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Dierelative Resistenz von Zellen gegentiber Bestrahlung unter niedrigen Sauerstoffpartialdruck
ist ein lange bekanntes radiobiologisches Phdnomen und bezieht seine Bedeutung aus dem
maoglichen Vorkommen hypoxischer Zellen in soliden Tumoren. Das in jingerer Zeit neuerlich
gestiegene Interesse, die hypoxische Fraktion fir menschliche Tumoren individuell und im
Sinne eines pradiktiven Assays zu bestimmen, resultiert nicht zuletzt aus der Entwicklung einer
verbesserten  polarographischen  Mikroelektrodentechnik  (Eppendorf  pO,-Histograph).
Klinische Untersuchungen weisen auf eine enge Korrelation zwischen der so ermittelten
Hypoxie von Tumoren und ihren Therapieansprechen hin. Die polarographische Methode
erfaldt vornehmlich eine interstitielle pO.-Verteilung, und die eigentlich interessierende
radiobiologische Hypoxie zum Zeitpunkt einer Bestrahlung mul3 daraus impliziert werden. Da
klassische experimentelle Verfahren zur strahlenbiologischen Bestimmung der hypoxischen
Fraktion fir den klinischen Einsatz ungeeignet sind, wurde vorgeschlagen, den fur initiale
Strahlenschaden — namentlich DNA-Strangbriiche — auftretenden Sauerstoffeffekt zu nutzen,

und die Strangbruchrate in Zellen aus Tumorbiopsien unmittelbar nach einer Klinisch



therapeutischen Exposition zu messen. Der Comet-Assay, eine mikroelektrophoretische
Methode zur Ermittlung der DNA-Schédigung in individuellen Zellen, erscheint ein hierzu
geeignetes Instrument. Ein direkter experimenteller Vergleich der beiden genannten Methoden
zur Uberprifung einer Parallelitét entsprechender MeRRergebnisse sollte in der vorliegenden
Studie am R3327-AT-Experimentaltumor der Ratte durchgefihrt werden.

Der erste Tell dieser Arbeit widmente sich der methodischen Etablierung des Comet-Assay
nach experimentellen Protokollen aus der Literatur und der Wahl geeigneter Analyseparameter
bei der rechnergestiitzen Bildauswertung in der Fluoreszenzmikroskopie. In vitro kultivierte
Zellen des AT-Tumors dienten in der Folge zur Bestimmung der Dosiswirkungsbeziehungen
fur das Comet-Mef3signal nach Bestrahlung sowohl fir euoxische wie anoxische Bedingungen.
Es zeigten sich im Dosisbereich bis 10 Gy (Euoxie) bzw. bis 25 Gy (Anoxie) lineare
Induktionskurven, deren Steigungen im Verhdltnis den erwarteten
Sauerstoffverstérkungsfaktor (OER) von 2.4 zeigten. Comet-Messungen fir verschiedene
eingestellten Sauerstoffpartialdrucke folgten der bekannten O,-Konzentrationsabhangigkeit
zellulérer Effekte (,Alper-Kurve'), mit einem pO, von 5 mmHg fir eine halbmaximale
Radiosensibilisierung.

Nach Validierung der methodischen Voraussetzungen, wurden im zweiten Tell der Arbeit der
Comet-Assay mit Zellen von in situ bestrahlten Dunning-Tumoren durchgefiihrt und mit den
Ergebnissen der unmittelbar vor Bestrahlung erhobenen pO,-Histographien verglichen. Um
Einfliisse von Reparatur zu begrenzen, wurden die bestrahlten Tumoren rasch entnommen und
sofort gekdhlt, und die nachfolgenden Schritte der Zellvereinzelung bis zur Zelllyse, soweit
moglich, bel 4°C durchgefuhrt. Fur die 8 untersuchten Tumoren zeigten sowohl die pO.-
Messungen as auch die Resultate zur Strangbruchinduktion im Comet-Assay eine ausgepréagte
interindividuelle Variahilitét der Tumoroxygenierung, und die Korrelation der experimentellen
Endpunkte mittlerer pO, und mittleres Comet-Moment war statistisch hochsignifikant (p <
0.001).

In der vorliegenden Arbeit konnte somit gezeigt werden, dal? die Erfassung der interstitiellen
Gewebeoxygenierung mittels  Eppendorf-Histographie eine auf der Einzelzellebene
radiobiologisch relevante Mef3grofi3e darstellt.



