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Fur Patienten mit fortgeschrittenem und unresezierbarem NB ist die Radiotherapie zur lokalen
Kontrolle des Tumors essentiell. Zur Beurteilung der Radiosensitivitdt von NB-Zellen wurde
in sechs Zelllinien (IMR-32, VI-856, LA-N-5, KELLY, GI-M-EN und SH-EP), die sich
phanotypisch wie auch genotypisch unterschieden, Apoptose gemessen und mit klonogenen
Standard-Assays verglichen. Des weiteren wurde die Rolle des bei chemotherapie-induzierter
Apoptose wichtigen CD-95 (Fas/Apo-1)-Rezeptors und die Aktivierung der Kaspasenkaskade

untersucht.

Erste Experimente mit Bestrahlung von NB-Zelllinien ergaben bereits in der Mikroskopie
deutliche morphologische Veranderungen der Zellen als Hinweis auf Apoptose. Durch den
Annexin-V-Assay konnte bei zwei Zelllinien (IMR-32 und LA-N-5) Zeichen friiher Apoptose
nachgewiesen werden. Im Nicoletti-Assay wurde Zeitabhéngigkeit (bei 24h, 48h, 72h und
96h) und Dosisabhdngigkeit (bei 2Gy, 4Gy, 10Gy und 30Gy) von strahleninduzierter
Apoptose untersucht. Es fanden sich in den sechs Zelllinien groRe Unterscheide hinsichtlich
der Strahlensensitivitat: IMR-32 und Vi-856 Zellen verhielten sich schon gegentiber niedriger
Strahlendosen sensitiv. In LAN-5 und KELLY Zellen konnte Apoptose nur zeitverzégert und

in hoheren Strahlendosen ausgeldst werden. GI-M-EN und SH-EP verhielten sich



strahlenresistent. Im Gegensatz dazu ergaben sich im Klonogenen Assay zwei Gruppen: IMR-
32 und VI1-856, mit stérker reduzierter Klonogenitéat im Vergleich zu LA-N-5, KELLY, GI-M-
EN und SH-EP. Im Nicoletti-Assay sowie auch im Klonogenen Assay spielte die
Strahlendosis bei der Induktion von Apoptose die entscheidende Rolle. In fiinf von sechs
Zelllinien korrelierten die Ergebnisse des Klonogenen Assays mit denen des Apoptose-
Assays. In der insgesamt strahlenresistenten Zelllinie LAN-5 I&sst sich in héheren Dosen eine
langsame Apoptose ausldsen, die jedoch nicht zum Untergang der Zellpopulation fuhrt. Durch
Versuche mit Kaspasehemmstoffen konnte die Beteiligung der Kaspasen an der
strahleninduzierten Apoptose in unseren NB-Zelllinien nachgewiesen werden. Ebenso wurde
der CD-95-Rezeptorstatus aller sechs NB-Zelllinien untersucht. Es ergab sich ein variables
Expressionsmuster innerhalb der Zelllinien, das nicht mit dem Profil der Strahlensensibilitat
vereinbar ist. Nach Bestrahlung wurde eine Hochregulation des Rezeptors in
strahlenresistenten Zellen (besonders deutlich bei SH-EP) beobachtet. Die klinische
Bedeutung einer strahlentherapieinduzierten Hochregulation des CD-95-Rezeptors fur die

Chemotherapiesensitivitat von NB-Zellen sollte in einem Folgeprojekt untersucht werden.

Schlussfolgerung:

Neuroblastomzelllinien zeigen unterschiedliche Suszeptibilitdt fir Apoptose nach
Bestrahlung. Klonogene Radiosensitivitadt korreliert in den untersuchten NB-Zelllinien mit
strahleninduzierter Apoptose, wenn diese bei niedrigen Dosen und zu frihen Zeiten
beobachtet wird. Die Kaspasenkaskade ist bei strahleninduzierter Apoptose in NB-Zellen von
Bedeutung, die CD-95-Rezeptor Expression hingegen ist kein Indikator fur Radiosensitivitat,
weder hinsichtlich Apoptose noch fiir das klonogene Uberleben. Unterschiedliche Pfade von
Radiotherapie und Chemotherapie induzierter Apoptose weisen auf einen potentiellen Nutzen

kombinierter Therapiemodalitaten hin.



