I 19,8 1,16 18,1 1,14
J 20,2 1,21 21,6 1,09
K 10,5 1,26 10,3 1,26

19,1 1,24 21,3 1,12
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Zusdtzlich wurden aus den innerhalb 4 Wochen gemessenen Daten die
Streufaktoren der Retikulozytenwerte von jeweils finf aufeinanderfol-
genden Tagen berechnet. Dabel wurden die Werte nur dann gemittelt,
wenn pro Woche mindestens 4 M ef3werte zur Verfligung standen. Die so
berechneten Streufaktoren wurden fir jeden einzelnen Proband gemit-
telt. Die Ergebnisse sind in Tab. 11.10 zusammengefa¥. Be dlen Pro-
banden nehmen mit der weiteren Einschrankung des Beobachtungszeit-
raumes von 4 Wochen (Tab. 11.9) auf 5 aufeinanderfolgende Tage die
Streufaktoren der Retikulozytenwerte nochmals ab. Fir den mittleren
Streufaktor aler 12 Probanden ergibt sch fir diesen Zeitraum S =
111 +0,03.

Tabelle 11.10 Intra-individuelle Variation des Retikulozytenwertes fir einen Zeitinter-
vall von jeweils 5 Tagen. Zunéchst wurden die Streufaktoren der Werte von jeweils 5 auf-
einanderfolgenden Tagen berechnet und anschlief3end fir jeden einzelnen Proband ge-
mittelt.

S¢(5Tage) St S¢(5Tage) St
A | 1,03;1,04 1,04 | G| 1,07;1,17;1,10 1,11
B | 1,14;1,24;1,10;1,15 | 1,16 |H | 1,12;1,05;1,12;1,17 | 1,12
C | 1,08;1,09;1,15;1,19 | 1,13 |I | 1,19;1,10;1,07 1,12
D | 1,16;1,11;1,10;1,08 | 1,11 |J | 1,06;1,02;1,08;1,11 | 1,07
E | 1,06;1,16 1,11 [ K| 1,16;1,14 1,15
F | 1,04;1,09;1,12 1,08 |L | 1,08;1,08;1,13;1,17 | 1,12

In Tab. 1111 snd die Ergebnisse der inter-individuellen Variation der
Retikul ozytenwerte und der mittleren intra-individuellen Variation der
Retikulozytenwerte fir unterschiedliche Zeitintervale zusammen-
gefald. Wie schon an den Daten der Kaninchen gezeigt werden konnte,
ist auch beim Menschen die intra-individuellen Variation des Retikulo-
zytenwertes erheblich geringer ds die inter-individuelle Variation. Fir
die intraindividudle Variation des Retikulozytenwertes beim Men-
schen ergaben dch etwa die gleichen Streufaktoren wie beim Kanin-
chen. Innerhalb von 4 Wochen schwankte der Retikulozytenwert bei
den Kaninchen um den Faktor S= 116 +£0,06 und innerhab von
5Tagen um den Faktor & = 1,10 + 0,03.
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Tabelle 1111 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 kiirzer die Zeitintervalle sind fur diesie
berechnet wird.

inter-individuelle Variation: | S¢= 1,40 S£=1,96

mittlere Si=121%£0,05 | S2=1,46 ( 1Jahr)
intra-individuelle Variation | S¢=1,14 0,05 | SZ= 1,30 (25Tage)
(12 Personen) Se=111%+0,03 | S2=1,23 ( 5Tage)

Retikul ozytenwert bei Patienten wahrend einer Strahlentherapie

Bei alen bisher durchgefiihrten 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 Retikul ozyten-
werten, mit einer sehr grof3en Ungenauigkeit behaftet.

Es wurden deshalb der Versuch gemacht, in Zusammenarbeit mit der
Klinik und Poliklinik fir Knochenmarktransplantation der Universi-
tatsklinik Essen (Dr. Greven, Prof. Schéfer) und der Abtellung fur
Strahlentherapie des Nord-Westkrankenhauses in Frankfurt (Dr. Fink,
Prof. Hassenstein) den zeitlichen Verlauf des Retikulozytenwertes im
Blut von Patienten wahrend einer Strahlentherapie mit einer durchfluf3-
zytometrieschen M ethode zu bestimmen.

Diese Messungen wurden bel insgesamt 6 Patienten durchgefihrt.
Davon erhielten 4 dieser Patienten (Universitétsklinik, Essen) eine
Ganzkorperbestrahlung zur Konditionierung vor einer Knochenmarks-
transplantation, die beiden anderen (Nord-West-Krankenhaus, Frank-
furt) erhielten therapeutische Teilkorperbestrahlung zur Tumorthera
pie, wobei sch ein relativ grofRer Anteil (ca. 50 %) des Knochenmarks
im Bestrahlungsfeld befand. Die Ergebnisse dieser Messungen sind in
Abb. 11.39 und Abb. 1140 dargestellt. Zusétzliche Informationen Uber
die Grunderkrankung sowie Uber die Therapie der einzelnen Patienten
sind in der Legende zu den Abbildungen angegeben.

Die Patienten A, B, C und D erhielten eine Ganzkérperdosis 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. Uber 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 wahrend einer
Ganzkorperbestrahlung. Die Patienten erhielten eine Ganzkdrperdosisvon D = 10 Gy in
vier Fraktionen mitje 2,5 Gy an vier aufeinanderfolgenden Tagen. Die Bestrahlungstage
sind durch Pfeile gekennzeichnet.
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Abb. 1140 Zeitlicher Verlauf des Retikulozytenwertes von Patienten wahrend einer Teil-
korperbestrahlung wobei etwa 50 % des Knochenmarks im Bestrahlungsfeld lag. Die
Gesamtdosiswurdein 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 Leukamie, Erstdiagnose: Nov. 86
zum Zeitpunkt der Trangplantation sichere Zeichen der Akzeleration

Therapie: Hydroxyureaintermittierend seit Diagnosestellung unmittelbar vor Beginn der
Konditionierung Eskalation der Therapie mit: 120 mg Thioguanin per os., 4 mg Vinchri-
gin-Sulfat i.V., 150 mg Prednison per os

Patient B: Grunderkrankung: Chronisch myeloische L euk&mie, Erstdiagnose: Mai 88
Therapie: Hydroxyurea 1-1,5g

Patient C: Grunderkrankung: Akute lymphatische Leukamie, Erstdiagnose: 1970 zum
Zetpunkt der Transplantation Vorliegen desvierten Rezidives
Therapie: multiple Chemotherapie, zuletzt ca. zwei Monate vor Bestrahlungsbeginn

Patient D: Grunderkrankung: Akutelymphatische Leuk&miein 1. Vollremission, Erstdia-
gnose: Okt. 88. Therapie: Polychemotherapie

Patient E: Grunderkrankung: Morbus Hodgin, Stadium Cs A (lymphozyten- und histo-
zytenreiche Form), Lymphozytenextir pation (rechte L eiste)

Patient F: Grunderkrankung: Seminom, Stadium 1V, Ablatio Testis (rechts), Zustand
nach 4 Zyklen Chemotherapie (Cisplatin, Vesperid, Bleomycin)



tenwert gemessen. Auch Patient D, bei dem ebenfals vor Bestrahlung
eine Chemotherapie durchgefihrt wurde, zeigte einen konstant niedri-
gen Retikulozytenwert. Bel Patient B stiegt der Retikulozytenwert bis
zum zweiten Bestrahlungstag zunéchst stell an und zeigte danach einen
konstanten Abfall. Bel Patient C wurde unmittelbar vor Bestrahlung ein
sehr hoher Wert gemessen der nach 24 Stunden um etwaden Faktor 0,25
abfiel. Danach stieg der Retikulozytenwert wieder etwas an.

Bel den beiden teilkorperbetrahlten Patienten, E und F war zwar zu-
néchst ein Abfallen des Retikul ozytenwertes zu beobachten, jedoch san-
ken die Werte schon vor Bestrahlungsbeginn leicht ab. Die Abnahme
der Retikulozytenwerte, die bel Patient F etwas starker war, kann des-
halb nicht unbedingt auf die Bestrahlung zurtickgefihrt werden, son-
dern zumindest zum Teil auf die begleitende Chemotherapie.

Ebenso wie die Ergebnisse anderer Autoren ist auch bel diesen Messun-
gen kein eindeutiger Zusammenhang zwischen dem Retikul ozytenwert
und der Bestrahlung zu erkennen. Mit der verwendeten durchfluf3zyto-
metrischen Methode konnte der Retikulozytenwert mit hoher Genauig-
keit bestimmt werden. Die Kurven zeigen deshalb einen glatten Verlauf
und die Mef3werte der Blutentnahmen (Abb. 11.39) vor und nach der
Bestrahlung zeigten nur geringe Unterschiede. Der zeitliche Verlauf der
Retikul ozytenwerte wahrend und nach der Bestrahlung ist jedoch bel
den einzelnen Patienten sehr unterschiedlich. Bei solchen Peatienten
liegt immer eine schwere Erkrankung vor, dieim algemeinen schon vor
ﬂer Bestrahlung eine erhebliche Verdnderung des Blutbildes zur Folge
at.

Moglichkeiten und Grenzen einer Dosisabschatzung beim
Menschen

Vorbemerkung

Es sollen zunéchst die aus den Tierexperimenten gewonnenen Ergeb-
nisse fUr die relative Abnahme des Retikul ozytenwertes mit den bisher
von verschiedenen Autoren vertffentlichten Ergebnissen von Messun-
gen bel Opfern von Strahlenunféllen und bei Patienten wahrend einer
therapeutischen Bestrahlung verglichen werden. Dieser Vergleich
beschrankt sch auf Daten von Personen nach einer Ganzkorperbestrah-
lung mit einer Einzeldosis. Es stehen jedoch nur sehr wenige solcher
Daten zur Verfigung.

In wenigen Félen werden Ganzkoérperbestrahlungen bei Leuk&mie-
Patienten zur Konditionierung vor einer Knochenmarktransplantation
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durchgefiihrt. Dabei wird die Gesamtdosis von etwa 10 Gy im algemel-
nen durch fraktionierte Bestrahlung an aufeinanderfolgenden Tagen
verabreicht, wobel die Dosis einer einzelnen Fraktion selten grofier ist
as 2,5 Gy. Mestenswird diese Therapie jedoch von einer Chemothera-
pie begleitet. Die Daten von diesen Patienten sind deshalb schwer zu
Interpretieren. Aul3erdem ist durch die Fraktionierung der Bestrahlung
in mehrere kleinere Einzeldosen ein geringerer Effekt zu erwarten as
bel der Bestrahlung mit einer entsprechend hohen Einzeldosis.

Die Daten von Messungen des Retikul ozytenwertes nach Teilkorperbe-
strahlungen, wie sie haufig zur Tumortherapie eingesetzt wird, sollen bei
diesem Vergleich nicht berticksichtigt werden, daauch hier die zu erwar-
tenden Effekte auf das blutbildende System erheblich geringer sind as
nach einer Ganzkorperbestrahlung.

0.01

0] 2 4 6 8 D/ Gy
Abb. I1.41 Relative Abnahme der Retikulozytenwerte am dritten Tag nach Bestrahlung
als Funktion der Dosis. Vergleich der aus den Tierexperimenten gewonnenen Ergebnisse
mit Daten die beim Menschen gemessen wurden. Die durchgezogene Gerade repriisen-
tiert die Ergebnisse der Ganzkérperbestrahlungen der Kaninchen, die gestrichelten
Linien kennzeichnen den Streubereich fiir 95 % der Werte.

Die einzelnen Symbole kennzeichnen die Daten verschiedener Autoren:

o Unfallopfer von Oak-Ridge Ganzkorperdosis ca. D =2,4-3,5 Gy (Neutronen und
y-Strahlung unterschiedlicher Energien). Andrews 1962, Fliedner, 1960, 1962

e Unfallopfer von Vinca (Neutronen und y-Strahlung, unterschiedlicher Energien),
Andrews 1962, Fliedner, 1960, 1962

~ gemittelte Werte von 3 Patienten nach Ganzkoérperbestrahlung mit D =2,0-2,5 Gy
(250 kV-Rontgen). Dealy und Tubiana, 1964)

0 Daten von Leukimie-Patienten nach Ganzkérperbestrahlung (y-Strahlung, %Co),
Mathé et al., 1964

< Daten von Patienten nach Ganzkorperbestrahlung (y-Strahlung, %Co), McFarland
und Pierson, 1963.
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Abb. 1141 zeigt die relative Abnahme der Retikulozytenwerte beim
Menschen ds 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 alen Perso-
nen handelt es sch um Ganzkdrperbestrahlungen mit einer Einzeldosis.
Im Vergleich dazu sind die Ergebnisse der relativen Abnahme der Reti-
kulozytenwerte von Kaninchen am dritten Tag nach Ganzkorperbe-
strahlung aufgetragen. Bei den Tierexperimenten nahm der Median der
relativen Werte mit Gleichung: R3/RO = ®%%® P gs Funktion der Dosis
ab (durchgezogene Gerade). Die Streuung der relativen Werte nahm ds
Funktion der Dosis zu. Die gestrichelten Linien kennzeichnen den
Streubereich fir 95 % der Werte. Auch beim Menschen nimmt der rela
tive Retikulozytenwert am dritten Tag nach Bestrahlung as Funktion
der Dosis ab. Bel den gezeigten Daten ist diese Abnahme jedoch etwas
geringer as bel den Kaninchen.

Die bei Stahlenunfdlen verunglickten Personen wurden meist mit ver-
schiedenen Strahlenarten mit unterschiedlicher Energie und Strahlen-
qualitét bestrahlt. Die Abschétzung der Ortsdosis und die Angabe einer
entsprechenden Aquivalentdosis ist deshab schwierig und oft mit einer
grolen Unsicherheit behaftet. So unterscheiden dch belspielsweise
Angaben der einzelnen betelligten Arbeitsgruppen tber die Dosis fir
einige der in Vinca verungltickten Personen um den Faktor 2 bis 3 (An-
drews, 1972). AulRerdem kann bel diesen Personenim algemeinen nicht
von einer homogenen Ganzkorperbestrahlung ausgegangen werden.

Fur Patienten wahrend einer therapeutischen Bestrahlung sind zwar
genaue Informationen Uber Dosis, Strahlenqualitét und Bestrahlungs-
fdd vorhanden, jedoch interferieren hier die Effekte der Strahlenwir-
kung stark mit begleitenden therapeutischen Mal3nahmen (Chemothe-
rapie) und Effekten der Erkrankung selbst.

Bel den gezeigten Daten ist keine eindeutige Beziehung zwischen der
physikalisch gemessenen oder abgeschétzten Dosis und der Abnahme
des Retikulozytenwertes zu erkennen. Berlicksichtigt man die grof3e
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 Griinden ist es nicht mdglich, aus den fir 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-
rickgegriffen werden. Im néchsten Kapitel wird mit Hilfe dieser Ergeb-
nise ein Vefaren zur Dosisabschéatzung beim Menschen vorgeschla
gen und seine Genauigkeit angegeben.
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Dosisabschatzung beimMenschen

Allgemeine Berechnung

Die Tierexperimente zeigten, dal3 eine Dos sabschétzung mittels Be-
stimmung der relativen Abnahme des Retikul ozytenwertes beim Kanin-
chen durch zwei Messungen — einer unmittelbar nach Bestrahlung und
einer nach drei Tagen —mit einer Nachwel sgrenze von etwa 2,3 Gy prin-
zipidl mdglich ist. Davergleichbare Daten fur 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
abzuschétzen.

Im folgenden wird von der Annahme ausgegangen, dal3 die Strahlenwir-
kung auf das haematopoetische System beim Menschen die gleich ist
wie beim Kaninchen. Bel der Bestrahlung eines gesunden Menschen
wére dann die gleiche relative Abnahme des Retikulozytenwertes zu
erwarten wie beim Kaninchen (Gleichung: 11.20). Die Dosis-Effekt-
Kurve hat dann die Gleichung:

Rs (D)/Rg = 0% b (11.22)

Es wird auRerdem angenommen, dal3 die Variation der Strahlenemp-
findlichkeit beim Menschen die gleiche ist, wie Se bel den Tierexperi-
menten beobachtet wurde (Gleichung: 11.21). Der Streufaktor der rela-
tiven Abnahme nimmt dann nach folgender Gleichung mit der Dosis zu:

S D) =50 x Cass ° (I1.23)

Dabei ist S, (0) der Streufaktor der intra-individuellen Variation des
Retikulozytenwertes der betroffenen Person vor Bestrahlung. Dieser ist
von dem beobachteten Zeitraum abhéngig und bel einzelnen Personen
etwas unterschiedlich. Bel 12 gesunden Probanden wurde fUr einen
Zeitraum von 5 Tagen eine mittlere Schwankung des Retikul ozytenwer-
tesvon § = 111 £ 0,03 gemessen. Bel den Kaninchen wurde innerhalb
des gleichen Zeitraumes etwa die gleiche Streuung beobachtet
(5=1,10+0,03).

Mit diesen Annahmen lassen sch Wahrscheinlichkeitsverteilungen fir
den Retikulozytenwert am dritten Tag nach Bestrahlung mit unter-
schiedlichen Dosen berechnen, wie se beim Menschen zu erwarten
wéren. In Abb. 1142 snd drei Beispiele solcher Verteilungen fir ver-
schiedene Personen (A, D und H, sehe Tab. 11.8) und Ganzkorper-
dosenvon D =0,2,4 und 8 Gy dargestellt. Wenn die Abnahme des Reti-
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Person A

R = 25.2
an = 1.04

Person D

Ro =17.7
Sf0= 1.11

Person H

Ro =118
Sf0= 112

o

0 10 20 30 R/1073
Abb. 1142 Beispiele fir Verteilungen wie sie am dritten Tag nach Ganzkdr perbestrah-
lung beim Menschen zu erwarten wéren. Als Grundlage fur die Berechnung wurden die

Ergebnisse der Tierexperimente und der Bestimmung der intra-individuellen Variation
des Retikulozytenwertes bei gesunden Personen verwendet.

kulozytenwertesinnerhalb drei Tagen nach Bestrahlung gemessenwird,
hangt die Genauigkeit einer Dos sabschétzung im wesentlichen von der
intrarindividuellen V ariation des Retikul ozytenwertesbel der betreffen-
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den Person Uber den gleichen Zeitraum ab. Bel Person A, wurde inner-
halb einer Woche ein Streufaktor von S = 1,04 gemessen und die ent-
sprechende Vertellung der Wahrscheinlichkeitsdichte des Retikulozy-
tenwertes berechnet. Wegen der in die Berechnung einbezogene Zu-
nahme der Streuung des Retikul ozytenwertes nach Bestrahlung (Glei-
chung: 11.23) verbreitern sich die nach Bestrahlung zu erwartenden Ver-
teilungen. Eine Ganzkérperdosisvon 2 Gy wére bei dieser Person noch
gut zu erkennen, dadieVertellungen fir D =0 Gy und D = 2 Gy noch
deutlich voneinander getrennt sind. Erst bel hdheren Dosen (D = 4 und
8 Gy) Uberlappen die Verteilungen und eine Unterscheidung zwischen
den jeweiligen Dosen wird schwieriger.

Bel den anderen Personen war die gemessene Streuung des Retikul ozy-
tenwertes etwas grof3er (bel D: S = 111 und bei H: S = 1,12). Dieflr
die einzelnen Dosen berechneten Verteilungen Uberlappen daher etwas
mehr. Die Dosiskann bel diese Personen daher nur mit einer geringeren
Genauigkeit abgeschétzt werden.

Unabhéngig vom Retikulozytenwert, der bei beiden Personen unter-
schiedlich war, Uberlappen die Verteilungen fir die einzelnen Dosen in
gleichem Mal3e. Wie stark sch die Vertellungen Giberschneiden, hangt
nur von der vorgegebenen intra-individuellen Variation des Retikulo-
zytenwertesvor Bestrahlung ab. DieseVariationist alerdingsbei Perso-
nen mit hohem Retikul ozytenwert meistens etwas geringer.

Dadie Streuung des Retikulozytenwertes vor einer Bestrahlung fir Per-
sonenim K atastrophenfall im algemeinen nicht bekannt ist, wird im fol-
genden von einem mittleren, bel 12 gesunden Personen fir einen Zeit-
raum von 5 Tagen bestimmten Streufaktor So = 1,11 ausgegangen. Die-
ser Wert entspricht etwa dem der bei Kaninchen innerhalb des gleichen
Zeitraumes gemessen wurde (S = 1,10). Unter den genannten Voraus-
setzungen sollten sch daher fur den Menschen die gleichen Ergebnisse
fur die Nachwe sgrenze und die Genauigkeit einer Dos sabschétizung wie
im Tierexperiment ergeben. Wie oben gezei% spielt der unterschiedli-
che Retikulozytenwert (Ryiensch = 15,6 X 10™, Rianinchen = 25,1 X 10°7°)
bel Mensch und Kaninchen dabel keine Rolle.

Die Wahrscheinlichkeitsdichte ¢ (R,/R, D) ist eine Funktion der relati-
ven Abnahme des Retikulozytenwertes am dritten Tag nach Bestrah-
lung R3/R0 und der Dosis D. Fir e nen bestimmten Wert fir R3/RO, der
bei einer Person nach Bestrahlung mit einer unbekannten Dosis gemes-
sen wurde, kann die Wahrscheinlichket fir verschiedene Dosisbereich
angegeben werden, innerhalb der die unbekannte Dosis liegt. Anhand
der néchsten beiden Abbildungen soll die Berechnung dieser Wehr-
scheinlichkeit P aus der Vertellung der Wahrscheinlichkeitsdichte @
genauer erlautert werden.
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Abb. 11.43 a Zur Erliduterung der Berechnung der Wahrscheinlichkeit P aus der Wahr-
scheinlichkeitsdichteverteilung ¢ (R3/R,, D).

Die Grafik links in Abb. 11.43a zeigt die erwartete exponentielle Ab-
nahme des Retikulozytenwertes am dritten Tag nach Bestrahlung ds
Funktion der Dosis. Fur dieDosen D =0, 2, 4, 6 und 8 Gy sind die ent-
sprechenden Vertellungen eingezeichnet. Da R3/RO logarithmisch dar-
gestelltist, snd die Verteilungen symmetrisch zum Verlauf desMedians
(mittlere Gerade). Die beiden auReren Geraden kennzeichnen die
Grenzen des 95 % Vertrauensbereiches. Die Oberflache der Wahr-
scheinlichkeitsdichte ¢ (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 audéauft. Fir kon-
stante Werte fir R3/R0 kénnen Verteilungen berechnet werden, wie se
in der Abbildung rechts dargestellt sind. Diese Verteilungen entspre-
chen jeweilsdem Schnitt in Richtung der Pfeile durch den linksangedeu-
teten , Tunnel®. Fur einen bestimmten Wert von R3/R0 kann die Wahr-
scheinlichkelt fir beliebte Dosisbereiche durch Integration der Vertei-
lung Uber die entsprechenden Grenzen berechnet werden. In dem in
Abb. 11.43b gezeigten Beispiel liegt die unbekannte Dosis bei einem
Wert Ra/Ry = 0,4 mit der Wahrscheinlichkeit P=0,68 im Intervall
0<D<40Gy.



CP(;%—=0A,D)
P(grr=04,0<D =< 4)

0 2 4 6 8  D/Gy

Abb. 11.43b Zur Erléuterung der Berechnung der Wahrscheinlichkeit P aus der Wahr-
scheinlichkeitsdichte Vertellung @ (R,/R,, D). Die schraffierte Flacheunter der Verteilung
¢ (R,/R,= 0,4, D) stellt die Wahrscheinlichkeit fir den Dosisbereich 0<D <4 Gy dar.
Die gesamte Flache unter der Kurveist gleich 1.

InAbb. 1144 ist die Wahrscheinlichkeit fur verschiedene Dosisbereiche
asFunktion der relativen Abnahme des Retikul ozytenwertes R3/R0O am
dritten Tag nach Bestrahlung dargestellt. Die einzelnen Kurven in der
Grafik entsprechen den Intervallen von D = O Gy his zu der jewells
angegebenen grofdten Dosis D = 1 bis 10 Gy. Eine Person, deren rel ati-
ver Retikulozytenwert am dritten Tag nach Bestrahlung auf den Wert
R3/RO — 0,68 abgenommen hat, wurde mit einer Wahrscheinlichkeit
von P=0,95 mit einer Dosis von weniger ds Do = 3 Gy bestrahlt

P 1.0
09r
0.8}
0.7
0.6
05¢f
0.4F
03+
0.2
0.1 ¢
0

Y 01 0.2 0.3 04 05 0.6 0.7 0.8 0.9 10
R/ Rg
Abb. 1144 Wahrscheinlichkeit P fiir 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 biszu der jeweils ange-
gebenen groften Dosis D = 1 bis 10 Gy.
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(siehe gedtrichelte Linie in der Grafik). Mit einer Wahrscheinlichkeit
von P = 0,99 it die unbekannte Dosis bei der selben Person geringer ds
Dmax =4 Gy und mit einer Wahrscheinlichkeit P= 0,75 geringer ds
Dmax =2 Gy.

Dosisabschétzung fur eine Sichtung im Katastrophenfall

Eine Strahlenexposition fuhrt je nach Hohe der Strahlendosis in ver-
schiedenen Organen des Menschen zu akuten Strahlenschaden. Diese
Schéden aul3ern sSch innerhalb Stunden bis einigen Tagen nach Bestrah-
lung durch eine Reihe unterschiedlicher Symptome. In Abb. 11.45ist die
Wahrscheinlichkeit fir das Auftreten von Ubelkeit und Erbrechen
(Strahlenkrankheit) und den Strahlentod durch Schédigung von Kno-
chenmark, Darmgewebe und Gehirn nach einer kurzzeitigen Ganzkor-
perbestrahlung des Menschen ds Funktion der Dosis dargestellt. Ab
einer Ganzkorperdosis von etwa 1 Gy kommt es zu Ubelkeit und mit
zunehmender Dosis zu haufigerem Erbrechen (siehe auch Tab. 11.12).

Eine Ganzkorperdosis von weniger ds etwa 3 Gy it nicht unmittel bar
lebensbedrohlich; der Korper wird sch im algemeinen auch ohne &rzt-
liche Behandlung wieder erholen.

Das empfindlichste Organ des menschlichen Koérpersin dieser Hinsicht
ist das Knochenmark. Eine Ganzkorperdosis von mehr ds 3 Gy fuhrt

Ubelkeit, Tod durch Schidigung von

Erbrechen +— Knnchennark Darngeuzbe Gehirn -

P 1.0
09+
08}
0.7 +
06}
05
04}
0.3}
0.2}
0.1
0

1 200

D/Gy

Abb. 1145 Wahrscheinlichkeit fur das Auftreten einer Strahlenkrankheit und den Strah-

lentod durch Schadigung des K nochenmar ks des Dar mgewebesund des Gehirnsals Funk-
tion der Dosis, (nach Pohlit, 1981).
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wegen der Zerstorung der Stammzellen im Knochenmark zu einer
Hemmung der Blutbildung. Bel 5 Gy it die Mortalitét etwa 0,5, bei
10 Gy besteht ohne é&rztliche Behandlung kaum noch eine Chance zum
Uberleben. Personen, die eine Strahlendosis dieser Hohe erhalten
haben, sterben innerhal b von 30 Tagen, wenn keine Therapie (Knochen-
mark-TranspI antation) erfolgt.

Eine Ganzkérperdosis von mehr ds 10 Gy fihrt zusétzlich zu Schédi-
gungen des Darmgewebes. Beim gesunden Menschen wird das Darm-
epithel durch stdndige Proliferation der Zellen fortwahrend erneuert.
Durch die Hemmung der Proliferation der Darmepithelzellen, und
damit des Zellnachschubs, wird das Bindegewebe der Darmzotten frei-
gdlegt. Die Folge snd Resorptionsstérungen und Stérungen des Wass-
haushaltes. Durch das Eindringen von Bakterien und Toxinen werden
Entziindungen und Vergiftungen hervorgerufen. Diese Schéden flhren
nach etwa5 Tagenzum Tod.

Ab ener Dosis von mehr ds 50 Gy kommt es zu einer Schadigung der
Gehirnzellen. Der Tad tritt dann innerhalb von Minuten ein.

In Tab. 1112 ist die Symtomatik dieser akuten Strahlenschaden beim
Menschen nach einer kurzzeitigen Ganzkorperbestrahlung fir verschie-
dene Dosisbereiche zusammengefal¥. Die Frihsymptome, die nach
einer Strahlenexposition innerhalb der angegebenen Dosisbereiche zu
beobachten sind, bilden bisher zusammen mit einigen Blutwerten (Lym-
phozytenzahl und Leukozytenzahl) die Grundlage zur Abschétzung der
Dosis bzw. der akuten Strahlenschéaden beim Menschen. Die Entschei-
dung, ob eine Person in ein Krankenhaus eingewiesen wird, richtet Sch
im wesentlichen danach, welche dieser Symptome bel dem Betroffenen
beobachtet werden.

In den Dosi sherei chen, in denen therapeuti sche M al3nahmen noch mog-
lich sind, entwickelt sich das akute Strahlensyndrom jedoch nur langsam
und die Symptomatik ist daher unmittelbar nach Strahlenexposition
wenig ausgeprégt. Aullerdem konnen einige der aufgefiihrten Symp-
tome wie Abgeschlagenheit, Ubelkeit, Erbrechen oder Kopfschmerzen
auch psychogen verursacht werden. Eine frihzetige Dos sabschétzung
aufgrund der Messung einer biologischen Grof3e wére deshalb fir die
Entscheidung tber die notwendige klinische Versorgung strahlenexpo-
nierter Personen von grof3em Vortelil.

Nach einer Strahleneinwirkung, bel der eine grof3e Zahl von Menschen
einer unbekannten Strahlendosis ausgesetzt war, kann die relative
Abnahme des Retikulozytenwertes bel einzelnen Personen schnell und
mit guter Genauigkeit bestimmt werden. Dazu Snd zwe durchflul3zyto-
metrische Messungen notwendig, eine Messung unmittelbar nach
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Tabelle 1112 Klinische Frihsymptomatik nicht stochastischer Strahleneinwirkung beim
Menschen nach akuter kurzzeitiger Ganzkorperbestrahlung (Aus: Rahmenempfehlungen
fir den Katastrophenschutz in der Umgebung kerntechnischer Anlage, Bundesminister
fur Umwelt, Naturschutz und Reaktorsicherheit, 1989).

Kriterium Bereiche
Ganzkorper- 0,1-0,3 Gy 0,3-1Gy 1-3Gy 3-6Gy 6-10Gy iber 10 Gy
dosis
Strahlen- keines vereinzelt— leicht— mittel- auberst— lebens-
syndrom leicht mittel schwer schwer bedrohlich
Prognose:
ohne sehr gut sehr gut gut unsicher infaust, infaust,
Behandlung ~ geringe keine
Uberlebens- | Uberlebens-
chance chance
mit sympto- sehr gut sehr gut sehr gut gut unsicher infaust
matischer
Behandlung
Friih-
symptome:
Abgeschlagen- keine vereinzelt méBig ausgeprigt stark sehrschnell
heit leicht ausgeprigt stark
ausgeprigt
Ubelkeit, keine vereinzelt I-mehrmals mehrmals haufigstark unstillbar
Erbrechen stark
Zeit nach Exp. 2-6h 2-6h 0,5-2h ab 10 min ab 5 min
Kopfschmerz keiner keiner kurzzeitig stindig stiindig quilend
bohrend
BewuBtsein klar klar klar klar getribt benommen
Kaorper- normal normal normal normal/ subfebril subfebril/
temperatur subfebril febril
Fritherythrem keines keines leicht
Zeitnach Exp. 12-24h 6-12h 1-6h 1-6h
sklerale keine keine leicht
Injektion
Zeitnach Exp. 48h 3-6h 1-6h 1-6h
Dazugehorige himatologische Labordiagnostik
Blutwerte:
Lymphozyten/u = 1000 < 1000 < 800 < 600 < 300 0
Zeitnach Exp. 2-72h 2-24h 2-24h 2-24h 2-6h 6h
Leukozyten/p
nach 4-7Tagen 4000-8000 << 4000 < 3000 < 1000 < 500 < 100

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

Wenn eine Person moglicherweise mit einer Dosis von mehr as 3 Gy
bestrahlt wurde, ist die Einweisung in ein Krankenhaus angezeigt und
eine weitere Beobachtung erforderlich. AusAbb. 1144 |&% sch erken-
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nen, dald dies der Fall ist, wenn bei dem Betroffenen der Retikulozyten-
wert drel Tage nach Bestrahlung um mehr ds den Faktor R3/R0 = 0,68
abgenommen hat (gestrichelte Linie). Dabei wird von einer Irrtums-
wahrscheinlichkeit von P= 0,05 ausgegangen. Dies bedeutet, das 5 %
der beurteilten Personen bel diesem Kriterium doch Strahlendosen
erhalten haben kénnen, die Gber 3 Gy liegen.

In Abb. 1146 ist angegeben, dal3 von diesen inggesamt 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 kénnen. Durch einen
Vergleich mit Abb. 1145 erkennt man, dal3 bel diesen Dosen mit einer
Wahrscheinlichkeit von P=0,05 (D =3-4 Gy) und P=030 (D =
4-5 Gy) mit dem Eintreten einer moglichen letalen Wirkung zu rechnen
ist. Der effektive Fehler dieser Beurtellung liegt bel diesem Kriterium
deshalb bei etwa 0,5 %. Von dem Anteil der Personen, die ds geféhrdet
klassfiziert wurden, liegen 76 % in dem Dosisbereichvon 0 bis2 Gy, in
dem nach Tab. 11.12 ohne Behandlung eine sehr gute Prognose besteht.

P 1.0

______ 3 P= 0.01
09t ~._P=0.04
P=0.19
08¢t
0.7 +
0.6 F
0.5t
P= 0.55
o4r
03+
0.2 D<1Gy [}
0.1 P=0.21
2
O L Il 1 L 1 4
0] 041 0.2 0.3 0.4 0.5 06 0868 R3/Rg

Abb. 11.46 Beispiel fiir die Ermittlung der Wahrscheinlichkeiten P (D i, = D = D) fia
entsprechende Dosisbereiche bei dem kritischen Wert R3/R, = 0,68.

Mit der vorgeschlagenen Methode zur Biologischen Dosimetrie mittels
der durchfluf3zytometrischen Bestimmung der relativen Abnahme des
Retikulozytenwertesist eine Sichtung einer grof3en Zahl von strahlenex-
ponierten Personen mit ausreichender Sicherheit mdglich. Bel den ein-
zelnen Betroffenen kann bereits drel Tage nach einer Strahlenexposi-
tion eine Entscheidung getroffen werden, ob eine stationdre Aufnahme
in eine Klinik und eine weitere Beobachtung notwendig ist.
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Geeignete Durchflufzytometer stehen in vielen Forschungseinrichtun-
gen und zunehmend in den Kliniken zur Verfligung. Die genaue Bestim-
mung des Retikulozytenwertes einer Blutprobe ist mit dem Durchfluf3-
zytometer in weniger als 5 Minuten moglich. Damit kdnnten an einem
Gerét taglich mehrere hundert Messungen durchgefiihrt werden. Dabei
ist gleichzeitig die Erfassung der Konzentrationen anderer Blutzellen
(Lymphozyten, Thrombozyten) méglich, dieim Zweifdsfal, zur Besta-
tigung oder Korrektur der Dosisabschatzung, herangezogen werden
konnen.

Die vorgeschlagene Methode zur Biologischen Dosimetrie fir eine
Sichtung im Katastrophenfall soll im folgenden kurz zusammengefal3t
werden:

Empfehlung fir eine Sichtung im Katastrophenfall:

- 0-8 Stunden nach Srahleneinwirkung:
Messung des Retikul ozytenwertes R,

- 3 Tagenach Strahleneinwirkung:
Messung des Retikul ozytenwertes R3

Wenn Rs/R, 0,7 ist, soll eine stationdre Aufnahme des Betrof-
fenen in ein Krankenhaus veranlafdt werden. Die Datenfir R;
und Ry sind dem behandelnden Arzt mitzuteilen.

Esist damit zu rechnen, dal3 die tbrigen Personen, dienicht in ein Kran-
kenhaus eingewiesen werden, maximal in folgende Dosisbereiche falen
koénnen:
1% 4-5Gy
4% 3-4 Gy
19% 2-3Gy
55% 1-2 Gy
21 % wenigerdsl1 Gy

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

Einschrankungen:

Durch eine Blutung, beispielsweise infolge einer Verletzung, kann esje
nach Hohe des Blutverlustes zu einer Stimmulierung der Erythropoese
und einem Ansteigen der Retikulozytenwerte kommen. Geschieht dies
innerhalb des Zeitraumes der Messungen von Ry und R3, wird en
gegentiber Normalbedingungen erhéhter Wert R3/R0 gemessen. In die-
sem Fal wirde daher eine zu geringe Strahlendosis geschétzt werden.
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Personen, die einen starken Blutverlust hatten, snd gesondert zu beur-
teilen.

DFsi?(abschétzung fur weitere therapeutische Mal3nahmen in einer
Klini

Die notwendigen therapeutischen Mal3nahmen richten sch im wesent-
lichen nach der HOhe der erhaltenen Strahlendosis und den daraus fol-
genden Strahlenschaden. Bel einer Dosis von etwa 3 bis 6 Gy werden
noch gentigend Stammzellen im Knochenmark Uberleben. Nach ausrei-
hender Vermehrung dieser tiberlebenden Zellen wird sich das Knochen-
mark mit grof3er 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 geschwécht. Eine
selektive Behandlung mit Antibiotika bzw. eine Intensvpflege in Steril-
Betten ist deshalb erforderlich. Aul3erdem 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 selbstdndigen
Regeneration des Knochenmarks nicht mehr zu rechnen, da dann prak-
tisch samtliche Stammzellen zerstort sind. In diesen Féllen it daher eine
Trandfuson mit Knochenmark-Stammzellen eines kompatiblen Spen-
ders erforderlich.

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

Eine Person, bei der ein Wert R3/RO 0,38 gemessen wurde, kann bel
einer Irrtumswahrscheinlichkeit von P = 0,95 eine DosishiszuD = 6 Gy
erhalten haben. Abb. 1147 zeigt nochmas einen Ausschnitt von
Abb. 11.44, wobe die einzelnen Wahrscheinlichkeiten P (D i, <D<
Duax) fUr dieses Beispiel angegeben sind. Mit welcher Wahrscheinlich-
keit diese Person mit einer Dos's von beispielsweise D = 3 bhis 6 Gy
bestrahlt wurde, kann ebenfalls anhand der Grafik abgeschétzt werden.
In diesem Dosisbereich snd schwere Strahlenschéaden zu erwarten und
eine Intensivpflege notwendig (sehe Tab. 11.12 und Abb. 11.45).

Bel einem Wert R3/R0 = 0,10 ist die Strahlendosis mit einer Wahrschein-
lichkeit P, = 0,95 hther ds D =6 Gy. In diesem Fdl ist damit zu rech-
nen, dal3 das Knochenmark der betroffenen Person nicht mehr zu einer
spontanen Regeneration fahig ist; deshalb muld eine Knochenmark-
Trangplantation durchgefiihrt werden.

125



1.0

______ — [+ ~_P=0.017
i 3 ~_ P= 0.033
0.9 !
. P= 0.082
0.8+
P=0.215
0.7+
06} 1
0.5r
P= 0.380
0.4r
O<3 r -
0.2}
P= 0.253
01+
0 2ly —P=0020

0.3 0.38 R3/Ro

Abb. 1147 Beispid fur die Abschétzung einer unbekannten Strahlendosis bei einer Per-
son, deren Retikulozytenwert dre Tage nach der Bestrahlung um den Wert R3/R0 = 0,38
abgenommen hat. Mit den angegebenen Wahr scheinlichkeiten P (D < D < Dppay) ist die
Person mit einer Strahlendosisinnerhalb der entsprechenden Ber eiche bestrahlt wor den.

0O 041 02

Eswurde bisher stetsvon einer kurzzeitigen homogenen Ganzkorperbe-
strahlung ausgegangen. Die Effekte nach einer Tellkorper-oder protra-
hierten Bestrahlung werden aber geringer sein. Fir den Velauf der
Strahlenkrankheit ist jedoch nicht die tatsachliche Strahlendosis, die
der Betroffene erhaten hat, von Bedeutung, sondern deren Wirkung.
Eine besondere Rolle spielt dabel die Wirkung auf das Knochenmark,
dem empfindlichsten Organ des Menschen. Die Prognose des Krank-
heitsverlaufs bei einer strahlenexponierten Person héngt deshalb im
wesentlichen davon ab, ob das Knochenmark noch zu einer selbstandi-
gen Regeneration féhigist. Diesist der Fall, wenn noch gentigend Uber-
lebende Stammzellen vorhanden sind. Bei einer Teilkorperbestrahlung
wird im algemeinen nur ein Tel des Knochenmarks bestrahlt werden.
Die Voraussetzungen flr eine spontane Regeneration des Knochen-
markssind hier deshalb glingtiger asbel einer Ganzkérperbestrahlung.

Diese Beispiele zeigen, dal3 die genaue Abschétzung der Strahlendosis
und des Ausmalies der Strahlenschadigung nicht moglichist. Es kdnnen
nur relativ breite Dos shereiche angegeben werden, innerhalb derer die
unbekannte Strahlendosis mit den entsprechenden Wahrscheinlichkei-
ten liegt. Entscheidungen Uber therapeutische Mal3nahmen in der Kli-
nik werden sch deshalb auf die weitere Symptomatik der Strahlen-
krankheit und eine Vidzahl von Labordaten, insbesondere auf den zeit-
lichen Velauf der Konzentrationen der verschiedenen Blutzellen
stutzen.
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Zusammenfassung

Mit der vorgeschlagenen Methode zur Biologischen Dosimetrie mit
Hilfe einer automatischen Retikul ozytenmessung kann bei einer grof3en
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 Rs/Ry groler als 0,7, so ist eine Einwei-
sung in ein Krankenhaus nicht notwendig.

Diein der Personengruppe erhaltene Strahlendosis ist dann kleiner as
3 Gy (bzw. 3 Sv). Etwa4 % dieser Gruppewerden bei diesem Sichtungs-
kriterium eine Strahlendosis zwischen 3 Gy und 4 Gy erhalten haben
und etwa 1 % eine Strahlendosiszwischen 4 Gy und 5 Gy.

Ist der Retikulozytenwert Rs/Ry kleiner als 0,7, so ist eine Einwel-
sung in ein Krankenhaus notwendig.

Die ermittelten Werte missen dem spater behandelnden Arzt mitgeteilt
werden und kénnen as Grundlage fur weitere klinische Entscheidun-
gen dienen.

Daruber hinaus ist mit dieser Methode — wie auch mit allen anderen
Methoden der Biologischen Dosimetrie — eine genauere Abschétzung
der unbekannten Strahlendosis wenige Tage nach der Bestrahlung nicht
moglich. Es kénnen nur Dosisbereiche angegeben werden, innerhalb
derer die unbekannte Strahlendosis mit einer bestimmten Wahrschein-
lichkeit liegt. Fur weitere Entscheidungen Uber die klinische Versorgung
und notwendige therapeutische Mal3hahmen sind daher zusétzliche
Untersuchungen und eine weitere Beobachtung der Betroffenen erfor-
derlich.
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Strahlenbedingte Anderung der
Chemilumineszenz von Granulozyten
als biologischer Dosisindikator

Hans Monig, Gerhard Konermann

EinfGhrung

Fur die Untersuchungen wurde eine Methode verwendet, bel der die
Phagozytoseaktivitét von Granulozyten stimuliert wird. Durch Einbrin-
gen eines Fremdkorpers (z.B. Zymosan, ein Hefe-Polysaccharid) in
eine Blutlésung kommt.es zu einem Kontakt mit dem Phagozyten. Da-
durch wird eine membrangebundene NADPH-Oxidase aktiviert, die
molekularen Sauerstoff durch einen Ein-Elektronenibertragungs-
schritt zu Superoxid (O,-) reduziert (Allen et al., 1972). Superoxid
kann in Folgeresktionen zu Singulettsauerstoff, Hydroxylradikalen
und Wasserstoffperoxid disproportionieren. Diese Reaktionen finden
sowohl an der Plasmamembran ads auch im Phagolysosom statt
(Abb. 111.1). Mit dem zyklischen Hydrazid Luminol reagieren diese

‘-.‘.“-.':'."':,'::,?.-‘___ LH202+ Cli—soct+ HQO ]‘.'-.-.\_\-‘.‘":‘:‘:-

L 2n e cay

/-\lbbl.glglzl).l Schema der bei der Phagozytose gebildeten Sauer stoffmetabolite (Fischer et
al., .
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Sauerstoffmetabolite und fuhren zu Chemilumineszens-Erscheinun-
gen. Die Chemilumineszenz (CL) kann in vitro im verdinnten Vollblut
gemessen werden (Fischer und Staudinger, 1981). An Blutproben des
Menschen konnte gezeigt werden, dal3 die Granulozyten den Haupttell
bel der durch Zymosan stimulierten CL beitragen (Kato et al., 1981).
Die im Vollblut anwesenden Erythrozyten vermindern zwar die Licht-
ausbeute der CL durch Absorption betr&chtlich, brauchen jedoch nicht
berticksichtigt zu werden, solange ihre Zahl und der Hamatokritwert
nicht alzustark nach oben oder unten abweichen (Fischer et al., 1982).
Tierexperimentelle Untersuchungen an Mausen haben gezeigt, dal3 die
CL ener Blutprobe durch vorherige Bestrahlung des Tieres verandert
wird (Fischer et al., 1982; Hovestadt et al., 1983). Das Zid des For-
schungsvorhabens bestand darin zu prifen, ob eine dosisabhangige Ver-
anderung der CL besteht und ob sch somit das Verfahren fir eine Biolo-
gische Dosimetrie eignet.

Material und Methoden

Tiere

Fur die Versuche wurden zum Zeitpunkt der Bestrahlung zehn bis df
Wochen alte méannliche Mause enes ingtitutseigenen Auszuchtstamms
verwendet, der in der Literatur ds Heiligenberg-Stamm bezeichnet
wird. Das Gewicht der Mauselagim Mittel bel 31 g. Ernahrt wurdendie
Tiere mit einer Standarddiat Altromin der Altromin GmbH, Lage/
Lippe. Mit HCl angesduertes Trinkwasser stand den Mausen ad libitum
zur Verfligung.

In Abb. 111.2 ist schematisch dargestelIt, wie die Préparation zur Chemi-
lumineszenzmessung durchgefuihrt wurde. Den Tieren wurde Blut aus
der Schwanzvene entnommen. Um tageszeitliche Schwankungen in den
Blutwerten zu vermeiden (Smith et al., 1965), efolgte die Blutent-
nahmeimmer zur gleichen Zeit um 9.00 Uhr. Neben den CL-Messungen
wurden Leukozytenzahlungen in 0,5 %iger Essgsaure mit einer Neu-
bauer-Kammer durchgefiihrt und Differentiablutbilder (May-Grin-
wald-Lésung und Giemsa-LOsung) ausgewertet. In Abb. [11.3 ist die
Haufigkeitsverteilung fur die Granulozytenzahl bel unbehandelten und
unbestrahlten Kontrolltieren dargestellt.
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Abb. III.2 Schematische Darstellung der Blutuntersuchungen an bestrahlten und nicht
bestrahlten Miusen.
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Abb. I11.3 Haufigkeitsvertellung der Granulozytenzahl fir 47 unbehandelte und im be-
srahlte Méause. Der Mittelwert betrégt 3409 Granulozyten pro pl mit einer Standard-
abweichung von = 1040 Granulozyten pro pl.

Chemikalien und Reagenzien

May- Grinwald-Lésung: Eosin-Methylenblau-Losung von Merck,
Darmstadt.

Giemsa-Ldsung: Azur-Eosin-Methylenblau-L 6sung von Merck, Darm-
stadt.

Hanks Salz-Medium wurde in folgender Zusammensetzung ohne
Phenolrot angesetzt: NaCl (8000), KCl (400), Na,HPO, - 2H,0 (60),
KH,PO, (60), MgCl, - 6H,0 (100), MgSO, - 7H,0 (100), CaCl, (140),
Glucose (1000). Alle Zahlenangaben im mg/1. DasMedium erhielt eine
Stexilfiltration.

Heparin: Als Antikoagulanz wurde dem Hanks Medium Na-Heparin
Zugesetzt. Verwendet wurde Liquemin® 25000 von der Hoffmann-La
Roche AG, Grenzach-Wyhlen (1 ml enthdt 5000 |I.E. Heparin-
Natrium). 1 ml Hanks' Medium wurden 0,241 Liquemin® (1 1.E.
Heparin) zugesetzt.
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Luminol (5-Amino-2,3-dihydro-l,4-phthalazindion) wurde ds kristal-
line Substanz von der Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen, bezogen.
Luminol 16st sich im alkalischen Milieu. 2mg Luminol wurden in 1 ml
Glycin/NaOH-Puffer pH 10,6 nach Sorensen gelost. Der pH-Wert der
Luminol-L 6ésung betrug 10,0.

Lucigenin (10,10-Dimethyl-9,9'-biacridinium-dinitrat) wurde as 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 Sorensen gelost. Der pH-Wert der Lucigenin-L 6sung betrug 10,4.

Zymosan, ein Hefezellwand-Polysaccharid (Nr. Z-4250) der Sigma
Chemie GmbH, Deisenhofen, wurde im Max-Planck-Institut for
Immunbiologie, Freiburg i. Br., durch Beladung mit Blutserum vom
Meerschweinchen prapariert (opsoniertes Zymosan). Die Konzentra-
tion der Zymosan-Suspension in phosphatgepufferter Kochsalzldsung
PBS betrug 12,5 mg/ml. Fiir die Uberlassung des Praparats haben wir
P. G. Munder und M. Modolell vom MPI fUr Immunbiologie, Freiburg
i. Br., herzlich zu danken. Zum Starten der Reaktion wurden dem Blut
10 ul Zymosan-PBS-Suspension zugesetzt. Vergleichbare Ergebnisse er-
halt man auch mit nicht-opsoniertem Zymosan. Das in PBS suspen-
dierte Zymosan muf3 in diesem Fall mit Ultraschall behandelt werden.

150 mg Cystaminiumchlorid zur Synthese der Firma M erck-Schuchardt,
MUnchen, wurden in 10 ml aquabidest. gel6st.

Chlortetracyclinhydrochlorid (Reinsubstanz) von der Cynamid GmbH
(Lederle Veterinarprodukte), 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 Rontgengerat Stabilipan 2 der
Siemens AG, Erlangen. Bel einer Rohrenspannung von 250 kV, einer
Stromstérke von 15 mA, einer HWD von 2 mm Cu und e nem Fokus-
Kammer-Abstand von 75 cm betrug die Dosideistung 0,6 Gy/min. Fur
Bestrahlungen mit der geringeren Dosideistung von 0,02 Gy/min wur-
den am Stabilipan 240 kV (HWD: 1.9 mm Cu) bei einer Stromstéarke von
2mA und einem Fokus-Kammer-Abstand von 140 cm eingestellt. Die
Dosis und die Dosideistung wurden mit dem Mel3gerét Dosimentor
DL 4 und DI 4 der Physikalisch-Technischen Werkstétten Dr. Pychlau,
Freiburg i. Br., kontrolliert. Die lonisationskammer des Dosimeters
befand sich wahrend der Bestrahlung der Versuchstiere im Zentrum
eines runden Plexiglaskéfigs. Bis zu sechs Tiere konnten gleichzeitig
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bestrahlt werden (Ganzkdrperbestrahlung). Der K&fig war von einem
FPexiglasing umgeben, um maximae Streubedingungen auch fir die
Tieream Kéfigrand zu erreichen. Durch Verwendung von Phantomenin
der Grof3e von Méausen, die mit einer Frickelosung (Fricke und Hart,
1966) geflllt waren, konnte nachgewiesen werden, dal3 100 R lonen-
dosis einer Energiedosis von 0,95 Gy entsprachen. Eswurden Strahlen-
dosenim Bereich von 1 bis8 Gy verwendet.

In einer anderen Versuchsserie erhielten Mause eine Teilkorperbestrah-
lung mit 250 kV-Rontgenstrahlen, wobei Dosideistungen von 0,6 Gy/
min verwendet wurden. Bel der Teilkorperbestrahlung war die untere
Korperhélfte (etwa 50 % des ganzen Korpers) mit 8 mm Blei abgedeckt
(Abb. 111.4). Messungen an Phantomen mit Hilfe der Fricke-Dosmetrie

Abb. I11.4 Anordnung fir eine Teilkorperbestrahlung von drei Mé&usen, deren untere
K &rperhélfte mit 8 mm Blel abgedeckt ist.

ergaben, dal3 die abgedeckte Korperhalfte mit etwa 10 % der Dosis der
oberen Korperhdfte durch Streustrahlung belastet war. Die Bleikante
der Abdeckung lag etwain Hohe 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 Schéadel wurde bel diesen Versuchen
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nicht ermittelt. Aus hédmatologischen Untersuchungen nach Kopfbe-
strahlungen an der Maus scheint jedoch hervorzugehen, dal? der Anteil
des Knochenmarks im Schadel gering ist (Koch und Seiter, 1966). Auf-
grund dieser Knochenmarkverteilung lief3 sich ermitteln, dal3in unserer
Bestrahlungsanordnung, unter Einbeziehung der 10 % Streustrahl enan-
teil fir die abgedeckte Korperhédfte, etwa die Héfte des Knochen-
marks bestrahlt wird. Jeder Gruppe bei den Teilkdrperbestrahlungen
wurde eine scheinbestrahlte Kontrollgruppe zugeordnet.

In einer weiteren Versuchsreihe wurde der Einfluf der Strahlenschutz-
substanz Cystamin auf die CL getestet. Den Tieren wurden 10 bis15 min
vor der Bestrahlung 150 mg Cystaminiumchlorid pro kg Korpergewicht
intraperitoneal injiziert. Tiere mit eéinem Gewicht von 30g erhielten
0,3ml der Cystaminlésung. Kontrolltieren wurde eine entsprechende
Menge physiol. NaCl-Ldsung injiziert.

Firr Bestrahlungen von Méauseblut in vitro wurde eine ®*Co-Gamma-
Strahlenquelle ,, Gammacell 220° der Atomic Energy of Canada Ltd.
verwendet. Die Dosidleistung betrug 50 Gy/min.

Messung der Chemilumineszenz im verdinnten Vollblut

Die Blutproben wurden in Lumacuvetten (Cat. No. 9200) aus Kunst-
goff der Fa. Lumac, Holland, gefiillt. Die CL-Messungen erfolgten mit
einem 6-Kanal-Biolumat-Mef3gerét LB 9505 des Laboratoriums Prof.
Dr. Berthold, Wildbad (Berthold et al., 1981). Mit diesem Gerét konn-
ten gleichzeitig Blutproben von je drei unbestrahlten und bestrahlten
Tieren gemessen werden. Abb. I11.5 zeigt einen Ausdruck fur solch eine
Messung. Die ausgedruckten Mef3werte sind noch mit dem Faktor 1000
zumuliplizieren. Verwendet wurde jeweils die Gesamtintensitét (Flache
unter der Kurve) fur die Zeitspanne 20 min (Zeitpunkt des Zymosan-
Zusatzes) biszu 60 Min. InAbb. 111.6 ist die Haufigkeitsverteilung der
CL-Ausbeuten fur 230 unbestrahlte Tiere dargestellt, die als Kontrollen
fur die Untersuchungen Uber die Wirkung von Ganzkorperbestrahlun-
gen dienten.

Anstelle der Gesamtintensitét htte auch die Maximalintensitét (Peak)
verwendet werden kdnnen. Die Maximalintensitét wird jeweils mit aus-
gedruckt. In Abb. I11.7 ist der Zusammenhang zwischen der Gesamt-
und der Maximal-Intensitét fur unbestrahlte und bestrahlte Tiere darge-
stellt. Eine Korrelations-Analyse zwischen beiden Parameters hat den
dicht bei 1 liegenden Korrelationskoeffizienten von 0,9871 fur nichtbe-
strahlte Tiere und 0,9912 fir ganzkdrperbestrahlte Tiere ergeben. Die
Zeit zum Erreichen der Maximalintensitét ist abhangig von der Gesamt-
intensitét (Maximalintensitdt), wobei sch der Zeitpunkt mit wachsen-

145



é 6 Abb. 1115
'_r: 1 -3 bestrahlte Tiere i
:‘_ 4 - 6 Kontrollen
=
1]
- =1
e
— o
E
i N
_ [ ] 2
| 3
' T ' 1 | | ]
k1 k2 k3 k4 kS kE  t=60
Q22E1 116EZ S21E1 446EZ 4284EZ2 434E2 int
Abb. I11.6
28 T T T T T T
24 | -
20 1
o°
= 16 -
v
X
o
5 12 n
Hy )
T
8 -
4 - -
(0]
(0] 20 40 60 80 100 120 140 x 103

146

CL- Ausbeute (CPM)



Abb. I11.5 Ausdruck des zeitlichen Verlaufs der CL-Lichtausbeute von Blutproben unbe-
srahlter (Kontrollen) und bestrahlter Mause. Die Blutentnahme erfolgte 4 Tage nach
einer Ganzkor perbestrahlung mit 2 Gray. Die Zeitskala erstreckt sich Giber 60 min (1 Teil-
strich= 6 min). Die Zugabe opsonierten Zymosans fir die Phagozytose-Stimulierung
erfolgte 20 min nach Temperierung der Blutproben auf 37° C. Die Zahlen fir die Kandle
k1 bisk6 geben die Summenwerte der Lichtausbeute wieder.

(s. Seite 146)

Abb. 111.6 Haufigkeitsverteilung der Chemilumineszenz (CL)-Ausbeute fiir 230 unbe-
grahlte Tiere. Der Mittedwert der CL-Ausbeute betrégt fir dieses Kollektiv 33788 cpm
mit einer Standar dabweichung von + 21268 cpm.

(s. Seite 146)
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Abb. I11.7 Abhangigkeit der Peak-Hohe der Chemilumineszenz (CL) von der integralen
CL-Ausbeutebel unbestrahlten Mausen. In die Abbildungwurdeder Verlauf fir ganzkor -
perbestrahlte Tiere (1 bis8 Gy) ohne Wertepaar e eingezeichnet. Die Geraden wurden mit
Hilfe der Methode der kleinsten Quadrate er mittelt.
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der Gesamtintensitét vermindert. DiesesVerhaten kommt in negativen
K orrelationskoeffizienten mit —0,5498 fir unbestrahlte und —0,5118 fir
ganzkorperbestrahite Tiere zum Ausdruck. Beide Korrelationskoeffi-
Zienten weichen statistisch sgnifikant mit P < 0,001 bzw. 0,01 von dem
Wert Null ab. Beim Vorliegen des Wertes Null wiirde keine Korrelation
bestehen.

In der vorliegenden Arbeit wird sehr allgemein der Begriff Chemilumi-
neszenz-Ausbeute verwendet. Darunter wird entweder die gemessene
Intensitét in Lichtimpulsen pro Minute (cpm) oder die zeitlich integrale
Intensitét in Lichtimpulsen verstanden. Da die CL-Ausbeute von der
Granulozyten-K onzentration abhéngig 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 Mal3 fur die mittlere Leistungsfahigkeit der Granulo-
zyten hingchtlich der Sauerstoffmetaboliten dar.

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

Ergebnisse
EinflulR verschiedener Parameter auf die Chemilumineszenz-Ausbeute

Luminol und Lucigenin

Allen berichtet 1982, dal3 fir den Nachweis der wahrend der Phagozyto-
seaktivitét 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 abhéngig. In einem Vorver-
such wurde getestet, welche der chemiluminigenen Sonden fir unsere
Untersuchungen besser geeignet ist. In Tabellel 1. 1ist das Ergebnisdes

Tabelle II1.1. Vergleich der Chemilumineszenz (CL)-Ausbeute von Luminol und Luci-
genin bei Verwendung von Blutproben der gleichen unbestrahlten Miuse.

Substanz Granulozyten/ul CL-Ausbeute (Imp./min)

Luminol 1986 + 254* 16736 = 3168*
Lucigenin 1986 + 254* 6248 + 1200*

*:S.E.M. = SD/n%5 (n = 9Tiere)
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Vergleichs zusammengestellt. Wie zu erkennnen ist, ist die Lichtaus-
beute bei VVerwendung von Luminol in unserer Versuchsanordnung mit
dem Stimulans Zymosan grof3er. Deswegen wurden die weiteren Ver-
suche nur mit der Substanz Luminol durchgefihrt.

Einflu3der Blutmenge
InAbb. I11.8ist der Einflu der Blutmenge auf die CL-Ausbeutefir den

Volumenbereich 5 bis 100 4\ dargestellt. Wie zu erkennen ist, ergibt sich
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Abb. II1.8 Abhangigkeit der Chemilumineszenz-Ausbeute von der Blutmenge. Mit ent-
sprechenden VoluminaHank's-L 6sung wurdebei allen Proben diegleiche Fillhéhein den
Lumacuvetten eingestellt. Unter schiedliche Fiillhéhen beeinflussen ebenfallsdie CL-Aus-
beute. Die Ubrigen zugefiigten Reagenzien entsprachen den Angaben der Abb. 111.2. Es
snd jeweilsdieMittedwertevon drei Tieren und die Standardfehlern (S. E. M) eingetragen.

zunéchgt biszu 25 ul Blut ein steiler Anstieg in der CL-Ausbeute. Ober-
halb von 25 ul ist mit gréf3eren Blutmengen keine Steigerung der Che-
milumineszenz zu erreichen. Dieses Séttigungsverhaten dirfte einmal
darauf zuriickzufthren sein, dal3 die Zymosanmenge nicht mehr aus-
reicht, um alle Granulozyten genligend zu stimulieren. Dies geht auch
aus dem Verlauf der CL-Ausbeute mit der Zymosanmenge (s. Abb.
[11. 20) hervor. Zum anderen befinden sich mit zunehmender Blutmenge
auch immer mehr Erythrozyten im Reaktionsgefél. Die Erythrozyten
absorbieren das durch Sauerstoffmetabolite Uber Luminol erzeugte
Licht. Beide Effekte, hthere Lichtausbeute durch mehr Sauerstoff-
metabolite und verstérkte Absorption durch erhohte Anzahl von Ery-
throzyten, kompensieren sich bei groferen Blutmengen.
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In unseren Versuchen wurden 50 4\ Blut verwendet. Mit dieser Blut-
menge ist man im Sattigungsbereich. Geringe Abweichungen in der
zugeflgten Blutmenge sollten schin der CL-Ausbeute kaum auswirken.

EinfluR der Luminolkonzentr ation

In Abb. [11.9 igt die CL-Ausbeute in Abhangigkeit von der Luminol-
mengeim Bereich zwischen 2 und 10 u I aufgetragen. Die Lichtausbeute
steigt mit zunehmender Luminolmenge an, wobei die Steigerungsrate
mit wachsender Konzentration abnimmt. Dieses Verhalten erklért Sch
durch die konstante Menge an Sauerstoffmetaboliten. Offensichtlich
and jedoch bel 10 4\ Luminol noch nicht alle Sauerstoffmetabolite
erfaldt. Der aus dem Trend fallende Mef3punkt bel 4 4\ Luminol ist nicht
zu erkléren.
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Abb. 1I1.9 Abhangigkeit der Chemilumineszenz-Ausbeute von der Luminolmenge mit
jeweils 25 ul Blut. Die Ubrigen zugefligten Reagenzien entsprachen den Angaben der
Abb. 1l .2.Essind jeweilsdieMittelwerteausVersuchen mit drei Tieren und die Standard-
fehler (S.E.M.) eingetragen.
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Einflu der Zymosankonzentration

In Abb. I11. 10 ist die CL-Ausbeute in Abhangikeit von der Zymosan-
mengeim Bereich von 1 bis40 4l aufgetragen. Der Kurvenverlauf zeigt
ein deutliches Séttigungsverhaten. Im Bereich um 50 yl Zymosan-
menge ist offensichtlich das Maximum der Stimulation erreicht. Die in
den vorliegenden Versuchen verwendeten 10 w1 fUhren jedoch zu einer
ausreichenden Stimulation.
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Abb. 111.10 Abhéangigkeit der Chemilumineszenz-Ausbeute von der Zymosanmenge mit
jeweils 25 ul Blut. Die Ubrigen zugefigten Reagenzien entsprachen den Angaben der
Abb.111.2. EssindjeweilsdieMittelwerteausVersuchen mit drei Tieren und die Standard-
fehler (S.E.M.) eingetragen.

Einflul’ el nes Bre tbandanti biotikums

Um im frihen postnatalen Alter der Aufzuchttiere Infektionen zu ver-
meiden, erhielten die Multtertiere bis zu drel 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 Antibiotikaist bekannt, dal3 Se Knochenmarks-
Depressionen verursachen (Eastham, 1968). Es wurde gepruft, wie
gch das Chlortetracyclin auf das Blutbild und auf die Chemilumi-
neszenz auswirkt. In Tabellel 1.2 Snd die Ergebnisse zusammengestellt.
Wie man erkennt, ist die Granulozytenzahl 1 Woche nach dem Ende
der Behandlung abgesunken. Das gleiche Verhdten it fir die Leu-
kozyten zu beobachten (Ergebnisse in Tabelle I11.2 nicht aufgefihrt).
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Tabelle 111.2. Chemilumineszens (CL), Zahl der Granulozyten pro ul Blut sowie nor-
mierte CL (CL pro 1000 Granulozyten) von méannlichen M&usen, 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 jewelils gleich alte, aber unbehandelte Tiere. Es sind die Mittelwerte aus
der Anzahl n der pro Versuch verwendeten Tiere und die Standardfehler (S. E. M.) ange-
geben.

Zeitnach Ende
Antibiotikum  derBehandlung n  Granulozyten CL (Impulse) normierte CL

- - 9 2230 20969 10086
(Kontrolle) + 202 + 2193 + 1518
+ 7 Tage 3 1531 20178 11307

+ 224 + 14023 + 6628

+ 14 Tage 3 2634 21801 8701

+ 573 + 4607 + 897

+ 21 Tage 3 2586 23923 9162

+ 83 + 6237 + 2200

Die entsprechenden Werte betragen 7 Tage nach dem Ende der Chlor-
tetracyclin-Gabe 8865 = 1099 gegentiber 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
hoher liegt ds bei der Kontrolle. Die nach der Antibiotika-Gabe vor-
handene Granulozytenpopulation ist durch die Behandlung in der Bil-
dung der Sauerstoffmetabolite wéahrend der Phagozytose nicht beein-
trachtigt. Statistisch sind die Unterschiede alerdings nicht abzusichern.
Zwei bisdrei Wochen nach der Antibiotika-Behandlung werden wieder
Normalwerte erreicht (Tabelle[11.2). Mindestens drei Wochen wurden
fir den Versuchsbeginn nach einer Antibiotika-Behandlung einge-
halten.

Einflu3einer invitro Gammabestrahlung desVollblutsauf die
Chemilumineszenz

Es wurde untersucht, inwieweit die komplexe biochemische Reaktion,
die bel der Phagozytose zu Sauerstoffmetaboliten fihrt, strahlenemp-
findlich ist. Fur die Versuche wurde Mauseblut in einer Hank-Salz-
|6sung mit hohen Dosen y-bestrahlt. In Tabelle I11.3 sind die Chemi-
lumineszenz-Ausbeuten nach Bestrahlung mit der Ausbeute bei einer
unbestrahlten Blutprobe zusammengestellt.

Wie man den Werten der Tabelle 111.3 entnehmen kann, ist die Phago-
zytose-Aktivitdt der Granulozyten nicht sehr strahlenempfindlich.
Zwar ergibt sch fir die CL-Ausbeute eine Abnahme mit der Dosis,
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Tabelle 111.3. Chemilumineszenz-Ausbeute (CL) von y-bestrahltem (bei 0°C) Mé&use-
blut (50 ul) in Hank-Salzlésung (500 ul) 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 unbestrahlt 10Gy 100Gy 1000 Gy
CL(cpm) 15069 13638 11045 8153*
+ 4550 + 6070 + 4067 + 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 gegeniUber den unbestrahiten Kontrollen nach-
gewiesen werden. Das sind Dosisbereiche, wie man sie fir die strahlen-
induzierte Inaktivierung von Enzymen und fir eine Strahlenschédigung
der Zellmembran findet. Die Dosisabhangigkeit der CL ist allerdings
nicht exponentiell.

Ganzkdrperbestrahlung

Dosisvon1Gray

In Abbildung 111.11 (a) ist der zeitliche Verlauf der Granulozytenzahl,
der Chemilumineszenz (CL) und der normierten Chemilumineszenz
(CL pro 1000 Granulozyten, s. S. 148) nach einer Ganzkorperbestrah-
lung mit einer Dosis von 1 Gy dargestellt. Wie man der Abb. 111.11 (a)
entnehmen kann, ist die CL-Ausbeute 12 Stunden bis zu 4 Tagen nach
der Bestrahlung erniedrigt, die normierte CL dagegen erhéht. Beson-
ders stark ist die Erhéhung 4 Tage nach der Bestrahlung mit 190 %
gegeniber den Kontrollwerten. Abgesehen vom Wert 12 Stunden nach
der Bestrahlung liegt im Studentschen t-Test Signifikanz gegentiber
den Befunden bei nichtbestrahlten Tieren vor (1 und 2d: P<0,01;
4d: P < 0,001). Die Erhéhung der normierten CL ist nicht spezifisch fir
den verwendeten Méausestamm. Der gleiche Effekt konnte in einem
anderen Méausestamm (C57B1/6) nach Bestrahlung mit 0,25, 0,5 und
1 Gy ebenfdls beobachtet werden, wobel 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 Erh6-
hung der Adenosin-5'-diphosphat (ADP)-Konzentration im Blutserum
hervorgerufen wird. Aus der Literatur ist bekannt, dal3 die ADP-Kon-
zentration im Serum nach Bestrahlung erhoht ist und dal3 ferner der
ADP-Spiegel im Serum die CL-Intensitéat beeinfluf?t. |m Rahmen unse-
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Abb. I11.11a Zeitabhéngigkeit
der Vol I blut-Chemilumineszenz
(CL), der Granulozytenzahl
und der normierten CL (CL/
1000 Granulozyten) nach einer
Ganzkorperbestrahlung  von
méannlichen M&usen mit Dosen
von 1(a), 2(b), 4(c) und 8 Gray
(d). Die Dosisleistung betrug
0,6 Gy/min. DieWerte sind ge-
mittelt ausje9 Tieren und rela-
tiv auf einejeweilsunbestrahlte
Kontrollgruppe (=100%) be-
zogen. Fur die Kontrollen sind
die Standardfehler des Mittel-
wertes (S.E.M.) eingetragen.
(s. auch Seite 155)
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rer eigenen Untersuchungen haben wir geprift, ob das Serum oder en
veranderter Kazium-Spiegdl im Blut bestrahlter Mause fir eine Steige-
rung der CL-Ausbeute verantwortlich ist.

Einflufl des Blutserums auf die CL

Das folgende Schema zeigt den Versuchsablauf fiir CL-Messungen mit
Blut von nichtbestrahlten Méusen, dem Serum vom Blut eines bestrahl-
ten bzw. nichtbestrahlten Tieres zugesetzt wurde.

1 Spendertier 1 Spendertier

(nicht bestrahlt) (1Gy)

l !
250 ! Blut 250 ! Blut

Blut zentrifugiert Blut zentrifugiert
l l

SCI—’:_JIT]: 3x10ul } 3CL- SerJl:m: 3x10ul } 3CL-

Blut :3x 50l ) Messungen Blut :3x 501 ) Messungen

\ 3Tiere /

(nicht bestrahlt)

Der in vitro — Zusatz des Blutserums zum Blut anderer Mé&use flihrte zu
keinen Reaktionen, da ein Mausestamm Verwendung fand, der sait
mehr as 50 Jahren im hiesigen Institut as Auszuchtstamm gehalten
wird. Hauttransplantate von einem Tier zum anderen werden nicht
abgestofien.

InTabellell1.4 sind die Ergebnisse Uber den Einfluld des Blutserums auf
die CL-Ausbeute zusammengestellt. Wie zu erkennen ist, fuhrt der
Zusatz des Serums bestrahlter Tiere nicht zu einer Erhdhung 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, dal3 Blutserum nur mit auf3erordentlich geringer Aus-
beute zur Chemilumineszenz beitragt. Andererseits fhrt Blutserum in
alkalischer Luminol-Lésung (die Versuchewurden bel pH 10,7 durchge-
fuhrt) ohne Zymosanzusatz zu dhnlichen zeitlichen Verlaufen der Che-
milumineszenz wie se in Abb. I11.5 dargestellt sind. Ein Unterschied
zwischen dem Blutserum unbestrahlter und bestrahlter Méause konnte
in dieser Versuchsanordnung nicht beobachtet werden.



Tabelle 111.4. Chemilumineszenz-Ausbeute (CL) im Blut unbestrahlter M&use nach in
vitro-Zugabe von 10 ul Serum von bestrahlten bzw. unbestrahlten (Kontrollen) M&usen
zu 50 ul Vollblut unbestrahlter Tiere. Das Serum wurde 2 und 4 Tage nach einer Ganzkor-
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) Empfangertieren wieder.

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

0 2 Tage 3572 + 342* 32344 £3422*
IGy 2 Tage 3572 £+ 342 24493 + 1915

0 4 Tage 3550 + 381 34753 £ 4481
IGy 4 Tage 3550 £ 381 28800 £ 3515

*: S.E.M. = sD/n"’

Einflu® des Calciums im Blutserum auf die CL

Nach Suzuki et al. (1985) wird die Bildung von Superoxid-Anionen
(O,-) durch Granulozyten bei Zusatz von Ca** verstarkt. Um zu prii-
fen, ob die nach Ganzkoérperbestrahlung mit 1 Gy beobachtete ver-
starkte Chemilumineszenz pro Granulozyt auf einen erhdhten Calcium-
Spiegel im Blutserum zurtckfuhren ist, wurden vergleichende Unter-
suchungen bei bestrahlten und unbestrahlten Tieren durchgefihrt. In
Tabelle I11.5 ist das Ergebnisfur 1 Gy 4 Tage nach der Bestrahlung auf-
gefuhrt. Wie man sieht, ist zwar der Calcium-Spiegel gegeniiber der
unbestrahlten Kontrollgruppe leicht erhéht. Der Unterschied liegt aber
im Bereich der Fehlerbreite, wie auch an dem Ergebnisbei einer Bestrah-
lung mit 4 Gy 4Tage nach der Bestrahlung abzulesenist. In Tabellelll.5
sind weitere Ergebnisse mit anderen Strahlendosen aufgelistet.

Tabelle I11.5. Calcium-Konzentration im Blutserum bestrahlter und unbestrahlter
Mause. Die Bestimmung erfolgte spektralphotometrisch tber die Komplexbildung des
Ca"" mit o-Kresolphthalein-Komplexon (Boehringer, Mannheim).

Dosis Tage nach Bestrahlung Ca""-Konz. inmg/dl
0 (Kontrolle) - 8,38 + 0,53*
|Gy 4 8,82 +0,40
2Gy 4 7,73 £ 046
4Gy 1 7,72 +0,18
4Gy 4 884 + 0,34
6Gy 4 7,95 + 1,36

*: Standardabweichung
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Die hier untersuchten Faktoren sind offensichtich fur die verstarkte
Lumineszenz bei Bestrahlung mit einer Dosis bis zu 1 Gy nicht verant-
wortlich. Es kann alerdings nicht ausgeschlossen werden, dal3 unter
diesen Bestrahlungsbedingungen andere Substanzen auftreten, die fir
diesen Vorgang von Bedeutung sind. Wir vermuten jedoch, dal3 es Sub-
populationen bei den Granulozyten der Maus mit unterschiedlicher
Lestungsfahigkeit bei der Bildung von Sauerstoffmetaboliten gibt (M6-
nig und Konermann, 1993). Bei Granulozyten im Blut von Menschen
mit Infektionen hat man solche Subpopulationen nachweisen kénnen
(Bass et al., 1986). Gemessen wird bei der Chemilumineszenz der Mit-
telwert Uber ale Subpopulationen. Treten durch eine Stérung eine oder
mehrere Fraktionen hervor, so kann es, bezogen auf den einzelnen Gra-
nulozyten, zu einer Erniedrigung oder Erhchung der CL-Mel3werte
kommen. Ob die Stérke des Reaktionsvermogens mit dem Grad der
iellulérm Reifung der Granulozyten einhergeht, ist bisher nicht be-
annt.

Dosisbereichvon2bis8 Gy

Zeitabhangigkeit

In den Abbildungen I11.11 (b) bis 111.11 (d) snd die Ergebnisse nach
Ganzkorperbestranlungen mit 2(b) und 4 Gy (¢) im Zeitbereich von
12 Stunden bis zu 32 Tagen sowiefir eine Dossmit 8 Gy (d) im Bereich
von 12 Stunden bis zu 8 Tagen nach der Bestrahlung dargestellt. Bel der
hohen Dosisvon 8 Gy, dies entspricht etwaeiner LD 90/30d fir den von
unsverwendeten Tierssamm (Monig et al ., 1986), Uberleben die meisten
Tiere eine Zeit von 12 Tagen nicht. In den Darstellungen der Abbil-
dungen I11. 11 ist der oszillierende Verlauf der Blutparameterwerte gut
zu erkennen. Die Uberschief3enden Reaktionen snd auf kompensato-
risch regenerative Prozesse zurtickzufiihren (Fliedner, 1973). Den Ve-
laufen ist zu entnehmen, dal3 jewellsam 4. Tag die niedrigsten Werte fir
die Zahl der Granulozyten und fur die CL-Ausbeute vorliegen. Dieses
Verhaten kann auch bel einer Dosis mit 3 Gy beobachtet werden. Die
Wertefir 3Gy sndinder Abb. 111.13 fir die Dosisabhangigkeit mit ent-
halten. Im Fale der Ganzkorperbestrahlung mit 8 Gy findet allerdings
bis zum 8. Tag keine Erholung mehr statt.

Obwohl die CL des Vallbluts im wesentlichen auf die Granulozyten
zurtickzuftihren igt (s. EinfUhrung), korrespondieren in einigen Falen
die CL-Ausbeuten nicht mit den Granulozytenzahlen. Zum Tell snd die
beiden Parameter sogar gegenlaufig. Die statistische Aufarbeitung die-
ses Verhdtens mit Hilfe der Korrelationsanalyse wird weiter unten
beschrieben. Esfdlt auf, dald 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. Fur die Frage einer
Biologischen Dosimetrie ist dieses Verhalten der CL ds glngtig einzu-
stufen. Die normierte CL stellt ein Mal3 fir die mittlere Leistungsfahig-
keit der Granulozyten hinsichtlich der Erzeugung von Sauerstoffmeta-
boliten dar. Besonders bei Uiberschief3enden Reaktionen der Granulozy-
tenzahl ist zu erkennen, dal3 die normierte CL verringert ist. DiesesVer-
halten 183 darauf schlief3en, dald die neu ins Blut eintretenden Granulo-
zyten weniger Sauerstoffmetabolite erzeugen as dies normaerweise
ﬁer Fd Ihist. Eine Erkl&rung fir diese Leistungsverminderung gibt esbis-
er nicht.

Korrelation zwischen Granul ozytenzahl und CL

Wie bereits oben bemerkt, gibt es in vide Fallen fir die gemessenen
Chemilumineszenz-Werte eine gute Ubereinstimmung mit den Granu-
lozytenzahlen. In anderen Féllen fehit jedoch diese K orrespondenz. Mit
Hilfeder Korrelationsanayse wurde dieses V erhalten ndher untersucht.

InTabellel11.6 Snd die Korrel ationskoeffizienten r zwischen der Granu-
lozytenzahl und der Lichtausbeute der Chemilumineszenz fir ganzkor-
perbestrahite Tiere und fir die zugehdrigen Kontrollgruppen aufge-
listet. In Abb. I11.12 sind die r-Werte der Tabelle 111.6 nach Gruppen zu
Haufigkeitsvertellungen fir unbestrahlte (Kontrollen) und fir be-
strahlte Méuse dargestellt. Fur die Haufigkeitsverteillung der Korrela-
tionskoeffizienten bel den bestrahlten Tieren wurde nicht zwischen den
Strahlendosen und der Zeit zwischen Bestrahlung und Blutentnahme
unterschieden. Wie aus Abb. I11.12 zu erkennen it, fuhrt die Bestrah-
lung zu einer Entkoppelung der Korrelation zwischen der Granulozy-
tenzahl und der Lichtausbeute der Chemilumineszenz. Obwohl es auch
bel 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, dal3 die CL mit abnehmender Granulozyten-
zahl ansteigt. Aus den Daten der Tabelle 111.6 1&3 sch entnehmen, dali3
der Trend fUr negative r-Werte zunimmt, je héher die Strahlendosen und
jelanger die Zeiten nach der Bestrahlung sind. Die Korrelationsanayse
|a% auf verschiedene Populationen von Granulozyten mit unterschied-
licher Kapazitét in der Bildung von Sauerstoffmetaboliten schlief3en.
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Abb. 11112 Héaufigkeitsvertellungen der Korredationskoeffizienten r zwischen der Gra-
nulozytenzahl und der Lichtausbeute der Chemilumineszenz im Blut unbestrahlter (Kon-
trollen) und ganzkdr perbestrahlter M duse. Die Haufigkeitsvertellungen wurden aus den
Daten der Tabellel11.6 gewonnen, wobei dier-Wertefiir diebestrahlten Tiereunabhéngig

von der Dosis und dem Zeitpunkt der Blutentnahme nach der Bestrahlung zusammen-
gefaldt wurden.
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Tabelle I11.6. Korrelationskoeffizient r zwischen Granulozytenzahl und der Lichtausbeute der Chemilumineszenz im Blut unbestrahlter (Kon-
trollen, K) und ganzkorperbestrahlter (B) Mause. Die Korrelationskoeffizienten wurden fiir jede Gruppe aus jeweils 9 Tieren ermittelt.

Zeit zwischen Bestrahlung und Blutentnahme
Dosis | 12 Stunden 1Tag 2Tage 4 Tage 8Tage 16Tage 32Tage
K: 09714 |K: 09352 | K: 0,8536 |[K: 0,6938 |K:-0,6548 |K: 0,7304 |K: 0,7072%
1Gy |B: 0,7779 |B: 05132 |B: 0,7362 |B: 09708 |B: 0,7076 |B: 0,1143 |B:-0,2906
K: 0,8269 |K: 0,4085 |K: 0,8006» | K: 0,9533» | K: 0,8460 |K: 0,5595 |K: 0,5352
2Gy (B: 06117 |B: 06835 |(B: 0,2601 |[B: 0,0055 |B: 0,7318 [B: 0,0029 |[B: 0,3858
K: 04651 |K: 09269 |K: 03182 |[K: 0,6933 |K: 0,70979 | K: 0,6079 |K: 0,7975%
3Gy |B: 0,6577 |B: 08511 |B:-0,1909 [B: 0,5741 |B:-0,3158 |B: 0,3691 |B:-0,1381
K: 0,8522 |K: 0,9457» | K: 0,4475 [K: 0,6246 |K: 0,7451 | K: 0,4797 |K: 0,1791
4Gy |B: 07335 |B: 0,2499 |B: 0,188 |B:-0,2801 |B:-0,0788 |B:-0,2331 |B:-0,1059
K: 0,8309» | K: 0,4933 | K: 0,4338 | K:-0,0821 |K: 0,73412 — —
8Gy |B:-0,3179 |B: 04122 |B:-0,3931 |B: 0,2307 |B:-0,4532 —_ —

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




Dosisabhéangigkeit
Fur die biologische Dosimetrie ist die Dosisabhéngigkeit der betrachte-
ten Wirkung von grof3er Bedeutung. Deshalb wurden fir den 4. Teg

nach der Bestrahlung die entsprechenden Blutparameter Gber der Dosis
inAbb. 111.13 aufgetragen. Fur diesen Zeitpunkt liegen die niedrigsten

200 T T T T T T

4 Tage nach Bestrahlung
180 | -
160 |- -

140 |

120

100

o
o

Granulozyten und CL in % der Kontrolle
S ®
o o

A Y
A Y
%‘--..‘._Granulozyten -

-~
-
-
-
-
-
-
)

N
o
T

CL

0 1 1 1 1 L 1 1

o 2 4 6 8
Dosis (Gy)

Abb. 11113 Dosisabhéngigkeit der Vollblut-Chemilumineszenz (CL), der Granulozyten-
zahl und der normierten CL (CL/IO00 Granulozyten) 4 Tage nach einer Ganzkdorper-
bestrahlung von méannlichen Méusen bel einer Dosisleistung von 0,6 Gy/min. Die Werte
snd gemittelt ausje 9 Tieren und reativ auf einejeweilsunbestrahlte Kontrolle (= 100 %)
bezogen. Die Balken geben die Standar dfehler des Mittelwerts (S.E.M.) an.
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Werte fir die Granulozytenzahlen und fir die CL vor (s. Abb. I11.11a
bis d). Aulerdem stimmt in diesem Fal der Verlauf beider Parameter
mit der Dos's weitgehend Uberein. Die Dosisabhangigkeit fir die CL
folgt im wesentlichen einem exponentiellen Verlauf (Abb. 111. 14).
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Abb. 111.14 Dosisabhangigkeit der Chemilumineszenz im verdiinnten Vollblut von M&u-
sen 4 Tage nach Ganzkdr perbestrahlung. Darstellung der Mef3werte aus Abb. 111.13 im
halblogarithmischen Raster.

Einflul3der Dosisleistung bel Ganzkdr per bestrahlung

Eine geringere Dosideistung fuhrt durch Zeitfaktoreffekt zu einer Ver-
ringerung der Strahlenwirkung. Dieser Vorgang sollte sch in den Mef3-

163



werten niederschlagen. Eine geringere Dosideistung spielt beim radio-
aktiven Falout und bei inkorporierten radioaktiven Stoffen eine Rolle.

InAbb. I11.15ist der zeitliche Verlauf der Granulozyten, der CL und der
normierten CL nach einer Ganzkorperbestrahlung von Mausen mit
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Abb. 11115 Zeitabhangigkeit der Vollblut-Chemilumineszenz (CL), der Granulozyten-
zahl und der normierten CL (CL/1000 Granulozyten) nach einer Ganzkér perbestrahlung
von mannlichen M&usen mit einer Dosisvon 2 Gy bei einer Dosiseistungvon 0,02 Gy/min.
DieWertesind gemittelt ausje 9 Tieren und reativ auf einejeweils unbestrahlte Kontroll-
gruppe (= 100 %) bezogen. Fir die einzelnen Punkte snd die Standardfehler des Mittel-
werts(S. E. M.) eingetragen.

2 Gy bel der geringen Dosidestung von 0,02 Gy/min dargestellt. Deut-
lich ist der fagt parallele Verlauf der CL-Werte mit den Granulozyten-
Werten zu erkennen. Das heil, die Verminderung der Granulozyten-
zahlen wirkt dch in gleicher Wese auf die CL-Ausbeute aus. Ein Ve-
gleich mit Abb. 111.11b zeigt den gewaltigen Unterschied im Verhdten
der beobachteten Parameter bei hoher und bei niedriger Doside stung.
Fir einen besseren Vergleich snd in Abb. 111. 16 die Ergebnisse fir die
beiden Dosideistungen einander gegentibergestellt. Die Tiere erhielten
jewells eine Ganzkorperbestrahlung mit 2 Gray. Bei der hoheren Dosis-
leistung (0,6 Gy/min) machen sch bei den Granulozyten am 1. und
2. Tag nach der Bestrahlung Uberschief3ende Resaktionen bemerkbar,
die bei Einwirkung einer gleichen Dosis von 2 Gray mit geringerer
Dosideistung (0,02 Gy/min) noch nicht auftreten. Deshalb sind hier die
Granulozytenwerte geringer ds bel der hoheren Dosideistung. Auffd-
lend ist jedoch, dal’ die Werte der normierten CL im Falle der geringe-
ren Dosideistung grof3er snd dsbel der htheren Dosideistung. Dieses
Verhaten deutet darauf hin, dal? eine der Funktionen der Granulozy-
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Abb. 11116 Vergleich der Werte der Granulozyten und der Chemilumineszenz (CL) nach
Ganzkor perbestrahlung von Mé&usen mit 2 Gray bei unter schiedlicher Dosisleistung. Die
Sdulen fur die Kontrollen sind fur die angegebenen Blutwerte willkirlich gleich hoch
gesetzt. Die Markierungen auf den Sdulen geben die Standardfehler des Mittelwerts
(S.E.M.)an.
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ten, namlich die Produktion von Sauerstoffmetaboliten wahrend der
Phagozytose, bei geringerer Dosideistung weniger gestort ist.

Die besondere Situation des Tages 4 nach der Bestrahlung zeigt Sch
auch hier. Wahrend die Granulozytenzahlen fir beide Dosideistungen
weitgehend gleich sind, macht Sch die geringere Dosideistung in einer
hoheren CL bemerkbar. Das gleiche Verhalten konnte auch bel einer
Dosis von 4 Gray beobachtet werden (in Abb. [11.16 nicht eingezeich-
net). Wahrend die Granulozytenzahlen fir beide Dosidei stungen vdllig
gleich waren, ergaben sch fir die CL jeweils bezogen auf eine unbe-
strahlte Kontrolle (100 %) die Werte 22,5 + 4,4 % bei 0,02 Gy/min und
80+ 09% be 06 Gy/min. Am 4. Tag nach der Bestrahlung kommt
demnach der Zeitfaktoreffekt in dem Parameter der Chemilumineszenz
zum Ausdruck.

In Abb. I11.17 igt die Dosi sabhangigkeit am 4. Tag nach der Bestrahlung
fur 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 fagt 7 Stunden und der damit verbundenen
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Abb. 11117 Dosisabhangigkeit der Voallblut-Chemilumineszenz (CL), der Granulozyten-
zahl und der normierten CL (CL/1000 Granulozyten) 4 Tage nach einer Ganzkdr perbe-
strahlung von ménnlichen Mausen bei einer Dosisleistung von 0,02 Gy/min. Die Werte
sind gemittelt ausje9 Tieren und relativ auf einejeweilsunbestrahlte K ontrolle (= 100%)
bezogen. Die Balken geben die Standar dfehler des Mittelwerts (S. E. M..) an.
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zeitlichen Verschiebung der Blutentnahme, die wiederum zu tageszeit-
lichen Schwankungen in den Blutwerten fuhrt, nicht durchgefiinrt. Bel
einer Dossvon 1 Gray fehlt die verstérkte Chemilumineszenz, die mit
Hilfe der normierten CL bel hoherer Dosideistung beobachtet werden
konnte (Abb. 111.13). Wieausder Darstellung der Abb. 111.17 ersichtlich
ist, ergibt sch am 4. Tag nach der Bestrahlung ein praktisch identischer
dosisabhangiger Verlauf fir die Granulozytenzahlen und die CL-Werte.
Beide Parameter folgen einem exponentiellen Verlauf. In Abb. [11.18ist

1006‘_ L] L] L
80 F D =2cGy/min _
o 60 | .
9
s 40} -
x
o
o
c
T 20¢F .
@)
4 Tage nach Bestrahlung
10 1 1 1 1
(0] 1 2 3 4

Dosis (Gy)

Abb. 111.18 Dosisabhangigkeit der Chemilumineszenz im verdiinnten Vollblut von M&u-
sen 4 Tage nach Ganzkdr per bestrahlung bei einer Dosideistung von 0,02 Gy/min. Dar stel-
lungder WerteausAbb. 111.17 im halblogarithmischen Raster.

der dosisabhdngige Verlauf fir die CL im hablogarithmischen Raster
aufgetragen. Vergleicht man die Steigung (- 0,377) dieser Dosisabhén-
gigkeit mit der Steigung (- 0,504) aus Abb. 111. 14 fir die hthere Dosis-
leistung, so ergibt Sch ds Zeitfaktor der Wert von 1,34. Dieses Dosisver-
héltnis 1&% dch mit dem fir die LD 50:30d bei M&usen errechneten
Zeitfaktor von 127 vergleichen, wenn man fir die Dosdestungen
0,6 Gy/min und 0,02 Gy/min Daten verwendet, die Casarett (1968)
angegeben hat.
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Teilkorperbestrahlung

Einewichtige Frage bel einer Biologischen Dosimetrieist das Verhaten
der Mefl3werte des betreff enden Verfahrens bel einer Teilkorperbestrah-
lung. Es wurden deshab in die Untersuchungen Versuche einbezogen,
bel denen nur etwa eine Korperhdfte der Mause bestrahlt wurde. Die
untere Halfte der Korper war mit Blel abgedeckt (Abb. 111.4). Mit dieser
Anordnung wurden etwa 50 % des Knochenmarks bestrahlt (s.S. 145).

In den Abbildungen 111.19(a) und (b) snd die Mef3werte bezogen auf
unbestrahlte Kontrollen in Abhéngigkeit von der Dosis fur den 2. und
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Abb. 11119 Dosisabhéngigkeit der Vollblut-Chemilumineszenz (CL), der Granulozyten-
zahl und der normierten CL (CL/1000 Granulozyten) 2 (a) und 4 Tage (b) nach einer Tell-
kérperbestrahlung von ménnlichen Méusen bei einer Dosideistung von 0,6 Gy/min. Die
Werte sind gemittelt ausje 9 Tieren und relativ auf einejeweils unbestrahlte Kontrolle

(=100 %) bezogen. Die Balken geben die Standar dfehler desMittelwerts (S.E.M.) an.
(s. auch Seite 169)
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Abb. IIL.19b

4. Tag nach der Bestrahlung dargestellt. Bel Strahlendosen von 1 und
2 Gy ig eine leicht erhohte normierte CL (abgesehen vom 4. Tag nach
Bestrahlung mit 2 Gy) zu beobachten. Dieses Ergebnis ist nach den
Befunden mit 1 Gy Ganzkdrperbestrahlung nicht ganz unerwartet
(Abb. 111.118). Andererseits ist zu erkennen, dal3 fir die HOohe dieses
Effekt nicht die VVolumendos's ausschlaggebend ist, sonst mifiten mit 2
Gy Teilkorperbestrahlung ahnliche Ergebnisse beobachtet werden, wie
mit 1 Gy Ganzkorperbestrahlung. Entsprechende Uberlegungen gelten
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fir 8 Gy Tellkorperbestrahlung. Bel 4 Gy Ganzkoérperbestrahlung
(Abb. 111.11c) findet man keine Erhéhung der normierten CL. Dagegen
ist bei einer Ganzkoérperbestrahlung mit 8 Gy die gesteigerte Ausbeute
der Chemilumineszenz pro Granulozyt zu beobachten (Abb. 111.11d).
Demnach korreliert in diesem Dosisbereich die normierte CL eher mit
der Hohe der Dos's ds mit der Hohe der Volumendosis. Gleiche Be-
trachtungen gelten fir die gemessene Granulozytenzahl und die CL.
Interessant ist, dald im untersuchten Dosisbereich die CL unterhalb der
Kontrollwerte bleibt, was fir die Granulozytenzahlen nicht zutrifft.

Zum besseren Vergleichsindin Abb. I11.20 die Ergebnissefir den 4. Teg
nach der Ganzkorper- und Tellkorper-Bestrahlung mit Dosen von 2, 4
und 8 Gray dargestellt. Wie man sieht, spiegelt sch sowohl in den Gra-
nulozytenzahlen, as auch in den CL-Ausbeuten die geringere Strahlen-
belastung der Teilkorperbestrahlung gut wider. Errechnet man aus den
relativen CL-Werte am 4. Tag nach der Teilkorperbestrahlung fir die
Dosen 1, 2 und 4 Gy eine exponentielle Funktion mit dem Anfangswert
100 fur die Dosis Null und vergleicht die erhaltene Steigung von — 0,226
mit der ausAbb. 14 fir die Ganzkorperbestrahlung (- 0,504), so erhdlt
man einVerhdtnisvon 1:2,2. Die Umkehrung dieses V erhatnisses gibt
an, um welchen Faktor (hier 2,2) die Dosis bei der Teilkorperbestrah-
lung erhoht werden muf3, um zu einem gleichen CL-Wert zu kommen,
wie bel der Ganzkorperbestrahlung. Mit anderen Worten: Die CL-
Werte stellen fir den Dosi sherei ch zwischen 0 und 4 Gy die Situation der
Bestrahlung von 50 % Knochenmark gut dar. Gleichzeitig mul3 darauf

hingewiesen werden, dal3 diese Aussage fir eine TellkOrperdosis von

8 Gy nicht mehr zutrifft.

Einflul3 einer Cystamin-Gabe

Cystamin, ein Disulfid des Mercaptoethylamins, gehort zu den experi-
mentell am gebrauchlichsten Strahlenschutzsubstanzen. Cystamin wird
bel den hier beschriebenen Versuchen stellvertretend fir eine Reihe
schwefelhaltiger Strahlenschutzsubstanzen verwendet. Bel der Unter-
suchung des Einflusses von Cystamin auf die CL-Ausbeute geht es um
zwel Fragestellungen. Zum einen ist zu prufen, in welcher Weise diese
Substanz die Blutwerte auch ohne Bestrahlung beeinflul. Solche Ab-
weichungen konnen die Abschéizung der Dosis mit Hilfe des Chemi-
lumineszenz-Verfahrens verfaschen. Zum anderen kann bei bestrahl-
ten Tieren untersucht werden, ob ein Telbereich des Hamopoese-
C?)/stekms durch Cystamin bel einer Strahleneinwirkung geschiitzt wer-
en kann.

InTabele 111.7 Snd die Ergebnisse einer Behandlung von M&usen mit
Cystamin auf Blutwerte und die Chemilumineszenz-Ausbeute zusam-
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Dosis

8 Gy

4 Gy

2 Gy

Granulozyten CL normierte CL

Abb. 111.20 Vergleich der Werte der Granulozyten und der Chemilumineszenz (CL)
4 Tage nach Ganzkdrper (GK)- oder Teilkdrper (TK)-Bestrahlung von Mé&usen. Die
Markierungen auf den SAulen geben die Standardfehler des Mittelwerts (S.E.M.) an.
K = unbestrahlte Kontrollen.
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mengestellt. Ein Vergleich mit den Kontrollgruppen zeigt, dal3 in den
meisten Féllen die Werte geringer sind as bel den mit physiologischer
NaCl-L6sung behandelten Tieren. Die Abweichungen sind jedoch stati-
gisch nicht sgnifikant. Die seinerzeit — dlerdings bel einem anderen
Mausestamm — beobachtete Erhéhung der Leukozytenzahl um 30 %
und der CL um sogar 115 % 48 Stunden nach Cystamin-Gabe (Hove-
stadt et al., 1983) konnte bei den hier durchgefiihrten Versuchen nicht
bestétigt werden. Andererseits berichten Smith et al. (1965), dal3 24 und
48 Stunden nach Gabe von Mercaptoethylamin (Cysteamin) die Granu-
lozyten-Werte bel Mausen um 25 % erniedrigt waren. Interessant ist,
dal3 sch die Cystamin-Behandlung praktisch nicht auf die normierte

Tabelle I11.7. Relative Werte der Leukozyten, Granulozyten, Chemilumineszenz-Aus-
beute (CL) und normierten CL (= CL/1000 Granulozyten) von unbestrahlten méannlichen
Mausen 2 und 4 Tage nach i. p.-Injektion von 150 mg Cystamin pro kg Kérpergewicht. Die
Kontrollgruppen erhielten eine entsprechende Flissigkeitsmenge an physiologischer
NaCl-Ldsung. Die Mittelwerte aus der Tieranzahl n der Kontrollgruppen sind willkdrlich
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/n%) zugeordnet.

Gruppe n Tage nach Leuko- Granulo- CL normierte
Cystamin zyten zyten CL
Kontrolle 15 2 100 100 100 100
+ 6,3 + 84 + 90 + 12,0
Cystamin 15 2 87,0 89,9 91,2 100,4
+ 57 + 7,0 + 7, + 95
Kontrolle 16 4 100 100 100 100
+ 53 + 82 + 13,8 + 82
Cystamin 14 4 85,9 101,0 91,6 95,2
+ 8,2 + 14,6 + 94 + 122

CL auswirkt. Insgesamt ist der Einfluf3 der Cystamin-Behandlung auf
die Blutwerte der unbestrahlten Tiere unseres Mausestamms nur gering.
Andererseits vermindert Cystamin, das man dem Blut in vitro beiflgt,
die CL-Ausbeute. Die CL-Werte betrugen 16170 + 1146 Impulse ohne
Cystamin und 3 900 + 1466 I mpul se, wenn mandemin Abb. I11.2 darge-
stellten Ansatz 0,1 mg Cystamin zusetzte. Bei den genannten Ausbeuten
handelt es sich um Mittelwerte von drei Blutproben mit Standardabwel -
chungen, wobel immer gleiche Blutproben mit und ohne Cystamin-
Zusatz verglichen wurden. Da die Photonen von Luminol eine Wdlen-
lange von ca. 460 nm besitzen und Cystamin erst unterhalb von 300 nm
einen Absorptionsangtieg zeigt, dirfte die verminderte CL-Ausbeute
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auf konkurrierende Reaktionen des Cystamins mit den Sauerdoff-
metaboliten der zur Phagozytose-Aktivitét stimulierten Granulozyten
zurtickzufGihren sein.

In den Abbildungen 111.21 sind die gemessenen Blutparameter fir Tiere
mit und ohne Cystamin-Behandlung nach Ganzkérperbestrahlung mit
2 (Abb. 111.21a) und 4 Gray (Abb. I11.21b) einander gegentibergestellt.
Beim Vergleich des Einflusses von Cystamin auf die Granulozytenzahl
ist zu beachten, dal3 es bei ungeschiitzten Tieren nach einer Strahlenein-
wirkung zu Uberschief3enden Reaktionen kommt (s. auch Abbildun-
gen 111.11), die bei geschiitzten 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. 111.21b). DiesesVerhaten entspricht auch
den Beobachtungen anderer Autoren, wonach Mercaptoethylamin
((%/Isteami n)) eher die Regeneration der L eukozyten beschleunigt (Bacq
etal., 1953).

Eine Umkehrung des Ergebnisses der Granulozytenuntersuchung
erhélt man bel der CL. Hier wirkt sch die Gabe des Cystamins verstér-
kend auf die CL aus. Noch drastischer ist das Ergebnis der Cystamin-
Gabe bei der normierten CL. Bel diesem Parameter liegt der Wert
4 Tage nach Bestrahlung mit 4 Gy sogar tUber der Kontrolle. Die CL und
die normierte CL geben im Gegensatz zu den Granulozyten salbst eine
Lrchtige" Aussage Uber den Schutzeffekt des Cystamins.

Diskussion und Schlul3folgerung

Tierexperimentelle Untersuchungen haben gezeigt, dal3 es moglich ist,
elne Chemilumineszenz (CL) im verdiinnten Vollblut durch Stimulation
der Granulozyten zu messen. Es bedarf dso keiner aufwendigen Prépa-
ration des Bluts. Die verwendete Blutmenge von 50 ul |&% sch auch
noch weiter verringern.

Nach Ganzkorperbestrahlung im Dos sbereich von 1 bis8 Gray ergeben
gch in Abhdngigkeit von der Zeit nach der Bestrahlung oszillierende
Werte fUr die Granulozytenzahlen mit zum Teil Uberschief3enden Reak-
tionen. Die CL-Waerte zeigen ebenfals Oszillationen, die teilweise mit
den Granulozytenwerten korrelieren, in einigen Falen jedoch auch
kontrér verlaufen. Eswurde beobachtet, dal3im Beobachtungszeitraum
zwischen 1 Tag und 16 Tagen nach der Bestrahlung die CL-Werteimmer
unterhalb der Kontrollwerte fir nichtbetrahlte Tiere bleiben. Dieser
B%f_lf(nd ist von grof3er Bedeutung fur die Verwendung der CL dsDoss-
indikator.
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Abb. II1.21a
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Abb. I11.21 EinfluR von Cystamin auf die Werte der Granulozyten und der Chemilumi-
neszenz (CL) nach Ganzkor per bestrahlung von M ausen mit 2 Gray (a) und 4 Gray (b) bei
einer Dosideistung von 0,6 Gy/min. Die Sdulen fir die Kontrollen sind fur die angege-
benen Blutwerte willkirlich gleich hoch gesetzt. Die Markierungen auf den Séulen geben
die Standardfehler des Mittelwerts(S. E. M.) an.

(s. auch Seite 175)
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Abb. II1.21b

Vier Tage nach der Bestrahlung werden die geringsten Wertefur die Gra-
nulozytenzahl und fir die CL beobachtet. Fur diesen Zeitpunkt erhalt

man eine im wesentlichen exponentielle Abnahme der CL mit der

Dosis, so dal3 man zwischen kleinen und hohen Dosen bel einer Ganz-

korperbestrahlung unterscheiden kann.

Dossmodifizierende Faktoren, wie Tellkdrperbestrahlung, Dosdei-
stung und Strahlenschutzstoffe, schlagen sch ebenfdlsin den CL-War-
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ten nieder, nicht dagegen in den Granulozytenzahlen. Dabel hat Sch
gezeigt, dal3die CL bei der Tellkorperbestrahlung biszu einer Dosisvon
4 Gy inenemrichtigen Verhdtnis zum Antell am bestrahlten Knochen-
mark steht. Die Abschétzung des Zeitfaktors aus der Cl bei verminder-
ter Doside stung ergab dhnliche Werte, wie Se von anderen Autoren fir
die LD 50, bezogen auf das hamopoetische Strahlensyndrom, bel Mau-
sen gefunden wurden. Auch der Schutzeffekt, der durch Cystamin bel
bestrahlten M&usen zu erreichen ist, wurde durch hohere CL-Werte
gegentber den Werten bel ungeschiitzten Tieren richtig wiedergegeben.

Es eIt Sch die Frage, inwiewelt die hier ermittelten tierexperimentel-
len Ergebnisse auf den Menschen Ubertragen werden konnen. Grund-
sdtzlich kann die CL auch im Voallblut des Menschen gemessen werden
(KATO et al., 1981). Die Lichtausbeute ist bel gleicher Blutmenge und
bel Stimulierung mit Zymaosan sogar mindestens doppelt so grol3wieim
Mauseblut (Ladner und Mdnig, 1984). Untersuchungen am Blut gesun-
der Erwachsener haben gezeigt, dal3 zwischen dem Maximum der
CL-Intensitét und der Granulozytenzahl eine proportionale Abhéngig-
keit besteht (Lindena et al., 1987). In der zitierten Arbeit von Lindena
et al. and weitere Faktoren, die Einflud 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;
Skacd und Chanarin, 1983), bei Infektionskrankheiten (Suematsu et
a., 1987; Miyamata et al., 1988), bel Hautkrankheiten (Schopf und
Kapp, 1987), bel Verbrennungskrankheiten (Allen und Pruitt, 1982),
bel chirurgischen Eingriffen (Schackert et al., 1984; Heberer et al.,
1985), bel Transplantationen (Rush et al., 1986; Toivanen et al., 1987),
bel Tumorpatienten (Braun et a., 1981; Braun et al., 1982, Cameron
1983; Miller et al., 1987) und bei der Duchenne Muskeldystrophie
(Pernice et al., 1981). Unter diesem Aspekt ist die CL-Bestimmung
nicht mehr ds Aullensaiter-Methode anzusehen. Betrachtet man die
Durchftihrung der CL-Messung von der apparativen Seite, s0 ist festzu-
stellen, dal3 heute routinem&dig Biolumineszenz-Messungen im Be-
reich der klinischen Mikrobiologie (z.B. Bakteriurie-Test) eingesetzt
werden (Harber, 1984). Dabel handelt es schin den meisten Féllen um
die Bestimmung des Adenosintriphosphats (ATP), die nach der Leucht-
k&fer-Reaktion (firefly) erfolgt. Die Lichterzeugung wird bel dieser
Reaktion mit Gerdten fir einen ATP-Assay gemessen. Esigt aso mog-
lich, an Kliniken CL-Messungen am Blut von Patienten durchzufihren.
Es wird daher empfohlen, zusétzlich zu den hdmatol ogischen Untersu-
chungen CL-Bestimmungen am verdinnten Vollblut durchzufihren.
Das Ergebnis kann ds weiterer Indikator fir die Strahlenschédigung
des Knochenmarks herangezogen werden.
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Zusammenfassung

In tierexperimetellen Untersuchungen an Mausen wurde der Einfluf3
von Rontgenbestrahlungen auf die Chemilumineszenz-Ausbeute (CL)
von Granulozyten des peripheren Bluts gemessen. Die Messungen
efolgten im verdinnten Vollblut mit Luminol as chemiluminogener
Substanz. Die Granulozyten wurden durch Zymosan aktiviert. Fol-
gende Abhangigkeiten wurden untersucht: Dosisvon 1 bis8 Gy 12 Stun-
den bis 32 Tage nach Ganzkorperbestrahlung und Dosisvon 1 bis 8 Gy
zwel und vier Tage nach Tellkorperbestrahlung und Dosisvon 1 bis4 Gy
einen Teag bis vier Tage nach Ganzkorperbestrahlung mit verminderter
Dosideistung (0,02 Gy/min anstelle von 0,6 Gy/min). Von einzelnen
Werten abgesehen, sind die CL-Ausbeuten dosisabhangig gegenliber
unbestrahlten Kontrollen erniedrigt. Bel unbestrahlten Tieren besteht
eine enge Korrelation zwischen Granulozytenzahl und CL. Diese Kor-
relation vermindert Sch nach Ganzkorperbestrahlung. Am 4. Tag nach
einer Ganzkorperbestrahlung besteht eine exponentielle Dos sabhéan-
gigkeit der CL fir beide verwendeten Dosisleistungen, wobel der Zeit-
faktor zwischen den Dosideitungen 0,02 und 0,6 Gy/min 1,34 betragt.
Dieser Wert entspricht in etwa dem aus Literaturangaben errechneten
Zeitfaktor von 1,27 fur die LD 50/30d. Die CL-Werte snd am 4. Teg
nach einer Teilkorperbestrahlung mit 1, 2 und 4 Gy, bel der etwa 50 %
des Knochenmarks bestrahlt wurden, gegentber einer Ganzkorperbe-
strahlung nur um die Hafte erniedrigt. Ferner wurde geprift, wie sch
die Schutzsubstanz Cystamin auf die CL auswirkt. Cystamin fuhrt bel
bestrahlten Tieren zu hheren CL-Werten ds bel ungeschiitzten Tieren.
Die Untersuchungen haben gezeigt, dal3 die CL-Methode die Bestrah-
lungsbedingungen am vierten Tag nach der Bestrahlung gut wider-

Spiegdlt.
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IV Zellmembran&nderungen als biologische
Dosisindikatoren
Strahleninduzierte Membrananderung im
subletalen Dosisbereich
Immunbindungsreaktionen an Lymphozyten

Paul Bidon, Gerhard Doll, Burghard Fehre,
Ernst Ludwig Sattler, Georg Seibold, Bruno Vogt

Einleitung

Die biologische Strahlendosi serkennung 183t sich vereinfachend in zwe
Gebiete unterteilen. Einma geht es darum, mit Hilfe biologischer
Objekte gewissermalien eine Ortsdoss 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 moglichst frihzeitig Strahlenreaktionen zu erkennen, die
ds Indikator oder Mal3 fir einen letztlichen, spéateren Schéadigungsgrad
getenkoénnen (FLIEDNER u. STODTMEISTER, 1962, BOND et al.,
1965). Die Hauterythemdosis war wohl der klassische Vorlaufer fir 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 VVerfahren versprechen die Mog-
lichkeit der praktischen Verwendung.

In der hier vorliegenden Untersuchung wurde ein besonderes Problem
angegangen, das sch aus der Fragestellung ergibt, ob bereits bestrahlte
Personen einer zweiten Bestrahlung ausgesetzt werden konnen, ohne
damit in einen letalen Dosisbereich zu kommen. Dies erfordert eine
maglichst prompte Erfassung der Erstbestrahlung. Im Gegensatz zur
Bestimmung der Chromosomenaberrationen, die eines langeren Zeitin-
tervalls (Tage) bedarf, sollte gepriift werden, wie die an Lymphozyten,
die aus Lymphknoten von Mausen isoliert worden waren, festgestellte
dosisabhangige Reduktion der Bindung der gegen deren membranstan-
dige Immunglobuline gerichteten Antikorper (OJEDA et al., 1979) auf
humane Lymphozyten tbertragen werden kann. Diese frihe Reaktion,
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die im Zeitraum von etwa 1 bis 6 Stunden keine Verdnderung mehr
erféhrt, versprach mit fortschreitender Entwicklung der technischen
Mittel eine sehr rechtzeitige biologische Dosiserkennung. Das Endziel
sollte schrittweise erreicht werden. Zunéchst mulden die Ergebnisse
von OJEDA verifiziert werden, um dann auf Vollblut und dartiber hin-
aus auf in vivo Bestrahlung tbertragen werden zu kdnnen. Dann muldte
am Menschen bzw. an anderen Tieren ds Mausen, die eine fir diese
Untersuchungen notwendige, geeignete mehrfache Blutentnahme
gestatteten, gezeigt werden, dal3 die Antikérperbindung auch bel diesen
Spezies strahlenabhangig verringert wird.

Material und Methoden

FITC-markiertes (Fluoreszeinisothiocyanat) Anti-1gG (Fab) oder Anti-
IgM (Fab) wurde zur Membranbindungsreaktion eingesetzt. Im Fal der
Untersuchungen mit Humanblut kam teilweise eine Doppe antikorper-
methode zum Einsatz. Die Fluoreszenzmarkierung der Kaninchenlym-
phozyten geschah zum Tel mit Biotin-Streptavidin-Verstédrkung. Die
Inkubation mit dem Antikoérper dauerte 15 Minuten bei 37° C. Anschlie-
[3end wurden die Zellen der Mausin HBSS + BSA (Hanks balanced sdt
Solution und Rinderserumalbumin) oder die Zellen vom Menschen und
Kaninchen PBS + BSA (Phosphatpufferldsung 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 Fuoreszenzbeobachtung erfolgte mit einem Zeif3-Fluoreszenz-
mikroskop (Standardmodell), ausgertistet mit einer HBO 200 W oder
spater XBO 100 W-Lampe. Als Erregerlichtfilter wurde ein BG 12
(Schott/Mainz) und ds Sperrfilter OG 50 (Schott/Mainz) bei den Ver-
suchen mit Maudymphozyten verwendet. Fur die Untersuchungen an
Kaninchen- und Humanzellen wurde folgende Filterkombination einge-
setzt: Erregerfilter BP 450-490, Sperrfilter LP510. Die Beobachtung
erfolgte mit Auflichtfluoreszenz unter Verwendung des Teilerspiegels
FT 510. Es wurde ein Fluoritobjektiv Neofluar 40/0,75 (Ph2)-Objektiv
bel einer OkularvergrofRerung von 8 x benutzt nach Angaben von
GERLACH (1985). Folgende Kriterien wurden as positive Zellmarkie-
rung angesehen (SEILER et al., 1972, SEDLACEK, 1978):

1. Spots = wenige punktformig fluoreszierende Stellen.
2. Patches = Zellen mit grol¥eren fluoreszierenden Arealen.

3. Rings = Zellen, bel denen spots oder patches konfluieren und
den Eindruck eines geschlossenen Ringes bewirken.



4. Caps=meist habmondférmig an einem Zellpol aggregierte
Fluoreszenz, deutlich abgesetzt von der restlichen unmarkier-
ten Zelle.

Vitalitatskontrollen erfolgten Uber den Trypanblau-Ausschlufdtest
(Holmberg, 1961). Vergleichsweise wurde der Fluoreszenzfarbstoff
»Hoechst* 33 258 zur Vitalitétskontrolle getestet. Er brachte mit Trypan-
blau vergleichbare Ergebnisse (BIDON, 1982).

Die Auswertung erfolgte durch Zahlung der Lymphozyten im Durch-
licht und entsprechende Bestimmung durch Auflichtfluoreszenz im sel-
ben Bildfeld. Es wurden 200 bis 300 Zellen in funf bis mehr as zehn
Bildfeldern erfald (200 Mauslymphozyten in 5-10 Bildfeldern; 250-300
Human- bzw. Kaninchenlymphozytenin mehr as 10 Bildfeldern).

Die Zelaufbereitung geschah unterschiedlich, je nachdem ob Lympho-
zyten aus Lymphknoten oder Blut untersucht wurden. Im ersten Fal
wurden die ca. 8-12 Wochen alten Tiere durch Genickbruch getétet und
die Lymphknoten cervicais superficidis, 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 zwel
mannliche und zwei weibliche Tiere gleichen Alters verwendet. Die
Lymphknoten wurden tber ein feines Metallnetz in HBSS (Hanks bal-
anced salt Solution), py 7,4, vorsichtig zerrieben. Die entstandene
Suspension wurde mit einer Pasteurpipette gemischt, dreima Uber
Kunststoffgewebe unterschiedlicher Maschenweite (100-140 um,
15-20 und 10-15 um) gefiltert und anschlief3end finf Minuten bei 330 g
in 5 ml HBSS gewaschen. Das Zellsediment wurde aufgeschuttelt und
zunéchst in 2ml HBSS resuspendiert. Die Zelldichte wurde dann auf
2 x 10’ Zellen/ml eingestellt. Bis zur Bestrahlung wurden die Zellen in
Eiswasser aufbewahrt.

Die Gewinnung der Lymphozyten aus Vollblut von M&usen erfolgte
durch Dichtegradienten-Zentrifugation mittels der Ficoll-Paque-
Methode folgendermal3en:

1. Entnahmen von 15 ml Herzblut in heparinisierter (5 IU/ml)
Spritze.
2. Verdinnen des Blutes 1:1 mit HBSS + BSA (1 %).

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

4. Zentrifugieren mit 330 g, 20 Minuten, 18-20° C.
5. Abpipettieren des Lymphozytenrings.



6. Waschen der Lymphozyten in 5 ml HBSS + BSA und Zentrifu-
gieren mit 330 g fur 5 Minuten.

7. Zur Besdatigung einer unvermeidliichen Kontamination mit
Erythrozyten erfolgt eine kurze Hamolyse (5 Min. bel 37° Cin
10 mM Tris-Puffer py 7,4).

8. Zentrifugation und Resuspensionin 2ml HBSS + BSA.

9. Nach einem weiteren Waschgang eingtellen einer Zelldichte
von 2 x 10’ Zellen/ml.

10. Aufbewahrung in Eiswasser zur Bestrahlung.

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

1. Das Blut wird zunéchst mit PBS/BSA (Dulbecco's PBS, CaMg-
frei, Gibco, BSA, Standard Avidity, essentidly fatty acid free,
30 % isotonic Solution, Serva) verdunnt und ein py von 7,25 ein-
gestellt.

2. 5 ml Blut-Puffergemisch werden Uber 4 ml Ficoll-Pague (Dichte
1,077 g/ml) Gberschichtet und 20 Minuten bei 270gund 17-20° C
zentrifugiert.

3. Die Interphaseschicht, bestehend aus mononukledren Zellen
und einer geringen Verunreinigung mit Erythrozyten, wird mit
einer Pasteurpipette entnommen und nachfolgend zweima mit
PBSBSA gewaschen (1. Waschung: 8 min, 270 g; 2. Waschung:
10 min, 110 g; jeweills Raumtemperatur). Hamolyse zwecks
Besaitigung der restlichen Erythrozyten erwies sch bel Human-
blut as Uberfliissig. Vorversuche zur magnetischen Abtrennung
der Monozyten mit Eisenpartikeln fuhrten zu erheblichen Zell-
verlusten und unterblieben dementsprechend geméd? einer
Empfehlung der WHO/IACR 1974 (SCHUIT et al., 1986).

Die Isolation von Lymphozyten aus Kaninchenblut war gegeniiber der
aus Humanblut leicht verandert. Als Trennmedium wurde Lymphopa-
gue verwandt (Dr. Molter GmbH; spez. Dichte 1,086 g/ml). Die starke
Verunreinigung durch Erythrozyten wurde mittels Hamolyse mit Tris-
gepuffertem Ammoniumchlorid beseitigt (PERMS et al., 1970). Dazu
wurden die pelletierten Zellen in TrissNH4Cl, py 7,2 resuspendiert und
2-3 Minuten stehen gelassen. Danach wurden die Zellen mit PBS gewa
schen und, fdls nétig, noch einmal derselben Prozedur unterzogen.

Fur die Studien mit Mauseblut wurden Tiere des Stammes HAN:NMRI
(Zentrdinstitut fir 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

®Co-Quelle mit einer Dosid eistung von 0,2-0,4 Gy/Min. bei Raumtem-
peratur. Ausnahmsweise wurde auch mit 40 MeV-Elektronen eines
Linearbeschleunigers gearbeitet, um die hohe Dosideistung der Einzel-
impulse anzuwenden.

Ergebnisse

Im Prinzip konnten die von OJEDA et al. gefundenen Ergebnisse eben-
fdls erzidt und damit bestétigt werden. Der zeitliche Verlauf der
Immunbindungsreaktion igt vallig indentisch mit einem Minimum der
Bindungsfahigkeit zehn Minuten nach Bestrahlung, einer gewissen
Erholung innerhalb weiterer 20 Minuten und einem dann langere Zeit
unveranderlich bleibenden Wert einer reduzierten Bindung. Lediglich
die von OJEDA et a. beschriebene hohe Strahlenempfindlichkeit
schon in einem Bereich von 0,1 Gy ist verschoben in den Bereich um
1 Gy. Dieser Bereich igt dlerdings auch fur die mit dieser Dosimetrie zu
erfassenden Daosen von gréfierem Interesse, wenn es notwendig wird,
einersaits unter der Letaitétsschwelle mit Sicherheit zu verbleiben,
andererseits aber auch deren Uberschreiten durch einen zweiten Strah-
leninsult zu vermeiden, da Dosen unter 0,1 Gy fir diese Fragestellung
unerheblich ssin sollten. In den Abbildungen1V.1und IV.2 snd diese
Ergebnisse vergleichend gegenlibergestellt.

100 Abb. IV.lau. b

a) zeitlicher Verlauf der
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Maudymphozyten aus
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b) Dosiswirkungskurve
30 Minuten nach Be-
grahlung 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 Kontrollg;
fluoreszierende Zellen
= Zélen mit positiver
FITC-Anti-lgG-Bin-
dung).

Nach in vivo-Bestrahlung it selbstversténdlich ein 10-Minutenwert
nicht zu gewinnen, da die Isolation von Leukozyten aus Lymphknoten
langer dauert. Die Strahlenempfindlichkeit ist aber offensichtlich in
dem Zeitbereich > 60 Minuten nahezu identisch, so dal3 auch die Doss-
wirkungskurve praktisch gleich verlauft, wie Abb. 1V.3 zeigt.

Nach Isolation von Lymphozyten aus dem Blut von M&usen wurde die-
selbe in vitro-Strahlenreaktion hinsichtlich Dosisempfindlichkeit und
zatlichem Verlauf gefunden, wie se die Zellen aus Lymphknoten zeig-
ten. Der gleiche Anteil von Oberfl&chenimmunglobulin auf Lymphozy-
ten aus Lymphknoten wie aus dem peripheren Blut gegentiber Milz- und
Knochenmarklymphozyten (RABELLINO et a. 1971) &% auch auf
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Abb. 1V.2 Zeitlicher
Verlauf der Anti-1gG-
Bindung an Lymphozy-
ten aus Maudymphkno-
ten nach in vitro-Be-
srahlung; aufgetragen
ist der Mittewert aus
jeweils funf Versuchen
sowie der Maximal- und
der Minimalwert (P/K
s.Abb.I1V.1).

Abb. 1V.3 Vergleich
der Dosiswirkungskur-
ven 60 Minuten nach in
vitro- bzw. in vivo-Be-
grahlung von Lympho-
zyten der Maus. Prépa-
ration ausLymphknoten
(1. Reaktionsplateau);
(P/Ks.Abb.1V.I).
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ein dhnliches Verhdten schlief?en. Abb. V4 demongtriert den zeit-
lichen Verlauf nach Strahlendosen von 0,25 bis 1,50 Gy. Offengichtlich
ist auch hier —wie in den vorherigen Experimenten — ein ,, Konstanz-
bereich® von etwa 60 bis 300 Minuten zu finden.
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Zeit nach Bestrahlunasende [min]

Abb. 1V 4 Zeitlicher Verlauf der Anti-1gG- Bindung an aus Vollblut isolierten Lymphozy-
ten der Mausnach ver schiedenen Strahlendosen in vitro (P/K s. Abb. 1V.1).

Fir in vivo-Bestrahlungen wurde nun die Reaktionskonstanz in diesem
Bereich ausgenutzt. Drei Stunden nach Bestrahlung wurden die Zellen
zur Immunbindungsreaktion angesetzt. Dazu muf3te allerdings ca. eine
Stunde vorher das Blut den Tieren entnommen werden. Die gefundene
Dosis-Effekt-Kurve ist in Abb.1V.5 wiedergegeben. Im wesentlichen
wird die gleiche Strahlenempfindlichkeit gefunden wie nach extrakorpo-
raler Bestrahlung.

Die in vivo-Strahlenapplikation erméglichte es nun auch, den Unter-
suchungszeitraum lénger auszudehnen, ohne dafd die extrakorporale
Haltung der Proben als zusétzlicher EinfluRfaktor berticksichtigt wer-
den miRte. Abb. IV.6 macht deutlich, da nach 6 Stunden ein 1. ,Kon-
stanzbereich* aufhoért, die Immunbindungsreaktion wieder zunimmt
und abermal s von etwa zehn Stunden bis 24 Stunden unverandert 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
grof3en Dosen bestrahlt und die Wirkung mit einmaliger Strahlung ver-
glichen. Abbildung 1V.7 gibt das Resultat wieder. Die Dosisfraktionie-
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Abb. IV.5 DossWirkungskurve fur die Anti-1gG-Bindung an Maudymphozyten 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).
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Abb. IV.6 Vergleich des zeitlichen Verlaufs der Anti-1gG-Bindung an Lymphozyten nach
Bestrahlungin vitro oder in vivo mit 0,75 Gy (P/K s. Abb. IV.I).

189



1001

o Durchschnittswert 2x05Gy 5649%

o ” 1,0Gy 5291%
80 y 5291%

60- ) I

S
X . K_,_—.
a
L0+
4
20-
O T L) T T L] T v LE
0 05 1.0 2,0

; 15
Dosis (Gy]

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 Vallblut isoliert; (P/K s. Abb. 1V.1).

rung flhrt offenbar nicht zu einer verminderten Wirkung. Dies bietet
die Moglichkeit 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 starkere Wirkung wird deutlich,
wieAbb. V.8 erkennen [&3.

Kaninchenlymphozyten wiesen keinen Strahleneffekt im Dosisbereich
0,1 bis5 Gy hinsichtlich der hier untersuchten Immunbindungsreaktion
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Abb. IV.8 Vergleich der Wirkung ultrahoher Dosisleistung eines Linearbeschleunigers
(40 MeV Elektronen mit 0,15-0,5 Gy pro 2 pusec-Puls) mit 9Co-Gammastrahlung
(0,25-0,5 Gy pro Min.); in vitro-Bestrahlung (P/K s. Abb. IV.1).

auf. Dieser Befund wurde sowohl nach Bestrahlung in Suspension wie
auchimVollblut erhoben. Die Abbildungen V1.9 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 1gG gezeigt. In Tabdle 1V| snd Werte
nach in vitro Bestrahlung mit 0,75 Gy zusammengestellt und zum Ver-
gleich Daten der entsprechenden Versuche mit Maudymphozyten.
Diese Ergebnisse lief¥en dch jedoch nicht reproduzieren. Der zeitliche
Verlauf nach 10 Gy und Bestrahlung in Suspension ist in Abb. 1VII zu
sehen. Anders waren die Ergebnisse wenn, statt wie bisher Anti-1gG,
Anti-IgM verwendet wurde. Wie die Abbildung 1V.12 erkennen |a(,
gibt esvon 0,2 bis 1,0 Gy einen zunehmenden Strahleneffekt. Dieser hat
alerdings eine betrachtliche Schwankungsbreite und ist nach Bestrah-
lung in Vollblut nicht mehr nachzuweisen (Abb. 1V.13).

Diskussion
Mit diesen Untersuchungen sollte die biologische Friiherkennung einer

Strahlendosis in einem Bereich von ca. 0,25 bis 2 Gy Uberpriift werden,
um eine Entscheidung treffen zu kénnen, wie geféhrlich eine etwa not-
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Abb. IV.9 Dos seffekt kurve von Kaninchenlymphozyten 2 Stunden nach Bestrahlung in
Sugpension (anti-Kaninchen-sm-1gG-Bindung, Doppelmarkierungsverfahren: 1. Biotin-
F(ab).-goat-anti-rabbit-1gG, 2. FITC-Streptavidin; (P/K s. Abb. 1V.1).

wendig werdende zweite Strahlenexposition sain konnte. Aus diesem
Grund muf3 die Strahlendosi sermittlung ziemlich unmittelbar nach dem
Strahleninsult erfolgen. Die meisten bisher in diesem Dosisbereich
bekannten Reaktionen sind entweder zu zeitaufwendig oder geben erst
Zu einem spéteren Zeitpunkt die gewinschte 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 erwahnt, wurde von den Autoren die Antikorper-
bindung an die weil3en Blutkorperchen getestet. Dies bedeutet die Un-
tersuchung eines zellwandstandigen Parameters. Auch von KOTELES
etal. (G.J KOTELES, etal. 1976;T. KUBASOVA et a 1981 T. KUBA-
SOVA et al. 1982, J. KOTELES et al. 1983; Z. SOMOSY et al. 1986)
wurden mit verschiedenen Verfahren erfaite Membrananderungen an
verschiedenen Blutzellen in dem hier interessierenden Dosis- und Zeit-
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Abb. IV.10 Dosiseffektkurve von Kaninchenlymphozyten 4-5 Stunden nach Bestrahlung
im Vollblut (anti-Kaninchen-sm-IgG-Bindung, F(ab),-Fragment; goat-anti-rabbit,
* = FITC-markiert oder ~ = Doppelmarkierung wie Abb. IV.9 (P/K s. Abb. IV.1).

bereich beobachtet. SATO et a. (1977) beschreiben die Beeintréchti-
gung der eektrophoretischen Mobilitdt von Erythrozyten, die auch
einen dhnlichen zeitlichen Verlauf hat wie in unseren Versuchen. Auch
nach Bestrahlung mit dicht ionisierenden Strahlen wird der gleiche
Effekt gefunden (VRANSKA et a. 1981—. Morphologische und bio-
chemische Veranderungen an Lymphozyten werden von ANDERSON
et a. (1977) schon 2 Stunden nach Bestrahlung mit50R (ca. 0,5 Gy)
genannt. Von OHY AMA (1983) und YAMADA (1980) werden rastere-
lektronenoptisch Veranderungen schon 4 Stunden nach 400 R erkannt.
Mit dem Durchstrahlungsel ektronenmikroskop sehen CHANDRA und
STEFANI (1981) bereits 15 Minuten nach Bestrahlung von Lymphozy-
ten Vorstllpungen und Lécher in der &ulReren Zellmembran. Auch wir
konnten an vereinzelten Zellen Lécher in der Lymphozytenoberflache
nach 5 bis 10 Gy beobachten (Abb. 1V.14).
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Tabdle V. 1 Bindung von FITC-markiertem Anti-IgG an Humanblut-

lymphozyten verschiedener Spender (0,75 Gy, 0,25 cGy/min., Kobalt-
quelle)

Anteil fluoreszierender Zellen
Kontrolle bestrahlt Qualitit
Y% % d. Kontr.
15,94 32,63 +
14,88 36,15 +
7,78 48,33 + -
17,58 43,46 ++
15,21 56,48 ++
@ 14,28 43,41
- 3,78 +— 9,54
24,43 68,0 Mauslym-
+—- 2,74 +— 10,48 phozyten
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Abb. IV.12 Dosiswirkungskurve der anti-IgM-Bindung 2 Stunden nach Bestrahlung von
Humanlymphozyten in Suspension; Doppelantikérpermethode, 1. Antikérper: Anti-
Human-IgM/ -Kette/IgG/F (ab),-Fragment-Fluoreszcein-konjugiert vom Kaninchen
(Behringwerke, Marburg), 2. AK: Anti-Kaninchen-y-Globulin-IgG/F (ab),-Fragment-
FITC-konjugiert von der Ziege (Behringwerke, Marburg) (P/K s. Abb. IV.1).

Blutzellen von Sdugetieren und Mensch erfahren offenschtlich rasch
nach Bestrahlung V erdnderungen, die sich in membranstandigen Eigen-
schaften bemerkbar machen. Unsere Untersuchungen geben letztlich
keinen schliissigen Hinwels darauf, ob der Strahlenangriff auch auf indi-
rekte Effekte zurlckzufihren ist. Gemeint it hier der Angriff von
Reaktionsprodukten aus dem Milieu der Zellen. Die Untersuchungen
mit Mauselymphozyten scheinen das auszuschlief3en, wenn auch leichte

Abb. IV.11 Zeitlicher Verlauf der anti-lgG-Bindung von Humanlymphozyten nach
Bestrahlungin Suspension mit 1 Gy (P/K s. Abb. IV.]).
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Abb. 1V.13 Dosiswirkungskurve der anti-lgM-Bindung 4 Stunden nach Bestrahlung von

Humanlymphozyten im Vollblut; Doppelantikdrpermethode, s. Abb. V12 (P/KK s
Abb.1V.I).

Unterschiede in der Dos seffektkurve zwischen in vitro- und in vivo-
Bestrahlung gefunden wurden. Wenn in unseren bisherigen Untersu-
chungen Humanlymphozyten nur in Suspension und nicht in VVollblut
mit einer Erniedrigung der Antikorperbindung auf Bestrahlung reagier-
ten, kann moglicherweise auf einen Strahlenschutzeffekt des Plasmas
geschlossen werden. Demgegentiber weisen aber VIRSIK et al. (1980)
darauf hin, dal3 in ihren Untersuchungen zum Interphasetod von Lym-
phozyten Strahlenschutzsubstanzen und | onisationsdichte ohne Einfluf3
snd und daher eher Membranphédnomene denn DNA-Schadigung die
Absterbeursache sind. Die von ihnen bestimmte Dy zum Absterbetest
nach der Trypanblauausschluldmethode liegt in dem von uns untersuch-
ten Dosishereich je nach Untersuchungszeitpunkt. Auf jeden Fall deutet
dif?dgtnr\qvirksamkeit von Strahlenschutzsubstanzen auf einen direkten
E in.
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Abb. V. 14 Lymphozyt mit Léchern in der Membran (5-10 Gy; vereinzeltes Vorkom-
men, Ca. 1 %; rasterelektronenmikroskopische Aufnahme).

Unsere Untersuchungen mit Zweischlagbestrahlung lassen nicht auf
eine Erholung schlief3en, wie auch von VIRSIK et al. (1988) beschrie-
ben wurde. Damit ergibt sch aber die Chance ener individuellen Dosi-
metrie durch Nachbestrahlung in vitro. Aulerdem |83 dch dadurch
maoglicherweise en Tel der Individuaitdt hingchtlich der kritischen
spéteren Folgen (hauptsachlich hdmatopoetisches Syndrom) ausschal-
ten. Dal3 selbst in dem genetisch und haltungsmaldg ziemlich einheit-
lichen Tiermateria individuelle Schwankungen zu erwarten sind, geht
aus Abb. IV.15 hervor. Diese zeigt, dal3 der von uns sogenannte 1. Kon-
stanzbereich der Immunbindungsreaktionsdnderung zwischen 1 bis 6
Stunden nach Bestrahlung bel 3 bis 5 Stunden die geringste Streuung
hat.

Wenn unsere Untersuchungen, an humanem Vollblut mit der Antikor-
perbindung Membrandnderungen zu erfassen, nicht zum Erfolg gefhrt
haben, andert das nichts an der Tatsache, dal3® Membrananderungen
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Abb. 1Y.15 Anderung der Streubreite der Reduktion der Immunbindungsreaktion im
Zeitraum bis6 Stunden nach Bestrahlung (M auslymphozyten).

sehr schnell nach Bestrahlung im subletalen Ganzkérperdosisbereich
auftreten. So haben FACCHINI et a. (1976) auchin dem Strahlendosis-
bereich bis etwa 1,0 Gy eine Beeintréchtigung des capping-Phdnomens
gefunden, die auch mit betrachtlich héherer 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 Membranverdnderungen verfligbar zu machen. Biologische Indivi-
duadosimetrie durch Erfassung friher Strahlenreaktionen hat gegen-
Uber physikalischer, externer Dosimetrie den Vorteil, daf3 die immer
eine Strahlenreaktion beeinflussende physi ol ogisch-biochemische Aus-
gangssituation mindestens bis zu einem gewissen Grad Beriicksichti-
gung findet und somit einen Tell der biologischen Variabilitét eliminiert.
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