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Erholung und zytogerontologische Aspekte der 
menschlichen Bindegewebszellen nach Röntgen- und 
Neutronenbestrahlung 

A . F . G . S T E V E N S O N , T . C R E M E R , O . M E S S E R S C H M I D T 

Z e l l k u l t u r e n w e r d e n bereits seit v ie len Jahren als in vitro M o d e l l s y s t e m v e r w e n d e t , u m 
P h ä n o m e n e der E r h o l u n g n a c h B e s t r a h l u n g auf zellulärer Basis zu s tudieren . Bisher ver
w e n d e t e n wei taus die meis ten U n t e r s u c h e r h e t e r o p l o i d e Z e l l i n i e n . Z e l l e n solcher L i n i e i 
w i e z . B . die Heia -Ze l le , zeigen k e i n e zelluläre A l t e r u n g , d . h . die Z a h l der Ze l lgenera t ionen 
die u n t e r geeigneten Bedingungen aus einer Ze l le hervorgehen k ö n n e n , ist be l ieb ig groß 
E u p l o i d e K u l t u r e n aus n o r m a l e n Bindegewebszel len verschiedener Spezies dagegen zeige 
eine in vitro Seneszenz: Die Z a h l der Z e l l g e n e r a t i o n e n , die die Z e l l e n d u r c h l a u f e n k ö n n e i 
u n d d a m i t die Pro l i fera t ionskapazi tä t der K u l t u r e n ist begrenzt . Bei vollständiger E r h o 
l u n g so l l ten die nach Bes t rahlung n o c h vermehrungsfähigen Z e l l e n ebensoviele Genera
t i o n e n h e r v o r b r i n g e n k ö n n e n w i e die Z e l l e n einer g le icha l ten K o n t r o l l k u l t u r . Die h ier 
beschriebenen E x p e r i m e n t e beschäf t igen sich m i t der Frage, ob die in vitro Seneszenz 
n o r m a l e r menschl icher Bindegewebszel len d u r c h den Bes trahlungse ingr i f f verändert 
w i r d . Dabei w u r d e eine v o n der F i r m a F l o w k o m m e r z i e l l erhäl t l iche F i b r o b l a s t e n k u l t u : 
( F l o w 2 0 0 0 ) verwendet, die aus Lungengewebe eines männlichen Föten angelegt wurde 
S u b k u l t u r e n w u r d e n i n unserem L a b o r e i n g e f r o r e n u n d d i e n t e n als Ausgangsmater ia l 
für die e inzelnen E x p e r i m e n t e . 
D e r E i n f l u ß energiereicher S t r a h l u n g a u f Alterungsprozesse v o n Z e l l e n in vitro w u r d e 
bisher n u r i n Ansätzen u n t e r s u c h t . F U K U S H I M A ( 6 ) f a n d eine Verkürzung der k l o n a -
len Lebensspanne asexuell v e r m e h r t e r Paramecien b e i chronischer Bes t rah lung . M A -
C I E I R A - C O E L H O ( 1 0 ) u . M i t a r b . ze ig ten , daß die Prol i ferat ionskapazi tä t v o n Hühner-
f i b r o b l a s t e n k u l t u r e n d u r c h Bes t rah lung m i t einer ^ C o - Q u e l l e verkürzt w i r d . E i n der
art iger E f f e k t w u r d e auch für menschl iche F i b r o b l a s t e n nachgewiesen ( 1 3 ) , d ie z u Be
g i n n der Phase I I I bes trahl t w u r d e n , f a n d sich aber n i c h t bei K u l t u r e n der Phase I I . E i n 
Er läuterung der Phasen I I u n d I I I einer F i b r o b l a s t e n k u l t u r f i n d e t sich i m n ä c h s t e n A b 
s c h n i t t . Be i den U n t e r s u c h u n g e n v o n M A C I E I R A - C O E L H O u . M i t a r b . ( 1 4 , 15) w u r d e 
eine sehr niedrige Dosis le is tung v o n 0,28 r d / m i n . b e i f r a k t i o n i e r t e r Gabe der Gesamt
dosis gewählt . Be i d e n eigenen U n t e r s u c h u n g e n e r h i e l t e n K u l t u r e n während der Phase 1 
eine e inmal ige Bes t rah lung b e i w e s e n t l i c h h ö h e r e r Dosis le is tung. 
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Z u m Vers tändnis unseres e x p e r i m e n t e l l e n Ansatzes m ö c h t e n w i r auf einige wesent l i che 
E igenschaf ten e u p l o i d e r F i b r o b l a s t e n k u l t u r e n des Menschen h i n w e i s e n . Die A n h e f t u n g 
der Z e l l e n a u f d e m B o d e n eines geeigneten Kul turgefäßes ist eine n o t w e n d i g e V o r a u s 
setzung für das Z e l l w a c h s t u m . Bei einer b e s t i m m t e n Z e l l d i c h t e sist iert die P r o l i f e r a t i o n . 
M a n spr icht v o n K o n t a k t - I n h i b i t i o n oder vors icht iger v o n dichteabhängiger I n h i b i t i o n 
der Z e l l p r o l i f e r a t i o n . Die I n h i b i t i o n w i r d beendet , w e n n m a n die Z e l l e n v o m B o d e n des 
K u l t u r g e f ä ß e s ab lös t , beispielsweise m i t H i l f e einer Tryps in lösung , u n d auf neue K u l t u r 
g e f ä ß e v e r t e i l t . A u f diese Weise k a n n m a n d ie Bindegewebszel len ständig i m Z u s t a n d 
der P r o l i f e r a t i o n h a l t e n . 
Seit der A r b e i t v o n C A R R E L ( 1 ) n a h m m a n für mehrere Jahrzehnte a n , daß B i n d e 
gewebszel len sich u n t e r geeigneten B e d i n g u n g e n unbegrenzt w e i t e r v e r m e h r e n k ö n n e n . 
1961 zeigten H A Y F L I C K u n d M O O R H E A D ( 7 ) e r s t m a l i g , daß nach der E t a b l i e r u n g einer 
m e n s c h l i c h e n F i b r o b l a s t e n k u l t u r in vitro (Phase I ) die Z e l l e n zunächs t bei aufe inander
f o l g e n d e n S u b k u l t u r e n eine g l e i c h b l e i b e n d kräf t ige P r o l i f e r a t i o n zeigen (Phase I I ) . N a c h 
einer b e s t i m m t e n Z a h l v o n V e r d o p p e l u n g e n der Z e l l p o p u l a t i o n w i r d die P r o l i f e r a t i o n j e 
d o c h u n a u f h a l t s a m schlechter (Phase I I I ) u n d sist iert schl ießl ich . 
Z w a r k a n n die Z a h l der Kul turpassagen bis z u m E i n t r i t t i n die Phase I I I d u r c h die K u l 
t u r b e d i n g u n g e n , z . B . die G a s a t m o s p h ä r e u n d die Z u s a m m e n s e t z u n g des M e d i u m s , be
e in f lußt w e r d e n , d o c h erwies s ich die Pro l i fera t ionskapazi tä t der K u l t u r e n u n t e r a l len 
bis heute e r p r o b t e n B e d i n g u n g e n als begrenzt . Z a h l r e i c h e Forscher n e h m e n an , daß 
diese Begrenzung der Pro l i fera t ionskapazi tä t genetische Ursachen h a t , die mögl icher 
weise auch eine zelluläre Seneszenz in vivo b e d i n g e n . Sie h o f f e n daher , daß eine A u f k l ä 
r u n g der Ursachen dieser Begrenzung e inen Schlüssel z u m V e r s t ä n d n i s v o n A l t e r u n g s 
prozessen a u f m o l e k u l a r e m N i v e a u b i e t e n w i r d . E i n e i n f a c h z u b e s t i m m e n d e r Parameter , 
der es e r l a u b t , d e n A l t e r u n g s z u s t a n d einer F i b r o b l a s t e n k u l t u r z u b e s t i m m e n , w u r d e 
v o n C R I S T O F A L O u n d S H A R F ( 3 ) e ingeführt . N a c h Zugabe v o n T r i t i u m - m a r k i e r t e m 
T h y m i d i n ( 3 H T d R ) w i r d a u t o r a d i o g r a p h i s c h der A n t e i l der Z e l l e n b e s t i m m t , die z u r 
D N A - R e p l i k a t i o n fähig s ind . Dieser nach C R I S T O F A L O bezeichnete I n d e x s i n k t m i t z u 
n e h m e n d e r Z a h l der Kul turpassagen ab. 

Resultate 

Bei d e n eigenen U n t e r s u c h u n g e n , deren e x p e r i m e n t e l l e s Schema i n A b b . 1 dargestel l t 
i s t , e r h i e l t e n K u l t u r e n während der Phase I I eine einzige Bestrahlungsdosis . D a z u w u r 
d e n harte R ö n t g e n s t r a h l e n ( 2 5 0 k V , 1 2 m A , F i l t e r : 6 m m A I u n d 0,7 m m C u ) be i einer 
Dosis le is tung v o n 93 R / m i n . oder 8 R / m i n . oder monoenerget i sche N e u t r o n e n m i t 
15 M e V v e r w e n d e t . Die N e u t r o n e n w u r d e n d u r c h eine D - T - R e a k t i o n m i t H i l f e eines van 
de G r a a f s c h e n Generators erzeugt . D i e Dosis le is tung be i der N e u t r o n e n b e s t r a h l u n g be
t r u g 8 r d / m i n . D i e bestrahlte K u l t u r u n d die zugehörige K o n t r o l l k u l t u r w u r d e n j e w e i l s 
para l le l geführt . A l s K u l t u r m e d i u m d i e n t e , , m i n i m u m essential m e d i u m " ( M E M ) v o n 
Eagle m i t e inem Zusatz v o n nicht-essent ie l len A m i n o s ä u r e n u n d 12% f ö t a l e m K ä l b e r s e r u m . 
D i e Züchtung e r f o l g t e i n e inem I n k u b a t o r m i t gesätt igter L u f t f e u c h t i g k e i t u n d einer 
A t m o s p h ä r e aus L u f t m i t e i n e m A n t e ü v o n 5 % C 0 2 b e i 37 ° C . Die S u b k u l t i v i e r u n g 
w u r d e nach d e m v o n H A Y F L I C K ( 7 , 8 ) angegebenen V e r f a h r e n durchgeführt . A l l e für 
die K u l t u r b e n ö t i g t e n Lösungen w u r d e n für die bestrahl te K u l t u r u n d die K o n t r o l l k u l 
t u r gemeinsam angesetzt u n d v e r w e n d e t . Beide K u l t u r e n w u r d e n i n e i n e m B r u t s c h r a n k 
gehal ten . Diese B e d i n g u n g e n gewährle is ten, daß u n b e m e r k t e V e r ä n d e r u n g e n der Z e l l 
k u l t u r p a r a m e t e r i m V e r l a u f der L a n g z e i t - E x p e r i m e n t e sich a u f beide K u l t u r e n i n gle i 
cher S tärke a u s w i r k e n k ö n n e n . 
A b b . 2 zeigt d e n dosisabhängigen E f f e k t der R ö n t g e n s t r a h l e n a u f W a c h s t u m s k u r v e n be
s t rahl ter Z e l l e n . B e i diesem E x p e r i m e n t w u r d e n K u l t u r e n i m k o n f l u e n t e n Z u s t a n d m i t 
93 R / m i n . bes t rah l t u n d anschl ießend j e 2 χ 1 0 5 Z e l l e n i n K u l t u r g e f ä ß e m i t 25 c m 2 Bo
denf läche eingesät . Während die Z e l l v e r m e h r u n g nach einer Bes t rah lung m i t 10 0 0 0 R v o l l -
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Kontrolle 

MESSUNGEN 

Zelldichte 

Prozentsatz DNA-syn-
thetisierender Zellen 

Kontrollserie 

Versuchsserie 

Abb. 1 Experimentelles Schema: Konfluente Kulturen erhielten eine einmalige Bestrahlungs
dosis. Parallel laufende scheinbestrahlte Kulturen dienten als Kontrollen. Bei jeder Kulturpassage 
wurden zusätzliche Subkulturen angelegtem die Zelldichte nach 1 Woche Proliferation und den 
Prozentsatz DNA replizierender Zellen zu bestimmen. Die Zelldichte wurde in jeweils drei fixier
ten und gefärbten Subkulturen ausgezählt. Der Prozentsatz DNA replizierender Zellen wurde 
autoradiographisch in jeweils zwei Subkulturen ermittelt, die für 72 Stunden nach der Zellein
saat Tritium-markiertes Thymidin erhielten. 

ständig sist ierte , e r f o l g t e nach einer Bes t rah lung m i t 5 0 0 u n d 1000 R eine R e p o p u l a t i o i 
der K u l t u r e n d u r c h k l o n a l wachsende Z e l l e n . I h r Prozentsatz beträgt nach Bes t rahlung 
m i t 1000 R schätzungsweise w e n i g e r als \ %o ( 4 ) . Das V o l u m e n der i rrevers ibel geschä
d i g t e n Z e l l e n w i r d i n d e n ersten Tagen nach der Bes t rahlung d e u t l i c h größer als be i den 
K o n t r o l l z e l l e n ( A b b . 3 ) . 
A n dieser Stelle sei d a r a u f h ingewiesen , daß eine Z u n a h m e des Z e l l v o l u m e n s auch der 
Degenera t ion v o n F i b r o b l a s t e n i n seneszenten K u l t u r e n vorausgeht . N a c h d r e i bis v ier 
W o c h e n u n d m e h r e r e n S u b k u l t i v i e r u n g e n , u m die Z e l l e n der wachsenden K l o n e g le ich
mäßig z u v e r t e i l e n , bestehen die b e s t r a h l t e n K u l t u r e n überwiegend aus N a c h k o m m e n d< 
k l o n a l wachsenden Z e l l e n . Die w e i t e r e Züchtung er fo lg te nach d e m gle ichen Schema w i 
be i d e n K o n t r o l l k u l t u r e n , die f o r t l a u f e n d i m A b s t a n d v o n einer Woche umgesetzt w u r 
d e n . Dabei w u r d e n j e w e ü s 8 0 0 0 Z e l l e n p r o c m 2 B o d e n f l ä c h e des Kul turgefäßes einge
sät. Während der Phase I I I w u r d e der Z e i t r a u m zwischen a u f e i n a n d e r f o l g e n d e n Passagei 
auf z w e i bis vier W o c h e n ausgedehnt , u m genügend Z e l l e n für die wei te re K u l t i v i e r u n g 
z u e r h a l t e n . Die i n d e n A b b i l d u n g e n 5 bis 7 aufgeführte Zei tskala der Versuche ist i n 
diesem A b s c h n i t t der E x p e r i m e n t e daher n i c h t l inear . A l s Parameter für die P r o l i f e r a -
t ionsfähigkei t der K u l t u r e n während der e inze lnen Passagen w u r d e die n a c h einer W o 
che erre ichte Z e l l d i c h t e , die b e i K u l t u r e n der Phase I I der Sät t igungsdichte e n t s p r i c h t , 
u n d der Prozentsatz der Z e l l e n b e s t i m m t , die i m V e r l a u f v o n 72 S t u n d e n n a c h der E i n 
saat D N A - R e p l i k a t i o n zeigen. A b b . 4 ze igt , daß die I n k u b a t i o n m i t T r i t i u m t h y m i d i n 
( 3 H T d R ) für diesen Z e i t r a u m ausre icht , u m p r a k t i s c h alle D N A r e p l i z i e r e n d e n Z e l l e n 
einer Passage a u t o r a d i o g r a p h i s c h z u erfassen. B e i e iner Sät t igungsdichte der Z e l l e n v o n 
e t w a 8 —9 χ 1 0 4 Z e l l e n p r o c m 2 während der Phase I I e n t s p r i c h t die gewählte Z e l l e i n 
saat e inem Tei lungsverhäl tnis v o n e t w a 1 0 : 1 b e i j e d e r S u b k u l t i v i e r u n g . Bis z u r 25 . Pas
sage w u r d e n die K u l t u r e n i m V e r h ä l t n i s 2 : 1 g e t e i l t . 
B e i e inem V e r g l e i c h m i t L i t e r a t u r d a t e n ( 8 ) ist z u berücksicht igen, daß die bis z u r Se
neszenz der K u l t u r e n erre ichte Passagezahl geringer ist als die Z a h l der k u m u l a t i v e n 
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Abb. 2 Wachstumskurven zei
gen die dosisabhängige Wir
kung einer einmaligen Rönt
genbestrahlung auf die zellulä
re Vermehrungskapazität. Das 
Wachstum bestrahlter Kultu
ren ist auf klonale Repopula-
t ion zurückzuführen. 

Fibroblasten 

^ OR 

00 R 

10,000 R 

1 3 5 7 9 11 13 Tagt 

Abb. 3 Dosisabhän
gige Veränderung der 
Zellgröße 3 Tage nach 
einer einmaligen Rönt
genbestrahlung. Die Ab
bildung zeigt in willkür
lichen Einheiten die 
Zellvolumenverteilung, 
gemessen mit einem 
Coulter Counter. 

R 
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P o p u l a t i o n s v e r d o p p e l u n g e n . Die A b b i l d u n g e n 5, 6 u n d 7 zeigen das Ergebnis v o n Be
s t rahlungsversuchen, die m i t R ö n t g e n s t r a h l e n bei einer Dosis le is tung v o n 93 R / m i n . u n d 
einer Dosis v o n 5 0 0 u n d 1000 R durchgeführt w u r d e n . V i e r W o c h e n nach der Bestrah-

Ν «/ο 
Ι 
Ο) 

1100 

5 0 -

27. Subkultur 

- | — r 42. Subkultur 

1 2 3 1 5 6 7 

Inkubationszeit mit 3HTdR (Tage) 

Abb. 4 3HTdR-Markierungs-
index von zwei Kulturpassagen 
in Phase II und Phase I I I . Zu
nehmendes Alter (Passagezahl) 
führt zu einer deutlichen Ab
nahme des Prozentsatzes der 
DNA-synthetisierenden Zellen. 
Die Markierungssättigung wur
de nach 72 Stunden Inkuba
tionsdauer erreicht. 

Abb. 5 Die Zellwachstumsdichte einer röntgenbestrahlten Kultur (500 R; 
Dosisleistung 93 R/min.) wurde bei jeder Kulturpassage mit derjenigen einer 
scheinbestrahlten Kontrol lkul tur verglichen. Bestrahlt wurde die 28. Subkultur. 



25 

r 50-

8 oo r 
Kontrollserie 

Versuchsserie 
500 R (Röntgen) 

τ — 
31 35 AO 45 

Anzahl der Subkulturen 

28 70 
Tage nach Bestrahlung 

Abb. 6 Prozentsatz DNA-synthetisierender Zellen ( 3HTdR-Markierungsindex 
nach 72 Stunden Inkubationsdauer) in Abhängigkeit von der Passagezahl für 
die Kulturen, deren Zellwachstumsdichte in Abb. 5 dargestellt ist. 

Abb. 7 3HTdR-Markierungsindex nach Röntgenbestrahlung der 25. Subkultur 
mit 1000 R (Dosisleistung 93 R/min.). 
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l u n g wiesen die bes t rahl ten K u l t u r e n die gleiche Sät t igungsdichte u n d den gle ichen Pro
zentsatz D N A repl iz ierender Z e l l e n auf w i e die K o n t r o l l k u l t u r e n . N a c h einer Reihe w e i 
terer Passagen zeigte sich aber e in d e u t l i c h früherer E i n t r i t t der bes t rah l ten K u l t u r e n i n 
die Phase I I I . I m Gegensatz zu C R I S T O F A L O u n d S H A R F ( 3 ) , die e inen A b f a l l des A n 
teils D N A repl iz ierender Z e l l e n bereits i m V e r l a u f der Phase I I beobachtet h a b e n , f i n d e n 
w i r e i n e n d e u t l i c h e n A b f a l l erst z u Beg inn der Phase I I I i n guter Ü b e r e i n s t i m m u n g m i t 
der A b n a h m e des Wachstums der K u l t u r e n ( v g l . A b b . 5 m i t A b b . 6 ) . I n e inem w e i t e r e n 
E x p e r i m e n t m i t R ö n t g e n s t r a h l e n w u r d e be i einer Dosis v o n 5 0 0 R die Dosis le is tung u m 
den F a k t o r 11,6 herabgesetzt . H i e r w a r e in vorze i t iger E i n t r i t t der während der 36 . Pas
sage b e s t r a h l t e n K u l t u r i n die Phase I I I n i c h t nachzuweisen ( A b b . 8 ) . Bei einer Bestrah
l u n g m i t N e u t r o n e n (ebenfal ls während der 36 . Passage) w u r d e dagegen be i einer Dosis 
v o n 5 0 0 r d u n d einer Dosis le is tung v o n 8 r d / m i n . e in i m V e r g l e i c h zur K o n t r o l l k u l t u r 
vorze i t iges A l t e r n der bes t rah l ten K u l t u r beobachte t ( A b b . 9 ) . 

Diskussion 

Unsere B e f u n d e zeigen, d a ß nach einer e inze i t igen Röntgenbes t rah lung m i t 1000 R die 
w e n i g e n te i lungsbefähigten F i b r o b l a s t e n der K u l t u r n o c h eine große P r o l i f e r a t i o n s k a p a -
zi tät bes i tzen . D o c h führt die e inmal ige Bes trahlung v o n K u l t u r e n während der Phase I I 
m i t R ö n t g e n s t r a h l e n oder N e u t r o n e n z u einer v o r z e i t i g e n in vitro Seneszenz der K u l t u 
r e n . D i e B e f u n d e sprechen für e inen E i n f l u ß der Dosis le is tung u n d der S t r a h l e n q u a l i t ä t . 
Bei R ö n t g e n b e s t r a h l u n g m i t 5 0 0 R t r a t der E f f e k t vor ze i t ige r in vitro Seneszenz be i 
e iner Dosis le is tung v o n 93 R / m i n . auf , dagegen n i c h t b e i einer Dosis le is tung v o n 8 R / m i n . 
( v g l . A b b . 6 m i t A b b . 8 ) . 
B e s t r a h l u n g m i t N e u t r o n e n erwies sich als e f f e k t i v e r als R ö n t g e n s t r a h l u n g , da b e i ver
g le ichbarer Dosis e in E f f e k t der N e u t r o n e n b e i einer Dosis le is tung v o n 8 r d / m i n . nach
gewiesen w u r d e ( A b b . 9 ) . W i r v e r m u t e n , daß die b e i d e n V e r s u c h e n v o n M A C I E I R A -

Abb. 8 3HTdR-Markierungsindex nach Röntgenbestrahlung der 36. Subkultur mit 
500 R (Dosisleistung 8 R/min.). Ein vorzeitiger Abfall des Markierungsindex der bestrahl
ten Kultur ist nicht erkennbar. 
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Abb. 9 3HTdR-Markierungs-
index nach Bestrahlung der 
36. Subkultur mit schnellen 
Neutronen (15 MeV). Die Dosis 
betrug 500 rd bei einer Dosislei
stung von 8 rd/min. Ein vorzeiti
ger Abfal l des Markierungsindex 
ist festzustellen. 

C O E L H O u . M i t a r b . ( 1 4 , 15) v e r w e n d e t e sehr n iedr ige Dos is le i s tung, abgesehen v o n 
U n t e r s c h i e d e n i n der S t rahlenqual i tä t u n d i m Bestrahlungsschema, e in w e s e n t l i c h e r 
F a k t o r i s t , daß die Bes t rahlung mensch l i cher F i b r o b l a s t e n k u l t u r e n i n der Phase I I i m 
Gegensatz z u unseren E x p e r i m e n t e n m i t 29 bis 3 3 0 f a c h h ö h e r e r Dos is le i s tung n i c h t z u 
v o r z e i t i g e r in vitro Seneszenz führte . 
D e r entscheidende P u n k t für eine Weiterführung der U n t e r s u c h u n g e n besteht i n der 
Frage , o b der vorze i t ige E i n t r i t t bes t rahl ter K u l t u r e n i n d ie Phase I I I auf eine verkürzte 
k l o n a l e Lebensspanne der b e s t r a h l t e n , aber w e i t e r teüungsbefähigten Z e l l e n i m V e r 
g l e i c h z u d e n K o n t r o l l z e l l e n zurückzuführen ist . U n t e r k l o n a l e r Lebensspanne v e r s t e h e n 
w i r d ie Z a h l der Z e l l g e n e r a t i o n e n , d ie d ie N a c h k o m m e n s c h a f t e iner Z e l l e bis z u m E n d e 
der Teüungsfähigke i t d u r c h l a u f e n k a n n . D i e v o n M A C I E I R A - C O E L H O u . M i t a r b . ( 1 3 ) 
u n d v o n uns vorgelegten B e f u n d e s ind k e i n schlüssiger Beweis für e inen E f f e k t der Be
s t r a h l u n g a u f die k l o n a l e Lebensspanne n o r m a l e r menschl i cher B indegewebsze l len . D e r 
vorze i t ige E i n t r i t t bestrahl ter K u l t u r e n i n die Phase I I I k ö n n t e mögl icherweise b e d e u t e n , 
daß die über lebenden Z e l l e n der b e s t r a h l t e n K u l t u r während der Erholungsphase d e r 
K u l t u r m e h r Zel l teüungen durchführen als d ie Z e l l e n der K o n t r o l l k u l t u r u n d deshalb 
ihre Prol i fera t ionskapazi tä t rascher e r s c h ö p f e n . W i r beabsicht igen daher , i n w e i t e r e n 
U n t e r s u c h u n g e n die k l o n a l e Lebensspanne bestrahl ter u n d u n b e s t r a h l t e r F i b r o b l a s t e n 
d i r e k t z u vergle ichen. 
Seit d e n E x p e r i m e n t e n v o n RUSS u n d S C O T T ( 1 9 ) w i r d die H y p o t h e s e v e r t r e t e n , d a ß 
energiereiche S t r a h l u n g z u e inem v o r z e i t i g e n A u f t r e t e n b z w . z u einer B e s c h l e u n i g u n g 
natürl icher Alterungsprozesse führt . E i n kürzl ich erschienener B e r i c h t der A t o m i c B o m b 
Casual ty C o m m i s s i o n ( 5 ) geht e rneut a u f diesen A s p e k t e i n . T i e r e x p e r i m e n t e l l e B e f u n d e 
zeigen, daß energiereiche S t r a h l u n g dosisabhängig z u einer Verkürzung der m i t t l e r e n 
L e b e n s e r w a r t u n g u n d z u m v o r z e i t i g e n A u f t r e t e n verschiedener neoplast ischer E r k r a n 
k u n g e n führt ( 2 , 1 1 , 12, 16) . W A L B U R G ( 2 0 ) hat die P r o b l e m a t i k v o n T i e r e x p e r i m e n 
t e n z u r Frage eines s t r a h l e n i n d u z i e r t e n A l t e r n s ausführlich d i s k u t i e r t u n d dargelegt , d a ß 
die bisher v o r l i e g e n d e n B e f u n d e n i c h t ausre ichen, u m die Frage schlüssig z u b e a n t w o r 
t e n . 
W i r s ind uns der P r o b l e m a t i k b e w u ß t , aus U n t e r s u c h u n g e n über d ie in vitro Seneszenz 
v o n F i b r o b l a s t e n k u l t u r e n Rückschlüsse a u f zel luläre M e c h a n i s m e n der A l t e r u n g in vivo 
z u z iehen . Die B e d e u t u n g v o n H A Y F L I C K s A n s a t z ( 8 ) für das Vers tändnis der m o l e 
k u l a r e n Basis des A l t e r n s ist u m s t r i t t e n . Für eine D a r s t e l l u n g der B e f u n d e , d i e für e ine 
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K o r r e l a t i o n der in vitro Seneszenz v o n F i b r o b l a s t e n m i t zellulären Alterungsvorgängen 
in vivo sprechen, verweisen w i r a u f Übers ichtsar t ike l (9); u n t e r anderem w u r d e gezeigt , 
d a ß die Pro l i fera t ionskapazi tä t v o n F i b r o b l a s t e n k u l t u r e n m i t d e m A l t e r des Zel lspenders 
a b n i m m t . 
Diese B e f u n d e r e c h t f e r t i g e n aber n i c h t die B e h a u p t u n g , daß die begrenzte V e r m e h r u n g s 
fähigkei t b e s t i m m t e r Z e l l s o r t e n bei der natürl ichen A l t e r u n g des Menschen eine w i c h t i g e 
R o l l e sp ie l t . Zahl re iche f u n k t i o n e l l e Veränderungen gehen j e d o c h d e m V e r l u s t der T e i 
lungsfähigkei t in vitro voraus (9). Diese Veränderungen sind es, die nach A n s i c h t v o n 
H A Y F L I C K e in Äquivalent v o n zel lulären Alterungsvorgängen in vivo dars te l len k ö n n 
t e n . D i e m a x i m a l e Pro l i fera t ionskapazi tä t einer F i b r o b l a s t e n k u l t u r ist i n diesem Z u s a m 
m e n h a n g zunächst n i c h t s w e i t e r als e in e i n f a c h z u messender Parameter . K r i t i k e r der in 
vitro E x p e r i m e n t e w e n d e n e i n , daß die in vitro Seneszenz der F i b r o b l a s t e n n u r A u s 
d r u c k der bis heute n i c h t genügend o p t i m i e r t e n K u l t u r b e d i n g u n g e n i s t . D a b e i w i r d 
häuf ig a u f die hohe Pro l i fera t ionskapazi tä t der p l u r i p o t e n t e n S t a m m z e l l e n des K n o c h e n 
m a r k e s verwiesen . Dieser E i n w a n d berücksicht igt n i c h t , daß die m a x i m a l m ö g l i c h e Z a h l 
der Z e l l g e n e r a t i o n e n b e i d e n verschiedenen Z e l l s o r t e n p r o l i f e r i e r e n d e r Gewebe u n t e r 
s c h i e d l i c h sein k a n n , e in U m s t a n d , a u f d e n bereits der Z o o l o g e A u g u s t W E I S M A N N 
1881 b e i einer T a g u n g i n Salzburg (21) h ingewiesen h a t , der als erster die V e r m u t u n g 
aussprach, daß „der M o d u s u n d die Q u a n t i t ä t der F o r t p f l a n z u n g i n der spezif ischen N a 
t u r der Z e l l e selbst begründet ist u n d keineswegs e twa b l o ß v o n ihrer Ernährung ab
h ä n g t " (22). 
H e u t e ex i s t i e ren zahlre iche T h e o r i e n z u m m o l e k u l a r e n Mechanismus der zel lulären A l 
t e r u n g . Sie re ichen v o n der V o r s t e l l u n g eines genet isch gesteuerten Alterungsprozesses 
(23) b is z u r A n n a h m e einer F e h l e r k a t a s t r o p h e (17) als Fo lge einer u n v e r m e i d l i c h e n A n 
h ä u f u n g v o n F e h l e r n i n den M a k r o m o l e k ü l e n . M a n k ö n n t e an eine A k k u m u l a t i o n v o n 
S c h ä d e n i m Sinne eines „mul t ip le t a r g e t " o d e r eines „mul t ip le h i t " Systems d e n k e n , w i e 
es b e i der D e u t u n g der E f f e k t e ionis ierender S t r a h l u n g v i e l f a c h b e n u t z t w i r d . E ine solche 
V o r s t e l l u n g schl ießt die Mögl i chke i t e i n , daß e in genet isch p r o g r a m m i e r t e r P r o z e ß be i 
der in vitro Seneszenz v o n F i b r o b l a s t e n b e t e i l i g t ist . Dieser P r o z e ß k ö n n t e e ingele i te t 
w e r d e n , w e n n eine k r i t i s c h e Z a h l der „ t a r g e t s " b e t r o f f e n ist . D ie m i t t l e r e Z e i t d a u e r , 
n a c h der dieser k r i t i s c h e S c h w e l l e n w e r t e r re icht w i r d , würde v o m genetisch vorgegebe
n e n A r s e n a l an R e p a r a t u r s y s t e m e n abhängen . Energiereiche S t r a h l u n g verkürzt nach 
dieser V o r s t e l l u n g die Z e i t d a u e r bis z u r E r r e i c h u n g des Schwel lenwertes . V o n der A r t 
der S t r a h l u n g , der Dosis u n d der Dosis le is tung hängt ab, i n w e l c h e m U m f a n g die Repara 
t u r s y s t e m e die S t rah lenschäden beseit igen k ö n n e n . 
E i n e zentra le Idee dieser V o r s t e l l u n g , w i e aller F e h l e r t h e o r i e n des zel lulären A l t e r n s 
(17, 18), besteht d a r i n , daß die A k k u m u l a t i o n wei terer Fehler d u r c h die gegenseitige 
V e r k n ü p f u n g zwischen i n a k k u r a t e r Prote insynthese u n d i n a k k u r a t e r D N A - S y n t h e s e u m 
so rascher er fo lgen k a n n , j e größer die Z a h l der Fehler i n den m a k r o m o l e k u l a r e n Z e l l 
k o m p o n e n t e n bereits ist . E i n Fehler i n der Prote insynthese beispielsweise kann zur B i l 
d u n g einer „ m u t a t o r " D N A Polymerase u n d z u somat ischen M u t a t i o n e n führen. S o m a 
t i sche M u t a t i o n e n w i e d e r u m k ö n n e n Gene b e t r e f f e n , v o n denen die G e n a u i g k e i t der 
P r o t e i n s y n t h e s e abhängt . D a m i t k a n n e in sich selbst verstärkender P r o z e ß der Fehler 
a k k u m u l a t i o n e ingelei tet w e r d e n . Es ist a n z u n e h m e n , daß die Phase der D N A - R e p l i k a -
t i o n i m Z e l l z y k l u s b e i diesem P r o z e ß besonders k r i t i s c h ist . Diese A n n a h m e m a c h t ver
s t ä n d l i c h , daß der E i n t r i t t der in vitro Seneszenz der F i b r o b l a s t e n v o n der A n z a h l v o r 
ausgegangener Z e l l g e n e r a t i o n e n , also der A n z a h l vorausgegangener S-Phasen, abhängig 
i s t . 
Z w e i A s p e k t e der h ier vorge legten U n t e r s u c h u n g m ö c h t e n w i r — unabhängig v o m A u s 
gang der K o n t r o v e r s e u m die B e d e u t u n g v o n in vitro E x p e r i m e n t e n z u r zel lulären Se
neszenz — b e t o n e n : 
1. Es erscheint m ö g l i c h , d a ß die vorze i t ige Seneszenz der bes t rah l ten K u l t u r e n die Folge 
l a t e n t e r Ze l l schäden ist , d ie s ich erst spät m a n i f e s t i e r e n . Die E r h o l u n g der n a c h der Be
s t r a h l u n g k l o n a l wachsenden F i b r o b l a s t e n wäre d a n n n i c h t vollständig, o b w o h l diese 
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Z e l l e n für einen längeren Z e i t r a u m ( A b b . 5 - 7 ) i m H i n b l i c k auf die Sä t t igungsze l ld ichte 
u n d d e n C r i s t o f a l o - I n d e x k e i n e n U n t e r s c h i e d z u den K o n t r o l l z e l l e n e r k e n n e n lassen. D i e 
K u l t u r e u p l o i d e r menschl icher F i b r o b l a s t e n bietet d a m i t e inen e x p e r i m e n t e l l e n A n s a t z 
zur U n t e r s u c h u n g der Frage, o b Spätschäden einer Bestrahlung auch nach v ie len Z e l l 
g e n e r a t i o n e n n o c h mani fes t w e r d e n k ö n n e n . 
2. D i e A l t e r u n g der bes trahl ten K u l t u r e n t r i t t v o r z e i t i g e i n , o b w o h l ident ische K u l t u r 
b e d i n g u n g e n gewählt w u r d e n . Dieser B e f u n d spr icht gegen die V o r s t e l l u n g , d ie in vitro 
Seneszenz v o n n o r m a l e n Bindegewebszel len sei ausschl ießl ich auf n i c h t genügend o p t i 
m i e r t e K u l t u r b e d i n g u n g e n zurückzuführen. 

Wir danken Frau Christine K U N Z E für technische Unterstützung während der Durchführung der 
Experimente. 
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