3. Ergebnisse





3.1 Proliferation der Lymphocyten nach in vitro Bestrahlung mit Röntgenstrahlen



Eine Vorbedingung für die Mikronukleus-Expression ist die Zellkernteilung. Die Zugabe von Cytochalasin B ist nur sinnvoll, wenn sich die Zellen in einer aktiven Wachstumsphase befinden. Nach dem Standardprotokoll für den Mikronukleus-Assay (Fenech und Morley, 1985 a,b) wird Cytochalasin B 44 Stunden nach Beginn der Kultur hinzugegeben. Die Proliferationsrate der Lymphocyten wurde überprüft, um das Ausmaß der Zellproliferation zu bestimmen und zu beurteilen, ob ein wesentliches Abweichen der Mikronukleusfrequenz eventuell auf eine Veränderung der Binukleationsrate zurückzuführen ist.



3.1.1 Proliferationsrate in unbestrahlten Lymphocyten



Die Proliferationsrate in unbestrahlten Lymphocyten der gesunden Spender betrug im Mittelwert 28,3%. Die individuellen Werte wurden in der Abbildung 1 zusammengestellt. Der niedrigste Wert wurde beim Spender G8 (22,1%) und der höchste beim Spender G2 (36,9%) beobachtet.
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Abbildung � SEQ Abbildung \* ARABIC �1�: Die Proliferationsrate in unbestrahlten Lymphocyten der gesunden Spender. Angegeben sind die 95% Konfidenzgrenzen unter der Annahme einer Binominalverteilung der Daten.



Bei den 14 Wismut-Spendern ohne Tumor wurde im Vergleich zu den gesunden Spendern kein signifikanter Unterschied in der Proliferationsrate beobachtet. Der Mittelwert betrug 23,8%. Die Differenzen bei der Binuklearisierung zwischen den einzelnen Spendern sind in dieser Gruppe ausgeprägter als in der Kontrollgruppe. Die kleinste Proliferationsrate wurde beim Spender W91 (10,3%) beobachtet und die größte beim W100 mit 38,7%. In dieser Gruppe findet man 5 Spender mit einer Proliferationsrate unter 20% (W88,90,91,94 und 97), was bei den gesunden Spendern nicht beobachtet wurde. 

In der Abbildung 2 sind die einzelnen Werte der Binuklearisierung der unbestrahlten Lymphocyten von Wismut-Arbeitern ohne Tumor abgebildet.

Die niedrigste Proliferationsrate wurde beim Spender W91 (10,3%) und die höchste beim Spender W100 (38,7%) beobachtet.
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Abbildung � SEQ Abbildung \* ARABIC �2�: Die Proliferationsrate in unbestrahlten Lymphocyten bei 14 Wismut-Arbeitern ohne Tumor. Angegeben sind die 95% Konfidenzgrenzen unter der Annahme einer Binominalverteilung der Daten.



In der Gruppe von 55 Wismut-Arbeitern mit Tumor (WT+WTS) lag der mittlere Proliferationsgrad nur bei 11,7%. Dieser Wert ist signifikant niedriger als der entsprechende Wert der gesunden Spender (p<0,0001) und der Wismut-Arbeiter ohne Tumor (p<0,0001).



Im weiteren Verlauf der Arbeit konnten aufgrund der schlechteren Proliferation der Zellen bzw. mangelnder Qualität der Präparate, nicht immer alle 55 Wismut Spender mit Tumor berücksichtig werden. Die Anzahl der einbezogenen Präparate wird jeweils genannt.
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Abbildung � SEQ Abbildung \* ARABIC �3�: Die Proliferationsrate in unbestrahlten Lymphocyten der gesunden Spender, Wismut-Arbeiter ohne Tumor und Wismut-Arbeiter mit Tumor. Angegeben ist der Standardfehler vom Mittelwert (G: n=9; W: n=14; WT: n=41; WTS: n=14).



Aufgrund der Krankheitsgeschichte wurden Probanden unterschiedlich behandelt. Vierzehn Spender erhielten eine Strahlentherapie. 

Betrachtet man den Proliferationsgrad bei den Wismut Probanden, die nicht strahlentherapiert wurden (WT), so lag er bei 12,8%. Dieser Wert ist signifikant niedriger als die Werte der gesunden Spender (p<0,0001) und Wismut-Arbeiter ohne Tumor (p<0,0001).

In einer Gruppe von vierzehn Wismut-Spendern mit Tumor, die eine Strahlentherapie erhielten (WTS), betrug die Proliferationsrate der Lymphocyten im Mittel nur 8,3%. Dies ist signifikant niedriger nicht nur gegenüber den gesunden Probanden (p<0,0001) und Wismut Arbeitern ohne Tumor (p<0,0001), sondern auch gegenüber den Wismut-Arbeitern mit Tumor ohne Strahlentherapie (p<0,05).



















3.1.2 Proliferationsrate in bestrahlten Lymphocyten



Um die Dosis-Effekt Beziehung zu analysieren, wurden die Lymphoycten der gesunden Spender und Wismut-Arbeiter in vitro mit verschiedenen Dosen Röntgenstrahlen bestrahlt.





3.1.2.1 Proliferation in bestrahlten Lymphocyten der gesunden Spender



Tabelle 1 bietet eine Übersicht der einzelnen Proliferationsraten der Lymphocyten von gesunden Spendern.



Tabelle � SEQ Tabelle \* ARABIC �1�: Die Proliferationsrate der Lymphocyten von gesunden Spendern nach in vitro Bestrahlung mit Röntgenstrahlen

Dosis (Gy)�0�0,1�0,3�0,5�1�1,25�2�2,5��G 1�34,4�33,7�33,1�30,0�24,2�22,5�17,7�19,3��G 2�36,9�34,6�26,5�30,3�25,6�33,1�27,3�23,0��G 3�31,0�31,3�28,6�26,7�27,5�30,1�24,2�20,0��G 4�25,9�25,9�22,7�23,6�21,8�22,7�15,2�8,2��G 5�24,2�25,4�24,8�22,5�20,0�20,3�18,4�19,6��G 6�29,0�23,3�21,2�23,0�20,0�17,0�14,5�13,4��G 7�24,8�22,7�21,8�30,0�15,6�20,0�10,7�13,0��G 8�22,1�26,4�22,1�21,8�16,3�12,6�22,1�13,4��G 9�25,9�22,7�23,3�25,9�23,9�27,0�19,3�17,6��

Bei einer Dosis von 0,1 Gy lag die Proliferationsrate zwischen 22,7% (Spender G7 und G9) bis 34,6% (Spender G2). Nicht bei allen Spendern wurde nach einer Bestrahlung mit 0,1 Gy  eine Abnahme der proliferierenden Zellen beobachtet. Bei den Probanden G3 und G5 wurde eine leichte Erhöhung an binukleären Lymphocyten festgestellt. Diese Werte sind aber nicht signifikant höher als die Kontrollwerte (p=0,98). Bei dem Spender G4 blieb die Proliferationsrate nach der Bestrahlung mit 0,1 Gy konstant.

Nach 0,3 Gy Röntgenstrahlen wurde in allen Fällen eine Abnahme der proliferierenden Zellen beobachtet. Dieser Wert ist nicht signifikant verschieden gegenüber der Proliferation nach Bestrahlung mit 0,1 Gy. 

In 4 Fällen wurde nach der Bestrahlung mit 0,5 Gy eine Senkung der Binuklearisierung festgestellt (G1, G3, G5 und G8) gegenüber 0,3 Gy. Bei den anderen Spendern wurde eine leichte Zunahme der binukleren Lymphocyten im Vergleich zu 0,3 Gy beobachtet. 

Nach 1 Gy Röntgenstrahlen wurde bei den meisten Probanden (n=8) eine deutliche Abnahme der proliferierenden Zellen beobachtet. Nur beim Spender G 3 wurde eine leichte Erhöhung der Binuklearisierung im Verhältnis zu den Ergebnissen nach 0,5 Gy festgestellt.

Die Bestrahlung mit 1,25 Gy bewirkte in 4 Fällen eine Senkung der Proliferation im Vergleich zu dem letzten Meßpunkt (1 Gy). Die Lymphocyten aller anderen Spender zeigten eine erhöhte Proliferationsrate und beim Spender G9 war dieser Wert höher als in unbestrahlten Zellen. Nach 2 Gy Röntgenstrahlen wurde nur beim Spender G8 eine Zunahme der proliferierenden Lymphocyten festgestellt. Dieser Wert entsprach der Proliferation in unbestrahlten Zellen.

Fast in allen Fällen war die Binuklearisierung nach 2,5 Gy niedriger als nach 2 Gy Bestrahlung (G2, G3, G4, G6, G8, G9).

In der Abbildung 4 wurden die gemittelten Werte aller Spender zusammengestellt. 



�

Abbildung � SEQ Abbildung \* ARABIC �4�: Die Proliferationsrate der Lymphocyten von gesunden Spendern in Abhängigkeit von der Strahlendosis. Angegeben ist der Standardfehler vom Mittelwert (G: n=9).



Trotz der großen Schwankungen auf der individuellen Ebene wurde auf dem Populationsniveau ein Abfall der Proliferationsrate mit steigender Dosis beobachtet.

Die Bestrahlung der Lymphocyten von gesunden Spendern wirkte hemmend auf die Binuklearisierung. 





3.1.2.2 Proliferation der bestrahlten Lymphocyten der Wismut-Arbeiter ohne Tumor 



Die Lymphocyten der Wismut-Arbeiter ohne Tumor wurden in vitro mit 2,5 Gy und 5 Gy Röntgenstrahlen bestrahlt.

Nach einer Dosis von 2,5 Gy wurde beim Spender W88 (6,5%) die niedrigste und beim Spender W95 mit 21,5% die höchste Proliferationsrate ermittelt (Abbildung 5). Der Mittelwert betrug 14,7%((1,73). Alle Werte wiesen einen signifikanten Unterschied gegenüber der Binuklearisierung der unbestrahlten Lymphocyten (p<0,001) auf.
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Abbildung � SEQ Abbildung \* ARABIC �5�: Die Proliferationsrate der bestrahlten Lymphocyten (2,5 Gy) der Wismut-Arbeiter ohne Tumor. Angegeben sind die 95% Konfidenzgrenzen unter der Annahme einer Binominalverteilung der Daten.



Nach einer Bestrahlung der Lymphocyten mit 5 Gy Röntgenstrahlen wurde die Zellproliferation so sehr beeinträchtigt, daß eine Ermittlung der Binuklearisierung nicht möglich war.





3.1.2.3 Proliferation in bestrahlten Lymphocyten der Wismut-Arbeiter mit Tumor



Die Zellen wurden in vitro mit 2,5 Gy und 5 Gy Röntgenstrahlen bestrahlt. Auch in dieser Gruppe war es aufgrund der großen Beeinträchtigung der Zellproliferation nicht immer möglich, die Proliferationsrate zu ermitteln.

Die einzelnen Werte sind in Tabelle 2 dargestellt.



Tabelle � SEQ Tabelle \* ARABIC �2�: Die Proliferation der bestrahlten Lymphocyten (2,5 Gy) der Wismut-Arbeiter mit Tumor

Spender�Proliferation (%)�Spender�Proliferation (%)��WT 3�3,3�WTS 2�2,9��WT 6�6,1�WTS 5�0,9��WT 7�1,9�WTS 8�3,3��WT 9�7,4�WTS 14�3,8��WT 10�1,0�WTS 28�6,5��W T11�9,5�WTS 37�1,9��WT 12�8,6�WTS 52�3,0��WT 13�8,2�WTS 56�2,0��WT 18�3,3�WTS 64�0,5��WT 19�3,8�WTS 65�2,4��WT 23�2,9����WT 24�10,0����WT 25�5,6����WT 26�2,4����WT 27�0,5����WT 29�1,9����WT 30�23,0����WT 33�3,8����WT 34�3,8����WT 44�2,4����WT 46�7,4����WT 51�2,4����WT 53�12,0����WT 54�3,4����WT 55�6,0����WT 57�11,0����WT 58�7,8����WT 59�12,6����WT 60�9,0����WT 61�7,4����WT 62�2,0����WT 63�2,4����WT 66�4,3����WT 67�7,8����

Der Proliferationsgrad der Lymphocyten aller Wismut-Arbeiter mit Tumor (WT+WTS) nach 2,5 Gy Bestrahlung lag bei 5,3% ((0,99). Dieser Wert ist signifikant niedriger im Vergleich zu der Binuklearisierung der Zellen in unbestrahlten Lymphocyten (p<0,0001) in der ganzen Gruppe. 

Im Falle der sieben Spender, die strahlentherapiert wurden, war die Binuklearisierung der Lymphocyten nach 2,5 Gy in vitro Röntgenstrahlen deutlich niedriger (2,7%) als bei den  Wismut-Spendern ohne Strahlentherapie (6,0%).
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Abbildung � SEQ Abbildung \* ARABIC �6�: Die Proliferation der bestrahlten Lymphocyten (2,5 Gy) der Wismut-Arbeiter mit Tumor. Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler vom Mittelwert (WT: n=34; WTS: n=10).



Nach einer in vitro Bestrahlung mit 5 Gy Röntgenstrahlen betrug der Mittelwert der Proliferation bei den Spendern ohne Strahlentherapie 3,0% ((0,44) und bei den Probanden, die einer Strahlentherapie unterzogen worden sind, lag er bei 1,5% (( 0,36); ( Abbildung 7).
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Abbildung � SEQ Abbildung \* ARABIC �7�: Die Proliferation der bestrahlten Lymphocyten (5,00 Gy) der Wismut-Arbeiter mit Tumor. Angegeben ist der Standardfehler vom Mittelwert (WT: n=26; WTS: n=8)

Alle diese Werte sind signifikant niedriger als die Proliferation nach 2,5 Gy in vitro Bestrahlung (p<0,001) und als die Proliferationswerte in unbestrahlten Lymphocyten der Wismut-Spender mit Tumor (p<0,0001).





3.1.2.4 Vergleich der Proliferationsraten der Lymphocyten von gesunden Spendern und Wismut-Arbeitern nach 2,5 Gy in vitro Bestrahlung mit Röntgenstrahlen



In der Abbildung 8 wurde die Binuklearisierung der Lymphocyten aller untersuchten Gruppen nach einer Bestrahlung in vitro mit 2,5 Gy zusammengefaßt. Es wurden keine signifikanten Unterschiede (p=0,46) bei der Binuklearisierung der Lymphocyten von Wismut-Spendern ohne Tumor gegenüber den gesunden Probanden ermittelt.

In der Gruppe von Wismut-Arbeitern mit Tumor wurde nach einer Bestrahlung in vitro mit 2,5 Gy eine hoch signifikant gesenkte Proliferationsrate festgestellt, nicht nur im Vergleich zu den gesunden Spendern (p<0,0001), sondern auch gegenüber dem Wismut-Kollektiv ohne Tumor (p<0,0001). 
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Abbildung � SEQ Abbildung \* ARABIC �8�: Die Proliferationsraten der bestrahlten Lymphocyten (2,5 Gy) von gesunden Spendern und Wismut-Arbeitern. Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler vom Mittelwert (G: n=9; W: n=14, WT: n=34; WTS: n=10).









3.2 Analyse von Mikronuklei in binukleären Lymphocyten



Im Rahmen dieser Untersuchungen wurde die Abhängigkeit der Mikronukleus-Expression von der Strahlendosis analysiert. Das Blut mit den Lymphocyten von gesunden Spendern (G, n=9), von Wismut-Arbeitern ohne Tumor (W, n=14) und Wismut-Arbeitern mit Tumor (WT+WTS, n=55) wurde mit verschiedenen Dosen Röntgenstrahlen in vitro bestrahlt Die letzte Gruppe, die Wismut-Arbeiter mit Tumoren repräsentiert, wurde ferner auf zwei Gruppen unterteilt: 

Wismut-Arbeiter mit Tumor ohne Strahlentherapie (WT, n=41)

Wismut-Arbeiter mit Tumor, die eine Strahlentherapie erhielten (WTS, n=14).





3.2.1 Mikronuklei in unbestrahlten Lymphocyten



Zunächst wurden die Häufigkeiten der spontanen Mikronuklei in Lymphocyten der gesunden Spender und der Wismut-Arbeiter bestimmt. Tabelle 3 gibt einen Überblick über die spontanen Mikronukleus-Frequenzen und die Verteilung der Mikronuklei in den binukleären Zellen.

In jeder Gruppe enthielten die meisten Mikronukleus-positiven Zweikerner nur einen Mikronukleus. Maximal wurden fünf  Mikronuklei pro binukleärer Zelle beobachtet (Mn/Bn).

Bei den gesunden Spendern wurde die niedrigste Mikronukleusrate bei den Spendern G6 und G9 (0,009 Mikronuklei/Bn) und die höchste (0,023 Mikronuklei/Bn) bei Probanden G3 und G5 ermittelt.

In der Gruppe der Wismut-Arbeiter ohne Tumor betrug die niedrigste spontane Mikronukleusfrequenz 0,009 Mikronuklei/Bn-Zelle (W97) und die höchste 0,040 Mikronuklei/Bn-Zelle (W98).

Bei den Wismut-Arbeitern mit Tumor ohne Strahlentherapie wurden minimal 0,004 (WT25) und maximal 0,129 Mikronuklei (WT32) pro binukleärer Zelle gefunden.

Wismut-Arbeiter mit Tumor, die während einer Tumorbehandlung einer Strahlentherapie unterzogen wurden, wiesen deutlich mehr spontane Mikronuklei (niedrigster Wert 

0,022 Mn/Bn und höchster Wert 0,145 Mn/Bn) auf.





Tabelle 3: Mikronuklei in unbestrahlten Lymphocyten

Tabellenkürzel: Mn/Bn = Mikronukleuszahl pro Zweikerner, Bn = Gesamtzahl Zweikerner, 

Di = Dispersions-Index [Di =SD2 / (Mn/Bn), siehe Edawards et al., 1979], Ü = Überverteilung.



a) gesunde Spender



Spender�Bn�Bn-Zellen mit n (0,1,2,3,4,5) Mikronuklei ��Di��Mn/Bn����0�1�2�3�4�5���������������������G 1�1000�983�17�������0,98��0,017��G 2�1000�985�15�������0,98��0,015��G 3�1000�979�20��1�����1,24�Ü�0,023��G 4�1000�987�11�1�1�����1,48�Ü�0,016��G 5�1000�984�12�3���1���2,10�Ü�0,023��G 6�1000�993�5�2������1,43�Ü�0,009��G 7�1000�988�12�������0,99��0,012��G 8�1000�989�11�������0,99��0,011��G 9�1000�992�7�1�������Ü�0,009��S�9000�8880�110�7�2�0�1��Mw.:�1,33�Ü�0,015��

b) Wismut-Spender ohne Tumor



Spender�Bn�Bn-Zellen mit n (0,1,2,3,4,5) Mikronuklei ��Di��Mn/Bn����0�1�2�3�4�5���������������������W 88�1000�989�11�������0,99��0,011��W 89�1000�987�12�1������1,13�Ü�0,014��W 90�1000�981�18��1�����1,26�Ü�0,021��W 91�1000�969�26�4�1�����1,34�Ü�0,037��W 92�1000�986�12�2������1,23�Ü�0,016��W 94�1000�978�21�1������1,06��0,025��W 95�1000�988�10�1���1���2,28�U�0,019��W 96�1000�970�24�4�2�����1,49�U�0,038��W 97�1000�992�7�1������1,21�Ü�0,009��W 98�1000�970�22�6�2�����1,56�Ü�0,040��W 99�1000�989�9��2�����1,79�Ü�0,015��W 100�1000�987�12�1������1,13�Ü�0,014��W 102�1000�985�14��1�����1,34�Ü�0,017��W 103�1000�980�17�3������1,24�Ü�0,023��S�14000�13751�215�24�9�0�1��Mw.:�1,41�Ü�0,022��



c) Wismut-Spender mit Tumor ohne Strahlentherapie



Spender�Bn�Bn-Zellen mit n (0,1,2,3,4,5) Mikronuklei ��Di��Mn/Bn����0�1�2�3�4�5���������������������WT 3�1000�990�9�1������1,18�Ü�0,011��WT 6�1000�991�8��1�����1,54�Ü�0,011��WT 7�1000�985�13�2������1,22�Ü�0,017��WT 9�1000�986�14�������0,98��0,014��WT 10�1002�984�11�4�3�����1,90�Ü�0,028��WT 11�1000�982�18�������0,98��0,018��WT 12�985�984�1�������1,00��0,017��WT 13�1000�987�11�2������1,25�Ü�0,015��WT16�1000�986�13��1�����1,36�Ü�0,016��WT 18�1000�977�18�3�2�����1,60�Ü�0,030��WT 19�1000�952�41�6�1�����1,26�Ü�0,056��WT 23�1000�980�19�1������1,07��0,021��WT 24�1000�987�12�1������1,29�Ü�0,014��WT 25�1000�997�2�1������1,49�Ü�0,004��WT 26�1000�988�9�2�1�����1,61�Ü�0,016��WT 27�1000�984�11�5������1,46�Ü�0,021��WT 28�1000�973�22�5������1,28�Ü�0,032��WT 29�1000�988�8�4������1,48�Ü�0,016��WT 32�1000�912�57�22�8�1����1,68�Ü�0,129��WT 33�1000�992�7���1����2,08�Ü�0,011��WT 34�1000�994�3�3������1,66�Ü�0,009��WT 43�1000�994�6�������0,99��0,006��WT 44�1000�985�13�2������1,22�Ü�0,017��WT 45�1000�992�8�������0,99��0,008��WT 46�1000�991�9�������0,99��0,009��WT 47�1000�986�11�2�1�����1,54�Ü�0,018��WT 48�1000�988�10�1�1�����1,52�Ü�0,015��WT 49�1000�988�11�1������1,14�Ü�0,013��WT 50�1000�956�37�7������1,22�Ü�0,051��WT 51�1000�988�12�������0,99��0,012��WT 53�1000�993�6��1�����1,70�Ü�0,009��WT 54�1000�992�7��1�����1,60�Ü�0,010��WT 55�1000�995�5�������0,99��0,005��WT 57�1000�986�12�2������1,23�Ü�0,016��WT 58�1000�976�21�3������1,97�Ü�0,027��WT 59�1000�991�9�������0,99��0,009��WT 60�1000�987�12�1������1,13�Ü�0,014��WT 61�1000�983�16�1������1,09�Ü�0,018��WT 62�1000�983�16�1������1,09�Ü�0,018��WT 63�1000�975�20�4�1�����1,42�Ü�0,031��WT 66�1000�988�11�1������1,14�Ü�0,013��WT 67�1000�989�11�������0,99��0,011��S�41987�41305�570�88�22�2�0��Mw.:�1,39�Ü�0,020��d) Wismut-Spender mit Tumor nach Strahlentherapie



Spender�Bn�Bn-Zellen mit n (0,1,2,3,4,5) Mikronuklei ��Di��Mn/Bn����0�1�2�3�4�5���������������������WTS 2�1000�961�30�8��1����1,51�Ü�0,050��WTS 5�1000�922�55�21�2�����1,42�Ü�0,103��WTS 8�504�466�32�6������1,19�Ü�0,087��WTS 14�1000�896�69�29�6�����1,50�Ü�0,145��WTS 15�1000�980�18�2������1,16�Ü�0,022��WTS 17�1000�937�47�15�1�����1,37�Ü�0,080��WTS 28�1000�933�45�14�7�1����1,74�Ü�0,098��WTS 31�706�645�42�16�3�����1,48�Ü�0,117��WTS 35�0�������������WTS 37�1000�979�14�7������1,47�Ü�0,028��WTS 52�1000�981�13�4�2�����1,71�Ü�0,027��WTS 56�1007�915�65�20�5�2����1,61�Ü�0,127��WTS 64�1000�979�17�3�1�����1,44�Ü�0,026��WTS 65�1000�968�29�3������1,14�Ü�0,035��S�12217�11562�476�148�27�4�0��Mw.:�1,51�Ü�0,071��

Aus Tabelle 3 wird ersichtlich, daß sich die Mikronukleus-Spontanraten in Lymphocyten von gesunden Probanden (Mittelwert 0,015 Mn/Bn), Wismut-Arbeitern ohne Tumor (Mittelwert 0,021 Mn/Bn) und Wismut-Arbeitern mit Tumor ohne Strahlentherapie (Mittelwert 0,020 Mn pro Bn-Zelle) nicht signifikant unterscheiden. In allen Fällen wurden allerdings interindividuelle Variabilitäten festgestellt. Es ergab sich ein Variabilitätsfaktor (Quotient aus höchster und niedrigster Mikronukleusrate) von 2,6 für Normalspender, 4,5 für Wismut-Spender ohne Tumor und 32,3 für Wismut-Spender mit Tumor ohne Strahlentherapie.

Die spontane Mikronukleushäufigkeit in jeder der oben erwähnten Gruppen unterscheidet sich hoch signifikant (p<0,0001) von der Mikronukleusrate der Wismut-Spender mit Tumor, die sich einer Strahlentherapie unterziehen mußten ( Mittelwert 0,071 Mn/Bn). (Abbildung 9) 
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Abbildung � SEQ Abbildung \* ARABIC �9�: Mikronukleushäufigkeit in unbestrahlten Lymphocyten von gesunden Spendern und Wismut-Arbeitern. Angegeben ist der Standardfehler vom Mittelwert (G: n=9; W: n=14; WT: n=41; WTS: n=14).





3.2.2 Dosiswirkungsbeziehung nach in vitro Bestrahlung



In jeder untersuchten Gruppe wurde ein Anstieg der Mikronukleusfrequenz nach in vitro Bestrahlung beobachtet. Dosisabhängig stieg auch die Zahl der binukleären Zellen, die mehr als einen Mikronukleus enthielten. Es wurden Zweikerner mit bis zu 9 Mn/Bn beobachtet. Tabellen 4 , 5, 6 und 7 geben einen Überblick der Häufigkeiten und Verteilungen der  induzierten Mikronuklei von gesunden Personen, Wismut-Arbeitern ohne Tumor und Wismut-Arbeitern mit Tumor.



3.2.2.1 Strahleninduzierte Mikronuklei in Lymphocyten gesunder Spender



In dieser Gruppe wurden die Mikronukleushäufigkeiten nach 0,10; 0,30; 0,50; 1,00 1,25, 2,00 und 2,50 Gy bestimmt. Unser Interesse galt insbesondere der Ermittlung der Mikronukleushäufigkeiten im niedrigen Dosisbereich, also bis zu 0,50 Gy. Die Untersuchungen haben ergeben, daß sich die Mikronukleushäufigkeit nach jeder dieser Dosen vom Kontrollwert signifikant unterscheidet. Bereits nach 0,10 Gy Röntgenstrahlen wurden auf dem Populationsniveau signifikant mehr Mikronuklei in binukleären Zellen (n=9, Mittelwert: 0,026 Mn/Bn) gefunden als in unbestrahlten Lymphocyten (p<0,001). Es wurde dagegen kein Unterschied zwischen 0,10 und 0,30 Gy (Mittelwert: 0,033 Mn/Bn, p=0,287) festgestellt.

Nach 0,50 Gy Röntgenstrahlen wurde ein signifikanter Anstieg (p<0,0001) der Mikronukleushäufigkeit (Mittelwert: 0,059 Mn/Bn)  gegenüber 0,30 Gy beobachtet. Die Untersuchungen der Mikronukleushäufigkeiten nach Dosen über 0,50 Gy ergaben, daß sich diese zwischen den einzelnen Behandlungen hoch signifikant unterscheiden. Nach der höchsten in diesen Experimenten eingesetzten Dosis (2,50 Gy) wurden 0,620 Mn/Bn ermittelt. 



Hinsichtlich der Anwendbarkeit des Mikronukleustestes als biologischer Indikator wurden die spontanen und strahleninduzierten Mikronukleushäufigkeiten der einzelnen Spender miteinander verglichen.

Die Untersuchungen auf dem individuellen Niveau ergaben, daß nur bei zwei Spendern (G7, G9) ein signifikanter Unterschied zwischen den Mikronukleusraten der unbestrahlten und der mit 0,10 Gy bestrahlten Lymphocyten beobachtet wurde. Nach 0,30 Gy wurden in 7 von 9 Fällen signifikante Unterschiede gegenüber der spontanen Mikronukleushäufigkeit ermittelt. Erst ab 0,50 Gy Bestrahlung wurden bei allen Spendern signifikante Unterschiede der Mikronukleushäufigkeiten gegenüber den spontanen Mikronukleusraten ermittelt.

Die Dosiswirkungsbeziehung der gesunden Spender zeigte einen nicht-linearen Anstieg der Mikronukleushäufigkeit mit der Dosis. Bildet man für die Mikronukleusraten der Lymphocyten der gesunden Spender für jede Dosis aus den individuellen Daten das gewichtete Mittel, so ergibt sich eine Dosiswirkungsbeziehung, die statistisch mit dem linear-quadratischen Modell kompatibel ist (y = c + (D + (D2 ; y = Frequenz der Mikronuklei (Mn/Bn), D= Dosis (Gy), 

c = spontane Mikronukleushäufigkeit, ( und ( sind Koeffizienten):



			y = 0,017 + 0,049 D + 0,075 D2

(Die Abweichung in der Mikronukleus-Spontanhäufigkeit, die in der Gleichung angegeben ist (0,017Mn/Bn), und der gezählten Spontanhäufigkeit (0,015 Mn/Bn), resultiert aus der Kurvenanpassung).



In der Abbildung 10 wurden die Mikronukleushäufigkeiten in zweikernigen Lymphocyten von gesunden Spendern dargestellt.
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Abbildung � SEQ Abbildung \* ARABIC �10�: Mikronukleusfrequenzen in bestrahlten Lymphocyten von gesunden Spendern. Angegeben ist der Standardfehler vom Mittelwert (G: n=9).





Tabelle 4: Mikronuklei in bestrahlten Lymphocyten der gesunden Spender



a) 0,10 Gray 



Spender�Bn�Bn-Zellen mit n (0,1,2,3,4,5) Mikronuklei ��Di��Mn/Bn����0�1�2�3�4�5���������������������G 1�1000�979�19�2������1,15�Ü�0,023��G 2�1000�976�19�5������1,32�Ü�0,029��G 3�1000�967�29�3�1�����1,28�Ü�0,038��G 4�1000�975�21�4������1,25�Ü�0,029��G 5�1000�973�20�7������1,38�Ü�0,034��G 6�1000�989�10�1������1,15�Ü�0,012��G 7�1000�977�17�5�1�����1,50�Ü�0,030��G 8�1000�982�18�������0,98��0,018��G 9�1000�979�18�2�1�����1,38�Ü�0,025��S�9000�8797�171�29�3�0�0��Mw.:�1,29�Ü�0,026��















b) 0,30 Gray



Spender�Bn�Bn-Zellen mit n (0,1,2,3,4,5) Mikronuklei ��Di��Mn/Bn����0�1�2�3�4�5���������������������G 1�1000�980�16�4������1,31�Ü�0,024��G 2�1000�968�30�2������1,08�Ü�0,034��G 3�1000�956�40�3�1�����1,19�Ü�0,049��G 4�1000�968�30�2������1,08�Ü�0,034��G 5�1000�965�28�7������1,29�Ü�0,042��G 6�1000�982�16�2������1,18�Ü�0,020��G 7�1000�968�30�2������1,08�Ü�0,034��G 8�1000�966�30�3�1�����1,27�Ü�0,039��G 9�1000�976�24�������0,98��0,024��S�9000�8729�244�25�2�0�0��Mw.:�1,17�Ü�0,033��

c) 0,50 Gray



Spender�Bn�Bn-Zellen mit n (0,1,2,3,4,5) Mikronuklei ��Di��Mn/Bn����0�1�2�3�4�5���������������������G 1�1000�947�50�3������1,05�Ü�0,056��G 2�1000�929�68�3������1,00��0,074��G 3�1000�941�53�3�2�1����1,37�Ü�0,069��G 4�1000�945�46�8�1�����1,27�Ü�0,065��G 5�1000�939�50�8�2�1����1,45�Ü�0,076��G 6�1000�966�32�2������1,07��0,036��G 7�1000�958�39�3������1,09�Ü�0,045��G 8�1000�944�48�8������1,19�Ü�0,064��G 9�1000�957�38�3�2�����1,31�Ü�0,050��S�9000�8526�424�41�7�2�0��Mw.:�1,22�Ü�0,059��

d) 1,00 Gray



Spender�Bn�Bn-Zellen mit n (0,1,2,3,4,5) Mikronuklei � �Di��Mn/Bn����0�1�2�3�4�5���������������������G 1�1000�859�116�22�3�����1,19�Ü�0,169��G 2�1000�887�101�10�1��1���1,23�Ü�0,129��G 3�1000�877�108�11�3�1����1,22�Ü�0,143��G 4�1000�911�75�8�6�����1,37�Ü�0,109��G 5�1000�881�105�14������1,08��0,133��G 6�1000�831�157�9�3�����1,01��0,184��G 7�1000�878�100�20�1�1����1,25�Ü�0,147��G 8�1000�866�102�27�3�2����1,38�Ü�0,173��G 9�1000�893�92�13�1�1����1,23�Ü�0,125��S�9000�7883�956�134�21�5�1��Mw.:�1,22�Ü�0,146��e) 1,25 Gray



Spender�Bn�Bn-Zellen mit n(0,1,2,3,4,5) Mikronuklei ��Di��Mn/Bn����0�1�2�3�4�>= 5���������������������G 1�1000�830�139�30���1���1,19�Ü�0,205��G 2�1000�854�124�18�4�����1,18�Ü�0,172��G 3�1000�861�110�21�7�1����1,37�Ü�0,177��G 4�1000�872�116�12������1,03��0,140��G 5�1000�832�145�19�2�2����1,18�Ü�0,197��G 6�1000�764�181�53�2�����1,11�Ü�0,293��G 7�1000�771�196�30�3�����1,03��0,265��G 8�1000�817�154�24�3�2����1,19�Ü�0,219��G 9�1000�820�160�18�1�1����1,06�Ü�0,203��S�9000�7421�1325�225�22�6�1��Mw.:�1,52�Ü�0,219��

f) 2,00 Gray



Spender�Bn�Bn-Zellen mit n (0,1,2,3,4,5) Mikronuklei ��Di��Mn/Bn����0�1�2�3�4�>=5���������������������G 1�1000�643�292�57�7��1���0,98��0,432��G 2�1000�696�256�36�12�����1,03��0,364��G 3�1000�759�186�44�7�4����1,26�Ü�0,311��G 4�1000�803�170�22�3�1�1���1,17�Ü�0,232��G 5�1000�599�369�29�2�1����0,75��0,437��G 6�1000�627�297�63�9�3�1���1,04��0,467��G 7�1000�590�308�80�18�4����1,05��0,538��G 8�1000�641�278�67�13��1���1,05��0,458��G 9�1000�665�261�61�11�1�1���1,09�Ü�0,425��S�9000�6023�2417�459�82�14�5��Mw.:�1,05��0,407��

g) 2,50 Gray



Spender�Bn�Bn-Zellen mit n (0,1,2,3,4, 5) Mikronuklei ��Di��Mn/Bn����0�1�2�3�4�>=5���������������������G 1�1000�632�287�61�14�4�2���1,14�Ü�0,479��G 2�1000�590�339�57�11�2�1���0,95��0,499��G 3�1000�667�235�84�10�3�1���1,18�Ü�0,450��G 4�1000�579�311�80�24�5�1���1,11�Ü�0,572��G 5�1000�451�359�137�41�10�2���1,04��0,807��G 6�1000�502�337�132�26�2�1���0,98��0,666��G 7�1000�449�404�111�28�8����0,91��0,742��G 8�1000�506�318�142�30�3�1���1,02��0,709��G 9�1000�528�322�118�28�3�1���1,04��0,659��S�9000�4904�2912�922�212�40�10��Mw.:�1,05��0,623��3.2.2.2 Strahleninduzierte Mikronuklei in Lymphocyten der Wismut-Arbeiter ohne Tumor



Die Mikronukleushäufigkeiten wurden nach 2,50 Gy und 5,00 Gy Röntgenstrahlen analysiert.

Die Bestimmung der Mikronukleusraten nach 2,50 Gy Röntgenstrahlen ergab einen hoch signifikanten Anstieg (Mittelwert: 0,578 Mn/Bn) gegenüber den Kontrollwerten (p<0,0001). Dieser Wert unterscheidet sich jedoch nicht signifikant von den Mikronukleushäufigkeiten nach 2,50 Gy Bestrahlung in Lymphocyten der Kontrollpersonen (Abbildung 11).

Die einzelnen Werte der Wismut-Spender ohne Tumor sind in der Tabelle 5 dargestellt.



Wegen einer nahezu kompletten Hemmung der Zellproliferation war es nicht möglich, die Mikronukleushäufigkeiten nach einer Dosis von 5 Gy zu ermitteln.



Tabelle 5: Mikronuklei in bestrahlten Lymphocyten (2,50 Gy) der Wismut-Arbeiter ohne Tumor



Spender�Bn�Bn-Zellen mit n (0,1,2,3,4,5) Mikronuklei ��Di��Mn/Bn����0�1�2�3�4�>=5���������������������W 88�400�139�139�86�27�8�1���0,98��1,702��W 89�1000�398�366�169�57�8�2���0,97��0,917��W 90�1000�543�308�120�23�5�1���1,07�Ü�0,642��W 91�1000�478�305�153�54�10����1,11�Ü�0,813��W 92�1000�479�338�146�32�5����0,98��0,746��W 94�1000�510�326�126�31�3�4���1,08�Ü�0,705��W 95�1000�790�187�22�1�����0,98��0,234��W 96�1000�598�290�93�14�4�1���1,09�Ü�0,539��W 97�1000�652�257�74�17�����1,09�Ü�0,456��W 98�1000�620�279�82�17�2����1,07�Ü�0,502��W 99�1000�712�242�34�12�����1,06�Ü�0,346��W 100�1000�443�371�146�33�7����0,94��0,790��W 102�1000�458�372�136�31�3����0,91��0,749��W 103�1000�574�308�88�23�5�2���1,13�Ü�0,583��S�13400�7394�4088�1475�372�60�11��Mw.:�1,09�Ü�0,630��











3.2.2.3 Strahleninduzierte Mikronuklei in Lymphocyten der Wismut-Arbeiter mit Tumor



Tabellen 6 und 7 geben einen Überblick über die Frequenzen und die Verteilungen der Mikronuklei nach einer  in vitro Bestrahlung der Lymphocyten von Wismut-Spendern mit Tumor mit 2,5 und 5 Gy Röntgenstrahlen. 

Nach einer Dosis von 2,5 Gy betrug die Mikronukleushäufigkeit in Lymphocyten der Wismut-Arbeiter ohne Strahlentherapie 0,727 Mn/Bn. Bei den Wismut-Arbeitern, die eine Strahlentherapie erhielten, betrug die Mikronukleushäufigkeit 0,821 Mn/ Bn. Beide Werte unterscheiden sich statistisch nicht voneinander, sind aber signifikant höher als die Mikronukleusraten in unbestrahlten Lymhocyten beider Gruppen (p<0,0001). 

Die Mikronukleusraten nach 2,5 Gy Röntgenstrahlen von Wismut-Arbeitern mit Tumor sind signifikant höher im Vergleich zu den Mikronukleushäufigkeiten bei den gesunden Spendern und den Wismut-Arbeitern ohne Tumor (Abbildung 11).
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Abbildung � SEQ Abbildung \* ARABIC �11�: Mikronukleusfrequenzen in bestrahlten Lymphocyten (2,50 Gy) von gesunden Spendern und Wismut-Arbeitern. Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler vom Mittelwert (G: n=9; W: n=14, WT: n=33, WTS: n=10) an.



Die Ermittlungen der Mikronukleushäufigkeiten nach einer Dosis von 5 Gy ergaben 

1,75 Mn/Bn bei den Spendern ohne Strahlentherapie und 1,69 Mn/Bn bei strahlentherapierten Probanden (siehe Tabelle 6 a) und b)). Diese Werte unterscheiden sich nicht signifikant voneinander (p=0,83).

Tabelle 6: Mikronuklei in bestrahlten Lymphocyten der Wismut-Arbeiter mit Tumor ohne Strahlentherapie



a) 2,50 Gray



Spender�Bn�Bn-Zellen mit n (0,1,2,3,4,5) Mikronuklei ��Di��Mn/Bn����0�1�2�3�4�>=5���������������������WT 3�612�272�215�95�25�4�1���0,99��0,818��WT 6�1000�479�379�114�26�2����0,89��0,693��WT 7�1000�549�312�107�28�4������0,626��WT 9�1000�421�373�161�40�4�1���0,92��0,836��WT 10�905�419�348�107�26�3�2���0,94��0,731��WT 11�1000�449�355�153�34�6�3���0,99��0,804��WT 12�1000�419�381�149�40�11����0,95��0,843��WT 13�1004�366�372�197�57�10�2���0,93��0,984��WT 18�1000�485�344�131�31�8�1���1,03��0,736��WT 19�1000�461�378�130�25�6����0,92��0,737��WT 23�994�577�306�90�17�4����1,04��0,556��WT 24�1000�473�355�139�29�3�1���0,95��0,739��WT 25�1000�536�339�103�19�3����0,97��0,614��WT 26�891�482�289�100�18�2����0,98��0,618��WT 27�900�542�249�93�12�3�1���1,10�Ü�0,544��WT 29�1010�542�335�108�18�5�2���1,04��0,629��WT 30�1000�449�356�146�39�10����0,99��0,505��WT 33�1000�488�359�125�23�4�1���0,95��0,699��WT 44�1005�538�303�121�36�6�1���1,13�Ü�0,678��WT 46�400�194�156�35�11�4����0,68��0,687��WT 51�1000�567�306�99�24�4����1,07��0,592��WT 53�1000�451�375�137�28�9����0,95��0,769��WT 54�1000�456�349�155�36�4����0,95��0,780��WT 55�1000�473�329�155�33�6�4���1,06��0,782��WT 57�1000�325�410�201�52�11�1���0,84��0,967��WT 58�1000�253�450�229�53�13�2���0,73��1,129��WT 59�1000�507�337�122�25�6�3���1,06��0,697��WT 60�1000�497�359�123�17�4����0,92��0,672��WT 61�1000�484�361�126�26�3����0,92��0,703��WT 62�1000�456�376�128�34�6����0,95��0,758��WT 63�1000�513�355�109�17�6����0,96��0,648��WT 66�1000�531�337�104�23�5����1,00��0,534��WT 67�1000�435�397�127�36�5����0,91��0,779��S�31721�15089�11245�4219�958�184�26��Mw.:�0,98��0,724��









b) 5,00 Gray



Spender�Bn�Bn-Zellen mit n (0,1,2,3,4,5) Mikronuklei ��Di��Mn/Bn����0�1�2�3�4�>=5���������������������WT 3�296�41�92�85�52�20�6���0,81��1,783��WT 6�500�69�172�152�68�30�9���0,79��1,692��WT 9�501�49�123�148�102�55�24���0,79��2,150��WT 10�500�37�170�190�79�18�6���0,56��1,772��WT11�500�35�141�160�107�33�24���0,72��2,076��WT 12�500�43�116�142�113�63�23���0,74��1,994��WT 13�191�9�46�60�40�24�12���0,70��2,324��WT 18�500�63�177�147�66�34�13���0,82��1,752��WT 23�323�69�107�96�36�12�3���0,85��1,455��WT 24�500�52�171�173�70�21�13���0,71��1,758��WT 25�630�81�241�198�68�31�11���0,75��1,022��WT 26�529�48�173�156�111�28�13���0,70��1,914��WT 27�500�102�194�123�60�15�6���0,86��1,426��WT 29�500�76�171�155�74�19�5���0,74��1,608��WT 30�500�52�181�131�86�42�8���0,77��1,818��WT 33�500�67�164�138�90�28�13���0,82��1,776��WT 44�500�86�241�109�41�17�6���0,80��1,364��WT 51�300�92�106�69�23�6�4���1,01��1,193��WT 52�500�71�197�165�50�15�2���0,65��1,494��WT 53�500�49�178�158�81�25�9���0,69��1,768��WT 55�500�43�141�180�80�45�11���0,69��1,952��WT 57�500�28�123�158�111�60�20���0,67��2,236��WT 58�500�18�125�140�94�72�51���0,76��2,498��WT 59�500�99�194�139�48�15�5���0,80��1,404��WT 60�500�86�170�152�70�14�8���0,79��1,568��WT 61�542�66�165�155�105�33�18���0,81��2,030��WT 62�500�54�163�157�91�23�12���0,72��1,808��WT 63�500�129�193�116�48�11�3���0,88��1,256��WT 66�500�77�180�135�77�22�9���0,81��1,632��WT 67�500�45�153�154�96�36�16���0,74��1,952��S�14312�1836�4768�4241�2237�867�363��Mw.:�0,84��1,749��























Tabelle 7: Mikronuklei in bestrahlten Lymphocyten der Wismut-Arbeiter mit Tumor nach Strahlentherapie



a) 2,50 Gray



Spender�Bn�Bn-Zellen mit n (0,1,2,3,4,5) Mikronuklei ��Di��Mn/Bn����0�1�2�3�4�>=5���������������������WTS 2�1000�346�382�196�59�11�6���0,95��1,017��WTS 5�896�450�308�107�25�5�1���1,02��0,694��WTS 8�284�125�109�39�11�����0,88��0,774��WTS 14�678�225�257�135�43�15�3���0,97��1,078��WTS 28�1007�443�370�137�38�13�6���1,09�Ü�0,835��WTS 37�722�309�305�94�11�3����0,79��0,745��WTS 52�1000�479�347�139�26�6�3���1,03��0,742��WTS 56�947�301�402�178�48�14�4���0,88��1,033��WTS 64�574�285�203�70�14�2����0,95��0,684��WTS 65�1000�548�331�94�21�6����1,03��0,606��S�8108�3511�3014�1189�296�75�23��Mw.:�0,99��0,821��

b) 5,00 Gray



Spender�Bn�Bn-Zellen mit n (0,1,2,3,4,5) Mikronuklei ��Di��Mn/Bn����0�1�2�3�4�5���������������������WTS 2�336�41�86�99�53�36�21���0,92��2,089��WTS 5�374�69�131�100�48�20�6���0,89��1,569��WTS 14�214�13�50�65�53�24�9���0,67��2,242��WTS 28�436�61�179�116�59�15�6���0,75��1,557��WTS 52�500�71�197�165�50�15�2���0,65��1,494��WTS 56�227�30�89�58�30�12�8���0,88��1,690��WTS 64�250�71�90�56�22�10�1���0,98��1,268��WTS 65�500�83�154�168�66�17�12���0,81��1,636��S�2837�439�976�827�381�149�65��Mw.:�0,84��1,693��



3.2.3 Statistische Verteilung der Mikronuklei in binukleäen Lymphocyten



Die Verteilung der Mikronuklei wurde auf eine Abweichung von der Poissonverteilung untersucht (U-Test nach Edwards et al., 1979). Dazu wurden Mittelwert und Varianz der Daten miteinander verglichen. Ein Quotient von 1 wird für eine Poissonverteilung erwartet (Tabellen 3, 4, 5). Ist die Varianz dagegen größer als der Mittelwert, so liegt eine Überverteilung (Ü) vor. Bei einigen untersuchten Gruppen lag eine Überverteilung vor.





3.3 Analyse von Centromersignalen in Mikronuklei



Es wurden die Centromere in Lymphocyten mittels DNA-Sonde und Fluoreszenzmarkierung nachgewiesen und der Anteil der Mikronuklei mit Centromeren (MnC+) bzw. ohne Centromere (MnC-) bestimmt. Es wurde angestrebt, mindestens 100 Mikronuklei pro Spender und Dosis auszuwerten. 





3.3.1 Centromer-positive Mikronuklei in unbestrahlten Lymphocyten 



In jeder Spendergruppe wurden zuerst die Mikronuklei in unbestrahlten Lymphocyten auf das Vorliegen von Centromeren untersucht. Die Analysen ergaben, daß spontan entstehende Mikronuklei vorwiegend auf ganze Chromosomen zurückzuführen waren, da in jeder Gruppe in den meisten spontanen Mikronuklei Centromer-Signale beobachtet wurden.

Tabellen 8, 9 und 10 geben einen Überblick über die Zahlen der ausgewerteten spontanen Mikronuklei sowie über die Centromersignalverteilungen.

In unbestrahlten Lymphocyten von 9 gesunden Spendern enthielten 70% bis 79% der Mikronuklei Centromersignale (Tabelle 8). Die meisten Centromer-positiven Mikronuklei (MnC+) enthielten ein Centromer-Signal (57,3%). Maximal wurden 5 Signale pro Mikronukleus (G4) beobachtet. Es wurden geringe individuelle Abweichungen ermittelt.



Tabelle 8: Centromer-positive Mikronuklei in unbestrahlten Lymphocyten der gesunden Spender



Spender�Mn�Mikronuklei mit n (0, 1, 2, 3, 4, 5) Signalen�MnC+��% MnC+����0�1�2�3�4�5�������������������G 1�100�21�77�2�����79��79,00��G 2�200�47�116�30�1�6���153��76,50��G 3�115�24�61�26�4����91��79,13��G 4�123�34�52�24�9�3�1��89��72,36��G 5�105�27�46�24�6�2���78��74,29��G 6�110�33�64�10�2�1���77��70,00��G 7�103�24�69�10�����79��76,70��G 8�108�31�62�11�1�3���77��71,30��G 9�102�26�64�11�0�1���76��74,51��S�1066�267�611�148�23�16�1��799�Mw.:�74,86��

62,1% der Mikronuklei in Lymphocyten von Wismut-Arbeitern ohne Tumor enthielten Centromere (Tabelle 9). Dieser Wert ist signifikant niedriger (p<0,0001) als der entsprechende Wert bei gesunden Spendern (Abbildung 12). Ähnlich wie bei den gesunden Spendern beinhalteten die meisten Centromer-positiven Mikronuklei nur ein Signal.



Tabelle 9: Centromer-positive Mikronuklei in unbestrahlten Lymphocyten der Wismut-Arbeiter ohne Tumor



Spender�Mn�Mikronuklei mit n (0, 1, 2, 3, 4, 5) Signalen�MnC+��%MnC+����0�1�2�3�4�5�������������������W 88�104�35�47�19�3����69��66,35��W 89�123�42�50�23�5�3���81��65,85��W 90�100�36�38�23�2�1���64��64,00��W 91�102�39�43�13�6�1���63��61,76��W 92�110�40�51�12�5�2���70��63,64��W 94�103�41�39�18�5����62��60,19��W 95�116�51�46�15�3�1���65��56,03��W 96�100�45�38�14�3����55��55,00��W 97�104�40�45�16�3����64��61,54��W 98 �102�39�52�9�2����63��61,76��W 99�104�40�40�16�4�4���64��61,54��W 100�76�30�26�11�7�1�1��46��60,53��W 102�101�34�42�17�6�1�1��67��66,34��W 103�102�36�37�21�6�1�1��66��64,71��S�1447�548�594�227�60�15�3��899�Mw.: �62,09��

Die Centromer-Analysen der Mikronuklei von Wismut-Arbeitern mit Tumor haben gezeigt, daß 55,6% der Mikronuklei bei den Spendern ohne Strahlentherapie (WT) und 52,9% bei den Probanden nach der Strahlentherapie (WTS) Centromer-positiv waren.

Diese Werte sind signifikant niedriger nicht nur im Vergleich zu den Ergebnissen aus der Gruppe der gesunden Probanden (G) (p<0,0001), sondern auch gegenüber den Centromer-Auswertungen bei den Wismut-Arbeitern ohne Tumor (W) (p<0,0001) (Abbildung 12).
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Abbildung � SEQ Abbildung \* ARABIC �12�: Centromer-positive Mikronuklei in unbestrahlten Lymphocyten der gesunden Spender und Wismut-Arbeiter. Angegeben ist der Standardfehler vom Mittelwert (G: n=9; W: n=14; WT: n=23; WTS: n=8).



In der Gesamtgruppe der Wismut-Arbeiter mit Tumor (WT und WTS) wiesen die meisten Centromer-positiven Mikronuklei nur ein Fluoreszenzsignal auf.

Die höchste Anzahl von Centromer-Signalen (5) wurde bei den Wismut-Arbeitern mit Tumor ohne Strahlentherapie beobachtet.

In der Tabelle 10 sind die individuellen Werte der Centromer-Auswertung bei Wismut-Arbeitern mit Tumor zusammengestellt.



























Tabelle 10: Centromer-positive Mikronuklei in unbestrahlten Lymphocyten der Wismut-Arbeiter mit Tumor



a) ohne Strahlentherapie



Spender�Mn�Mikronuklei mit n (0, 1, 2, 3, 4, 5) Signalen�MnC+��%MnC+����0�1�2�3�4�5�������������������WT 3�133�59�39�19�12�4���74��55,64��WT 6�123�49�42�25�5�1�1��74��60,16��WT 7�110�49�41�15�5����61��55,45��WT 9�102�44�39�18�1����58��56,86��WT 10�103�45�41�16�1����58��56,31��WT 11�106�55�38�12�1����51��48,11��WT 12�101�46�31�22�2����55��54,46��WT13�105�47�39�18�1����58��55,24��WT 16�102�43�43�15��1���59��57,84��WT 24�109�45�46�16�2����64��58,72��WT 30�115�56�43�15��1���59��51,30�� WT 33�110�54�38�15�2�1���56��50,91��WT48�101�43�36�21��1���58��57,43��WT 55�114�48�51�14��1���66��57,89��WT 57�104�44�39�18�3����60��57,69��WT 58�105�45�42�14�4����60��57,14��WT 59�104�45�34�24�1����59��56,73��WT 60 �110�50�43�15�2����60��54,55��WT 61�107�42�42�19�2�2���65��60,75��WT 62�103�44�36�19�4����59��57,28��WT 63�103�48�46�7�1�1���55��53,40��WT 66�103�53�33�15�1�1���50��48,54��WT 67�105�45�42�15�2�1���60��57,14��S�2478�1099�924�387�52�15�1��1379�Mw.:�55,63��

b) nach Strahlentherapie



Spender�Mn�Mikronuklei mit n (0, 1, 2, 3, 4, 5) Signalen�MnC+��%MnC+����0�1�2�3�4�5�������������������WTS 2�123�61�42�16�4����62��50,41��WTS 5�115�50�37�26�1�1���65��56,52��WTS 8�107�48�39�15�5����59��55,14��WTS 14�103�50�27�25�1����53��51,46��WTS 15�102�46�41�14�1����56��54,90��WTS 56�106�56�29�20�1����50��47,17��WTS 64�102�44�33�21�3�1���58��56,86��WTS 65�109�54�41�13��1���55��50,46��S�867�409�289�150�16�3�0��458�Mw.:�52,86��3.3.2 Centromer-positive Mikronuklei in bestrahlten Lymphocyten der gesunden Spender



Im Hinblick auf die Ermittlung der Dosiswirkungsbeziehung von Centromer-positiven Mikronuklei wurde das Blut von gesunden Spendern mit verschiedenen Dosen Röntgenstrahlen bestrahlt. 

Tabelle 11 stellt die Verteilung der Centromer-Signale in Mikronuklei der gesunden Probanden dar. Ähnlich wie bei unbestrahlten Lymphocyten wurden bis zu 5 Signale in einem Mikronukleus beobachtet.



Tabelle 11: Centromer-positive Mikronuklei in bestrahlten Lymphocyten der gesunden Spender

a) 0,10 Gray



Spender�Mn�Mikronuklei mit n (0, 1, 2, 3, 4, 5) Signalen�MnC+��%MnC+����0�1�2�3�4�5�������������������G 1�131�45�63�17�4�2���86��65,65��G 2�116�38�63�10�5����78��67,24��G 3�132�36�62�31�3����96��72,73��G 4�102�33�37�15�16�1���69��67,65��G 5�110�34�48�18�6�4���76��69,09��G 6�103�34�49�19��1���69��66,99��G 7�109�32�56�19�1�1���77��70,64��G 8�105�34�57�13�1����71��67,62��G 9�109�36�53�15�3�2���73��66,97��S�1017�322�488�157�39�11�0��695�Mw.:�68,29��

b) 0,30 Gray



Spender�Mn�Mikronuklei mit n (0, 1, 2, 3, 4, 5) Signalen�MnC+��%MnC+����0�1�2�3�4�5�������������������G 1�100�46�53�1�����54��54,00��G 2�121�44�50�19�3�3�2��77��63,64��G 3�106�39�35�23�5�4���67��63,21��G 4�107�40�37�23�5�1�1��67��62,62��G 5�124�49�47�23�4�1���75��60,48��G 6�113�47�47�17�2����66��58,41��G 7�108�37�49�20�2����71��65,74��G 8�109�41�49�15�2�2���68��62,39��G 9�109�42�47�17�2�1���67��61,47��S�997�385�414�158�25�12�3��612�Mw.:�61,33��c) 0,50 Gray



Spender�Mn�Mikronuklei mit n (0, 1, 2, 3, 4, 5) Signalen�MnC+��%MnC+����0�1�2�3�4�5�������������������G 1�133�77�36�13�4�3���56��42,11��G 2�175�97�65�10�2�1���78��44,57��G 3�162�73�65�20�4����89��54,94��G 4�170�81�49�31�4�5���89��52,35��G 5�133�66�27�26�12�2���67��50,38��G 6�113�54�46�11�2����59��52,21��G 7�106�42�42�20�1�1���64��60,38��G 8�113�49�44�16�2�2���64��56,64��G 9�114�51�47�12�2�2���63��55,26��S�1219�590�421�159�33�16�0��629�Mw.:�52,09��

d) 1,00 Gray



Spender�Mn�Mikronuklei mit n (0, 1, 2, 3, 4, 5) Signalen�MnC+��%MnC+����0�1�2�3�4�5�������������������G 1�100�69�31������31��31,00��G 2�195�138�44�13�����57��29,23��G 3�161�97�41�17�6����64��39,75��G 4�185�115�37�28�4�1���70��37,84��G 5�153�92�32�18�9�1�1��61��39,87��G 6�131�84�36�9��2���47��35,88��G 7�142�89�39�13��1���53��37,32��G 8�133�89�30�13�1����44��33,08��G 9�134�90�38�5�1����44��32,84��S�1334�863�328�116�21�5�1��471�Mw.:�35,20��

Dosisabhängig nahm die relative Anzahl der Centromer-positiven Mikronuklei ab. Nach einer Dosis von 0,1 Gy enthielten 68,3% der Mikronuklei Centromere. Es wurde maximal ein Fluoreszenzsignal beobachtet. Die höheren Bestrahlungsdosen bewirkten eine relative Abnahme der Centromer-positiven Mikronuklei. Nach 0,3 Gy Röntgenstrahlen wurden 61,3% der Mikronuklei mit Centromer-Signalen beobachtet. Eine weitere Abnahme Centromer-haltiger Mikronuklei wurde nach 0,5 Gy und 1 Gy ermittelt. Nach 0,5 Gy waren 52,1% der Mikrokerne Centromer-positiv und nach 1 Gy fiel die Häufigkeit der Centromer-positiven Mikronuklei auf weniger als 50% (Tabelle 11, Abbildung 13). 
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Abbildung � SEQ Abbildung \* ARABIC �13�: Centromer-positive Mikronuklei in Lymphocyten der gesunden Spender nach in vitro Bestrahlung mit Röntgenstrahlen. Angegeben ist der Standardfehler vom Mittelwert (G: n=9).





3.3.3 Statistische Kombination der Ergebnisse des Mikronukleustestes und der Centromer-Analyse bei gesunden Spendern



Um die Empfindlichkeit des biologischen Dosimeters im Bereich niedriger Strahlendosen weiter zu erhöhen, wurde der Versuch unternommen, die aus dem Mikronukleustest und aus dem Mikronukleus-Centromertest ermittelten p-Werte miteinander zu kombinieren. Diese Analyse wurde auf die Daten nach 0,10 Gy konzentriert. Die Ergebnisse wurden in der Tabelle 12 zusammengestellt. Im Mikronukleustest oder Mikronukleus-Centromertest allein wurde bei keinem der Spender ein signifikanter Unterschied zwischen 0 und 0,1 Gy beobachtet. Eine Kombination beider Tests ergab einen signifikanten Unterschied bei 6 aus 9 Spendern.

















Tabelle 12: Statistische Zusammenfassung der Ergebnisse des Mikronukleustestes und der Centromer-Analysen bei gesunden Spendern (* = Unterschied signifikant zur Kontrolle)



��Signifikanz���Spender�Dosis�Mn�Mn C+�Mn ( MnC+�p���(Gy)������G 1�0,1�0,427�0,0282�0,0120�p<0,05*���0,3�0,3492�0,0003�0,0001�p<0,001*��G 2�0,1�0,0501�0,0871�0,0044�p<0,01*���0,3�0,0096�0,0153�0,0001�p<0,001*��G 3�0,1�0,0735�0,2979�0,0219�p<0,05*���0,3�0,0029�0,0111�0,0000�p<0,0001*��G 4�0,1�0,0742�0,4667�0,0346�p<0,05*���0,3�0,0157�0,122�0,0019�p<0,01*��G 5�0,1�0,1868�0,4504�0,0841�p>0,05���0,3�0,0253�0,0345�0,0009�p<0,001*��G 6�0,1�0,6355�0,6601�0,4195�p>0,05���0,3�0,0639�0,0935�0,0060�p<0,01*��G 7�0,1�0,0081�0,3519�0,0029�p<0,01*���0,3�0,0016�0,0951�0,0002�p<0,001*��G 8�0,1�0,2676�0,6555�0,1754�p>0,05���0,3�0,0001�0,1948�0,0000�p<0,0001*��G 9�0,1�0,0093�0,2898�0,0027�p<0,01*���0,3�0,016�0,0551�0,0009�p<0,001*��



3.4 Analyse von Chromosomenaberrationen



Die Analyse von Chromosomenaberrationen in unbestrahlten Lymphocyten wurde als eine erweiterte Untersuchung chromosomaler Schäden angewendet.Für diesen Nachweis wurden aus kultivierten Lymphocyten der gesunden Spender und Wismut-Arbeiter mit Tumor Metaphaseplatten hergestellt und die Aberrationstypen und deren Häufigkeiten bestimmt.  



Proliferationsrate in Lymphocyten



Es wurden zwei Parameter, die die Proliferation charakterisieren, bestimmt:

a./ Mitose-Index (Prozent der Zellen die sich in der Metaphase befinden)

b./ Prozentualer Anteil der Zellen in der zweiten Mitose (M II) 

In den Abbildungen 14, 15 und 16 wurden die Ergebnisse zusammengestellt. Der Mitose-Index der gesunden Spender lag im Durschnitt bei 10%. In Lymphocyten der Wismut-Arbeiter mit Tumor ohne Strahlentherapie wurden im Mittelwert 8,6% der Zellen in der Mitose ermittelt. Bei den 3 strahlentherapierten Wismut-Arbeitern betrug dieser Wert nur 5,3%. 

Die Proliferationswerte der Lymphocyten gesunder Spender, der Wismut-Arbeiter mit Tumor ohne Strahlentherapie und der Wismut-Arbeiter mit Tumor nach Strahlentherapie unterschieden sich statistisch voneinander.
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Abbildung � SEQ Abbildung \* ARABIC �14�: Proliferation der unbestrahlten Lymphocyten der gesunden Spender
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Abbildung � SEQ Abbildung \* ARABIC �15�: Proliferation der unbestrahlten Lymphocyten der Wismut-Arbeiter mit Tumor ohne Strahlentherapie

�

Abbildung � SEQ Abbildung \* ARABIC �16�: Proliferation der unbestrahlten Lymphocyten der Wismut-Arbeiter mit Tumor nach Strahlentherapie (WTS: n=3)



Eine zusätzliche Information über die Proliferation der Lymphocyten ergab die Bestimmung der Zellen in der zweiten Mitose. Durch die Zugabe von BrdU zu den Zellkulturen und der FPG- Färbung konnte mikroskopisch zwischen Zellen, die sich in der 1. Mitose bzw. 2. Mitose nach Stimulierung befanden, unterschieden werden.

�

�



Bild 8: Metaphase-Chromosomen nach einer FPG-Färbung. Die Zelle befindet sich in der 2. Mitose (unterschiedlich gefärbte Schwesterchromatiden)



In der Gruppe der gesunden Spender wurde im Mittel 15,1% aller sich teilenden Zellen in der zweiten Mitose gefunden (Abbildung 14). Ähnlich wie bei der Bestimmung der Mitose-Indices wiesen die Lymphocyten der Wismut-Arbeiter mit Tumor eine geringere Proliferation auf als die Lymphocyten der gesunden Spender.





3.4.2 Chromosomenaberrationen in unbestrahlten Lymphocyten der gesunden Spender (G) und Wismut-Arbeiter mit Tumor (WT, WTS)



Wie man der Tabelle 13 entnimmt, wurden in  insgesamt 700 Metaphasezellen von gesunden Spendern 7 Chromosomen-Brüche (1%), 8 Chromatid-Brüche (1,1%) und 1 dizentrisches Chromosom (0,14%) beobachtet. Insgesamt wiesen 2,3% der Zellen Aberrationen auf.

 

Tabelle 13: Chromosomenaberrationen in unbestrahlten Lymphocyten der gesunden Spender



Spender�n-Zellen�Aberrations-Typ�Summe der�������Aberrationen����Chromosomen�Chromatiden �Dizentrisches�����Bruch�Bruch�Chromosom����������G 3�100�2���2��G 4�100��2��2��G 5�100��2�1�3��G 6�100��1��1��G 7�100�1�2��3��G 8�100�1�1��2��G 9�100�3���3��S�700�7�8�1�16��Mw. auf 100 Zellen:�1,00�1,14�0,14�2,28��

In Lymphocyten der Wismut-Arbeiter mit Tumor (WT, n=14 und WTS, n=3) traten signifikant mehr Aberrationen auf als bei den gesunden Spendern. In den Tabellen 14 und 15 sind die Ergebnisse der Analysen zusammengestellt. Bei den Wismut-Spendern mit Tumor ohne Strahlentherapie wurden 11,2% und bei den Wismut-Spendern mit Tumor nach Strahlentherapie 17,3% der Zellen mit Aberrationen beobachtet. In der Gruppe der Wismut-Arbeiter mit Tumor ohne Strahlentherapie wurden in 6,9% Chromosomen-Brüche, in 2,6% Chromatid-Brüche und in 1,6% dizentrische Chromosomen ermittelt. 

Die entsprechenden Werte bei den Wismut-Arbeitern mit Tumor nach Strahlentherapie betrugen 9,3%, 2% und 6%.



Tabelle 14: Chromosomenaberrationen in unbestrahlten Lymphocyten der Wismut-Arbeiter mit Tumor ohne Strahlentherapie



Spender�n-Zellen�Aberrations-Typ�Summe der�������Aberrationen����Chromosomen�Chromatiden �Dizentrisches�����Bruch�Bruch�Chromosom����������WT 24�100�4�2�2�8��WT 30�100�11�3�3�17��WT 33�100�14�4�1�19��WT 48�100�7�4�2�13��WT 55�100�6�3�1�10��WT 57�100�4�1�1�6��WT 58�100�7�2�1�10��WT 59�100�8�4�1�13��WT 60�100�7��3�10��WT 61�100�6�1�2�9��WT 62�100�3�3�3�9��WT 63�100�5�3�3�11��WT 66�100�7�5��12��WT 67�100�8�2��10��S�1400�97�37�23�157��Mw. auf 100 Zellen:�6,93�2,64�1,64�11,21��

Tabelle 15: Chromosomenaberrationen in unbestrahlten Lymphocyten der Wismut- Arbeiter mit Tumor nach Strahlentherapie



Spender�n-Zellen�Aberrations-Typ�Summe der�������Aberrationen����Chromosomen�Chromatiden �Dizentrisches�����Bruch�Bruch�Chromosom����������WTS 56�100�14�3�12�29��WTS 64�100�9�1��10��WTS 65�100�5�2�6�13��S�300�28�6�18�52��Mw. auf 100 Zellen:�9,33�2,00�6,00�17,33��

Die Aberrationshäufigkeit in Lymphocyten der Wismut-Arbeiter mit Tumor war signifikant höher als in den Lymphocyten gesunder Spender (G und WT-p<0;05 G und WTS-p<0,01).



3.4.3 Korrelation zwischen Mikronukleushäufigkeit und Chromosomenaberrationen



Es wurden keine Korrelationen zwischen den Mikronukleushäufigkeiten und den Chromosomenaberrationen bei gesunden Spendern und Wismut-Arbeitern mit Tumor ermittelt.





Korrelation zwischen Centromer-positiven Mikronuklei und Chromosomenaberrationen



Die Anzahl Centromer-positiver Mikronuklei und der Chromosomenaberrationen bei 17 Wismut-Arbeitern mit Tumor korrelierten dagegen gut miteinander (Abbildung 17). Mit steigender Häufigkeit von Chromosomenaberrationen nahm der prozentuale Anteil der Mikronuklei mit Centromeren ab.
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Abbildung � SEQ Abbildung \* ARABIC �17�: Korrelation zwischen Centromer-positiven Mikronuklei und Chromosomenaberrationen in Lymphocyten der Wismut-Arbeiter mit Tumor
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