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Zusammenfassung/Summary Seite 1

1 Zusammenfassung/Summary

Die Strahlendiagnostik ist die grofRte kiinstlich geschaffene Quelle fiir Rontgenstrahlung im All-
tag. DNA-Doppelstrangbriiche (DSBs) sind hierbei die schwerwiegendsten von ionisierender
Strahlung (IR) verursachten Lasionen, da sie die genomische Integritdt gefahrden (UNSCEAR
2000). Bei Computertomographie (CT)-Untersuchungen werden zur Unterstiitzung der
Bildgebung vor der Bestrahlung haufig Kontrastmittel (KM) injiziert, welche Elemente mit einer
hohen Ordnungszahl (Z) (z.B. Jod) enthalten und somit die Absorption der Strahlung
verstarken. Dies beruht darauf, dass bei Photonenenergien, wie sie in der Réntgendiagnostik
eingesetzt werden, bei der Absorption sowohl der Photo- als auch der Comptoneffekt auftritt
und die Abhangigkeit der durch den Photoeffekt deponierten Energie von Z sehr hoch ist. Der
erste Teil dieser Arbeit beschaftigte sich deshalb mit der Frage, ob eine Bestrahlung im Beisein

von jodhaltigem KM einen Einfluss auf die DSB-Entstehung hat.

In der Rontgendiagnostik werden Rontgendosen von wenigen mGy appliziert. Hierbei werden
wenige DSBs induziert, fir deren Messung man eine sensitive Methode bendtigt. In einer
friheren Studie wurde erfolgreich die Methode der Immunfluoreszenz-Mikroskopie (IFM) in
Lymphozyten von CT-Patienten etabliert (Lobrich et al. 2005). Diese erwies sich als sehr
sensitiv. Bei klinischen Studien besteht jedoch das Problem, dass sich Patienten in ihrem
genetischen Hintergrund unterscheiden, was einen Einfluss auf die gemessenen Effekte haben
kann. Daher sollte im Rahmen dieser Arbeit die Sensitivitdt der IFM unter standardisierten
Bedingungen validiert werden. Dazu wurde zunadchst in Kooperation mit der Klinik fir
Strahlentherapie und Radioonkologie, Universitatsklinikum des Saarlandes in Homburg/Saar die
YH2AX-IFM in murinen Lymphozyten etabliert (Rube et al. 2008b). Hierfiir wurde die Induktion
und Reparatur von DSBs in Lymphozyten verschiedener Mausmutanten mit bekannten
Defekten in Komponenten der DSB-Reparatur gemessen. Hierbei spiegelte sich selbst eine
geringe Strahlenempfindlichkeit der Mause in einer eingeschrankten DSB-Reparaturkapazitat

wider, sodass sich die IFM als sehr sensitive Methode zur Quantifizierung von DSBs erwies.

Nach Validierung der Methode wurde zunachst invitro die Auswirkung von KM auf die
Induktion und Reparatur von DSBs untersucht. Dies wurde mittels YH2AX- und 53BP1-IFM
sowie alternativer Methoden wie Pulsfeld-Gelelektrophorese (PFGE) und premature
chromosome condensation (PCC) durchgefiihrt. Hierbei konnte in primdren humanen
Lymphozyten und Fibroblasten gezeigt werden, dass die Zugabe von KM vor 90 kV-
Réntgenbestrahlung verglichen mit unbehandelten Proben zu einer 40-60%igen Erhdhung der
initialen DSB-Anzahl fihrt (= KM-Effekt). Ohne Bestrahlung hatte KM keinen Einfluss auf die
DSB-Entstehung. Um die Abhangigkeit des KM-Effektes von der Photonenenergie zu

untersuchen, wurden humane Lymphozyten auch mit 660 kV-y-Strahlung bestrahlt, woraufhin
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Zusammenfassung/Summary Seite 2

kein KM-Effekt beobachtet wurde. Daraus konnte geschlossen werden, dass die Anwesenheit
von KM wahrend 90 kV-Rontgenbestrahlung eine Steigerung des Photoeffektes zur Folge hat,
was zu einer erhohten Induktion von DSBs fihrt, da nach y-Bestrahlung die Energie
hauptsachlich durch Comptonelektronen deponiert wird. Da dieser Vorgang unabhangig von Z

ist, konnte kein KM-Effekt beobachtet werden.

In anschlieRenden Patientenstudien wurde der KM-Effekt auch in vivo mittels yH2AX-IFM an
Lymphozyten von CT-Patienten untersucht. Parallel dazu wurde die individuelle in vitro-
Reparatur anhand von in vitro-bestrahlten Proben ermittelt. Unter Berlicksichtigung der
individuellen DSB-Schadensantwort konnte auf diese Weise auch nach in vivo-Bestrahlung eine
20-40%ige Erhohung der initialen DSB-Anzahl in Anwesenheit von KM beobachtet werden. Da
die erste untersuchte Patientengruppe bezliglich der Patientencharakteristika inhomogen war,
wurden die Ergebnisse mit einem zweiten unabhangigen CT-Patientenkollektiv verifiziert.
Hierbei glichen sich die nativ und die mit KM bestrahlte Vergleichsgruppe im mittleren Alter, in
der Altersverteilung innerhalb jeder Gruppe sowie in den klinischen Indikationen. Die
Messungen ergaben auch hier eine signifikante Erhohung der Anzahl an induzierten DSBs von
33% bei CT-Patienten mit KM-Gabe, sodass die in vivo-Daten der ersten Patientengruppe

verifiziert werden konnten.

In den o. g. Patientenstudien traten groRe Unterschiede im individuellen Reparaturverhalten
auf. Daher wurde im weiteren Verlauf der Arbeit untersucht, ob die Reparaturkapazitat von den
Faktoren Alter, klinischer Indikation oder dem Geschlecht beeinflusst wird. Sowohl im ersten als
auch in einer dritten Patientengruppe konnte gezeigt werden, dass Patienten lber 60 Jahre
eine verminderte DSB-Reparaturkapazitat gegenlber jingeren Patienten (im Mittel 30 Jahre)
aufweisen. Weiterhin zeigten Frauen ein tendenziell schlechteres Reparaturvermogen als

Manner. Dagegen ergab ein Vergleich der klinischen Indikationen keine Unterschiede.

Eine frihere Studie konnte beobachten, dass in konfluenten Fibroblasten die DSB-
Reparaturkapazitdt invitro mit niedriger werdender Rontgendosis abnimmt und nicht-
reparierte DSBs verbleiben (Rothkamm & Lobrich 2003). Um die physiologische Relevanz zu
untersuchen, wurde daher im Rahmen dieser Arbeit das Reparaturvermogen im
Niedrigdosisbereich auch in vivo in verschiedenen Mausgeweben untersucht. Hierbei zeigte
sich, dass die DSB-Reparatureffizienz auch in vivo konsistent zu den bisherigen in vitro-Daten
nach einer Niedrigdosis von 10 mGy verglichen mit héheren Dosen abnimmt. Nachdem die
Daten von Rothkamm & Lobrich (2003) in vitro in konfluenten Fibroblasten mit zusatzlichen
Rontgendosen und zwei DSB-Markern bestatigt wurden, wurde versucht, ein besseres
Verstandnis fur die Ursache von nicht-reparierten DSBs zu erlangen. Hierfiir wurde mittels
H,0,-Behandlung vor Rontgenbestrahlung der oxidative Stress in den Zellen erh6ht, was zur
Reparatur aller strahleninduzierten DSBs fiihrte. Dies ldsst vermuten, dass durch eine Erhéhung

des oxidativen Stresses in der Zelle die DSB-Reparatur stimuliert wird.
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Diagnostic X-rays are the largest man-made source of radiation exposure. They induce DNA
double-strand breaks (DSBs) which are the most relevant biological damage induced by ionizing
radiation (IR) as they compromise the genomic integrity (UNSCEAR 2000). Very often, contrast
media (CM) are used to improve the visibility of internal body structures with similar densities
in an X-ray image. Contrast media contain elements with high atomic numbers as iodine which
increase the absorption of radiation. When photon radiation interacts with cells, secondary
electrons are emitted by either the photoelectric or the Compton effect. At photon energies
that are used during diagnostic X-ray examinations, the photoelectric effect is the predominant
process that generates secondary electrons. The number of electrons emitted by this effect

strongly depends on the atomic number (Z) of the irradiated matter (~Z°).

The first part of this work aimed to investigate if iodinated CM influences the DSB induction
after X-irradiation. In radiation diagnostics low dose exposure in the range of few mGy is
applied. DSB levels induced by these doses are very low. The methods for the assessment of
DSBs have to be very sensitive. In a past study in which yYH2AX-IFM (immune fluorescence
microscopy) could be established successfully in lymphocytes of CT patients, this method
proved to be very sensitive (Lobrich et al. 2005). As patients often differ in their genetic
background, this can have an influence on the measured effects. To validate the sensitivity of
this method under controlled conditions, the IFM was established in lymphocytes of different
mouse mutants with known defects in DSB repair components. This happened in collaboration
with the Department of Radiooncology, Saarland University, Homburg/Saar (Rube et al. 2008b).
The ability to measure even slight differences in DSB repair pointed out the high sensitivity and

suitability of this approach for the investigation of DSB induction and repair.

Following in vitro experiments to assess the influence of CM on the DSB induction included
yYH2AX- and 53BP1-IFM and alternative methods like pulsed field gel electrophoresis and
premature chromosome condensation. Therefore primary human lymphocytes and fibroblasts
were irradiated in the presence or absence of CM. Thereby, CM administration prior to
irradiation with 90 kV X-rays led to a dose-dependent increase of the initial amount of DSBs and
chromosome breaks by approximately 40-60%. The administration of CM after irradiation had
no effect. To investigate the dependence of this effect on the applicated dose and the photon
energy, additional experiments with lymphocytes were performed using 660 kV-y-rays. After
y—ray exposure CM had no effect on the DSB induction. y—rays predominantly interact with
matter through the Compton effect. The number of emitted Compton electrons by this effect is
independent of Z. This suggests that the presence of iodine during X-irradiation increases the
yield of DSBs in irradiated cells because of the higher X-ray absorption due to increased

photoelectric interaction.
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To investigate the CM effect in vivo, the amount of YH2AX-foci was quantified in lymphocytes of
individuals undergoing CT examinations with or without CM administration. Considering the
individual repair capacity of each patient by comparing his in vivo data with individual in vitro
data, the results obtained in vivo showed that a CM administration prior to CT examination
leads to an increase of DSBs in the lymphocytes of patients of approximately 30%. As the first
group of patients showed great inter-individual variation in the level of DSB repair, and to
confirm the recent findings, a second independent CT patient group was evaluated. To avoid
inter-individual variation, this patient group was matched in age and health status. Foci
numbers assessed in vivo after CT confirmed the findings that CM leads to an increase in the

induction of DSBs by X-irradiation.

Because there were substantial differences in DSB repair between individuals, further
investigations were performed in order to identify factors which influence DSB repair.
Therefore, patients of the first and of a new third patient group were compared in age, health
status and gender and analyzed by their DSB repair behaviour. The results revealed a
diminished repair capacity for patients older than 60 years compared to younger patients with
a mean age of 30 years. Furthermore, women showed a slightly diminished DSB repair capacity
compared to men. In contrast, the health status did not influence DSB repair. This suggests that

a person’s age and perhaps also gender may affect the individual DSB repair capacity.

A former work of Rothkamm & Lobrich (2003) with confluent wild-type fibroblasts reported
that DSB repair becomes less efficient with decreasing radiation doses and that a subset of
DSBs remains unrepaired. To examine the physiological relevance of these results, subsequent
low dose studies were performed in different mouse tissues of repair proficient wild-type mice.
Using YH2AX and 53BP1 as DSB markers, it could be seen for the first time that consistent to the
previous findings in vitro, DSB repair after a dose of 10 mGy is less efficient compared with

higher doses in vivo and that a subset of DSBs remains unrepaired after irradiation.

After approving the data of Rothkamm & Lobrich (2003) with confluent wild-type fibroblasts,
but with additional radiation doses and two DSB markers (yH2AX and pATM), further
investigations should improve our understanding for the reasons of DSBs remaining unrepaired
after X-ray irradiation. Therefore confluent wild-type fibroblasts were treated with H,0, before
irradiation to enhance cellular oxidative stress. Following DSB repair studies revealed that H,0,
pretreated cells exhibited a better DSB repair capacity than untreated cells. These results led to

the conclusion that oxidative stress has an impact on the efficiency of DSB repair.
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2 Einleitung

2.1 Strahlenbiologische Grundlagen

Das Hauptaugenmerk der Strahlenbiologie ist die Wirkung von ionisierender Strahlung (ionizing
radiation = IR) auf biologische Systeme. Hierbei bildet die DNA den Hauptgegenstand der Be-
trachtungen, weil der Erhalt der genomischen Integritdt von groRter Wichtigkeit fir jeden Or-
ganismus ist. Die DNA wird jeden Tag sowohl durch exogene als auch endogene Faktoren auf
verschiedenste Art und Weise geschadigt, wobei IR durch die natiirliche Hintergrundstrahlung
und die Anwendung in der medizinischen Diagnostik ein wichtiger exogener Faktor ist. Um
dessen Einfluss auf die DNA untersuchen zu kdnnen, gilt es, neben zellbiologischen Vorgangen

auch die physikalischen Grundlagen zu verstehen.

2.1.1 Strahlenphysikalische Grundlagen

Physikalisch definiert man ,Strahlung” als den Transport von Energie, ohne dass dies durch ein
Medium vermittelt werden muss. Daher versteht man z. B. das Licht als Strahlung. Strahlung
kann als elektromagnetische (em) Welle oder als Teilchenstrahlung auftreten. Die em-Welle ist
dadurch gekennzeichnet, dass ihre elektrischen und magnetischen Felder senkrecht aufeinan-
der stehen und mit der Zeit variieren, sodass sich die em-Welle vorwarts bewegt. Die Ge-
schwindigkeit (c), mit der sich diese Welle vorwarts bewegt, ist dabei das Produkt der Wellen-
lange (A) und der Frequenz (v). Sie ldsst sich nach dem Prinzip der Quantentheorie auch als
Form kleiner Energiepakete (E) verstehen, welche das Produkt aus dem Planckschen Wirkungs-

quantum (h) und v sind (Abb. 2.1).

Eleltrisches Feld

A =Wellenlange (Entfernung zwischen zwei
K | aufeinanderfolgenden Wellenbergen)
E=h*v

Entfernung
Magnetfeld

Lichtgeschwindigheit

v = Frequenz

T i
Abb. 2.1: Elektromagnetische (em) Welle
Die elektrischen und magnetischen Felder stehen senkrecht aufeinander und variieren mit der Zeit. Die
Geschwindigkeit (c) der daraus entstehenden Bewegung ist das Produkt aus der Wellenlange (A) und der
Frequenz (v). Nach der Quantentheorie besteht sie aus Energiepaketen (E), welche das Produkt aus dem
Planckschen Wirkungsquantum (h) und v sind.
(Quelle: www.fe-lexikon.info/lexikon-e.htm#elektromagnetischewelle).
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Bei der Betrachtung der Wechselwirkung zwischen Strahlung und Materie kommt der Quan-
tenenergie eine entscheidende Rolle zu. Sie bestimmt die Art der Wechselwirkung und die
daraus resultierenden Effekte. In der Strahlenbiologie ist in diesem Zusammenhang besonders
das lonisationsvermoégen von entscheidendem Interesse. Damit wird die Fahigkeit der em-
Strahlung beschrieben, bei der Absorption durch Materie deren Atome und Molekiile
anzuregen und zu ionisieren. Unter lonisation versteht man einen StoBprozess, bei welchem die
Strahlungsquanten mit den Elektronen wechselwirken und diese aus ihrer Bahn um den

Atomkern werfen, sodass ein positiv geladenes Atom zurlickbleibt.

Zu ionisierender Strahlung gehoren alle Strahlenarten ab einer Wellenldnge von 100 nm, wobei
diese Grenze nicht abschlieBend festgelegt ist. Hierzu zdhlen bei den Quantenstrahlungsarten
kurzwellige UV-Strahlung sowie Rontgen- und y-Strahlung. Daneben gehort auch die

Teilchenstrahlung wie z. B. Protonen, a-Teilchen sowie Neutronen zu ionisierender Strahlung.

Rontgen- und y-Strahlung unterscheiden sich prinzipiell nicht in ihren Eigenschaften, sondern in
der Art ihrer Entstehung. Wahrend Rontgenstrahlung bei der Wechselwirkung beschleunigter
Elektronen mit Materie entsteht, wird y-Strahlung bei dem Zerfall radioaktiver Elemente wie

z. B. Casium gebildet (Kiefer & Kiefer 2003).

2.1.1.1 Rontgenstrahlung

Die Rontgenstrahlung wurde von Wilhelm Conrad Rontgen entdeckt. AulRerhalb Deutschlands
wird sie haufig mit dem von Réntgen urspriinglich selbst verwendeten Begriff X-Strahlung (eng-
lisch X-rays) bezeichnet. Sie entsteht, wenn beschleunigte Elektronen auf Materie treffen.
Hierbei werden zwei Prozesse unterschieden: zum einen die Bildung von ,charakteristischer

Strahlung”und zum anderen die Bildung von ,,Bremsstrahlung”.

Treffen beschleunigte Elektronen mit ausreichend hoher Energie auf absorbierende Materie,
werden Hiullelektronen aus der Atomhiille der in der Materie befindlichen Atome geldst.
Dadurch kommt es zu einem freien Platz in der entsprechenden Atomschale. Wird dieser Platz
von einem Elektron aus einer hoheren Schale besetzt, wird die Energiedifferenz als
Strahlungsquant freigegeben. Die Energie des Quants ist atomtypisch, da sie von der
energetischen Lage der beteiligten Orbitale abhdngt. Man spricht daher auch von

,Charakteristischer Rontgenstrahlung”.

Bei der Entstehung von ,,Bremsstrahlung” handelt es sich im Gegensatz dazu um einen Prozess,
bei welchem das beschleunigte Elektron nach dem Coulombschen Gesetz vom positiv
geladenen Atomkern angezogen wird. Dadurch wird die Elektronenbahn um den Kern
gekrimmt und das Elektron gebremst, wodurch es Energie abgibt. Der dabei abgegebene
Energiebetrag kann sehr variabel sein. Er hat als obere Grenze die urspriingliche

Elektronenenergie und hangt vom Abstand zum Kern ab. Das Emissionsspektrum einer Ront-
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genrohre setzt sich somit aus der ,charakteristischen Rontgenstrahlung” und der

,Bremsstrahlung” zusammen (Kiefer & Kiefer 2003).

2.1.1.2 y-Strahlung

Radioaktivitat (radioaktiver Zerfall oder Kernzerfall) entsteht durch den Zerfall von instabilen
Atomkernen. Dies ist ein spontaner Prozess, bei welchem Teilchen abgegeben werden. Der
Grund hierfir liegt in einer speziellen Kernzusammensetzung von einer groRen Anzahl an Pro-
tonen und Neutronen, welche zu Instabilitat fihrt. Der zeitliche Verlauf der Emissionen nach
Zerfall ist durch das Zerfallsgesetz beschrieben, bei welchem die wichtigste charakteristische
GroRe die Zerfallskonstante ist. Diese kennzeichnet die Geschwindigkeit des radioaktiven Zer-
falls einer Substanz. Hat ein Atomkern nach Zerfall ein Teilchen emittiert, kann er angeregt
zurlickbleiben, bevor er nach Aussenden von y-Quanten in seinen Grundzustand zuriickfallt. Da
dhnlich wie in der Atombhiille auch im Kern die Anregungszustande durch diskrete Niveaus fest-
gelegt sind, sind die Energien der abgegebenen y-Strahlung charakteristisch fiir die verschiede-

nen Elementisotope (Kiefer & Kiefer 2003).

2.1.2 Wechselwirkungen ionisierender Strahlung (IR) mit Materie

Bei der Wechselwirkung ionisierender Strahlung mit Materie finden lonisationsprozesse statt,
bei welchen die Strahlungsquanten mit den Elektronen der Materie wechselwirken und diese
aus ihrer Bahn um den Atomkern werfen. Von physikalischer Bedeutung ist, dass vor und nach
dem StoBprozess die Bilanz der Energien und des Impulses gleich bleibt. Im Folgenden werden

die verschiedenen Wechselwirkungsprozesse beschrieben.

2.1.2.1 Photoeffekt, Comptoneffekt und Paarbildung

Liegen die Quantenenergie und die Starke der Elektronenbindung in vergleichbarer GréRen-
ordnung vor, kommt es vorwiegend zum Photoeffekt. Beim Photoeffekt (ibertragt das
beschleunigte Elektron seine gesamte Energie auf ein Elektron der K-, L- oder M-Schale des
absorbierenden Materials. Das Elektron verldsst seine Schale mit einer kinetischen Energie, die
der Quantenenergie abzliglich der Bindungsenergie entspricht. Die freie Schale des ionisierten
Atoms kann wiederum durch ein Elektron einer kernferneren Schale aufgefiillt werden,
wodurch es zu einer Abnahme der potenziellen Energie kommt und die tberschissige Energie
als Photonen charakteristischer em-Strahlung abgegeben wird. Der Photoeffekt tritt

hauptsachlich bei niedrigeren Photonenenergien bis 50 keV auf.

Bei mittleren Energien von 0,1 bis 1 MeV kommt es in erster Linie zum Comptoneffekt. Hierbei
sind meist Elektronen der dueren Umlaufbahnen um den Kern betroffen, deren Bindungs-

energie kleiner ist als die eintreffende Photonenenergie. Es kann somit nicht mehr die gesamte
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Energie an das Elektron abgegeben werden, sodass ein Quant niedrigerer Energie Ubrig bleibt,

welches in einem bestimmten Winkel gestreut wird.

Fir die Paarbildung, einem dritten Wechselwirkungsprozess, sind Quantenenergien von mehr
als 1,02 MeV notig, um die ,Ruheenergien” der bei diesem Prozess entstehenden Teilchen zu
Ubersteigen. Das eintreffende Quant materialisiert bei diesem Prozess zu einem Positron und
einem Elektron. Die Summe ihrer kinetischen Energien entspricht der Quantenenergie
vermindert um die ,,Ruheenergien” der beiden Teilchen (Kiefer & Kiefer 2003, Hall & Giaccia

2006).

Die bei den beiden erstgenannten Prozessen entstehenden Photo- und Comptonelektronen
sowie gestreuten Quanten haben meist eine ausreichend groRBe Energie, um in der Materie
noch eine gewisse Strecke zuriickzulegen. Auf diesem Weg kdnnen sie auf weitere Atome tref-
fen und dort weitere Anregungen und lonisationen auslésen. Dies bezeichnet man als lonisa-
tions- oder Bahnspur. Die Energiedeposition bei em-Strahlung erfolgt also im Wesentlichen
durch entstandene Sekundarelektronen (Nikjoo & Goodhead 1991). Somit sind nicht
hauptsdachlich die primdren Absorptionsprozesse der Quanten, sondern die durch
Sekundarelektronen ausgeldsten weiteren lonisationen verantwortlich fir die Wirkung von

Réntgen- und y-Strahlung.

2.1.2.2 Linearer Energietransfer (LET) und Relative Biologische Wirksamkeit (RBW)

Bei der Energiedeposition ionisierender Strahlung in der Materie durch Sekundarelektronen
kann man je nach Energie die ionisierende Strahlung in dicht oder diinn ionisierend
unterscheiden. Rontgen- und y-Strahlung gehdren zu den diinn ionisierenden Strahlenarten, bei
deren Absorption die dabei entstehenden Sekundarelektronen auf ihrem weiteren Weg eine
relativ geringe Anzahl an lonisationen mit weit auseinander liegenden lonisationsorten
hinterlassen. Dies steht im Gegensatz zu o- und Teilchenstrahlung, welche entlang ihrer
Bahnspur tausende von lonisationen auslésen und daher als dicht ionisierend gelten. Um
diesen Vorgang genauer zu beschreiben, wurde der LET (linear energy transfer) als Messgrof3e
eingefiihrt. Dieser beschreibt die langs der Bahnspur pro Wegldangeneinheit lokal deponierte
Energie aller Teilchen. AuRerdem andert er sich mit der kinetischen Energie der
Sekundarelektronen. Da deren Geschwindigkeit gegen Ende der Bahnspur abnimmt, hinterlas-

sen sie daraufhin mehr lonisationen pro Wegstreckeneinheit, wodurch der LET zunimmt.

lokal absorbierte Energie keV
LET = =

" durchlaufende Wegstrecke Mm

Alle Arten von IR verlieren beim Durchgang durch Materie Energie. Entscheidend fiir die Be-
trachtung der biologischen Wirkung von Strahlung ist daher die im Koérper deponierte Energie.

Diese so genannte ,Energiedosis“ wird als absorbierte Energie pro Masse definiert

Dissertation Saskia Grudzenski



Einleitung Seite 9

[Joule pro kg] und in der Einheit Gray [Gy] angegeben. Im Strahlenschutz wird diese Einheit
jedoch nicht verwendet, da unterschiedliche Strahlenarten bei gleicher Dosis unterschiedliche
biologische Wirkungen entfalten. Man spricht hierbei von einer unterschiedlichen Relativen
Biologischen Wirksamkeit (RBW). In diesem Zusammenhang wurde die Aquivalentdosis mit der
Einheit Sievert (Sv) eingefiihrt. Diese ergibt sich wiederum aus dem Produkt aus der
Energiedosis in Gy und dem Wichtungsfaktor (wg). Beispielsweise entspricht 1 Gy Rontgen-
oder y-Strahlung einer Aquivalentdosis von 1 Sv, da Photonenstrahlung bei allen Energien einen
Wg von 1 besitzt. Eine Bestrahlung mit 1 Gy a-Teilchen wiirde jedoch einer Aquivalentdosis von

20 Sv entsprechen, da der wg von a-Teilchen 20 ist.

Aquivalentdosis [Sv] = wg* Energiedosis [Gy]

2.1.2.3 Grenzflicheneffekte

Bei der Betrachtung der absorbierten Dosis in einem bestimmten Materialvolumen (z. B. dem
menschlichen Kérper) muss beriicksichtigt werden, dass beim Auftreffen von Strahlung an der
Grenzflache zur Luft (z. B. an der Haut) ein sogenannter Grenzflicheneffekt auftritt. Hierbei
kénnen Sekundarelektronen, welche unmittelbar hinter dieser Grenzflache entstehen, aus dem
Volumenelement herausfliegen und somit absorbierte Energie wieder heraustragen. Aus der
Luft, die vergleichsweise wenige Molekiile enthalt, fliegen jedoch kaum Sekundarelektronen in
das Volumenelement hinein, sodass ein Sekunddrelektronenungleichgewicht entsteht. Die
maximale Energiedosis wird also nicht direkt an der Grenzflache erreicht, sondern erst im

Inneren des Volumenelements (z. B. im Gewebe) (Abb. 2.2).
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Abb. 2.2: Tiefenverlaufskurven verschiedener Photonenstrahlen und 10 MV Elektronenstrahlen in Wasser
Verlauf der Energiedeposition (Relative Tiefendosis in %) in unterschiedlichen Gewebetiefen abhangig von der
Energie der Strahlung. In welcher Tiefe die maximale Energiedosis erreicht ist, hdngt von der Photonenenergie
ab. Je hoher die Energie, desto weiter verschiebt sich das Maximum in die Tiefe (Quelle: Sauer 2003).
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Wo im Inneren des Volumenelements das Dosismaximum erreicht ist, hangt von der Energie
der Strahlung und damit von der Reichweite der Sekundarelektronen ab. Je héher die Energie
der Elektronen, desto weiter verschiebt sich das Dosismaximum in die Tiefe. Bei harter y-
Strahlung und ultraharter Rontgenstrahlung bewegen sich dariber hinaus die
Sekundarelektronen ganz (iberwiegend in Richtung der einfallenden Photonenstrahlung,

weisen also eine Vorwartsstreuung auf (Sauer 2003).

2.1.3 Wechselwirkung IR mit der DNA

Es wurde bereits frith erkannt, dass fiir das Uberleben von Zellen nach Bestrahlung die Schidi-
gung der DNA und nicht die Schadigung von Bestandteilen im Zytoplasma verantwortlich ist
(Munro 1970). Dabei unterscheidet man die direkte von der indirekten Strahlenwirkung. Die
direkte Strahlenwirkung tritt vorwiegend bei dicht ionisierender Strahlung auf (z.B. a-
Strahlung). Hierbei wechselwirkt das Strahlungsteilchen oder ein Sekundarelektron direkt mit
der DNA und hinterlasst angeregte oder ionisierte Atome. Demgegeniliber werden bei der indi-
rekten Strahlenwirkung tber die Wechselwirkung mit anderen Atomen und Molekilen in der
Zelle zuerst diffusible Radikale erzeugt, welche wiederum Uber eine Radikalkettenreaktion zu
einer DNA-Schadigung fiihren kdnnen. Da eine Zelle zum gréBten Teil aus Wasser besteht, rea-
gieren die Photonen meist zuerst mit Wassermolekiilen und ionisieren oder spalten diese an-

schlieflend:
H,0 — H,0"+e, (lonisation) H,0 — He+OHe (Spaltung)

Dabei entstehen oxidierende OH-Radikale (OHe) und reduzierende H-Radikale (He) sowie
Elektronen mit Wasserhiille. H,O" ist ein hoch reaktives lonenradikal, da es ein ungepaartes
Elektron besitzt. Seine Halbwertszeit betragt 10™s. In dieser Zeit kann es mit anderen Was-

sermolekiilen wechselwirken:
H,0"+ H,O — H,0"+ OHe
€y t H30+ — He + H,O (sekundare H-Atome)

Neben reduzierenden H-Radikalen (He) entstehen daraufhin weitere reaktive Hydroxylradikale
(OHe). Diese haben ebenfalls eine Halbwertszeit von 10'%s (Acworth et al. 1999). Es wird
davon ausgegangen, dass zweidrittel der entstehenden DNA-Schdaden nach Bestrahlung mit
diinnionisierender Strahlung von Hydroxylradikalen verursacht werden (Ward et al. 1985). Um
die DNA schadigen zu kénnen, miissen diese Radikale in einem Umkreis von wenigen nm um
die DNA herum entstehen (vgl. Abb. 2.3). GroRere Distanzen fiihren zur Detoxifikation (Ward et
al. 1987, Goodhead 1994).
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Abb. 2.3: Direkte und indirekte Strahlenwirkung
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Da die Energie der Strahlung nicht gleichmaRig verteilt, sondern entlang der Bahnspuren von
Sekundarelektronen abgegeben wird, treten lokale Anhaufungen von Radikalen auf. Diese
bezeichnet man als Spurs und Blobs (Ward 1990). Bei Rontgen- und y-Strahlung wird 95% der
absorbierten Energie in Form von Spurs deponiert. Diese beinhalten bis zu 100 eV an Energie
und drei lonenpaare. Sie haben einen Durchmesser von 4 nm, was dem doppelten DNA-
Durchmesser entspricht. Weniger haufig treten Blobs auf. Diese haben einen Durchmesser von
7 nm und beinhalten zwolf lonenpaare. Bei ihnen liegt die durchschnittliche deponierte Energie
bei 100 bis 500 eV.

2.1.3.1 Locally multiply damaged sites (LMDS)

Wenn Spurs und Blobs innerhalb eines gewissen Radius” um die DNA herum auftreten, reagie-
ren die Radikale mit dem DNA-Molekiil und hinterlassen sogenannte Multiply damaged sites
(MDS), also Mehrfachschadigungen der DNA (Ward 1990) (Abb. 2.4). Hierbei hdufen sich Basen-
oder Zucker-Phosphat-Rickgradschdaden im Bereich weniger Basenpaare an. Diese werden
aufgrund der ortlichen Begrenzung auch als Locally multiply damaged site (LMDS) bezeichnet
(Goodhead 1989). Sie werden durch eine einzige Bahnspur erzeugt und nehmen mit der Dosis

und dem LET der Strahlung zu (Holley & Chatterjee 1996).
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Abb. 2.4: Schematische Darstellung
i einer Locally Multiply Damaged Site

-r I I I I I I I I I 2nm (LMDS)
- Die Energie von IR wird in Form von

* entstehenden Spurs und Blobs entlang
der Bahnspur eines geladenen Teilchens

deponiert. Treten diese in der Nahe der

DNA auf, so kommt es zu zahlreichen

Spur OH'eaq OHe,  Blob o . ) )

OH e OH e lonisationen innerhalb eines bestimm-
4nm , .= aa \ 7nm ) ]
diameter |€ag ©H OH'egq  OH ey diameter  ten Bereichs der DNA, so dass viele

" DH'g = .
3ion pairs \ O+ °ad Heag Ot agq 12 ion pairs Schéden auf eng begrenztem Raum

OH anOH'e . . .

OM e2q by auftreten. Die rdumlichen AusmaRe der

ionisierten Bereiche sind dabei ver-
gleichbar mit dem Durchmesser der
DNA-Doppelhelix (Quelle: Hall & Gaccia
2006).

Haben Hydroxylradikale einmal die DNA erreicht, kdnnen sie dort eine Vielfalt unterschiedlicher
Schaden in Form von apurinisierten Stellen, DNA-Strangbriichen oder DNA-Protein-Crosslinks
hinterlassen (Mello Filho & Meneghini 1984, Teebor et al. 1988). Berechnungen und
Messungen ergaben, dass pro Gy Rontgenstrahlung etwa 2.500-3.000 Basenschaden, 1.000
Einzelstrangbriiche (ESBs) und 40 Doppelstrangbriiche (DSBs) erzeugt werden. Diese Werte
variieren jedoch von Quelle zu Quelle (Elkind & Redpath 1977, Dahm-Daphi et al. 2000, Fisher
et al. 2007).

Basenschaden entstehen jedoch nicht nur durch IR, sondern auch durch UV-Strahlung und
endogene oxidative Prozesse. Diese treten dann in Form von DNA-Protein-Vernetzungen,
deletierten Basen, Desaminierungen oder Depurinierungen auf. Basenschaden und ESBs
konnen effektiv von der Zelle repariert werden und stellen keine besondere Gefahr fir die

genomische Integritat dar (Ward 1995).

2.1.3.2 DNA-Einzelstrangbriiche (ESBs)

ESBs konnen in vier Klassen eingeteilt werden: Zur ersten Klasse gehoren ESBs, die durch einen
Schnitt in der Phosphodiesterbindung entstehen und keine weiteren Veranderungen der Zucker
oder Basen aufweisen (vgl. Abb.2.5). Klassell beinhaltet ESBs, bei welchen eine
Phosphatgruppe fehlt ohne weitere Veranderungen der Zucker oder Basen. In der dritten
Klasse von ESBs liegen veranderte Zucker oder Basen vor, entweder mit oder ohne Verlust der
Phosphatgruppe. Zur Klasse IV gehoren ESBs, die durch den Verlust eines kompletten
Nukleotids entstanden sind (Obe et al. 1992).
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Abb. 2.5: Struktur des DNA (Desoxyribo-
nukleinsdure)-Molekiils

Die Molekilstruktur der DNA ist ein
Polymer aus Nukleotiden. Jedes Nukleotid
besteht aus Phosphorsidure bzw. Phosphat,
dem Zucker Desoxyribose sowie einer
heterozyklischen Base. Die Desoxyribose-
und Phosphorsaure-Untereinheiten sind bei
jedem Nukleotid gleich. Sie bilden das
Rickgrat des Molekiils. Einheiten aus Base
und Zucker (ohne Phosphat) werden als
Nukleoside bezeichnet. Der schwarze Kreis-

ausschnitt kennzeichnet eine Phospho-
diesterbindung

(Quelle: www.kliniken.de/lexikon/Medizin/
Diagnostik/Mikrobiologie/GC-Gehalt.html).

2.1.3.3 DNA-Doppelstrangbriiche (DSBs)

Wird das Zucker-Phosphat-Riickgrat von beiden Einzelstrangen in einem Bereich von 10 bp ge-
schadigt, sodass auf beiden Seiten ESBs entstehen, kommt es zu einem DSB (Friedland et al.
1999). Da sich ESBs selten direkt gegeniberliegen, sondern meist ortlich etwas voneinander
versetzt sind, besitzen die entstehenden DSBs meistens keine glatten Enden, sondern Enden
mit einzelstrangigen Uberhingen oder Basen- und Phosphatgruppen-Modifikationen. Oftmals
fehlt auch die 3-OH-Gruppe. Briiche mit diesen Bruchenden werden meist als , komplexe”

Briche bezeichnet.

DSBs bilden in Bezug auf das Zelliiberleben die gravierendsten DNA-Ldsionen und kénnen zu
Mutationen fiihren (Zhang et al. 2007). Bei Inaktivierung eines wichtigen Genprodukts kann
bereits ein einzelner DSB in mehrzelligen Organsimen zum Tod der Zelle fihren (Jackson 2002).
DSBs kdonnen durch endogene oder exogene Faktoren entstehen. Zu den exogenen Faktoren
gehoren IR (Ward 1990), chemische Agenzien sowie Chemotherapeutika (Povirk 1996, Degrassi
et al. 2004). Zu den endogenen Faktoren zdhlen z. B. die V(D)J-Rekombination, ein Prozess zur
Bildung der Antikorperdiversitat (Gellert 2002, Franco et al. 2006), oder die Homologe Rekom-
bination zwischen homologen Chromosomen wahrend der Meiose (Keeney & Neale 2006).
Weiterhin kommt es durch die Bildung metabolischer Nebenprodukte (reactive oxygen species
= ROS) wahrend der zelluldren Atmung zu Basen- und Nukleotidschdden, die wahrend der
Replikation zu DSBs flihren kénnen (Dahm-Daphi et al. 2000). Auch mechanischer Stress, der
auftreten kann wenn dizentrische Chromosomen wahrend der Mitose zu den
entgegengesetzten Polen gezogen werden, kann zur Entstehung von DSBs fithren (Murnane
2006, Acilan et al. 2007).
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2.2 Charakterisierung und Funktion von Kontrastmitteln (KM)

Kontrastmittel (KM) gelten nach § 2 Abs. 1 Nr. 2 des deutschen Arzneimittelgesetzes (AMG) als
Arzneimittel. Sie dienen dazu, in bildgebenden Verfahren der Medizin die Darstellung von
Strukturen und Funktionen des Kérpers mit dahnlicher Rontgendichte zu verbessern und werden
vor allem in der Roéntgendiagnostik, der Magnetresonanztomographie (MRT) sowie der
Sonographie eingesetzt. Dabei werden jod- und Dbariumhaltige KM in der
Computertomographie (CT), gadoliniumhaltige KM in der Magnetresonanztomographie und

Mikrobldschen in der Ultraschalluntersuchung verwendet.

2.2.1 Physikalische Wirkung von KM wahrend der Bestrahlung

In der diagnostischen Radiologie werden bei der Bestrahlung mit Rdntgenstrahlung
Ublicherweise Photonenenergien eingesetzt, die bei ca. 100 keV liegen. Dies stellt jedoch nur
die maximal auftretende Photonenenergie dar. Das Energiemaximum liegt hierbei niedriger. In
diesem Energiebereich werden jeweils ca. 50% der deponierten Energie in der Materie von
Photo- bzw. Comptonelektronen verursacht. Bei h6heren Photonenenergien verschiebt sich das
Verhdltnis hin zu einer vermehrten Entstehung von Comptonelektronen (Glocker &
Macherauch 1971). Die beiden Absorptionseffekte unterschieden sich nicht wesentlich in ihrer
strahlenbiologischen Wirkung, da bei beiden Effekten die Photonenenergie in kinetische

Energie von Sekundarelektronen umgewandelt wird.

Rontgenstrahlung wird beim Durchgang durch Materie durch Absorption exponentiell
geschwacht. Die Absorption ist hierbei zu der Dicke, der Dichte, der Ordnungszahl (Z) sowie den
Elementen des Gewebes direkt und zur Energie der Rontgenstrahlen indirekt proportional. Die
Materialkonstanten Dichte und Ordnungszahl werden haufig auch unter dem Begriff
,Rontgendichte” eines Stoffes zusammengefasst. Da die Abhangigkeit der durch den
Photoeffekt deponierten Energie in Form von Sekundarelektronen von der mittleren
Ordnungszahl (Z) des absorbierenden Gewebes sehr hoch ist (~Z%), werden in der
diagnostischen Radiologie (wie z.B. der CT) Photonenenergien verwendet, bei denen sich
Photo- und Comptoneffekt die Waage halten. Die Ordnungszahlen der wichtigsten im Korper
vorkommenden Elemente reichen von Z =1 (Wasserstoff, H) tiber Z=6 (Kohlenstoff, C), Z=7
(Stickstoff, N), Z = 8 (Sauerstoff, O) bis hin zu Z = 20 (Calcium, Ca). Geordnet nach aufsteigender
Rontgendichte absorbiert demnach im Korper vorhandene Luft keine Roéntgenstrahlung,
wahrend Fettgewebe bereits eine geringe Absorption aufweist, gefolgt von parenchymatdsem
Gewebe und Knochen mit  der hochsten Rontgendichte (www.rad.rwth-
aachen.de/lernprogramm/grd.htm). Die Wirkung von jodhaltigen KM besteht darin, die
Absorption der Rontgenstrahlung, welche nach dem Durchstrahlen des untersuchten Gewebes

von Detektoren registriert wird, so zu modifizieren, dass hierdurch zusatzliche Informationen

Dissertation Saskia Grudzenski



Einleitung Seite 15

struktureller (morphologischer) und funktioneller (physiologischer) Natur gewonnen werden
konnen. Bildhaft zeigt sich dies in unterschiedlich hellen Bereichen auf einem CT-Bild. Die
Erklarung fur die Helligkeitsunterschiede zwischen Orten verschiedener Rontgendichte liegt in

der computergestitzten Berechnung eines CT-Bildes.

In der CT wird der Korper in Schichten eingeteilt, welche wiederum aus Volumenelementen
(Voxel) bestehen. Um ein Bild zu erzeugen, wird die Schwachung von Rontgenstrahlung durch
das Gewebe unter verschiedenen Einstrahlwinkeln gemessen. Die Schwachung eines jeden Vo-
xels entlang eines Strahls wird anschlieffend aufsummiert, sodass die daraus resultierenden
Messwerte Linienintegrale und alle aus einer Richtung aufgenommenen Linienintegrale wiede-
rum ein Schwachungsprofil darstellen. Daraus lasst sich mittels eines Rekonstruktionsalgorith-
mus der lineare Schwiachungskoeffizient pu der einzelnen Volumenelemente berechnen. Die in
der CT allgemein verwendeten relativen Schwachungskoeffizienten . sind auf den Schwa-
chungskoeffizienten von Wasser bezogen. Sie werden als Hounsfieldeinheiten (HE) bezeichnet
und in der willkdrlich bestimmten Hounsfield-Skala in Grautdnen dargestellt. Dabei entspricht
Wasser einer HE von 0 und Luft einer HE von 1.000 (Bohndorf & Richter 1992, Morneburg
1995).

Man unterscheidet generell zwischen rontgennegativen und -positiven KM. Rontgennegative
KM sind Substanzen sehr geringer oder fehlender Absorption. Auf dem CT-Bild erscheinen sie
daher schwarz. Den rontgennegativen KM sind z. B. H,0, CO, oder Luft zuzuordnen. Réntgen-
positive KM sind demgegeniiber Substanzen mit einer sehr hohen Absorptionsfahigkeit, da sie
Elemente mit hohem Z enthalten, welche viel hoher als die des umliegenden Gewebes ist (z. B.
Barium (Z = 56) oder Jod (Z = 53)). Reichern sich z. B. jodhaltige KM an bestimmten Stellen des
Korpers an, werden im CT-Bild konzentrationsabhangige Unterschiede in der Absorption der
Rontgenstrahlung angezeigt. Orte mit hoheren Konzentrationen an KM und damit hoherem
mittleren Z absorbieren die Strahlung starker als Orte mit niedrigerer Konzentration an KM und
damit kleinerem mittleren Z und erscheinen damit auf dem CT-Bild heller (Elke et al. 1992). Der
Zusammenhang zwischen KM-Konzentration (und damit Jodkonzentration) und

Helligkeitsdnderungen auf dem CT-Bild ist direkt linear (Clement et al. 2002).

Zu rontgenpositiven KM zahlen zum einen Losungen, die nicht wasserloslich sind. Sie dienen zur
besseren Darstellung der Speiseréhre und des Magen-Darm-Traktes (z. B. bariumsulfathaltige
Losungen) oder werden bei Lymphografien (6lige Jodverbindungen) eingesetzt. Zum anderen
sind wasserlosliche KM zu nennen. Diese sind Salze der Trijod-Benzoesaure und werden intra-
vaskular gespritzt. Sie dienen zur Darstellung der Nieren, ableitender Harnwege (Urographie),
von BlutgefdaRen (Angiographie) oder anderer Organe (z. B. in der Computertomographie). Sie

sind entweder lebergdngig oder werden liber die Nieren ausgeschieden.
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2.2.2 Chemische Eigenschaften von KM

Jodhaltige KM sind mit 40 bis 50 Millionen Anwendungen pro Jahr weltweit die am haufigsten
verwendeten Arzneimittel fir die intravaskulare Anwendung bei medizinischen bildgebenden
Verfahren (Stand: 2000) (Christiansen et al. 2000). Es handelt sich dabei um hoch konzentrierte
Losungen an jodhaltigen Molekiilen mit niedrigem Molekulargewicht. Diese lassen sich in
ionische und nicht-ionische Mono- und Dimere unterscheiden. Dabei gibt die Anzahl an
Benzenringen ihren jeweiligen Status als Mono- oder Dimer wieder. Weitere relevante
Merkmale von KM sind die Viskositat, elektrische Ladung, Osmolalitdt, Hydrophilie und die

Molekultoxizitat.

Die Viskositat eines KM hangt von der Form des Molekiils, der Anzahl der OH-Gruppen, der
Konzentration und der Temperatur ab, was vor allem beim Handling wahrend der Untersu-
chung eine Rolle spielt. Die Osmolalitat ist durch die Konzentration der im Losungsmittel gelds-
ten KM-Molekiile gekennzeichnet. Die Hydrophilie wird durch die Anzahl an OH-Gruppen, de-
ren raumlicher Anordnung und der Anordnung von lipophilen CHs-Gruppen bestimmt. Die
Molekiiltoxizitat hangt vom raumlichen Aufbau und der Eigenschaft sich an Proteine zu binden
ab. Weil 95% des KMs Uiber die Nieren ausgeschieden wird, ist es von grof3er klinischer Bedeu-
tung, dass Osmolalitat, Molekiiltoxizitdt und Hydrophilie des KMs einen Einfluss auf die Nephro-

toxizitat haben (Wild & Puig 2003).

2.2.3 Klinische Nebenwirkungen von KM

Auch wenn die Anwendung bei bildgebenden Verfahren Routine ist und KM medizinisch als
sicher eingestuft werden, kann es nach der Anwendung dennoch zu unerwiinschten
Nebenwirkungen kommen. Hierbei sind nicht-ionische KM mit nur 2 bis 17% an auftretenden
Nebenreaktionen vertraglicher als ionische mit 9 bis 54% (Thomsen & Dorph 1993). Bei der
Vertraglichkeit stellt z. B. die Osmolalitat einen wichtigen Faktor dar. Da die Osmolalitat von
Blutplasma bei 290 mosm pro ml liegt, kann es bei einer Verteilung von Substanzen mit einer
wesentlich héheren Osmolalitit zum Einstrom physiologischer Gewebsflissigkeit in das
Gefdllsystem kommen. Dies belastet das Herz-Kreislaufsystem. Neben vorhersagbaren
toxischen Reaktionen kénnen auch unvorhersehbare Nebenreaktionen auftreten, welche
allergisch bedingt sind. Hierbei sind vor allem die KM-induzierte Nephropathie und die

jodinduzierte Hyperthyreose zu nennen (Kifner et al. 2008).

Nicht-ionische KM kommen seit den 1980er Jahren in Europa zur Anwendung (Katayama et al.
1990) und gelten als sehr hydrophil. Zuséatzlich zeigen sie eine geringe Neigung zur Bindung an
Proteine. Zu den nicht-ionischen monomeren KM gehoren z. B. die in der vorliegenden Arbeit
verwendeten KM mit den Wirkstoffen lopromid (Ultravist®, Schering, Berlin) und lomeprol

(Imeron®, Bracco Altana, Konstanz) (Abb. 2.6). Beide KM zeigen die gleiche Anzahl an
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Jodatomen, haben eine dhnliche Dichte und besitzen ein dhnliches Molekulargewicht. Sowohl
die Osmolalitdt (0,52 mosm pro kg H,O gegeniliber 0,61 mosm pro kg H,0) als auch die
Viskositat (4,5 mPa*s gegeniiber 5,1 mPa*s (bei 37°C)) sind fiir lomeprol jedoch geringer als fir
lopromid (Gallotti et al. 1994, Speck 1999). Wahrend bei der Applikation fiir beide KM keine
oder geringfiigige Effekte auf das kardiovaskuldre System sowie die Erythrozyten und
Thrombozyten festgestellt werden konnten, traten bei 2 bis 8% der Patienten nach Gabe von
lopromid bei unterschiedlichen Rontgenuntersuchungen Nebenwirkungen auf (Piechaud et al.
1997, Sahin et al. 1998, Albrecht et al. 1999). Die Literaturangaben fiir lomeprol differieren
dagegen stark, bisher wurden aber nur milde bis moderate und nur wenige schwere

Nebenwirkungen beobachtet.

A B
oo Ll H  OH
HO/\T/\H r]d/\r"\DH 0 M\/)\/UH
oH | | CH: OH I I
" 0 H OH
T: HU N H
I:;:I CH; 1 0
CHz

Abb. 2.6: Strukturformel von den KM mit dem Wirkstoff lopromid (A) und lomeprol (B)
(Quelle: www.medicin.dk/(jtblir55ihexf3jd1fr22345)/show.aspx)

2.2.4 Pharmakokinetik von KM

Die Verteilung von KM im Korper folgt einem einfachen Zwei-Kompartiment-Modell. Hierbei
wird angenommen, dass das Mittel sich zunachst komplett mit dem Blutplasma vermischt, be-

vor der Transfer von dort in das Interstitium (extracellular fluid = ECF) erfolgt (Abb. 2.7).

PLASMA

l
URINE

Abb. 2.7: Das Zwei-Kompartiment-Modell

Im Zwei-Kompartiment-Modell wird das KM in das Blutplasma (Plasma) injiziert. Hierbei wird vorausgesetzt,
dass sich das KM erst komplett darin verteilt, bevor es von dort aus in das Interstitium (extracellular fluid =
ECF) gelangt. Die Ausscheidung erfolgt Gber den Urin (Quelle: Dawson et al., 2006).

Nach der Injektion von KM flieRen diese von der peripheren Injektionsvene in die Vena cava,

wo es bereits zu einer Vermischung mit nicht-kontrastiertem Blut kommt. Dieser Vorgang ist bis
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zur rechten Herzhialfte abgeschlossen. Von der rechten Herzhilfte gelangt das KM in den
Lungenkreislauf und erreicht von dort tber die linke Herzhalfte die Aorta. Etwa 15 bis 22 s nach

der Injektion erreicht der KM-Bolus die Aorta (Prokop & van der Molen 2003) (Abb. 2.8).

0 Abb. 2.8: Zeitverlaufskurven nach KM-Gabe

Zeitverlaufskurven fiir die Kontraststeigerung
in Form von Hounsfieldeinheiten (HE, hier
Hounsfield Unit = HU) in der Aorta und der
Leber. In der Injektionsphase (1) wird das KM

in das Blutkompartiment injiziert. Danach
erfolgt die Verteilung im Blutkompartiment

Enhancement (HU)

und im Interstitium der gut durchbluteten
Organe wie Leber, Milz und Nieren (2). In (3)
erreicht die Verteilung langsam auch schlecht

o T T T T . r . , erreichbare Kompartimente wie die Skelett-

L o S0 1o o1k a0 d0 e 3™ myskeln und schlecht durchblutetes Fettge-
Time (sec)
e 3 webe. Die hochste KM-Konzentration wird in
(1) ) (3) . L
diesem Beispiel in der Aorta nach ca. 30s
— - P

erreicht, wahrend diese in der Leber erst am
Ende der Phase (2) erreicht wird (Quelle: Bae
et al. 1998).

In dieser Injektionsphase (=Phasel in der dargestellten Kinetik) wird der hochste
Konzentrationspeak idealerweise in der Aorta erreicht. Dieser Peak steigt jedoch durch
kumulative Effekte mit Fortschreiten der Injektion weiter an und erreicht an deren Ende seinen
hochsten Wert. Die Zeit bis zur hochsten Konzentration hangt hierbei direkt von der Injektions-
rate (ml pro s) und der Jodkonzentration (mg pro ml) ab. In der zweiten Phase findet eine
schnelle Verteilung des KM im Blut und im Interstitium von gut durchbluteten Organen wie z. B.
Leber, Milz und Nieren statt. Nur 1 bis 2% der applizierten Dosis gelangt in die Zellen (Dawson
2006). Als Interstitium, auch ,Stroma“” genannt, wird das parenchymatische Zwischengewebe
(meist Bindegewebe) bezeichnet. Darin verlaufen die Versorgungsbahnen der Organe
(BlutgefaBe und Nerven). Die Zellzwischenrdume werden von der sogenannten
Interstitialflissigkeit ausgefiillt. In der letzten Phase 3 erreicht die Verteilung langsam auch
schlecht erreichbare Kompartimente (z. B. die Skelettmuskeln und schlecht durchblutetes
Fettgewebe). Auch wenn in dieser Zeit eine renale Ausscheidung des KM stattfindet, so verlauft
diese verglichen mit der Verteilung doch relativ langsam. Um 50% des KM auszuscheiden,
bedarf es ca. 2 h (Krause et al. 1994, Rosati 1994, Bae et al. 1998). KM werden im Korper nicht
weiter metabolisiert und lassen sich nach 24 h fast vollstandig im Urin nachweisen (Bourin et al.
1997).
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2.2.5 Auswirkungen von KM auf die DNA

Neben Untersuchungen zu klinischen Nebenwirkungen existieren auch solche zum Auftreten
von DNA-Schaden nach Gabe von jodhaltigem KM alleine oder in Kombination mit Réntgen-
strahlung. Hierzu wurden Chromosomenaberrationen und Mikrokerne in unterschiedlichen
Zellsystemen untersucht (Matsudaira et al. 1980, Hadnagy et al. 1982, Matsubara et al. 1982).
Es zeigte sich, dass bei Lymphozyten, denen KM in vitro vor der Bestrahlung mit diagnostischer
Rontgenstrahlung zugegeben wurde, die Anzahl an Chromosomenaberrationen und an
Mikrokernen mit steigender KM-Konzentration signifikant anstieg. Dies stand im Gegensatz zu
Lymphozyten, die ohne Zugabe von KM bestrahlt wurden. Dieser Effekt war interessanterweise
nicht mehr zu beobachten, als durch in vitro-Bestrahlung mit 60Cobalt-y-Strathng die
verwendete Photonenenergie stark erhéht wurde (Matsudaira et al. 1980, Matsubara et al.
1982, Santos Mello et al. 1983). Weiterhin fiihrte eine Zugabe von KM in vitro ohne Bestrahlung

nicht zu einer Erhéhung der Anzahl an Chromosomenaberrationen (Hadnagy et al. 1982).

Der genannte KM-Effekt konnte ebenfalls invivo an Patienten, die eine diagnostische
Rontgenuntersuchung durchliefen, in Form von Chromosomenaberrationen und Mikrokernen
nachgewiesen werden (Adams et al. 1978, Norman et al. 1978, Matsubara et al. 1982). Hierbei
wurde in Patientenstudien die tatsachlich verabreichte Dosis wahrend der Rontgenuntersu-
chung anhand von Dosimetern bestimmt. Der Vergleich der ermittelten Anzahl an Mikrokernen
nach der Untersuchung mit Aquivalenzdosen aus in vitro-Untersuchungen ergab, dass das KM
eine Dosissteigerung in Form von vermehrt auftretenden Mikrokernen bewirkte (Callisen et al.
1979, Cochran et al. 1980). Auch die Anzahl an Chromosomenaberrationen stieg im Beisein von
KM Uber das aufgrund der applizierten Dosis zu erwartende MaR hinaus an (Stephan &
Hadnagy 1981). Ein direkter Vergleich der Anzahl an Chromosomenaberrationen in
Lymphozyten nach einer CT-Untersuchung des Kopfes zwischen Patienten ohne und mit Gabe
von KM vor der Untersuchung erbrachte ebenfalls einen signifikanten Anstieg, wenn KM
verwendet wurde. Dagegen unterschieden sich die nativ bestrahlten Patienten nicht von

unbestrahlten Kontrollen (Mozdarani & Fadaei 1998).

Obwohl diese Beobachtungen bereits seit mehreren Jahrzehnten gemacht werden, sind deren
Ursachen bis heute unklar. Erklarungsversuche schliefen u. a. einen héheren initialen DNA-
Schaden nach Bestrahlung ein, der durch die Anwesenheit von KM wahrend der Bestrahlung
durch ein verstarktes Auftreten des Photoeffektes verursacht werden kénnte (Norman et al.
1978, Callisen et al. 1979, Hadnagy et al. 1982, Santos Mello et al. 1983). Weiterhin werden
eine Beeintrachtigung des Reparaturvermogens durch Spaltprodukte des KM nach Bestrahlung
(Joubert et al. 2005) sowie zytotoxische Effekte, die KM unabhangig von Strahlung verursachen

(Parvez et al. 1987), in Betracht gezogen.
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2.3 Schadensantwort nach DSBs in eukaryotischen Zellen

Flir Organismen spielt die korrekte Weitergabe von genetischer Information an Tochterzellen
bei der Zellteilung eine essentielle Rolle. Die DNA wird taglich auf vielfaltigste Art und Weise
geschadigt. Von allen moglichen Arten der DNA-Schadigung sind DSBs am gravierendsten fiir
die Zelle, da hierbei das Zucker-Phosphat-Riickgrat auf beiden Strangen und damit auch die

genetische Information unterbrochen werden (Ward 1995).

Beim Auftreten von DSBs werden in der Zelle verschiedene Mechanismen aktiviert, welche der
Wiederherstellung der genomischen Integritat dienen. DSB-Reparaturmechanismen beseitigen
die Schaden, wahrend die Aktivierung von Zellzyklus-Checkpoints Zeit fiir die Reparatur zur
Verfligung stellt. Ist die DNA-Schadigung zu gravierend, kann eine Zelle die Apoptose einleiten.
Der Verlust eines oder mehrerer Mechanismen kann zu genomischen und damit zu malignen

Veradnderungen fiihren (Hoeijmakers 2001, van Gent et al. 2001).

Nach Auftreten von DSBs werden verschiedene Signal-Transduktionskaskaden aktiviert. Dabei
erkennen Sensor-Proteine den Bruch und (bermitteln dieses Signal an Transducer-Proteine.
Diese verstarken wiederum das Signal und leiten es je nach Art des Schadens an Effektor-Pro-

teine weiter (Khanna & Jackson 2001, Shiloh 2003, Su 2006).

2.3.1 Die zellulare Erkennung von DSBs

Tritt ein DSB in der Zelle auf, wird dieser sofort von Sensorproteinen erkannt. Eines der ersten
Proteine, welches aktiviert wird, ist ATM (ataxia telangiectasia mutated). ATM gehort zur
Gruppe der Phosphatidylinositol 3-Kinase-ahnlichen Proteinkinasen (PIKK) und liegt in nichtak-
tiviertem Zustand als Dimer vor (Falck et al. 2005, You et al. 2005). Es wird durch
Autophosphorylierung aktiviert, wodurch die Dimere voneinander dissoziieren. In diesem
Zusammenhang wird diskutiert, ob die Aktivierung von ATM durch strukturelle Veranderungen

des Chromatins erfolgt, welche nach einem DSB auftreten (Bakkenist & Kastan 2003).

Die aktivierten ATM-Monomere phosphorylieren daraufhin H2AX innerhalb von ein bis drei
Minuten nach Bestrahlung zu YH2AX (Rogakou et al. 1999). H2AX ist eine Histonvariante von
H2A und in Hefen, in Drosophila, in Xenopus und in Sdugern hochkonserviert. Bei Sdugern er-
folgt die Phosphorylierung am Ser139, bei Hefen am Ser129. Dies ist dabei nicht auf den Scha-
densort reduziert, sondern weitet sich in Sdugern tGber Mbp grolRe Bereiche aus (Pilch et al.
2003). Neben H2AX phosphoryliert ATM noch weitere Downstreamprodukte wie z. B. p53 oder
Chk1 und Chk2 (Checkpointkinase 1 und 2), welche fiir den Zellzyklusarrest und/oder die Einlei-
tung der Apoptose zustiandig sind (Kurz & Lees-Miller 2004, Niida & Nakanishi 2006).

Fir die Akkumulation von ATM an den Ort des Bruches wird der MRN-Komplex benétigt. Dieser
setzt sich aus MRE11, RAD50 und Nbsl zusammen (Uziel et al. 2003, Stiff et al. 2005). Zur
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Verstarkung des Schadenssignals bedarf es weiterer sogenannter Mediatoren. Hierzu gehoren
MDC1, 53BP1 und BRCA1, die als Gemeinsamkeit eine BRCT (BRCA1 carboxyl terminal)-Domane
besitzen. Weiterhin binden sie an verschiedene Komponenten, welche an der DNA-Schadens-

antwort beteiligt sind, und férdern deren Interaktion untereinander (Su 2006).

MDC1 bindet unmittelbar an yH2AX und interagiert auch direkt mit dem MRN-Komplex. Die
Aufrechterhaltung dieses Komplexes am Bruchort bendtigt die direkte Bindung von dessen
Komponente Nbsl an MDC1. Dieser Vorgang ist fir die Erkennung von yH2AX entscheidend
(Stucki et al. 2005). Daraufhin vermittelt MDC1 die Rekrutierung und Bindung von 53BP1 an
den Bruch (Ward et al. 2003, Bekker-Jensen et al. 2006). Diese Ereignisse ermoglichen die
Rekrutierung  weiterer ATM-Molekile, welche wiederum weitere H2A-Molekile
phosphorylieren kénnen. Dadurch entsteht eine positive Riickkopplung und sequenzielle
Rekrutierung von MDC1, dem MRN-Komplex und ATM, sodass sich das YH2AX-Signal ausbreiten

kann.

2.3.2 Mechanismen zur Reparatur von DSBs

Es gibt zwei Hauptwege fur die Reparatur von DSBs: das Nichthomologe Endjoining (NHEJ) und
die Homologe Rekombination (HR). Das NHEJ ist der Hauptreparaturmechanismus fiir DSBs in
mehrzelligen Eukaryoten. Er beruht auf der Verkniipfung freier DNA-Enden. Besonders wichtig
ist das NHEJ fir die Reparatur von spontanen und IR-induzierten DSBs in der GO- und G1-Phase
(Rothkamm et al. 2003). Es ist aber auch in der G2-Phase fiir die Reparatur eines Teils der

Briiche zustandig.

In niederen Eukaryoten (z. B. der Hefe Saccharomyces cerevisiae) ist demgegeniber die HR der
Hauptreparaturweg und daher in diesen Organismen sehr gut charakterisiert. In hoheren Euka-
ryoten spielt dieser Reparaturmechanismus gegenliber dem NHEJ eine eher untergeordnetere
Rolle. Wahrend das NHEJ in allen Phasen des Zellzyklus aktiv ist, ist die HR lediglich in der spa-
ten S-Phase sowie in der G2- und M-Phase des Zellzyklus aktiv (Takata et al. 1998, Rothkamm et
al. 2003). Dies hat seinen Ursprung darin, dass in diesen Phasen des Zellzyklus zwei Chromati-
den pro Chromosom vorhanden sind, und diese nahe beieinanderliegen. Dies vereinfacht wahr-
scheinlich die Suche nach homologen Bereichen fiir die Reparatur stark, was dadurch bekraftigt
wird, dass Schwesterchromatiden etwa 100 Mal haufiger in den HR-Reparaturprozess involviert
werden als homologe Chromosomen (Johnson & Jasin 2001). Sie sind somit das bevorzugte
Template der HR (Kadyk & Hartwell 1992, Dronkert et al. 2000).

2.3.2.1 Nichthomologes Endjoining (NHEJ)

Viele Untersuchungen tber das NHEJ wurden an Qozyten von Xenopus leavis durchgefihrt (Gu

et al. 1997, Labhart 1999). Das Meiste wurde jedoch an Sdugerzellen erforscht (Feldmann et al.
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2000, Chen et al. 2001). Das NHEJ ist ein sehr schneller Reparaturprozess. Die daran beteiligten
Proteine und Enzyme erkennen DNA-Enden eher an ihrer Struktur als an ihrer Sequenz,
weshalb Sequenzhomologien im NHEJ im Gegensatz zum HR-Mechanismus beim
Wiederverkniipfen der DNA-Enden keine Rolle spielen (Weterings & van Gent 2004). Dadurch
kann dieser Prozess bei der Wiederverkniipfung der DNA-Enden fehlerbehaftet sein (Pfeiffer et

al. 2004).

Am Anfang des NHEJ-Vorgangs bindet ein Heterodimer, welches aus den Proteinuntereinheiten
Ku70 (70 kDa) und Ku80 (80 kDa) besteht (Walker et al. 2001), sequenzunabhangig an die DNA-
Enden (Blier et al. 1993). AnschlieRend fadelt es sich auf ein freies DNA-Ende und bildet einen
asymmetrischen Ring um die DNA-Helix (Abb. 2.9). Dieser Ring bedeckt hierbei 16 bis 18 bp
(Walker et al. 2001). Danach rekrutiert das Ku70/Ku80-Heterodimer die katalytische
Untereinheit der DNA-PK an den Bruch. Es folgt eine Autophosphorylierung bestimmter Cluster
von Serin- und Threoninresten (Ding et al. 2003, Reddy et al. 2004, Chen et al. 2007).
Untersuchungen mittels ultraviolettem Crosslinking lassen vermuten, dass die daraufhin
durchgefiihrte Konformationsanderung der katalytischen Untereinheit der DNA-PK dazu fiihrt,
dass der Ku70/Ku80-Komplex ins Innere in Richtung des intakten DNA-Strangs wandert. Hier-
durch werden die DNA-Enden fiir die Bindung weiterer Reparaturfaktoren wie z. B. Ligase IV

(LiglV) und XRCC4 frei (Yoo & Dynan 1999).

5" Abb. 2.9: Schematischer Ablauf des Nichthomologen
Endjoinings (NHEJ)

{l’ Beim NHEJ werden die DNA-Enden zunichst vom Ku70/Ku80-

Ku 70/80 Heterodimer gebunden, welches anschlieBend DNA-PK., die

C' 0 katalytische Untereinheit der DNA-PK, rekrutiert. Das entstan-

dene Holoenzym, die DNA-PK, rekrutiert daraufhin den Li-
gase IV-Komplex, welcher aus LigaselV, XRCC4 und
Cernunnos/XLF besteht. Diese beiden Kernkomponenten des

Q 'Q NHEJ ligieren anschlieRend zusammen die DNA-Enden (Quelle:
Helleday et al. 2007).

DNA-PKcs und Ku70/Ku80 bilden zusammen das Holoenzym DNA-PK, eine 470 kDa schwere
Serin-Threonin-Kinase (Smith & Jackson 1999). Dies hat die Rekrutierung und Phosphorylierung
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weiterer Reparaturfaktoren wie z.B. LiglV und dessen Kofaktor XRCC4 zur Folge (Burma et al.
2006). LiglV liegt in einem engen Komplex mit XRCC4 vor, wodurch es stabilisiert und die DNA-
Ligation stimuliert wird (Calsou et al. 2003). Eine anschlieRende Bindung von XRCC4/LiglV an
DNA-PK wird durch Kontakte von Ku70/Ku80 und Lig IV sowie DNA-PKcs und XRCC4 vermittelt,
sodass es zu einer stabilen Bindung zwischen diesen beiden Kernkomponenten des NHEJ
kommt (Hsu et al. 2002). Der so entstehende Komplex ist fiir die anschlieRende

Bruchversiegelung verantwortlich (Drouet et al. 2005).

Seit 2003 ist Cernunnos/XLF (XRCC4-like factor) als neuer Faktor des NHEJ bekannt, der zu-
nachst im Zusammenhang mit einem Patienten mit novel SCID (severe combined
immunodeficiency) beschrieben wurde (Dai et al. 2003). Die bestehende Strahlensensitivitat
und der Defekt in der V(D)J-Rekombination, bei welcher das NHEJ ebenfalls eine Rolle spielt,
konnten mit Cernunnos/XLF in Verbindung gebracht werden. Dieses weist eine dhnliche Pro-
teinstruktur wie XRCC4 auf und liegt im gleichen Komplex vor. Es wird vermutet, dass es im
frithen NHEJ-Prozess eine Rolle spielt und zusatzlich im weiteren Verlauf Lig IV stimuliert (Buck
et al. 2006, Yano et al. 2008).

Die Anwesenheit der Kernkomponenten reicht aus, um kompatible oder glatte DNA-Enden
korrekt zu verbinden (van Heemst et al. 2004). Oftmals besitzen die Bruchenden jedoch
zusatzliche Modifikationen, z. B. 3’-Phosphat oder Phosphoglykolat (Valerie & Povirk 2003)
und/oder Basenschaden, welche die direkte Ligation verhindern. Deshalb bendétigen sie vor der
Ligation eine Prozessierung der Enden durch DNA-Polymerasen und/oder Nukleasen, wodurch
es zu Deletionen, Insertionen oder Basenpaarsubstitutionen in der Gréflenordnung von einigen

bp oder kbp kommt.

Es wurde gezeigt, dass fiir eine Unterklasse von Briichen das Protein Artemis bendétigt wird
(Kuhne et al. 2004, Riballo et al. 2004). Diese Nuklease ist in die Prozessierung der Bruchenden
vor der Ligation durch die bereits beschriebenen Faktoren involviert und bisher hauptsachlich
dafiir bekannt, in der V(D)J-Rekombination die entstehenden Haarnadelenden der Intermediate
zu schneiden. AulRerdem prozessiert Artemis einzelstrangige Enden mit beschadigten Basen
oder Zuckern (Moshous et al. 2001, Ma et al. 2002). Artemis wurde bisher sowohl als Exo- als
auch als Endonuklease beschrieben. Nach neuesten Erkenntnissen hat es aber eher eine
Endonukleasefunktion (Beucher et al.). Seine Aktivierung wird mit DNA-PK in Zusammenhang

gebracht (Wyman & Kanaar 2006).

Die Tatsache, dass konfluente Artemis- und ATM-defiziente Zellen einen identischen Repara-
turdefekt aufweisen, der nach 90 keV-Rontgenstrahlung etwa 10% an residualen DSBs aus-
macht, unterstreicht die Bedeutung der Rolle dieser Reparaturkomponenten bei der Reparatur

eine Unterklasse von Briichen (Kuhne et al. 2004, Riballo et al. 2004).
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2.3.2.2 Homologe Rekombination (HR)

Die Homologe Rekombination ist im Gegensatz zum NHEJ ein fehlerfreier Reparaturprozess, der
DSBs anhand der homologen Sequenzen der Schwesterchromatiden oder der homologen
Chromosomen repariert. Geschadigte oder verloren gegangene Sequenzinformationen am
Bruch werden bei diesem Prozess resynthetisiert. Die Faktoren der HR sind die Komponenten
der Rad52-Epistasisgruppe. Dazu gehoren die Homologen der Sacharomyces cerevisiae-Pro-
teine Rad51, Rad52 und Rad54 sowie die Rad51-Paraloge XRCC2, XRCC3, Rad51B, Rad51C und
Rad51D (Symington 2002, Thompson & Schild 2002).

Der erste Schritt der HR ist die Rekrutierung des MRN-Komplexes (Paull & Gellert 1998)
(Abb. 2.10). Hierbei werden Mrell und Nbsl von ATM phosphoryliert, wodurch die
Nukleaseaktivitat von Mrell verdandert wird (Gatei et al. 2000, Costanzo et al. 2004). Mrel1 ist
an der anschliefenden Resektion des Stranges beteiligt, hierbei gibt es jedoch auch andere
Nukleasen (Trujillo et al. 1998, Gravel et al. 2008). Die dadurch entstehenden einzelstrangigen
Bereiche werden anschlieBend mit RPA (human single strand binding protein) besetzt, um sie
zu stabilisieren. Daraufhin wird RPA durch die Rekombinase Rad51, dem RecA-Homolog aus
E.coli, ersetzt, was wiederum von BRCA2 unterstiitzt wird (Baumann et al. 1996, Davies et al.

2001, Shivji & Venkitaraman 2004).

:; gmmx

resection

comple nuclease(s) O RPA
‘ RPA binding Rad5s
o Rad51 @ Rads2 @ Rad57 O Rads4

Rad51-filament formation
Abb. 2.10: Schematisches Modell der Homologen

Rekombination (HR)
Die Erkennung und Prozessierung des DSBs erfolgt

durch den MRN-Komplex. Die einzelstrangigen Be-
reiche werden mit RPA besetzt, welches im nachsten
Schritt durch Rad51 ersetzt wird. Die Komponenten

strand invasion . . . . .
der Rad52-Epistasisgruppe katalysieren die Strangin-

D-loop formation
vasion des Nukleoprotein-Filaments in den DNA-

Doppelstrang der als Template benutzten Chroma-
tide. Nach Verlangerung des 3‘-Endes der geschéadig-
ten DNA erfolgt die Reparatur durch Ligation der
Enden und Auflésung der Doppel-Holliday-Struktur
(Quelle: Pardo et al. 2009).

(repair)

Rad51 funktioniert als langes helikales Polymer, welches sich um die DNA windet und so ein

Nukleoprotein-Filament bildet (Benson et al. 1994). Die Komponenten der Rad52-Epistasis-
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gruppe katalysieren die Homologiesuche und anschlieRende Stranginversion des Nukleopro-
tein-Filaments in den DNA-Doppelstrang der Chromatide, welche als Template benutzt wird
(West 2003). Hierbei wird das 3‘-Ende der geschadigten DNA anhand des als Matrize fungieren-
den ungeschadigten Strangs durch die DNA-Polymerase n verlangert (Mcllwraith et al. 2005).
Nach der Ligation durch Ligase | wandert der Strang zuriick zum eigentlichen Chromosom, und
es erfolgt die Auflésung der entstandenen Doppel-Holliday-Struktur. Hierbei kann es bei inkor-

rekter Auflésung zu Crossover-Ereignissen kommen.

Die Mechanismen zur Auflosung der Struktur sind im Gegensatz zu E.coli bei Eukaryoten noch
weniger gut verstanden, schlieBen aber die RecQ-Familie der 3‘- zu 5‘-Helikasen (Mohaghegh et
al. 2001) mit Mitgliedern wie z. B. BLM (Bloom-Syndrom) und WRN (Werner-Syndrom) mit ein
(Constantinou et al. 2002, Saintigny et al. 2002, Heyer et al. 2003, Rao et al. 2005).

2.4 Charakterisierung verwendeter Mausstamme

Mause besitzen aufgrund der Tatsache, dass sie Sdugetiere sind, &hnliche DNA-
Reparaturmechanismen wie der Mensch. Es gibt Knockout-Mause fiir viele Komponenten der
DNA-Schadensantwort. Diese sind auch bei Defekten in wichtigen Komponenten der DNA-
Reparatur im Gegensatz zum Menschen oft noch lebensfahig. Dadurch lieRRen sich bisher in der
wissenschaftlichen Analyse der Reparaturwege wie NHEJ und HR aus diesen Mausen wertvolle
Erkenntnisse (iber die Art der Komponenten und deren Reihenfolge im Ablauf des
Reparaturvorgangs gewinnen (Fulop & Phillips 1990, Biedermann et al. 1991, Gu et al. 1997,
Stewart et al. 1999, Arrington et al. 2000, Rooney et al. 2003).

2.4.1 SCID- und BALB/c-Mause

Der schwere kombinierte Immundefekt (severe combined immunodeficiency, kurz: scid) ist eine
seltene Erbkrankheit, welche zum ersten Mal bei Kindern in den 50er Jahren des letzten Jahr-
hunderts beobachtet wurde (Glanzmann & Riniker 1950, Hitzig et al. 1958). In Mausen wurde
dieser Defekt 1983 beschrieben (Bosma et al. 1983). Die SCID-Maus war die erste Mausmutante
mit einem Defekt in einer der Kernkomponenten des NHEJ. Sie zeichnet sich durch eine einge-
schrankte Ausreifung der B- und T-Lymphozyten aus. Diese basiert auf einem Defekt in der
V(D)J-Rekombination, einem Prozess zur Ausdifferenzierung und Bildung von Immunglobulinen,
die von den B-Lymphozyten hergestellt werden, und zur Bildung von T-Zellrezeptoren.
Menschen und Mause, deren Ablauf der V(D)J-Rekombination gestort ist, entwickeln einen

schweren kombinierten Immundefekt.

Die SCID-Maus tradgt eine spontane Mutation im Prkdc-Gen, welches fiir die katalytische Unter-
einheit der DNA-PK (DNA-PKcs) kodiert. Dies resultiert in einer Deletion von 83 Carboxy-termi-
nalen Aminosaduren des DNA-PKcs-Proteins (Schuler & Bosma 1989). Das fiir die DNA-PK¢s kodie-
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rende Gen wurde beim Menschen auf Chromosom 8q11 lokalisiert (Kirchgessner et al. 1995,
Sipley et al. 1995), bei der Maus auf Chromosom 16 (Bosma et al. 1989). Die DNA-PK ist eine
der Kernkomponenten des NHEJ, welches neben strahleninduzierten DSBs auch wahrend der

V(D)J-Rekombination gezielt induzierte DSBs repariert (Karran 2000).

Die V(D)J-Rekombination ist ein Prozess im Zuge der Entwicklung des adaptiven Immunsystems,
bei dem die unterschiedlichen DNA-Abschnitte der Gene fiir die leichten und schweren Ketten
der Immunglobuline und T-Zell-Rezeptoren zufillig miteinander kombiniert werden. Hierfir
missen Gensegmente, welche fir die Variable (V)-, Diversity (D)- und Joining (J)-Segmente der
Ketten kodieren, umgruppiert und die dazwischen liegenden nicht-kodierenden Signalsequen-
zen entfernt werden. Dazu schneiden die Proteine RAG 1 und RAG 2 (Rekombinase-aktivie-
rende Gene) die DNA an bestimmten Punkten ein (Abb. 2.11). Die stumpfen Bruchenden der
nicht-kodierenden Zwischensequenzen (signal ends) werden verkniipft, sodass Ringstrukturen

entstehen, welche dem Genom verloren gehen.

V(D)J recombination Abb. 2.11: Die V(D)J-Rekombination.

B T 1 Bei der V(D)J-Rekombination nehmen die Genpro-
' dukte der Rekombinase-aktivierenden Gene, RAG 1
i und RAG 2, eine entscheidende Rolle beim Schnei-
<RAG1&RAG 2 den der DNA an bestimmten Punkten fir die an-

schlieBende Umlagerung ein. Dabei werden stumpfe
T Enden, die signal ends, und die Enden der kodieren-
< DNA repair factors o .
1 including DNA-PK den Sequenzen fiir die Immunglobulin- oder T-Zellre-
B zeptoren (coding ends) gebildet. DNA-PK ist zusam-
"'_ ) men mit anderen Reparaturfaktoren fiir die Bildung
Antigen binding exon |nten;p;ning DNA eines Exons durch Wiederverknipfen der Enden
of Ig or TCR with signal joint verantwortlich (Quelle: Perryman 2004).

with coding joint

An den Enden der kodierenden Sequenzen werden Haarnadelstrukturen gebildet, die vor der
Ligation dieser Segmente von der Nuklease Artemis gedffnet werden. Die anschlieBende Ver-
kniipfung der DNA-Enden erfolgt durch die Kernkomponenten des NHEJ. In diesem Zusammen-
hang spielt die DNA-PK eine essentielle Rolle bei der Bildung eines Exons durch Wiederver-

knlipfung der coding ends (Lewis 1994, Gellert 2002, Perryman 2004).

DNA-PKcs-defiziente Mause sind immundefizient, da zwar die Bildung des signal joints normal
ablaufen kann, die des coding joints und damit die Wiederverknipfung der kodierenden
Sequenzen jedoch beeintrichtigt ist (Lieber et al. 1988, Blackwell et al. 1989). Es wurde
weiterhin beobachtet, dass SCID-Mause nach Bestrahlung lymphoide Tumore der T-Zellen
entwickeln, was auf eine erhdhte Strahlenempfindlichkeit hindeutet (Lieberman et al. 1992).
Dies wird von Daten aus Uberlebensexperimenten mit murinen Knochenmarkszellen gestiitzt.
Diese zeigten ebenfalls, dass diese Zellen eine hohe Strahlenempfindlichkeit aufweisen.

Reparaturstudien mit murinen Fibroblasten wiesen darlber hinaus nach, dass SCID-Mause
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einen starken DSB-Reparaturdefekt besitzen (Fulop & Phillips 1990, Biedermann et al. 1991).
Letztendlich konnten bereits friihere Studien belegen, dass SCID-Zellen zwar ein funktionelles
Ku-Protein, aber keine funktionelle DNA-PK¢s besitzen, wodurch die DNA-PK-Aktivitat stark
eingeschrankt ist (Blunt et al. 1996, Araki et al. 1997). Dies verstarkt das Bild, dass DNA-PKcs
wichtig fir eine uneingeschrankte Funktion der DNA-PK ist, welche wiederum eine hohe

Bedeutung fiir die Reparatur von strahleninduzierten DSBs besitzt.

BALB/c-M4&use entwickeln eine Reihe von unterschiedlichen spontanen sowie strahleninduzier-
ten soliden Tumoren (Storer et al. 1988). Im Vergleich zu Wildtyp-Mausen zeigen sie nach IR
eine erhohte Apoptoserate (Mori et al. 1992) sowie eine starkere Neigung zur Entwicklung von
Lymphomen (Okumoto et al. 1989, Okumoto et al. 1995). Allerdings besitzen BALB/c-M4&use ein
normal entwickeltes Immunsystem und werden daher in Studien mit SCID-Mausen haufig als
Vergleichsmause herangezogen (Fulop & Phillips 1990, Biedermann et al. 1991, Araki et al.
1997).

In Bezug auf die Reparaturfdhigkeit von DSBs hat eine Studie ergeben, dass bei BALB/c-Mausen
ein partieller Defekt in der Expression von Prkdc vorliegt, sodass DNA-PK¢s nur in verminderter
Menge gebildet werden kann (Okayasu et al. 2000). Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass die
Mutation im Prkdc-Gen bei diesem Mausstamm anders gestaltet ist als bei SCID-Mausen. Es
liegen hierbei zwei unterschiedliche Polymorphismen in der kodierenden Sequenz vor, welche
jeweils einen Austausch von zwei Aminosauren zur Folge haben. Dies trdgt neben einer
erhohten Strahlenempfindlichkeit zusatzlich zu einer genomischen Instabilitdt in
praneoplastischen Brustepithelien bei, sodass weibliche BALB/c-Mause empfindlich gegentiber
der strahleninduzierten Entstehung von Brustkrebs sind (Yu et al. 2001). Beim Auftreten einer
groBen Anzahl strahleninduzierter DSBs flihrt dies zu einer leicht verminderten
Reparaturkapazitdt in Form einer verlangsamten Reparatur (Rube et al. 2008b). Dies schlagt
sich letztlich auch in einer erh6hten Strahlensensitivitdt nieder. Die verminderte Expression ist
jedoch ausreichend, um die in der V(D)) Rekombination entstehenden DSBs zu reparieren, da

dort im Gegensatz zu IR verhaltnismaRig wenige DSBs erzeugt werden (Kienker et al. 2000).

2.4.2 A-T-Mdause

Ataxia Telangiectasia (A-T) ist eine seltene autosomal rezessive neurodegenerative Erkrankung.
Sie geht beim Menschen mit einer gesteigerten Strahlensensitivitdt einher und ist durch eine
zerebrale Ataxie, eine Immundefizienz sowie eine Pradisposition fir maligne Erkrankungen
(speziell Lymphome) charakterisiert (Swift 1990). Das Krankheitsbild wurde in den 1970er Jah-
ren entdeckt, als man beobachtete, dass Fibroblasten von Patienten mit A-T sensitiv gegenuber
Strahlung waren, was mit der beobachteten Strahlensensitivitdt der Patienten korrelierte
(Taylor 1978).
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Betroffen ist bei diesem Defekt ein Gen fir das Protein ATM auf Chromosom 11g22-23 (Gatti et
al. 1988). Die Kinase-Doméne des Proteins ist in Richtung des C-Terminus lokalisiert. Eine Muta-
tion in diesem Bereich inaktiviert die Kinase und fiihrt zu A-T (Abraham 2001). A-T-Mause wei-
sen dhnliche Symptome auf wie Menschen. Sie sind ebenfalls immundefizient, zeigen schwere
Defekte in der Ausdifferenzierung von T-Zellen und eine Pradisposition fir Tumore, welche die

T-Zellen betreffen (Barlow et al. 1996, Elson et al. 1996, Xu et al. 1996).

Die Schwere und Vielfaltigkeit der Symptomatik lasst sich durch die zentrale Rolle von ATM bei
der DSB-Erkennung erklaren. Untersuchungen an primaren Zellen, die von ATM-defizienten
Mausen generiert wurden, zeigten, dass diese nicht in der Lage sind einen Teil der IR-
induzierten DSBs zu reparieren (Kato et al. 2006). Studien, die ATM-defiziente humane
Fibroblasten untersuchten, fiihrten dies auf eine Rolle von ATM bei der Reparatur komplexer
DSBs zuriick (Kuhne et al. 2004, Riballo et al. 2004). Auch wurde ATM in einen Zusammenhang

mit der Reparatur von Heterochromatin-assoziierten DSBs gebracht (Goodarzi et al. 2008).

Eine weitere Ursache fir die Strahlenempfindlichkeit von A-T-Mausen ist in der wichtigen Rolle
von ATM bei der Regulation des Zellzyklus zu suchen. Die in der Schadensantwort aktivierten
ATM-Monomere phosphorylieren u. a. p53 und die Checkpoint-Kinase Chk2 (Banin et al. 1998,
Canman et al. 1998, Melchionna et al. 2000). Ein Defekt im ATM-Protein fihrt somit dazu, dass
Checkpoints nicht aktiviert werden und Zellen mit unreparierten DSBs proliferieren (Kastan et
al. 1992, el-Deiry et al. 1993, Harper et al. 1993), denn A-T-Zellen sind nicht in der Lage, den
G1/S- und den G2/M-Checkpoint zu aktivieren sowie den Intra-S-Checkpoint richtig zu regulie-
ren. Letzteres flihrt zum sogenannten RDS (radioresistent DNA synthesis)-Phanotyp, bei wel-
chem trotz DNA-Schaden in der S-Phase die DNA-Synthese nicht gestoppt wird. Dies hat wei-
tere DNA-Schaden zur Folge (Falck et al. 2002).

2.5 Krebsrisiko im Niedrigdosisbereich

Ungefahr 1% aller Zellen im menschlichen Organismus wird jeden Tag von ionisierenden Teil-
chen und Strahlung, welche aus dem Weltall kommen, getroffen. Zusatzlich sind Menschen der
Strahlung radioaktiver Stoffe, welche natiirlich in der Erdkruste auftreten, ausgesetzt. Man
spricht hierbei von der sogenannten ,natlirlichen Hintergrundstrahlung’. Die Dosis der
natlirlichen Hintergrundstrahlung betrdgt auf der Erde ca. 0,01 mSv pro Tag. Astronauten
erhalten demgegeniiber auf einer Raumstation eine etwa zehnmal héhere Dosis von 1 mSv pro
Tag (Lyndon 2002) (weitere Beispiele fiir applizierte Dosen sind in Tabelle 2.1 angegeben).
Durch Hintergrundstrahlung werden ROS erzeugt, welche per Zufallsprinzip Zellbestandteile

schadigen, darunter auch die DNA (Riley 1994).

Es ist allgemein bekannt, dass hohe Dosen ab 150 mSv an IR die Entstehung von Krebs fordern

(NCRP 1991). Die Strahlung im Bereich zwischen der natirlichen Hintergrundstrahlung und
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hohen Dosen an IR wird als Niedrigdosisstrahlung bezeichnet. Deren Wirkung auf den Organis-
mus ist noch weitgehend unbekannt, obwohl besonders fiir den Strahlenschutz die Frage wich-

tig ist, ob auch kleinste Strahlendosen als potenziell krebserregend einzustufen sind.

Tab. 2.1: Angaben der durchschnittlich absorbierten Dosis an IR fiir verschiedene Gegebenheiten

Da der Strahlungsart-abhdngige wy flir Rontgen- und y-Strahlung =1 ist, gilt, dass 1 mSv = 1 mGy. AuBer bei
den mit * gekennzeichneten medizinischen Untersuchungen, die nur Teilkérperbestrahlungen betreffen, ist
eine Ganzkorperdosis angegeben (Quelle: Brenner et al. 2003). Die Angaben kénnen geringfligig von anderen
Quellen abweichen.

Gegebenheit Durchschnittli[cr:sa‘f)]plizierte Dosis
Natiirliche Hintergrundstrahlung Ca. 3/Jahr
Transatlantikflug (Hin- und Zuriick) 0,1
Mammographieuntersuchung* 3
Thorax-Computertomographieuntersuchung* ca. 10
Expositionslimit von Nukleararbeitern (ICRP 1991) 20/Jahr
Atombombeniiberlebende
(mittlere Dosis in der LSS-Kohorte, Preston 2003) 200

Die heutigen Erkenntnisse zu den Auswirkungen von Niedrigdosen beruhen in erster Linie auf
den Ergebnissen epidemiologischer Studien. Die grofite Studie zur Wirkung von Dosen unter
500 mSv wurde an 50.000 Uberlebenden der Atombombenabwiirfe von Hiroshima und
Nagasaki/Japan durchgefiihrt. Die mittlere Dosis bei dieser Gruppe lag bei 200 mSv, bei tber
50% der exponierten Individuen wurden Dosen von unter 50 mSv appliziert. Die Kategorie der
Individuen mit Dosen von 5 mSv bis 125 mSv zeigte hierbei eine signifikante Steigung der
Krebssterblichkeit durch solide Tumoren (Pierce & Preston 2000, Preston 2003). Insgesamt
wurde in dieser Kohorte u. a. das Auftreten von 7.000 soliden Tumoren Uber eine Zeitspanne

von 47 Jahren untersucht.

Die Uberlebenden der Atombombenabwiirfe auf Hiroshima und Nagasaki dienten bisher als
Hauptquelle fiir die Risikoabschatzung von Strahlendosen und die Festlegung eines Standards
von Grenzwerten flir Menschen, die berufs- oder umweltbedingt Strahlung ausgesetzt sind
(CBEIR 1990, ICRP 1991). Diese sowie weitere Studien kamen zu der Schlussfolgerung, dass fiir
Réntgen- und y-Strahlen bei einer akuten Dosis von tiber 50 mSv sichere Beweise fiir ein erhoh-
tes Krebsrisiko existieren. Unterhalb dieser Dosen konnten bisher keine sicheren Aussagen ge-

troffen werden.
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Neben der Dosis spielt fiir die Risikoabschatzung auch die Dosisleistung, also die innerhalb einer
definierten Zeitspanne abgegebenen Dosis, eine Rolle. Bei niedrigen Dosisleistungen und
niedrigen Dosen liegt die derzeit gliltige Abschatzung des Risikofaktors fir die Zunahme der
Krebsmortalitat bei 5% pro Sv. Bei hohen Dosisleistungen und hohen Dosen liegt sie bei 10%.
Das Krebsmortalitatsrisiko der Bevolkerung (Lebenszeitrisiko) ohne zusatzliche Strahlenexposi-

tion betragt in Deutschland derzeit 25%.

Generell ist es schwierig, Tumorhaufigkeiten nach Bestrahlung mit Niedrigdosen epidemiolo-
gisch zu messen. Ein limitierender Faktor ist die bendtigte Anzahl an exponierten Individuen. Da
die gemessenen Effekte aufgrund der niedrigen applizierten Dosen sehr klein sind, wird eine
relativ hohe Anzahl an zu untersuchenden Individuen bendtigt, um statistisch signifikante Re-
sultate zu erhalten. Weiterhin ist es oftmals schwierig, eine geeignete Kontrollgruppe zu finden,
die den zu untersuchenden Parametern nicht ausgesetzt ist. Auerdem betragt die Latenzzeit
bis zum Auftreten eines strahleninduzierten soliden Tumors mehrere Jahrzehnte (CBEIR 1990).
Wahrend dieser Zeit ist ein Individuum vielen verschiedenen Umweltfaktoren ausgesetzt, die

ebenfalls zu malignen Veranderungen fliihren kénnen.

Die Strahlendosis, welcher man berufs-, medizinisch- oder nur umweltbedingt ausgesetzt ist, ist
geringer als die Dosis, welche nach den Atombombenabwiirfen auftrat. Aus diesem Grund ist es
notig, die zuverldssigen Daten von hoheren Dosen auf niedrige Dosen zu extrapolieren. Das
fihrende Modell fiir die Abschatzung des Krebsrisikos ist bis heute das linear no-threshold-

Modell (LNT) (Brenner et al. 2003, Preston 2003) (Abb. 2.12).

A I_D_asL_N'ITMl:IelT.: Abb. 2.12: Schematische Darstellung des
| . ,
untersclhe.ltzt.das > LNT-Modell linear no-threshold-Modells (LNT-Modell)
Krebsrisiko im 7/

Das LNT-Modell nimmt eine lineare Beziehung
| Niedrigdosisbereich|

zwischen Dosis und Krebsrisiko an, sodass

e e e - —— -
' jede Dosis potenziell krebserregend ist. Ver-
» schiedene  Phdnomene wie Hormesis,
g Adaptive Response, Bystander-Effekt oder
o , Y A . Low-dose hyper-radiosensitivity lassen jedoch

: Das LNT-Modell auch Modelle zu, nach welchen das LNT-
- i Uberschatzt das : Modell das tatsichliche Krebsrisiko iiber- oder
Krebsrisiko im
Niedrigdosisbereich :
iamnsramanssERNsEERssERnan

unterschatzt (nach Brenner et al. 2003).

Risiko

Dieses Modell geht davon aus, dass das Krebsrisiko linear mit der Dosis ansteigt und keinen
Schwellenwert besitzt. Diesem Modell folgend miisste auch die niedrigste Dosis als potentiell
krebserregend gelten. Epidemiologische Studien zur Uberpriifung dieses Modells kamen jedoch
teilweise zu recht unterschiedlichen Ergebnissen. So wertete z. B. eine neue Studie u. a. die

Bildung der finf wichtigsten Tumoren der Atombombeniiberlebenden mit applizierten Dosen
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von 20 mSv aus und bericksichtigte dabei eine Latenzzeit von 5 Jahren nach Bestrahlung
(Dropkin 2007). Das Ergebnis war ein Uber das auf der Grundlage des LNT-Modells zu
erwartende Mal hinausgehende Auftreten von Tumoren, sodass nach dieser Studie das

Krebsrisiko bei Dosen von 20 mSv von dem LNT-Modell unterschatzt worden ware.

Andererseits weisen beobachtete Phanomene darauf hin, dass es einen Dosisschwellenwert
geben konnte, unter welchem kein Krebsrisiko besteht. Wahrend man friiher davon ausging,
dass nur direkt von Strahlung getroffene Zellen eine Strahlenantwort zeigen, haufen sich die
Beobachtungen, dass auch nicht direkt betroffene Zellen ein adaptives Verhalten zeigen oder
strahleninduzierte Schaden nach Niedrigdosen aufweisen. Dies bezeichnet man als Non-
targeted-Effect. Zu diesen Non-targeted-Effects gehort u. a. Adaptive Response (AR). Das Prinzip
von AR ist, dass durch die Administration einer niedrigen ,,priming” oder ,conditioning dose” im
Bereich von 10 bis 500 mGy eine adaptive Wirkung erreicht wird. Diese vermindert die schadi-
gende Wirkung einer darauffolgenden hoheren ,challenging dose” bei allen Zellen, z. B. in Form
einer verbesserten DSB-Reparatur (Tapio & Jacob 2007). Dieses Phdnomen wurde sowohl
in vivo als auch in vitro fir Hoch- (Gajendiran et al. 2001, Sawant et al. 2001) und fiir Niedrig-
LET-Strahlung (Shadley & Wiencke 1989, Azzam et al. 1994) nachgewiesen. Die hierbei
verwendeten Untersuchungsmethoden schlossen u. a. Tierliberlebensexperimente (Yonezawa
et al. 1990, Ito et al. 2007), Messung chromosomaler Aberrationen (Shadley & Wiencke 1989,
Wolff 1998), Bildung von Mikrokernen (Shadley & Wiencke 1989, Azzam et al. 1994, Wolff
1998, Venkat et al. 2001) sowie DSB-Reparaturmessungen mit ein (Gajendiran et al. 2001).

Ein anderes Prinzip, die Hormesis, geht ebenfalls von einer adaptiven Reaktion des Organismus
bei Dosen unter 100 mGy aus, die sich in einer verbesserten Reparatur oder Verhinderung von
DNA-Schaden dufRlert. Der Unterschied zu Adaptive Response ist hierbei, dass dieser Schutzef-
fekt je nach Organismus, Zelltyp oder genetischer Konstitution das Krebsrisiko nach Bestrahlung
sogar unter das Niveau des normalen Risikos verringert (Feinendegen 2005). Experimentelle
und epidemiologische Studien stiitzen diese Theorie und sagen eine geringere Krebswahr-
scheinlichkeit nach niedrigeren Dosen voraus, als man durch lineare Extrapolation bei hohen
Dosen entsprechend dem LET-Modell erwarten wiirde. Ein Beispiel hierfiir sind die als , healthy
workers“ bekannt gewordenen Nukleararbeiter, welche arbeitsbedingt einem kleinen Viel-
fachen der natiirlichen Hintergrundstrahlung ausgesetzt sind. Die Krebsmortalitat dieser Arbei-
ter erwies sich als 15 bis 20% geringer als die in der allgemeinen Bevolkerung (Kendall et al.
1992).

Nach Applikation von Niedrigdosen wurden jedoch auch gegenteilige Beobachtungen gemacht,
die ein gesteigertes Krebsrisiko in diesem Dosisbereich vermuten lassen. Hierzu gehort bei-
spielsweise der Bystander-Effekt, ein adaptiver Effekt, welcher ebenfalls zu den Non-targeted-
Effects zahlt. Hierbei zeigen nicht von Strahlung betroffene Zellen z. B. via Kommunikation (iber

Gap-junctions (Zell-Zell-Kanale) mit anderen Zellen (Azzam et al. 2001, Shao et al. 2003) eben-
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falls strahleninduzierte Antworten u. a. in Form von yH2AX-Foci (Hu et al. 2006), Mikrokernen
(Prise et al. 1998, Shao et al. 2003) oder Genmutationen (Zhou et al. 2000). Dieser Effekt
scheint vornehmlich nach Bestrahlung mit niedrigen Dosen niederenergetischer Rontgen- oder
y-Strahlung (Seymour & Mothersill 2000) oder hochenergetischer a-Strahlung (Zhou et al. 2000,
Little et al. 2002) aufzutreten.

Ein weiteres Phdanomen beschreibt den Umstand, dass Zellen in der G2-Phase bei niedrigen
Dosen eine Uber das zu erwartende Mafd hinaus gesteigerte Sensitivitdt aufzeigen - das soge-
nannte Low-dose hyper-radiosensitivity. Dieses Phanomen zahlt ebenfalls zu den Non-targeted-
Effects. In Uberlebensexperimenten wurde hierbei beobachtet, dass Siugerzellen, die sich in
der G2-Phase des Zellzyklus befinden (Marples et al. 2003), besonders sensitiv auf akute Dosen
unterhalb von 200 bis 300 mGy reagieren (Joiner et al. 2001). Neueren Erkenntnissen zufolge ist
dies auf ein ineffizientes Einsetzen des G2/M-Checkpoints zurlickzufuhren (Marples et al. 2003,

Marples 2004, Wykes et al. 2006).

Bis heute ist nicht geklart, wie sich die Dosis-Effekt-Kurve im Niedrigdosisbereich verhalt. Auf-
grund der gesteigerten Strahlenexposition in der medizinischen Diagnostik, bei bemannten
Raumfliigen, durch den beruflichen Kontakt mit Strahlung in Kernkraftwerken und bei der Be-
seitigung von radioaktiven Abfallprodukten ist es daher weiterhin von groRem Interesse, zu-
satzliche Erkenntnisse Uiber die Reaktion von Zellen und Organismen auf niedrige Strahlendosen

zu erlangen.

2.6 DNA-Schaden und —Reparatur im Zusammenhang mit Zellalterung

Zellen sind stiandig DNA-schadigenden Agenzien ausgesetzt. Zusatzlich haufen sich mit zuneh-
mendem Alter Mutationen an, die zur Entartung oder Inaktivierung von Genen fiihren, die fir
das Uberleben essentiell sind. Um diesen Effekten vorzubeugen, haben Zellen eine ausgeklii-

gelte DNA-Reparaturmaschinerie und andere Mechanismen entwickelt.

Das Altern eines Organismus zeichnet sich u. a. dadurch aus, dass Zellen die Teilung einstellen
und somit die Regenerationsfahigkeit der Gewebe eingeschrankt ist. Dieser Proliferationsstop
kann verschiedene Ursachen haben. Eine Ursache liegt darin, dass die Telomere sich in den
meisten humanen Zellen mit der steigenden Anzahl an Replikationen durch das Fehlen des
Enzyms Telomerase immer weiter verkiirzen. Die Verkiirzung der Telomere fihrt wiederum zur
Aktivierung von Signalkaskaden, welche die Zelle in einen Ruhezustand Ulbergehen lasst. Ein
anderer Grund ist, dass durch oxidativen Stress verursachte DNA-Schaden in den Telomer-
regionen weniger effektiv repariert werden wie im restlichen Genom, was ebenfalls zu einem

Verlust an DNA in diesen Regionen fiihrt (von Zglinicki 2002).

Ein weiterer Punkt, der eine wichtige Rolle im Zusammenhang mit dem Aspekt des Alterns

spielt, ist eine mogliche Defizienz in der DNA-Reparatur. Diese kann zu einem erhéhten Level an
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somatischen DNA-Schadigungen fiihren, welche wiederum in verschiedenen Endpunkten
gipfeln. Dabei kann es zu Mutationen oder aufgrund einer fehleranfalligen Reparatur oder

Replikation zu Problemen in der Transkription kommen.

Untersuchungen zum gehauften Auftreten von Mutationen wurden bisher sowohl an Men-
schen als auch an Mausen durchgefiihrt (Dempsey et al. 1993, Finette et al. 1994). Studien an
Herzzellen gealterter Mause ergaben, dass Mutationen zu einer verdanderten Genexpression
fihren (Bahar et al. 2006). Dabei fiel unter der Vielzahl an auftretenden Mutationen ein speziel-
ler Mutationstyp, die genomische Umlagerung auf (Vijg & Dolle 2002). Diese entsteht durch
misreparierte DSBs, sodass die Frage nahe liegt, ob das gehaufte Auftreten von Mutationen
eventuell von einer weniger effizient und dadurch fehlerbehafteter arbeitenden Reparaturma-
schinerie herriihrt (Gorbunova et al. 2007). Gestitzt wird diese Vermutung durch Studien, wel-
che sich mit der Verdnderung der DNA-Reparatur in Abhangigkeit vom Alter der Zellen beschaf-
tigten. Diese beobachteten einen altersabhangigen Riickgang der Reparatureffizienz (Mayer et
al. 1989, Seluanov et al. 2004). Auch konnte auBerdem beobachtet werden, dass YH2AX-Foci in
humanen und murinen Zellen dlterer Spender akkumulieren (Sedelnikova et al. 2008). Da DSBs
liber HR und NHEJ repariert werden, ist die Erforschung dieser beiden Reparaturwege in Bezug
auf die altersabhdngige Reparatur von besonderem Interesse. Hierzu gibt es bereits erste Hin-
weise, die belegen, dass die NHEJ-Effizienz im Alter in bestimmten Zelltypen reduziert ist. Dies
wurde an Neuronen im Gehirn untersucht (Vyjayanti & Rao 2006). In gealterten Fibroblasten

konnte eine 4,5-fache Reduktion der NHEJ-Effizienz beobachtet werde (Seluanov et al. 2004).

Neben einer verminderten Effizienz verschiedener Reparaturwege wird auch eine altersab-
hangige anteilsmaRige Verlagerung der von der Zelle genutzten Reparaturwege diskutiert. So
wurde in alternden Drosophila-Fliegen beobachtet, dass HR-h, eine Form der Homologen Re-
kombination, welche ausschlieRlich das homologe Chromosom und nicht die Schwesterchroma-
tide als Template fiir die Reparatur benutzt, zum dominierenden Reparaturweg wurde, wah-
rend NHEJ und SSA (single strand annealing) hierin weniger haufig genutzt wurden als bei jlin-

geren Fliegen (Preston et al. 2006).

Ebenfalls diskutiert wurde die Akkumulation von Mutationen in mitochondrieller DNA als Folge
von ROS, die im Alter vermehrt von Mitochondrien gebildet werden und die Langlebigkeit ho-

herer Wirbeltiere einschrankt (Barja 2004).

Allgemein konnen diese durch fehlerhafte DNA-Reparatur verursachten somatischen DNA-
Schadigungen zum Zelltod durch Apoptose, zu Zellverdanderungen (in Form von Krebs im Alter)
und zu Zellalterung (definiert als Zellen, die sich in verschiedenen Stadien der Dysfunktion be-
finden) fiihren. Diese Endpunkte markieren die Hauptkomponenten des sogenannten

yalternden Phanotyps” (Vijg 2000) und kdnnen neben der Dysfunktion der Telomere und dem
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epigenetischen Ausschalten von Genen im Alter Griinde fiir das gehdufte Auftreten von Krebs-

erkrankungen des Organismus sein (DePinho 2000).

2.7 Nachweisverfahren von DSBs

Zum Nachweis von DSBs haben sich in den vergangenen Jahrzehnten einige nachfolgend vor-
gestellte Verfahren etabliert. Diese beruhen auf unterschiedlichen Messprinzipien und sind im

Nachweis von DSBs unterschiedlich sensitiv.

2.7.1 Immunfluoreszenz-Mikroskopie (IFM)

Seit mittlerweile einem Jahrzehnt wird YH2AX als Marker fiir DSBs herangezogen (Rogakou et
al. 1998). Hierbei macht man sich den Umstand zunutze, dass das Histon H2AX, eine Unterform
von H2A, nach Auftreten eines DSBs im Bereich von mehreren Mbp um den Bruch herum zu
yYH2AX phosphoryliert wird. Dieser DSB-Marker kann innerhalb weniger Minuten mit Hilfe von
Fluoreszenzantikorpern mit der Technik der Immunfluoreszenz-Mikroskopie (IFM) in Form von
deutlich sichtbaren Foci detektiert werden. Die maximale Auspragung der Foci wird hierbei

nach 10 bis 30 min erreicht.

Foci, die nach IR oder radiomimetrischen Substanzen entstehen, werden als IRIFs (ionizing
radiation induced foci) bezeichnet (Shiloh 2003). Als Folge eines auftretenden DSBs werden
auch noch zahlreiche weitere Proteine an die Bruchstelle rekrutiert. Zu den Proteinen, die zeit-
lich als erste an die Bruchstelle rekrutiert werden und dort in groBer Zahl auftreten, gehéren
solche, die in die Schadenserkennung und in die Aktivierung der Zellzyklus-Checkpoints invol-
viert sind. Hierzu gehoren in erster Linie die Komponenten des MRN-Komplexes, ATM, MDC1,
53BP1 und BRCA1 (Nelms et al. 1998, Kitagawa et al. 2004, Stucki & Jackson 2004, Bekker-
Jensen et al. 2006, Schlegel et al. 2006). Die genannten Proteine kolokalisieren mit yH2AX, da
sie im gleichen Chromatinbereich akkumulieren und kénnen wahrend des gesamten Zellzyklus

nachgewiesen werden (Bekker-Jensen et al. 2006).

Eine andere Gruppe von Proteinen sammelt sich nur in kleinen Bereichen innerhalb des Chro-
matinbereiches an, welcher yH2AX-phophoryliert ist. Hierzu gehdren vor allem Proteine, wel-
che erst spater nach Bestrahlung durch die Entstehung einzelstrangiger DNA-Bereiche bei der
Resektion induziert werden (z. B. wahrend des HR-Reparaturprozesses) oder an der Entstehung
und Stabilisierung dieser beteiligt sind. Dies sind z. B. Rad51, pRPA und ATR. Die von diesen
Proteinen gebildeten ,Microfoci” treten aufgrund der Assoziation mit dem HR-Prozess nur in
der S- und G2-Phase auf (Adams et al. 2006, Bekker-Jensen et al. 2006, Schlegel et al. 2006). Die
Komponenten des MRN-Komplexes finden sich ebenfalls an einzelstrangigen Bereichen ein, was
mit der Beobachtung einhergeht, dass der MRN-Komplex eine Rolle an der Entstehung ein-

zelstrangiger Bereiche innehat (Jazayeri et al. 2006). Proteine wie z. B. Ku70/80, DNA-PK oder
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Lig IV liegen am Ort eines DSBs in so geringer Anzahl vor, dass diese nicht mit dieser Methode

nachgewiesen werden kdnnen.

Ein weiterer Vorteil der IFM ist, dass auf Einzelzellebene einzelne DSBs nachgewiesen werden
konnen. Ein Fokus entspricht hierbei einem DSB (Rothkamm & Lobrich 2003). Dies eréffnet die
Moglichkeit, auch nach niedrigen Dosen die Induktion und Reparatur von DSBs zu messen und
macht diese Methode zu einem nitzlichen Werkzeug fiir die Messung von Strahlenschaden

nach z. B. radiologischen Untersuchungen (Lobrich et al. 2005, Geisel et al. 2008).

Aus dem zeitlichen Auftreten der Foci lieRen sich bisher viele Riickschliisse auf die Erkennung
und Weiterleitung des Schadenssignals ziehen. Besonders hierzu beigetragen hat die neu auf-
gekommene Technik des Life-Cell-imaging (LCl). Diese ermdglicht, diese Vorgdnge in der leben-
den Zelle zu beobachten. Hierbei werden Reparaturproteine mit fluoreszierenden Proteinen
(z. B. GFP = green fluorescent protein) gekoppelt, sodass sich DSBs in der lebenden Zelle lokali-

sieren lassen (Lukas et al. 2005).

2.7.2 Chromosomale Analysen

Eine klassische Methode zur Messung von DSBs ist die Quantifizierung von Chromosomen-
/Chromatidbriichen. Die Chromosomen liegen die meiste Zeit des Zellzyklus in nicht-konden-
sierter Form vor. In der Prophase der Mitose kondensiert das Chromatin, und in der darauffol-
genden Metaphase lagern sich die Chromosomen in der Aquatorialebene der Zelle an. Die
prazise Aufteilung von Schwesterchromatiden in der Anaphase erfolgt durch den Aufbau eines
bipolaren Spindelapparates. Dieser besteht primar aus Mikrotubuli. Diese sind sehr dynamische
Strukturen, deren raumliche Organisation kritisch fiir die korrekte Funktion des Spindelappara-

tes ist.

Von den Agenzien, die mit dem Spindelapparat wechselwirken, stellt Colchizin, welches aus der
Pflanzengattung der Zeitlosen (Colchicum) gewonnen wird, ein klassisches Spindelgift dar. Es ist
seit langem dafiir bekannt, die Zellteilung zu hemmen (Eigsti & Dustin 1955). Colcemid
(Democolcin) ist nahe damit verwandt, jedoch weniger giftig. Es inhibiert die Polymerisierung
der Mikrotubuli mittels Bindung an der Grenzflache zwischen o- und B-Tubulin (Rieder &
Palazzo 1992, Wilson et al. 1999). Eine Alternative zu Colcemid stellt Nocodazol dar, welches an
B-Tubulin bindet (Jordan et al. 1992). Beide Substanzen verhindern letztendlich die korrekte
Ausbildung des Spindelapparates, wodurch die Chromosomen in der Aquatorialebene verblei-
ben. Nach entsprechender Praparation lassen sich in diesen mikroskopisch Chromosomen-

briiche quantifizieren.

Bei der vorzeitigen Chromosomenkondensation (premature chromosome condensation, PCC)
werden Chromosomen unabhangig von der Zellzyklusphase kiinstlich kondensiert. Diese Tech-

nik wurde erstmals vor fast 40 Jahren beschrieben (Johnson & Rao 1970). Die Fusion von
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Testzellen mit mitotischen Zellen fihrte hierbei dazu, dass MPF (maturation/mitosis-promoting
factor) von mitotischen auf nicht-mitotische Zellen Gbertragen wurde und die PCC einleitete
(Darroudi et al. 1998a, Darroudi et al. 1998b). MPF ist ein Komplex aus p34cdc2 und Cyclin B
(Maller et al. 1989) und bewirkt in seiner dephosphorylierten Form die Chromosomenkonden-
sation (Moreno et al. 1989). Ein chemischer Weg zur Chromosomenkondensation beinhaltet die
Anwendung von Calyculin A, welches die Aktivitdt der Protein-Phosphatase 1 und 2A (PP1 und
PP2A) inhibiert. Dies bewirkt, dass cdc25 in seiner phosphorylierten aktiven Form vorliegt und
MPF durch Dephosphorylierung aktiviert. Cyclin B kommt nur in der G2-Phase des Zellzyklus in
groflen Mengen vor. Dadurch werden durch Zugabe von Calyculin A hauptsachlich G2-Phase-
Zellen kondensiert (Gotoh & Durante 2006). Der Vorteil der Analyse von G2-Zellen mittels PCC
gegenlber der herkdmmlichen Analyse von Metaphasechromosomen ist, dass in der G2-Phase
bestrahlte Zellen vor der Analyse nicht den G2/M-Checkpoint Uberwinden mussen. Dadurch

findet keine Selektion von Zellen durch den G2/M-Checkpoint statt.

Anhand der Quantifizierung von Chromatidbriichen mittels PCC lasst sich wie in der IFM das
Reparaturverhalten von Zellen beobachten. Dabei muss jedoch beachtet werden, dass nicht
jeder DSB in Form eines Chromosomenbruches sichtbar wird, sondern nur jeder dritte bis
sechste. Die Mechanismen, aus denen sich diese Diskrepanz ergibt, sind hierbei noch nicht
geklart (Bedford & Goodhead 1989).

2.7.3 Pulsfeld-Gelelektrophorese (PFGE)

Die PFGE ist eine vielseitige Methode, welche sich fiir die Untersuchungen der DSB-Reparatur in
verschiedenen Organismen und Zelltypen eignet. Sie wurde erstmalig dazu eingesetzt, Chromo-
somen von S. cerevisiae aufzutrennen (Schwartz & Cantor 1984, Carle & Olson 1985). Heute
stellt sie eine Standardmethode zum Nachweis von DNA-Fragmenten dar, die durch DSBs ent-
standen sind (Birren et al. 1988, Lobrich et al. 1993). Bei dieser Methode werden DNA-Frag-
mente nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt. Dieses Prinzip gleicht dem der konventio-
nellen Gelelektrophorese, bei welcher ein elektrisches Feld angelegt wird, unter dessen Einfluss
grofle DNA-Fragmente langsamer wandern als kleine. Bei der PFGE wird durch regelmalige
Anderung der Richtung des elektrischen Feldes eine zusitzliche Auftrennung erreicht, da sich
kleinere DNA-Fragmente schneller umorientieren als grolRe. Durch dieses modifizierte Verfah-
ren kénnen FragmentgroRen bis hin zu 10 Mbp aufgetrennt werden. GroRere Stiicke sind einer
Analyse nicht zuganglich, da sie bei der Elektrophorese nicht ins Gel wandern. Bei der konven-
tionellen Gelelektrophorese ist die Auftrennung nur bis zu einer FragmentgroRe von <20 bis
50 kbp moglich.

Wadhrend der PFGE ist es erforderlich, die Zellen vor der Elektrophorese vollstandig mittels

Proteinase-Verdau zu lysieren. Dies geschieht, nachdem die Zellen in Agaroseblockchen einge-
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gossen wurden. Andere Zellaufschlussmethoden bergen die Gefahr einer zusatzlichen Fragmen-
tierung der DNA durch Scherkrafte bei der Praparation. Die Lyse der Zellen sorgt dafiir, dass die
in den Zellen vorhandene DNA in hochreiner Form in den Blockchen vorliegt. Diese werden da-

nach in die Taschen des Gels eingesetzt.

Die PFGE wird nicht nur dafiir eingesetzt, den initialen Schaden nach Bestrahlung zu messen,
sondern auch die Reparatur (Kuhne et al. 2004). Hierfiir sind nichtphysiologische Dosen von
mehreren Gy notwendig, um eine geniigend grolRe Anzahl an DNA-Fragmenten zur Auftrennung
zu erhalten. Die aufgetrennten Fragmente sind spater als ,Schmier” im Gel sichtbar und kénnen
nach Farbung der DNA mittels Ethidiumbromid anhand des Fluoreszenzsignals ausgewertet

werden.

Eine Variante der Methode ist die radioaktive Markierung der DNA-Fragmente mittels Nukleo-
tide, die mit *H oder *C markiert sind. Diese werden den Zellen vor dem Experiment zum Ein-
bau in die DNA angeboten und spater anhand der aus der Tasche herausgelaufenen Radioakti-
vitat im Gel gemessen. Zur Quantifizierung der herausgelaufenen DNA-Fragmente wird allge-
mein der Quotient aus der aus der Tasche herausgelaufenen DNA und der Gesamt-DNA gebil-

det. Dies entspricht dem sogenannten FAR-Wert (fraction of radioactivity released).

2.8 Zielsetzung

DNA-Doppelstrangbriiche (DSBs) sind die schwerwiegendsten Lasionen, die nach Bestrahlung
auftreten kdnnen, da hierbei die genetische Information auf beiden DNA-Einzelstrangen unter-
brochen wird. Werden DSBs nicht oder nur fehlerhaft repariert, kann es zur Entstehung von
Mutationen und zur Entartung von Zellen kommen. Gerade im Niedrigdosisbereich von
<150 mSv, der auch in der Radiodiagnostik eine wichtige Rolle spielt, wird die Frage, welchen
Einfluss IR auf das Krebsrisiko hat, bis heute kontrovers diskutiert. Der Strahlenschutz orientiert
sich dabei bisher am LNT (linear no-threshold)-Modell, welches besagt, dass das Krebsrisiko
linear mit der applizierten Dosis ansteigt. Durch die Entwicklung sensitiverer Methoden in der
Strahlenbiologie zum Nachweis von DNA-Schaden wurden jedoch Beobachtungen gemacht, die
dem derzeit giiltigen Modell widersprechen. Da Menschen taglich und auch im medizinischen
Bereich niedrigen Strahlendosen ausgesetzt sind, ist es wichtig, die DNA-Reparatur in diesem

Dosisbereich (und hier vor allem die Reparatur von DSBs) zu untersuchen.

2.8.1 Untersuchungen zur Auswirkung von Kontrastmittel auf die Entstehung und
Reparatur von DSBs durch IR

Die diagnostische Strahlenexposition ist die groRte vom Menschen geschaffene Quelle fir
Rontgenstrahlung im Alltag (UNSCEAR 2000). In der Rontgendiagnostik wie z.B. der

Computertomographie (CT) werden zusétzlich vor der Bestrahlung Kontrastmittel (KM) injiziert,
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welche durch eine erhéhte Absorption von Strahlung die Bildgebung unterstiitzen. Grund dafir
ist, dass die im KM enthaltenen Elemente wie z. B. Jod aufgrund ihrer hohen Ordnungszahl (Z)
und der damit verbundenen Steigerung des Photoeffekts eine verstarkte Rontgenstrahlabsorp-
tion aufweisen (Corde et al. 2004). Dies ist jedoch nur nach niedrigeren Photonenenergien der
Fall, wie sie z. B. in der Rontgendiagnostik eingesetzt werden, da bei diesen Energien der Photo-

effekt einen relativ hohen Anteil an den Absorptionsereignissen hat.

Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit sollte daher die Wirkung von KM auf die Induktion und
Reparatur von DSBs untersucht werden. Hierfiir sollte zundchst die YH2AX-Immunfluoreszenz-
Mikroskopie, eine Methode, die den Nachweis einzelner DSBs in der Zelle erlaubt, in murinen
Lymphozyten etabliert werden, um die Zuverlassigkeit und Sensitivitat dieser Methode unter
definierten Bedingungen zu validieren. Hierfir sollte das IF-Verfahren in murinen Lymphozyten
etabliert werden. In der anschlieBenden KM-Studie sollte zundchst anhand von
unterschiedlichen Zellsystemen ermittelt werden, ob es im Beisein von KM bei Bestrahlung mit

IR verschiedener Photonenenergien zu einer initialen Erhéhung der Anzahl an DSBs kommt.

Bereits in fritheren Arbeiten wurde beobachtet, dass sich die YH2AX-IFM aufgrund ihrer Sensiti-
vitat zur biochemischen Messung niedriger Dosen eignet (Lobrich et al. 2005). Daher sollten die
in vitro erhaltenen Ergebnisse auf ihre Relevanz in vivo Uberprift, und der Effekt des KMs in
Patientenstudien in vivo untersucht werden. Hierfur sollte die Anzahl an DSBs mit Hilfe des
yYH2AX-IF-Verfahrens in Lymphozyten von nativ bestrahlten CT-Patienten und solchen mit KM-
Gabe vor CT bestimmt werden. Zur Abschatzung der bei den CT-Untersuchungen applizierten
Dosen sollten die in vivo ermittelten Werte mit denen von in vitro mit definierten Dosen be-

strahlten Lymphozyten der Patienten verglichen werden.

2.8.2 DSB-Reparatur nach niedrigen Dosen

In einer friheren Studie wurde beobachtet, dass in konfluenten Fibroblasten die DSB-Repara-
turkapazitat mit kleiner werdender Rontgendosis abnimmt und dass selbst nach langen Repara-
turzeiten ein persistentes residuales Focilevel verbleibt (Rothkamm & Lobrich 2003). Da nied-
rige Dosen im Bereich weniger mGy taglich in der Rontgendiagnostik appliziert werden, ist es
von besonderem Interesse, die physiologische Relevanz der verminderten Reparaturkapazitat

in diesem Dosisbereich auch in einem natirlichen System in vivo zu untersuchen.

Daher sollte im zweiten Teil der Arbeit die DSB-Reparatur nach niedrigen Dosen in vivo im
Maussystem untersucht werden. Das murine System weist als Sdugersystem dhnliche morpho-
logische Eigenschaften und eine &dhnliche DSB-Reparaturmaschinerie auf wie das humane.
Darliberhinaus bietet es im Gegensatz zu Patientenstudien den Vorteil, dass Ganzkorperbe-
strahlungen durchgefiihrt werden kénnen. Hierfiir sollte in einem gemeinsamen Projekt mit der

Klinik fir Strahlentherapie und Radioonkologie, Universitatsklinikum des Saarlandes in
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Homburg/Saar das Verfahren der yH2AX-IFM in verschiedenen murinen Organen etablieren
werden. Um das Verfahren zu validieren, sollte als zweiter DSB-Marker 53BP1 eingefiihrt wer-
den. AbschlieRend sollte die Reparaturkapazitat nach verschiedenen Réntgendosen, einschlief-

lich Niedrigdosen, in reparaturprofizienten Wildtyp-Mausen gemessen werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Verwendete Materialien und Gerate

Brutschranke IGI50, Jouan

Computertomograph 4-Zeilen-Scanner, Typ MX8000 IDT, Philips
Medical Systems, Eindhoven, Niederlande

und 10- bzw. 64-Zeilen-Scanner, Somatom

137 ~a: -
Casium-Quelle

Deckglaser

Elektronikrihrer
Fluoreszenz-Mikroskop
Invers-Mikroskop

Kryoréhrchen

Kihlzentrifuge
Linearbeschleuniger
Mikroskop-Kamerasystem
Monovetten® mit Ammonium-Heparin
Monovetten® mit EDTA K
Multi-Adapter fiir S-Monovette®
Neubauer-Zdhlkammer
Objekttrager
Pulsfeld-Gelelektrophorese-System
Reaktionsgefalle, 1,5 ml
Rontgenrdhre

Sterilwerkbanke

Tischzentrifugen

Transilluminator

Tro-Venoset® (Perfusion Set)

Sensation, Siemens, Deutschland
Typ OB29/4, STS Braunschweig

@ 12 mm und 24x60 mm, Roth
Variomag®, H+P Labortechnik GmbH
Axioplan 2 und Axioobserver, Zeiss
Eclipse TS 100, Nikon

Cellstar®, Greiner bio-one, 5 ml
5810 R, Eppendorf

Mevatrom MD, Siemens

AxioCam MRm, Zeiss

Sarstedt

Sarstedt

Sarstedt

Marienfeld

SuperFrost®, 76x26 mm, Menzel-Glaser
Chef-DR® III, BioRad

SafeSeal Tubes, Roth

MCN 165 / 796704, Phillips
NapFlow, Napco; LaminAir, Holten
Heraeus Biofuge pico, Eppendorf 5415C
Vilber Lourmat Deutschland GmbH

Troge Medical GmBH
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Vortexer

Wipptisch
Zellkulturflasche, klein
Zellkulturflasche, groR
Zellkulturschalen
6-Well-Platten

Zentrifugenréhrchen

Genie 2, Scientific Industries
Frébel Labortechnik

TPP, 25 cm’

TPP, 75 cm’

Nunc, 8,8 cm? und 21,5 cm?
Nunc

TPP, 15 ml und 50 ml

3.2 Verwendete Chemikalien, Losungen und Antikorper

3.2.1 Chemikalien
10x PBS

Aceton

Agarose, Type VII
Aphidicolin

Calyculin A

D-Mannitol

Ethanol, reinst > 99,8%
Ethanol, vergallt
Ethidiumbromid
Formaldehyd

Fotales Kalberserum (FCS)
Gelatine

Giemsa

Imeron 300

KCl

Low-melting-Point-Agarose

PBS Dulbecco Instamed-Pulver
Roth

Sigma

Calbiochem, 1 mg/ml
Sigma 100 pg/ml in DMSO
Sigma

Applichem

Roth

Roth, 10 mg/ml

Roth, 37%

Biochrom

Sigma

Sigma Diagnostics, modified,
(sdurefrei fur die Histologie)
0,4% (w/v) in Methanol

Bracco,
0,612 g lomeprol/ml L6sung

Jodkonzentration = 300 mg/ml
usB

Agarose Typ VII, Sigma
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Lymphozytentrennmedium LSM 1077
Methanol

Minimal Essential Medium (MEM)
Mounting Medium with DAPI
Mounting Medium with DAPI, Hard Set
Mounting Medium

Na,-EDTA

NaCl

N-Laurosyl-Sarcosin

Non-essential amino acids (NEAA)
Penicillin-Streptomycin

PronaseE

Pulsed Field Certified Agarose

REAL Target Retrieval Solution (10x)
Rosswell Park Memorial Institute 1640 Medium (RPMI)
Salzsaure

Small DNA Low Melt Spezialagarose
Tris

Triton X-100

Tween20

Ultravist 300

Wasserstoffperoxid (30%)

Ziegenserum (goat serum, GS)

PAA Laboratories GmBH, Ficoll 400
Roth

Biochrom

Vector Laboratories, Vectashield®
Vector Laboratories, Vectashield®
Vector Laboratories, Vectashield®
Roth

Roth

Merck

Biochrom

Biochrom

Merck

Bio-Rad Laboratories

DAKO

Biochrom

Roth

Biozym

Roth

Roth

Sigma

Schering,
0,623 g lopromid/ml Lésung

Jodkonzentration = 300 mg/ml
Roth

Biochrom
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3.2.2 Loésungen

10x PBS; pH 7,45

PBS

PBS/FCS

PBS/GS

Einfriermedium

Ethidiumbromidbad

Lyse-Puffer

1x TBE-Puffer

1x TE-Puffer

Trypsin-EDTA-LOsung

Mannitol

137 mM NaCl
2,7 mM KCl

8 mM Naz2HPO4
1,5 mM KH2POa4

1x PBS
In MilliQ
pH = 7,0 fur Lymphozyten/Gewebe

1x PBS

1% FCS (hitzeinaktiviert)

in MilliQ

pH = 7,0 fir Lymphozyten/Gewebe
1x PBS

1% GS (hitzeinaktiviert)

in MilliQ

pH =7,0

20% (v/v) Zellkulturmedium
20% (v/v) DMSO

60% FCS

1 pg/ml Ehtidiumbromid

in 0,5x TBE

1% (w/v) N-Laurosyl-Sarcosin
1 mg/ml PronaseE

0,5 M Na,-EDTA, pH 8

44,5 mM Tris
44,5 mM Borsaure
1 mM Na,-EDTA, pH 8

10 mM Tris/HCI
1 mM Na,-EDTA, pH 8

0,1% Trypsin

0,5 mM Na,-EDTA, pH 8
in 1x PBS (pH = 7,45)
0,43 M

in MilliQ
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Gelatinel6sung 0,1% Gelatin
in MilliQ
Fixativ Methanol

(100%)/Essigsaure (100%)
Im Verhaltnis 3:1

3.2.3 Antikorper

Primdrantikérper:

mouse-anti-yH2AX (Ser 139) Upstate (Millipore), 1gG, 2 ug/ml
Rb pAb to gamma H2A.X (phospho S139) abcam, 1 mg/ml

anti-pATM Protein Kinase (pS1981) rabbit Rockland (Biomol), 0,95 mg/ml
anti-53BP1, mouse monoclonal Upstate (Millipore), 1gG,, 200 pg/235 pul
anti-53BP1 IHCrabbit Bethyl, IgG, 0,1 ml
rabbit-anti-CENP-F Santa Cruz, 1gG, 200 pg/ml
Sekunddrantikérper:

Alexa Fluor®488 goat-anti-mouse Mo BiTec IgG, 2 mg/ml

Alexa Fluor®488 goat-anti-rabbit Mo BiTec IgG (H+L), 2 mg/ml
Alexa Fluor®594 goat-anti-rabbit Mo BiTec IgG, 2 mg/ml

3.3 Verwendete Zellen

Wildtyp-Zellen:

Als Wildtypzellen wurden HSF1-Zellen verwendet. Dies sind humane primare Hautfibroblasten
eines gesunden Spenders. Sie wurden von Dr. K. Dittmann (Eberhard Karls Universitat, Tlbin-
gen) zur Verfligung gestellt. Die Kultivierung der Zellen erfolgte in Minimal Essential Medium
(MEM) mit 10% fotalem Kalberserum (FCS), 1% Non-essential amino acids (NEAA), 0,1 mg pro

ml Streptomycin und 100 Units pro ml Penicillin.

Humane Lymphozyten:

Fir die sofortige Verwendung von Blut wurde dieses steril aus der Armvene der Spender in
Monovetten mit Ammonium-Heparin entnommen und bis zur Verwendung bei 37°C gelagert

(maximal 10 min). Vor dem Verschicken von Blutproben erfolgte die Entnahme in Monovetten
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mit EDTA K. Diese Proben wurden anschlieBend bei 4°C gelagert.

Murine Lymphozyten:

Das Blut wurde durch Punktion des linken Herzventrikels entnommen und in ein 1,5 ml-Reak-
tionsgefaR mit einem Tropfen Heparin-Natrium Gberfiihrt. Bis zur Verwendung wurde das Blut
bei 37°C gelagert (maximal 10 min). Dies wurde von Frau Dr. Xiaorong Dong, Universitatsklini-

kum des Saarlandes in Homburg/Saar, durchgefiihrt.

3.4 Verwendete Mausstimme und murine Organe

3.4.1 Verwendete Mausstamme

Die verwendeten Mausstamme wurden von Prof. Dr. Christian Riibe, Strahlenbiologisches La-
bor der Klinik flir Strahlentherapie und Radioonkologie, Universitatsklinikum des Saarlandes in
Homburg/Saar, zur Verfligung gestellt. Die Tiere wurden laut Bestimmungen des Tierschutzge-
setzes und nach Genehmigung der Veterindarbehorde des Saarlandes in eigenen Laminar Air
Flow-Systemen gehalten. Es wurden vier bis finf Mause in einem Kafig untergebracht. Die Tiere
lebten in einem Tages- und Nachtrhythmus von jeweils 12 h. Versorgt wurden die Mause mit
spezieller Laborkost (Altromin, Lage, Deutschland) und Wasser. Die duferen Bedingungen
waren folgende: Raumtemperatur 22 + 2 °C und Luftfeuchtigkeit 55 + 10%. Bei den Tieren fan-

den regelmaRige veterindrmedizinische Untersuchungen statt.

3.4.1.1 A-T-Mause

Homozygote A-T-Mdause (129S6/SvEvTac-A-T-tm1Awb-/J, homozygous recessive Atm-/-) wur-
den von Jackson Laboratory (Bar Harbor, Main, USA) bezogen. Dieser Mausstamm besitzt eine
trunkierende Mutation im ATM-Gen. Durch Insertion eines Vektors, welcher das Neo
Resistance-Gen trug, wurde das ATM-Gen verandert und so in einen funktionslosen Zustand
Uberfihrt. Den Mausen wurde vor den Experimenten eine Woche Zeit gelassen sich zu akklima-

tisieren, bevor sie fiir Experimente verwendet wurden.

3.4.1.2 SCID- und BALB/c-Mause

Es wurden zwdlf Wochen alte mannliche und weibliche SCID-M&use (CB-17/Icr-Prkdc scid/Crl)
verwendet, die eine Mutation im Prkdc-Gen aufwiesen. Diese Mause besaRRen einen sehr aus-
gepragten Immundefekt, der sowohl die B- als auch die T-Zellen betraf. Fiir diesen autosomal

rezessiven Gendefekt waren die SCID-Mause homozygot.

Weiterhin wurden zwolf Wochen alte BALB/c-Mé&use (BALB/cAnNCrl) verwendet, welche eine

verminderte Expression der katalytischen Untereinheit der DNA-PK aufwiesen (Okayasu et al.
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2000, Mori et al. 2001). Beide Mausstamme wurden von Charles River Laboratories (Sulzfeld,

Deutschland) bezogen.

3.4.1.3 C57BL/6-Mause

Als reparaturprofiziente Wildtyp-Mause wurden zwolf Wochen alte C57BL/6-Méause
(C57BL/6NCrl) eingesetzt. Diese wurden von Charles River Laboratories (Sulzfeld, Deutschland)

bezogen.

3.4.2 Verwendete murine Organe

Die Betdaubung der Mause sowie die Entnahme, Fixierung und Einbettung der Organe wurde
von Frau Dr. Xiaorong Dong, Universitatsklinikum des Saarlandes, Homburg/Saar durchgefiihrt.
Nach der Bestrahlung der Mause und erfolgter Reparaturzeit wurden diese durch intraperito-
neale Injektion von Rompun und Ketamin (1 ml Rompun und 0,75 ml Ketamin, verdiinnt in
8,25 ml 0,9% Natriumchlorid-Lésung) betdubt. Anschliefend wurden sie geéffnet und Blut, Ge-
hirn, Herz, Lunge, Diinndarm und beide Nieren entnommen. Direkt im Anschluss erfolgte die

Fixierung.

3.5 Zellkultur von Fibroblasten

3.5.1 Kultivierung von Fibroblasten

HSF1-Zellen wurden bei 37°C in einer Wasserdampf-gesattigten Atmosphare mit 5% CO,-Anteil
kultiviert. Zur Subkultivierung wurden die adharent wachsenden Zellen zweimal mit PBS gewa-
schen. Um die Zellen vom Boden der Zellkulturflasche zu 16sen, wurden sie anschlielend fiir 5
bis 10 min bei 37°C mit Trypsin-EDTA-L6sung behandelt. Die Zellsuspension wurde in Medium
aufgenommen und entsprechend einem Splitverhaltnis von 1 zu 3 auf neue Zellkulturflaschen
aufgeteilt. FUr die Bestrahlung von Zellen auf Deckglaschen (DG) wurde die Anzahl an Zellen pro
ml mittels einer Neubauer-Zéhlkammer bestimmt und 200.000 Zellen in eine Zellkulturschale
mit darin ausgelegten DG ausgesat. AnschlieBend wurden die Zellen 21 Tage (mit Medium-
wechsel alle sieben Tage) wachsen gelassen, bis sie ein konfluentes Stadium erreicht hatten.
24 h vor dem Versuch wurden die DG einzeln in je eine Zellkulturschale Uberfiihrt und mit

frischem Medium bedeckt.

Fir PFGE-Experimente wurden ebenfalls 200.000 Zellen in eine 25 cm? grofSe Zellkulturflasche
ausgesat und 21 Tage (mit Mediumwechsel nach sieben Tagen) wachsen gelassen, bis sie ein

konfluentes Stadium erreicht hatten.
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Fiir PCC-Experimente wurden 700.000 Zellen 48 h vor Beginn des Experiments in eine 75 cm”
grofRe Zellkulturflasche ausgesat, sodass sie sich zum Zeitpunkt des Experiments im exponen-

tiellen Wachstum befanden.

Bei allen Experimenten mit Fibroblasten wurde Uberprift, ob die Wachstumsgeschwindigkeit

bis zum Erreichen des konfluenten Stadiums gleich bleibend gut war.

3.5.2 Kryokonservierung von Fibroblasten

Die Zellen wurden mittels Trypsin-ETDA-Behandlung vom Boden der Zellkulturflasche gelost
und in wenige ml Medium aufgenommen. Durch Zahlen in der Neubauer-Zdhlkammer wurde
die Zellzahl bestimmt und die Zellen fiir 8 min bei 300*g und 4°C zentrifugiert. AnschlieSend
wurden die Zellen in 0,9 ml kaltem Medium pro einzufrierendem Aliquot aufgenommen und
auf Eis gelagert. Die Suspension wurde mit der gleichen Menge an kaltem Einfriermedium ge-
mischt und jeweils 1,8 ml in Kryoréhrchen gegeben. Anschlieend wurden die Zellen langsam
auf -80°C gekihlt und nach ein bis zwei Tagen in flissigen Stickstoff Gberfiihrt, wo sie bis zum

Auftauen lagerten.

3.5.3 Auftauen von Fibroblasten

Aus dem flUssigen Stickstoff entnommene Kryoréhrchen wurden 2 min bei 37°C aufgetaut und
direkt in 5 ml warmes Medium Gberfiihrt. Nachdem die Zellsuspension 8 min bei 300*g und 4°C
zentrifugiert und der Uberstand abgesaugt wurde, erfolgte die Uberfiihrung der Zellen in 10 ml
frisches Medium in eine Zellkulturflasche. Diese wurde bei 37°C in einer Wasserdampf-gesattig-

ten Atmosphare mit 5% CO,-Anteil kultiviert.

3.6 Bestrahlung

3.6.1 Rontgenbestrahlung an der Réntgenrdhre

Fir die Bestrahlung der Zellen wurde eine Rontgenréhre mit einer Wolfram-Anode verwendet.
Die Bestrahlung wurde bei einer Spannung von 90 kV durchgefiihrt. Fiir Dosen ab 500 mGy

wurde eine Stromstarke von 19 mA eingestellt, fir kleinere Dosen 6 mA.

Die humanen Lymphozyten wurden im Abstand von 72 cm zum Beryllium-Austrittsfenster mit
einer Filterung von 1 mm Aluminium und 2 mm Kunststoff sowie einer Petrischale bestrahlt. Bei
diesem Abstand ergab sich eine Dosisleistung von 212 mGy pro min fiir eine Stromstarke von

19 mA und 70 mGy pro min fiir eine Stromstarke von 6 mA.
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Die Bestrahlung der humanen Fibroblasten wurde im Abstand von 30 cm zum Beryllium-Aus-
trittsfenster mit einer Filterung von 1 mm Aluminium durchgefiihrt. Bei diesem Abstand ergab

sich eine Dosisleistung von 1,96 Gy pro min fir eine Stromstarke von 19 mA.

Die Dosisleistungen wurden durch Fricke-Dosimetrie sowie durch Messung mit einem PTW-
Weichstrahlkammer-Dosimeter bestimmt. Bei PFGE-Experimenten wurde die Aluminiumplatte,

die als Filter und als Tragerplatte fiir die Kulturflaschen diente, vorgekihlt.

Bei Bestrahlung auf Deckgldschen ist zu beachten, dass aufgrund der hohen Ordnungszahl des
Materials Wechselwirkungen zwischen der Rontgenstrahlung und der Materie auftreten (Kegel
et al. 2007). Die durch den Photoeffekt zusatzlich entstehenden Sekundarelektronen besitzen
eine genugend hohe Reichweite, um die adharenten Zellen zu schadigen, kénnen jedoch durch
Dosimeter oder mittels Fricke-Dosimetrie nicht detektiert werden. Die effektive Dosis ist somit
bei Bestrahlung auf DG hoher als bei Bestrahlung von Kunststoff-Zellkulturflaschen. Dieser Um-

stand wurde bei der Angabe der Dosis im Ergebnisteil berlicksichtigt.

3.6.2 Rontgenbestrahlung am Linearbeschleuniger

Die verwendeten Mause wurden an einem Linearbeschleuniger bestrahlt. Vorher wurde die
Isodosen-Verteilung der Ganzkoérperbestrahlung mittels ADAC Pinnacle Three Dimensional
Treatment Planning System evaluiert. Dies wurde von Herrn Dr. Martin Kiihne, Universitats-
klinikum des Saarlandes in Homburg/Saar durchgefiihrt. Die Dosisverteilung zeigte, dass eine

Isodosis von 95% den kompletten Koérper jeder Maus bei der Bestrahlung umhiillte.

Die Mause befanden sich wahrend der Bestrahlung in einem speziellen Plastikzylinder. Der
Durchmesser des Zylinders betrug 20 cm, die Hohe 5 cm. Die Verwendung von Plastikmaterial,
welches aquivalent zu Gewebe war (Dicke: 1,5 cm), hatte dabei den Zweck, eine akzeptable
Dosisuniformitat tGber den gesamten Korper zu erreichen. Die eingesetzte Photonenenergie
betrug 6 MeV, die Dosisrate 2 Gy pro min. Die Distanz zwischen Bestrahlungsquelle und Haut

der Mause (source skin distance SSD) betrug 99 cm, die GroRe des Bestrahlungsfeldes 30 cm’.

3.6.3 Rontgenbestrahlung am Computertomographen (CT)

Die Patienten der Patientengruppe | erhielten ein Spiral-CT im Mehrschicht-Verfahren an einem
4-Zeilen-Scanner. Die Stromstarke betrug 150 bis 200 mA, die Stromspannung 120 kV und die
Rotationszeit 0,5 bis 0,75 s. Die Schichtkollimation variierte zwischen 1 und 5 mm und der Pitch
von 0,5 bis 1,25. Diese Parameter erbrachten CTDI,, (volumetric CT dose indices) zwischen 10
und 14 mGy. Ein Thorax-CT in einer Phase mit oder ohne vorherige Gabe von KM wurde bei 26
der 27 untersuchten Patienten durchgefiihrt. Die Scanlangen lagen hierbei zwischen 285 und
395 mm. Das DLP (Dosis-Langen-Produkt), berechnet als Produkt aus der Scanlange multipliziert

mit dem CTDl,,,, lag zwischen 350 und 550 mGy*cm. Ein Patient bekam ein Thorax-Abdomen-
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CT in einer Phase mit Kontrastmittel (KM)-Gabe (Scan-Ldnge 680 mm; CTDl,, = 13,7 mGy;
DLP =931 mGy*cm). Die Dosimetrie erfolgte gemaR Gebrauchsanweisung von Philips mit ei-

nem Dosimeter (Solidose 400) mit einer DCT10 lonisierungskammer (RTT).

Die Patienten der Patientengruppe Il erhielten ebenfalls ein Spiral-CT im Mehrschicht-Verfah-
ren, entweder an einem 10-Zeilen-Scanner oder einem 64-Zeilen-Scanner. Die Stromstarke
betrug 100 mA, die Stromspannung 120 kV und die Rotationszeit 0,5 s. Die Schichtkollimation
betrug 0,75 mm fir den 10-Zeilen- und 0,6 mm fiir den 64-Zeilen-Scanner. Der Pitch lag bei 1,5
fur den 10-Zeilen- und bei 1,2 fir den 64-Zeilen-Scanner. Diese Parameter erbrachten CTDl,
zwischen 5 und 18 mGy, Scanlangen zwischen 300 und 345 mm und DLPs von 160 bis
640 mGy*cm.

137

3.6.4 y-Bestrahlung an einer ““'Casium (Cs)-Quelle

Die Bestrahlung von Lymphozyten mit y-Strahlung wurde mit einer B7cssium-Quelle (Blutbank
des Uniklinikums des Saarlandes, Homburg) durchgefiihrt. Das Radioisotop befand sich in ei-
nem Stab, der bei Bestrahlungsbeginn automatisch seitlich an die Bestrahlungskammer ge-
fahren wurde. Dieser oszillierte wahrend der Bestrahlung. Die Proben befanden sich in einem
Behalter aus Stahlblech, welcher wahrend der Bestrahlung rotierte. Somit wurden die Proben
homogen aus allen Richtungen bestrahlt. Die Filterung bestand aus 1 mm Stahlblech. Die Dosis-
leistung konnte hier nur mittels Fricke-Dosimetrie ermittelt werden, da ein Einbringen einer
Messkammer in das Gerat nicht moglich war. Die gemessene Dosisleistung betrug 3,5 Gy pro

min und die Photonenenergie 660 keV.

3.7 Studien mittels IFM

Soweit nicht anders beschrieben, wurden Zentrifugations- und Waschschritte sowie Inkubatio-

nen bei RT durchgefiihrt und Losungen ebenfalls bei dieser Temperatur verwendet.

3.7.1 Fixierung von humanen Fibroblasten fiir die IFM

Um die auf DG kultivierten Fibroblasten zu fixieren, wurden diese in 2% FA fiir 15 min inkubiert.
AnschlieBend wurden die DG dreimal fir je 10 min in PBS auf einem Wipptisch gewaschen.
Nach einem zehnminitigen Permeabilisierungsschritt in 0,25% Triton in PBS/1%FCS bei 4°C
wurden die DG dreimal in PBS/1%FCS gewaschen und danach maximal drei Tage in PBS/1%FCS
bei 4°C gelagert.

3.7.2 Isolierung und Fixierung von humanen Blutlymphozyten fiir die IFM

Die Isolierung der Lymphozyten erfolgte nach Anleitung von PAA Laboratories mit Hilfe eines

Lymphozytentrennmediums. Hierfiir wurden 6 ml von mit RPMI-Medium verdinntem Blut (im
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Verhaltnis 1 zu 2) auf 6 ml des Lymphozytentrennmediums geschichtet und 20 min bei 1.200*g
und 31°C ohne Bremse zentrifugiert. Anschlieend wurde die entstandene Plasmaphase, wel-
che die Thrombozyten enthalt, mit einer Pasteurpipette abgesaugt und die Interphase, welche
Lymphozyten und Monozyten enthalt, mit einer 1000 pl-Kolbenhubpipette vorsichtig abge-
nommen und in 2 ml RPMI-Medium (37°C) Uberfiihrt. Nach einer erneuten zehnmindtigen
Zentrifugation mit 300*g und 31°C wurde das entstandene Lymphozyten-Pellet aufgelockert.
Nach Zugabe von 2 ml PBS (37°C) und einer weiteren zehnminitigen Zentrifugation mit 240*g
und 31°C wurde das Lymphozyten-Pellet erneut aufgelockert und in 200 ul PBS vorsichtig re-
suspendiert. Je 100 ul der Lymphozytensuspension wurde fir 6 min auf gelatinisierte DG ge-
schichtet und anschliefend 30 min in Methanol (-20°C) fixiert. Nach einer einminitigen Per-
meabilisierung in Aceton (-20°C) wurden die DG dreimal fiir jeweils 10 min in PBS/1%FCS auf
einem Wipptisch gewaschen und bis zur Immunfluoreszenz-Farbung bis zu drei Tage in

PBS/1%FCS bei 4°C gelagert.

3.7.3 Isolierung und Fixierung von murinen Blutlymphozyten fiir die IFM

Die Isolierung der Lymphozyten erfolgte nach Anleitung von PAA Laboratories mit Hilfe des
Lymphozytentrennmediums. Hierfir wurden 1800 pul von mit RPMI-Medium verdiinntem Blut
auf 1800 ul des Lymphozytentrennmediums geschichtet und 20 min bei 1.200*g ohne Bremse
zentrifugiert. Anschlieend wurde die entstandene Plasmaphase mit einer Pasteurpipette ab-
gesaugt und die Interphase mit einer 200 pl-Kolbenhubpipette vorsichtig abgenommen. Diese
wurde in 1 ml PBS lberfiihrt und erneut fiir 10 min mit 300*g zentrifugiert. Das entstandene
Lymphozyten-Pellet wurde aufgelockert und 1 ml PBS zugegeben. Nach einer weiteren zehnmi-
nitigen Zentrifugation mit 240*g wurde das Lymphozyten-Pellet aufgelockert und die Zellen
durch tropfenweise Zugabe von 4% FA in PBS unter permanentem Vortexen fixiert. Nach einer
Inkubationszeit von 10 min und einem erneuten Zentrifugationsschritt fir 8 min mit 300*g
wurde das Lymphozyten-Pellet aufgelockert. Danach erfolgte die Zugabe von 0,1% Tween20 in
PBS/1%FCS mit anschlieBender Zentrifugation fiir 8 min mit 300*g. Nach einer Wiederholung
dieses Schrittes wurde tropfenweise unter permanentem Vortexen 1,2 ml eiskaltes Methanol
zugegeben. Nach einer weiteren Zentrifugation mit 300*g und 4°C fiir 10 min wurde 1 ml PBS
zugegeben und nach einer Zentrifugation fir 8 min mit 300*g das Lymphozyten-Pellet in 110 pl
PBS vorsichtig resuspendiert. Die Lymphozytensuspension wurde auf DG geschichtet und nach
10 min fiir 30 min in Methanol (-20°C) inkubiert. Nach einer einminitigen Inkubation in Aceton
(-20°C) wurden die DG dreimal fir jeweils 10 min in PBS/1%FCS auf einem Wipptisch gewa-

schen und bis zur Immunfluoreszenz-Farbung bis zu drei Tage in PBS/1%FCS bei 4°C gelagert.

Dissertation Saskia Grudzenski



Material und Methoden Seite 51

3.7.4 Fixierung und Praparation von Gewebeschnitten fiir die IFM

Jedes entnommene murine Organ wurde Uber Nacht in 4% neutral gepuffertem Formaldehyd
bei Raumtemperatur fixiert. Nach einem Dehydrierungsvorgang mittels einer Ethanolreihe mit
ansteigenden Konzentrationen und mittels Xylol (je 100%) wurden die Organe in Paraffin ein-

gebettet und vor der IF-Farbung Schnitte von 4 uM Dicke angefertigt.

Fir die IF-Farbung von murinen Gewebeschnitten wurden die auf OT fixierten Gewebeschnitte
in drei Xylol-Badern (je 100%) jeweils 7 min inkubiert, um das Paraffin zu entfernen. Anschlie-
Rend wurde die Restflissigkeit auf einem Zellstofftuch ablaufen gelassen und je 5 min in einer
absteigenden Ethanolreihe (100%, 96%, 90%, 80% und 70%) rehydriert. Die OT wurden zweimal
in MilliQ geschwenkt und 1 h bei 95°C in Daco REAL Target Retrieval Solution inkubiert, um die
durch das Paraffin vernetzten Antigenstrukturen zu 6ffnen. Nachdem die Objekttrager in des-
tilliertem Wasser geschwenkt waren, erfolgte ein einstiindiger Blockschritt in PBS/1%GS.

3.7.5 IF-Farbung von humanen und murinen Zellen

Fir die IF-Farbung von humanen Lymphozyten, humanen Fibroblasten und Mauslymphozyten
wurden die DG mit den fixierten Zellen auf Parafilm in eine verschliefbare feuchte Kammer
gelegt und mit je 50 pl Primarantikdrperlosung beschichtet (Antikérperkonzentrationen siehe
Tab. 3.1).

Tab. 3.1: Verwendete Antikorperkonzentrationen und -Inkubationsbedingungen

Zellart Primar- Verdiin- | Inkubations | Sekundédranti- | Verdiin | Inkubations-
antikérper nung zeit und korper nung zeit und
Temperatur Temperatur
Humane Mouse-anti- 1:800 Uber Nacht Alexa Fluor®488 1:400 1 h bei RT
Lymphozyten YH2AX bei 4°C goat-anti-mouse
HSF1 Mouse-anti- 1:200 1 h bei RT Alexa Fluor®488 1:500 1 h bei RT
YH2AX goat-anti-mouse
HSF1 rabbit-anti- 1:200 1 h bei RT Alexa Fluor®594 1:500 1 h bei RT
CENP-F goat-anti-rabbit
HSF1 anti-53BP1, 1:200 1 h bei RT Alexa Fluor®488 1:500 1 h bei RT
mouse goat-anti-mouse
HSF1 anti-pATM, 1:700 1 h bei RT Alexa Fluor®488 1:500 1 h bei RT
mouse goat-anti-mouse
Murine Mouse-anti- 1:800 Uber Nacht Alexa Fluor®488 1:400 1 h bei RT
Lymphozyten yYH2AX bei 4°C goat-anti-mouse
Murines Mouse-anti- 1:800 Uber Nacht Alexa Fluor®488 1:200 1 h bei RT
Gewebe YH2AX bei 4°C goat-anti-mouse
Murines anti-53BP1 1:600 Uber Nacht Alexa Fluor®488 1:200 1 h bei RT
Gewebe IHC, rabbit bei 4°C goat-anti-rabbit

FUr murines Gewebe wurden die Antikorper in PBS/1%GS, fir alle anderen Zellen in PBS/1%FCS
verdinnt. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die DG dreimal 10 min mit PBS/1%FCS ge-

waschen und mit jeweils 50 pl Sekundarantikdrperlosung beschichtet. Nach einer erneuten
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Inkubationszeit in einer feuchten Kammer wurden die DG bei Dunkelheit viermal 10 min mit
PBS gewaschen. AnschlieBend wurden die DG auf Objekttrager mit je 3 ul Mounting Medium
mit DAPI/Mounting Medium (Mischungsverhiltnis 1 zu 6) gelegt und nach 30 min mit Nagellack

versiegelt.

Fir die Farbung von Gewebeschnitten wurden die OT in eine verschlieRbare feuchte Kammer
gelegt, mit 200 ul Priméarantikdrperlosung liberschichtet und ein groRes DG (24x60 mm) luftbla-
senfrei aufgelegt. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die OT dreimal 10 min mit PBS ge-
waschen und mit jeweils 200 ul Sekundarantikérperlosung beschichtet. Nach einer erneuten
Inkubationszeit in einer feuchten Kammer bei Dunkelheit wurden die OT viermal 10 min mit
PBS gewaschen und danach die Schnitte mit 70 pul Mounting Medium mit DAPI Hard Set versie-

gelt. Die Lagerung der Praparate erfolgte bei 4°C im Dunkeln.

3.7.6 Quantifizierung von Foci und Anfertigung von Bildaufnahmen

Fir die Untersuchung des Reparaturvermdégens wurde die Anzahl an yH2AX-, 53BP1- oder ATM-
Foci herangezogen, welche ein Mal fir die Anzahl an DNA-Doppelstrangbriichen (DSBs) ist. Bei
allen Praparaten erfolgte die Auswertung per Auge mit 1.000facher VergroRRerung am Fluores-

zenz-Mikroskop. Hierbei wurden mindestens 40 Foci und mindestens 40 Zellen ausgewertet.

Fir die Auswertung von Lymphozyten wurden Monozyten anhand morphologischer Kriterien
ausgeschlossen. Die restlichen Lymphozyten, welche fir die Auswertung herangezogen wur-
den, bestanden wiederum aus verschiedenen Subpopulationen von Lymphozyten (z. B. B- und

T-Lymphozyten und deren Subtypen).

Fir die Bildaufnahmen von Zellkernen, die mittels IF gefarbt wurden, wurden Stapelaufnahmen
in Z-Abstdnden von 200-300 nm angefertigt (je nach Wellenldange). Dies erfolgte unter Zuhilfe-
nahme der Axiovision 40V 4.6.3-SP1-Software (Zeiss, Gottingen). AnschlieRend wurden die
Aufnahmen mithilfe der Huygens 3. 3.2pl 64b-Software (Scientific Volume Imaging, SVI,

Hilversum, Niederlande) dekonvoliert.

3.8 Chromosomenstudien mit premature chromosome condensation (PCC)

3.8.1 Praparation von G2-Chromosomen

Direkt nach der Bestrahlung der exponentiell wachsenden Zellen wurde 3 pg pro ml Aphidicolin
sowie 50 ng pro ml Calyculin A zugegeben und die Zellkulturflaschen fir 30 min bei 37°C inku-
biert. Da sich mitotische Zellen abrunden und wahrend der Waschschritte leichter vom Boden
der Zellkultur-Flasche 16sen, wurden die Zellen mittels Trypsin-EDTA-Behandlung geerntet und
alle Uberstinde gesammelt. Durch eine anschlieRende 20 miniitige hypotonische Behandlung

mittels 5 ml 75 mM KCl| wurden die Zellen zum Aufquellen gebracht. Nach einer Zentrifugation
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flir 10 min bei 200*g und 4°C wurden die Zellen durch langsame Zugabe von 10 ml Fixativ unter
permanentem Vortexen fixiert. Nach einer zehnminitigen Inkubation bei RT und einem Zentri-
fugationsschritt fir 10 min bei 200*g und 4°C wurden die Zellen erneut in 10 ml Fixativ gewa-
schen und fiir 1 h oder Gber Nacht bei 4°C inkubiert. AnschlieBend wurde die Zellsuspension
erneut fir 10 min mit 200*g und 4°C zentrifugiert und zum dritten Mal in 10 ml Fixativ aufge-
nommen. Nach einer Inkubation von 30 min auf Eis und einer letzten Zentrifugation fir 10 min
mit 200*g und 4°C wurde der Uberstand bis auf 0,5 bis 1 ml abgesaugt und die Zellsuspension
in der Restflissigkeit resuspendiert. Zur Praparation von Chromosomenspreitungen wurden
30 pl der Zellsuspension auf einen feuchten OT aufgetropft und bei RT luftgetrocknet. Vor der

Farbung mit Giemsa wurden die OT fiir mindestens einen Tag bei RT gelagert.

3.8.2 Giemsa-Farbung

Zur einheitlichen Farbung der Chromosomen mit Giemsa-Losung wurden die OT fir 3 min in
einer 3%igen Giemsa-Losung bei RT inkubiert. AnschlieRend wurden die Praparate zweimal in
MilliQ gespiilt und entweder bei RT oder bei 50°C auf der Heizplatte luftgetrocknet. Die Lage-
rung der gefarbten OT erfolgte bei RT.

3.8.3 Auswertung der gefarbten Praparate

Die gefarbten OT wurden bei 100-facher VergroRerung mit Hilfe des Moduls ,,MSearch” der
Software ,,Metafer” (MetaSystems, AltluBheim) nach Chromosomenspreitungen abgesucht. Die
Chromosomenspreitungen wurden anhand der gespeicherten Koordinaten relokalisiert, und
mit der Software ,Isis” (MetaSystems, AltluBheim) wurden bei 630facher VergréRBerung Bilder
aufgenommen. Die Quantifizierung der Chromatidbriiche erfolgte manuell. Bei allen Proben

wurden insgesamt mindestens 100 Chromosomenspreitungen ausgewertet.

3.9 Pulsfeld-Gelelektrophorese (PFGE)

3.9.1 Isolierung genomischer DNA fiir PFGE

Vor der Bestrahlung wurden die Zellen mittels Trypsin-EDTA-Behandlung vom Boden der Zell-
kulturflasche abgeldst und bei 4 C bis zur Bestrahlung gelagert. Nach der Bestrahlung wurde der
Inhalt der Zellkulturflasche in ein Zentrifugenrohrchen (15 ml) tberfihrt und fir 10 min bei
300*g und 4°C zentrifugiert. Nach AbgieRen des Uberstandes wurden die Zellen in 50 pl PBS
aufgenommen, mit 50 pl 1,4%iger Low-Melting-Point-Agarose (47°C) vermischt und in vorge-
kiihlte Blockformer gegossen. Die Blockchen wurden bis zum Erstarren bei 4°C gelagert und

anschlieRend fir mindestens 30 min bei 4°C in Lyse-Puffer dquilibriert. Um die Zellen zu lysie-
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ren, wurden die Blockchen liber Nacht bei 50°C inkubiert. Die Lagerung erfolgte in 0,5 M EDTA
bei 4°C.

3.9.2 Vorgang der PFGE

Vor der Gelelektrophorese wurden die Blockchen viermal 30 min in 1xTE-Puffer gewaschen und
anschliefend in die Taschen eines 0,8%igen Agarose-Gels in 0,5xTBE eingesetzt. Diese wurden
mit 0,8%iger Low-Melting-Point-Agarose (geldst in PBS) verschlossen. Nach einer 30minitigen
Aquilibrierung in 0,5xTBE-Laufpuffer wurde die DNA fiir 66 h bei einem Feldwinkel von 120°,
einer elektrischen Feldstarke von 1,5V pro cm und Pulszeiten von 50-5.000 s bei 14°C aufge-
trennt. Die Laufbedingungen wurden dabei so gewahlt, dass DNA-Fragmente bis zu einer GréRe

von 10 Mbp aufgetrennt werden konnten.

3.9.3 Gelfadrbung und —dokumentation

Nach abgeschlossener Elektrophorese wurden die Gele tiber Nacht in einem Ethidiumbromid-
bad bei Dunkelheit und RT gefarbt und anschliefend fir wenige Stunden in 0,5xTBE entfarbt.
Die Aufnahme der Gelbilder erfolgte unter UV-Transillumination bei 302 nm mit einem digita-
len Kamerasystem und der Software ,Isis” (MetaSystems, AltluBheim). Um den FAR-Wert fir
die Proben zu erhalten, wurde pro Spur mit Hilfe des Auswertungssystems AIDA Image
Analyzer V. 3.11 in jeder Spur der Quotient der aus der Tasche herausgelaufenen DNA und der

Gesamt-DNA berechnet.

3.10 KM-Studien in vitro

Die beiden verwendeten Kontrastmittel (KM) wurden so zugegeben, dass die Jodendkonzentra-
tion in der jeweiligen Probe immer 33 mg pro ml betrug. Dies ist eine Konzentration, wie sie
maximal in der Aorta nach KM-Gabe vorkommen kann. Dies wurde mittels Phantommessungen
unter Standardbedingungen am CT gemessen (mindliche Mitteilung Herr Prof. Dr. Uder und

Herr Dr. Michael Kiifner, Radiologisches Institut des Universitdtsklinikums in Erlangen).

3.10.1 In vitro-Experimente mit KM an humanen Fibroblasten nach Rontgenbestrahlung

Fiir PCC-Experimente wurde den in Flaschen kultivierten konfluenten Zellen vor Bestrahlung
das KM Ultravist® mit dem Wirkstoff lopromid zugegeben und im Medium vor der Bestrahlung

gut resuspendiert.

Fir PFGE-Experimente wurden die Zellen mittels Trypsin-EDTA-Behandlung abgeldst. Danach
erfolgte die Zugabe von lopromid. Nachdem die Zellsuspension gut resuspendiert war, wurden

die Zellen bestrahlt.
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Fiir Experimente mit Fibroblasten wurde den auf DG fixierten Zellen die KM lopromid oder das
KM Imeron® mit dem Wirkstoff lomeprol direkt vor Bestrahlung zugegeben. lopromid wurde
ebenfalls nach Bestrahlung eingesetzt und in weiteren Proben mit 0,5 und 5 Gy vorbestrahlt,

bevor es nach Bestrahlung der Zellen zugegeben wurde.

3.10.2 In vitro-Experimente mit KM an humanen Lymphozyten nach Réntgen- und *’Cs-
v-Bestrahlung

Fir die Bestrahlung mit Rontgenstrahlung wurde frisch entnommenes Blut gesunder Spender
zu je 3 ml in Zentrifugenrohrchen (15 ml) Gberfiihrt, fur die Bestrahlung mit 137Cs-y-Bestrathng
aufgrund anderer technischer Gegebenheiten wahrend der Bestrahlung in 5 ml-Kryoréhrchen,
und anschlieRend bestrahlt. lopromid oder die Negativkontrolle Mannitol wurden entweder vor
oder nach Bestrahlung zugegeben. Mannitol wurde 0,43 M eingesetzt, da KM bei 37°C diese
Molaritat besitzt. Anschlieend wurden die Proben in kleine Zellkulturflaschen Gberfihrt und
diese im Brutschrank bei 37°C in einer Wasserdampf-gesattigten Atmosphare mit 5% CO,-Anteil
fir die Dauer der Reparaturzeit inkubiert. Flir Reparaturzeiten ab 2,5 h wurden die Blutproben
vor der Inkubation im Verhaltnis 1 zu 2 mit RPMI-Medium verdiinnt. Nach Ablauf der Repara-
turzeit wurden die Lymphozyten isoliert und fixiert und fir die spatere Auswertung der yH2AX-

Foci mittels IFM gefarbt.

3.11 Patientenstudien

Fir die Patientenstudien wurde das Reparaturverhalten der Lymphozyten von drei Patienten-
gruppen untersucht. Hiervon bestanden die ersten beiden Gruppen aus Patienten, die eine CT-
Untersuchung erhielten. Die dritte Gruppe bestand zum einen aus Spendern, die in der Strah-
lentherapie wegen unterschiedlichen klinischen Indikationen untersucht wurden, und zum an-
deren aus Patienten mit gutartigen Erkrankungen bzw. gesunden Spendern. Die Studie wurde
von der Arztekammer des Saarlandes genehmigt. Ausschlusskriterien fiir die Patientenuntersu-
chung waren vergangene oder derzeit vorhandene Erkrankungen an Leukdmie oder an einem
Lymphom, vergangene Strahlentherapien, Rontgenuntersuchung oder Szintigraphie innerhalb
der letzten drei Tage und ein Alter von unter 18 Jahren. Vor der Blutabnahme wurden alle Pa-
tienten Uber den Inhalt der Studie informiert und von ihnen eine Einverstandniserklarung un-

terschrieben.

3.11.1 In vitro- und in vivo-Untersuchungen an Lymphozyten von CT-Patienten:
Patientengruppe |

Die Patienten in der ersten Patientengruppe wurden vom Radiologischen Institut des Uni-

versitatsklinikums des Saarlandes in Homburg/Saar zur Verfiigung gestellt. Fir die in vitro-Be-
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strahlung wurde den Patienten vor der CT-Untersuchung Blut entnommen, wovon ein Teil als
unbestrahlte Kontrolle diente. Aus diesem Teil wurden die Lymphozyten direkt isoliert. Das
restliche Blut, welches vor der Untersuchung entnommen wurde, wurde im Verhaltnis 1 zu 2
mit RPMI-Medium verdiinnt und in grofSe Zellkulturflaschen tberfiihrt. Nach einer zehnminiti-
gen Inkubation im Brutschrank bei 37°C in einer Wasserdampf-gesattigten Atmosphare und 5%
CO2-Anteil wurden die Flaschen zeitgleich zum Patienten in der Klinik mit verschiedenen
in vitro-Dosen bestrahlt. Danach wurde das Blut fir die Dauer der Reparaturzeit wieder in den
Brutschrank tberfuhrt. Nach Ablauf der verschiedenen Reparaturzeiten wurde den Flaschen je
6 ml verdlinntes Blut entnommen und daraus die Lymphozyten isoliert und fixiert. Die zeit-
gleich erhaltenen in vivo-Blutproben der Patienten wurden ebenfalls im Verhaltnis 1 zu 2 ver-
dinnt und daraus ebenfalls die Lymphozyten isoliert. Fiir CT-Untersuchungen mit KM wurde
den Patienten Ultravist 300® mit dem Wirkstoff lopromid injiziert. Hierbei lagen die Jodmengen
zwischen 27 und 49 g (im Schnitt 34,9 g).

3.11.2 In vivo-Untersuchungen an Lymphozyten von CT-Patienten: Patientengruppe Il

Die Patenten in der zweiten Patientengruppe wurden vom Radiologischen Institut des Uni-
versitatsklinikums in Erlangen zur Verfliigung gestellt. Den Patienten wurde vor der CT-Untersu-
chung und 0,5 h danach Blut entnommen. Das vorher entnommene Blut diente als unbestrahlte
Kontrolle. Das Blut wurde direkt nach der Entnahme 1 zu 2 mit RPMI-Medium verdiinnt und in
Zentrifugenréhrchen (15 ml) Gberfihrt. AnschlieBRend wurde das Blut auf 4°C herunter gekihlt
und noch am gleichen Tag gekiihlt Gber Nacht verschickt. Nach Ankunft in der Abteilung Strah-
lenbiologie, TU Darmstadt, wurden die Lymphozyten isoliert und fixiert. Fiir CT-Untersuchungen
mit KM wurde den Patienten Imeron® 300 oder 350 mit dem Wirkstoff lomeprol injiziert. Hier-
bei betrug die applizierte Jodmenge entweder 28 g fir Patienten, die am 64-Zeilen-Scanner

bestrahlt wurden, oder 30 g fiir Patienten, die am 10-Zeilen-Scanner bestrahlt wurden.

3.11.3 In vitro-Untersuchungen an Lymphozyten: Patientengruppe lli

Die Patienten in Patientengruppe Ill wurden von der Klinik fiir Strahlentherapie und Radioon-
kologie des Universitatsklinikum des Saarlandes in Homburg/Saar zur Verfligung gestellt. Das
entnommene Blut wurde direkt nach der Entnahme 1 zu 2 mit RPMI-Medium verdinnt. Nach
einer zehnmindtigen Inkubation im Brutschrank bei 37°C in einer Wasserdampf-gesattigten
Atmosphadre und 5% CO,-Anteil wurde das Blut bestrahlt und fiir die Dauer der Reparaturzeit
wieder in den Brutschrank tberfihrt. Nach Ablauf der verschiedenen Reparaturzeiten wurde je

6 ml verdiinntes Blut entnommen und daraus die Lymphozyten isoliert und fixiert.

Dissertation Saskia Grudzenski



Material und Methoden Seite 57

3.12 Behandlung humaner primarer Fibroblasten mit H,0,

Fir die Behandlung humaner primérer Fibroblasten mit H,0, wurden konfluente, auf DG kulti-
vierte Zellen verwendet. Vor der Behandlung wurde das Zellkulturmedium entfernt, die Zellen
zweimal mit sterilem 1xPBS gewaschen und anschlieBend mit eiskaltem 1xPBS bedeckt, in wel-
chem sich H,0, mit einer Konzentration von 10 uM befand. Darin wurden die Zellen fiir 30 min
bei 4°C inkubiert. Fiir eine Mock-Behandlung der Zellen wurden diese ebenso behandelt, je-
doch ohne H,0,. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde das 1xPBS entfernt, die Zellen zwei Mal
mit 1xPBS gewaschen und anschlieRend mit Zellkulturmedium bedeckt (37°C). Danach wurden
die Zellen fir 5 min im Brutschrank bei 37°C in einer Wasserdampf-gesattigten Atmosphéare und

5% CO,-Anteil vor der weiteren Behandlung inkubiert.

3.13 Statistische Auswertung und grafische Darstellung

Alle Daten wurden als Mittelwerte plus Standardfehler oder Standardabweichung angegeben.
Eine Beschreibung hierzu findet sich in den jeweiligen Bildunterschriften. Eine statistische Aus-
wertung der Daten wurde fiir die Patientenstudien in Kap. 4.2 und 4.3 durchgefiihrt. Hierfir
wurde fir eine statistische Auswertung der Daten entweder ein einseitiger oder ein zweiseiti-
ger T-Test angewendet. Welcher Test angewendet wurde, ist in den Bildunterschriften benannt.
Hierbei wurden p-Werte < 0,05 als statistisch signifikant angesehen. Sofern eine Signifikanz
vorlag, wurde dies im Text erwdhnt und in den Grafiken anhand von Sternchen angezeigt. Fir
die lineare Regression der Patientendaten von Patientengruppe | sowie fiir die Durchfiihrung

des T-Tests wurde Microsoft Excel 2007 (Redmond, Washington, USA) angewendet.

Fir die grafische Darstellung der Daten wurde neben Microsoft Excel 2007 auch CorelDRAW

Graphics Suite X3 (Corel Corporation, Ottawa, Canada) verwendet.
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4 Ergebnisse

4.1 Nachweis von DSBs in murinen Lymphozyten mittels IFM und
Anwendung der Methode auf klinische Fragestellungen

DNA-Doppelstrangbriiche (DSBs) sind die schwerwiegendsten Lasionen, die nach Bestrahlung
auftreten, da hierbei die genetische Information auf beiden DNA-Einzelstrangen unterbrochen
wird. Wenn DSBs nicht oder fehlerhaft repariert werden, kann es zur Entstehung von Mutatio-
nen kommen. Seit einigen Jahren wird yH2AX und eine Reihe weiterer Proteine der DSB-Scha-
densantwort, wie z. B. 53BP1, als Marker fiir den Nachweis von DSBs herangezogen (Rogakou
et al. 1998, Bekker-Jensen et al. 2006). Diese DSB-Marker kdnnen innerhalb weniger Minuten
mit Hilfe spezifischer Antikorper in der Immunfluoreszenz-Mikroskopie (IFM) in Form von deut-
lich sichtbaren Foci detektiert werden. Hierbei entspricht ein Fokus einem DSB. Dies ermoglicht
es, auch nach niedrigen Dosen IR (ionisierende Strahlung) DSBs zu quantifizieren (Rothkamm &
Lobrich 2003). In den letzten Jahren fand diese Methode deshalb auch in klinischen Studien
Anwendung, in denen die entstandenen Strahlenschdden nach z. B. radiologischen Untersu-
chungen gemessen wurden. Hierbei werden vornehmlich niedrige Rontgendosen appliziert

(Lobrich et al. 2005, Geisel et al. 2008).

In der Studie von Lobrich et al. (2005) wurden mittels IFM DSBs in Lymphozyten von
Computertomographie (CT)-Patienten nachgewiesen. Hierbei wurden Rontgendosen von unter
20 mGy angewandt. Damit konnte zum ersten Mal in vivo die Anzahl der durch diagnostische
Dosen an Rontgenstrahlung induzierten DSBs und deren Reparatur gemessen werden. Ein
Problem bei der Messung von DSBs in Lymphozyten von CT-Patienten ist, dass wahrend der
Untersuchung nur ein Teil des Korpers, also auch nur ein Teil der Lymphozyten bestrahlt wird.
Die bestrahlten Lymphozyten vermischen sich nach der Bestrahlung schnell mit unbestrahlten,
sodass man sowohl initial als auch nach definierten Reparaturzeiten durch diesen
Verdiinnungseffekt nicht das wahre Schadenslevel messen kann. AuBRerdem besteht bei
klinischen Studien das Problem, dass sich Patienten in ihrem genetischen Hintergrund
unterscheiden, was einen Einfluss auf die gemessenen Effekte haben kann. Daher sollte im
Rahmen dieser Arbeit die Sensitivitat der IFM unter standardisierten Bedingungen validiert
werden. Hierfiir sollte in Zusammenarbeit mit dem Labor der Klinik fiir Strahlentherapie und
Radioonkologie, Universitatsklinikum des Saarlandes in Homburg/Saar ein Mausmodell
entwickelt werden, welches zum einen den Vorteil hat, dass hierbei eine
Ganzkorperbestrahlung durchgefiihrt werden kann, ohne dass bei der Messung von
Lymphozyten Verdiinnungseffekte auftreten. Zum anderen besteht ein Vorteil in der
Verfligbarkeit verschiedener Mausmutanten, welche definierte genetische Defekte in DSB-

Reparaturproteinen aufweisen. Je nach Art der Mutation fihrt dies zu einer mehr oder weniger
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stark ausgepragten Strahlensensitivitat, die eine eingeschrankte Reparaturfahigkeit von DSBs

zur Folge hat. Die Ergebnisse sollten Rickschlisse auf die Zuverlassigkeit der Methode liefern.

4.1.1 Invivo-Nachweis der Induktion und Reparatur von DSBs in murinen Lymphozyten
verschiedener Mausstamme nach Réntgenbestrahlung mittels YH2AX-IFM

Fir die Messung von DSBs in vivo wurde zundchst die YH2AX-Farbung in murinen Lymphozyten
etabliert. Dafiir wurden C57BL/6-Mause (Wildtyp-Mause, WT) mit 1 Gy bestrahlt und nach
10 min, 5 h oder 24 h das Blut der Tiere entnommen. Die Lymphozyten der Tiere wurden iso-
liert, auf Deckglaschen (DG) fixiert und fiir die YH2AX-IFM gefarbt. Es ist zu erkennen, dass in
Kernen nicht bestrahlter Zellen (K), auBer wenigen spontanen Briichen, keine weiteren DSBs in
Form von yH2AX-Foci auszumachen sind (Abb. 4.1). 10 min nach Bestrahlung mit 1 Gy haben
sich durchschnittlich 12 Foci pro Zelle gebildet. Diese Anzahl nimmt mit zunehmender Repara-
turzeit bis 24 h ab. Diese ersten Farbeergebnisse zeigten, dass die IFM prinzipiell in murinen
Lymphozyten funktioniert. Um die Sensitivitdt der Methode zu testen, wurde diese anschlie-

Rend in verschiedenen Mausstimmen angewandt.

In vitro konnte gezeigt werden, dass Zellen mit Defekten in den Kernkomponenten des NHEJ
DSBs nur eingeschrankt reparieren, wobei je nach Defekt die Reparatur unterschiedlich aus-
gepragt ist (Kuhne et al. 2004, Lobrich & Jeggo 2005). Deshalb wurde die DSB-Reparatur in Lym-
phozyten vier verschiedener Mausstamme analysiert, wovon drei Mausstamme unterschiedli-
che Mutationen in Komponenten der DSB-Reparatur besalRen. Es wurden reparaturprofiziente
WT-Mause (C57BL/6-Ma&use), BALB/c-Mause mit einer verminderten Expression der katalyti-
schen Untereinheit der DNA-PK (DNA-PKcs), A-T-Mause mit einem Defekt im ATM-Protein und
SCID-Mause, die einen Defekt in der DNA-PKqs aufweisen, verwendet. Es ist bekannt, dass diese
Mutationen in den Mausstammen je nach Defekt zu einer mehr oder weniger stark ausgeprag-
ten Strahlensensitivitat flihren (Biedermann et al. 1991, Okayasu et al. 2000, Kato et al. 2006).
Hierbei wurden WT-Mause im Vorfeld als strahlenresistent, BALB/c-M&use als leicht strahlen-
sensitiv, A-T-Mause als moderat strahlensensitiv und SCID-Mause als am strahlensensitivsten

eingestuft.

Die Mause wurden an einem Linearbeschleuniger mit 6 MV-Réntgenstrahlung und einer Dosis
von 2 Gy bestrahlt, sodass durch die hohen Photonenenergien und den hierbei vornehmlich
auftretenden Comptoneffekt eine homogene Bestrahlung und Dosisverteilung innerhalb jeder
Maus ermoglicht wurde. Nach einer Reparaturzeit von 0,5h, 2,5h, 5h, 24 h und 48 h wurde
den Mausen das Blut entnommen und nach Fixierung und IF-Farbung die Anzahl an yH2AX-Foci
als Marker fiir DSBs bestimmt. Fiir die Messung des Induktionswertes nach 5 min wurden be-
reits isolierte Lymphozyten verwendet und diese in vitro mit 90 kV-Rontgenstrahlung und mit

einer Dosis von 1 Gy bestrahlt. Durch die niedrigere applizierte Dosis bei der Induktion wurde
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gewadhrleistet, dass die Anzahl an auftretenden Foci sicher quantifizierbar ist. Der erhaltene
Wert wurde anschlieBend in der Annahme, dass die Focianzahl linear mit der Dosis ansteigt

(Rothkamm & Lobrich 2003), auf 2 Gy hochgerechnet.

DAPI FITC Uberlagert

10 min

5h

24 h

Abb. 4.1: Induktion und Reparatur von YH2AX- Foci in murinen Lymphozyten nach 90 kV-Rontgenstrahlung
und einer Dosis von 1 Gy in vivo

Aufnahmen mittels IFM muriner Lymphozyten bei 630facher Vergroerung 10 min, 5h und 24 h nach Be-
strahlung mit 90kV-Réntgenstrahlung und einer Dosis von 1 Gy. Zur Visualisierung der DSBs wurden die Zellen
mittels FITC (Fluoresceinisothiocyanat), einem Reaktivfarbstoff, welcher gegen yH2AX-Priméarantikorper ge-
richtet war, markiert. Die DNA der Zellkerne wurde mit dem DNA-Farbstoff DAPI (4',6-Diamidino-2-
phenylindol) angefirbt. In der Uberlagerung ist zu erkennen, dass sich die DSBs in den Zellkernen befinden.
Flr die Bildausschnitte wurden innerhalb der Zellkerne mehrere Bildebenen fotografiert. Diese Ebenen wur-
den Ubereinander gelagert und dekonvoliert, sodass alle in den Zellkernen bestehenden Foci erfasst und klar
dargestellt werden konnten.
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Alle Mausstamme wiesen dhnliche Induktionswerte von ca. 23 Foci pro Zelle auf (Abb. 4.2,
Grafik rechts oben). Dies korreliert nicht Messungen, nach denen 1 Gy etwa 20 Foci pro Zelle
induziert (Kegel et al. 2007). Alle Reparaturkinetiken verliefen biphasisch, d. h. sie waren in eine
schnelle und eine langsame Kinetik gegliedert, was konsistent mit dem allgemeinen Modell fir
die Dynamik in Reparaturkinetiken ist (lliakis 1991). Innerhalb der ersten 5 h nach Bestrahlung
war in Lymphozyten von reparaturprofizienten WT-Mausen ein rasches Absinken der Focian-
zahl um ca. 80% messbar. Danach flachte die Reparaturkurve ab und sank bis 48 h auf ca. 0,5
DSBs pro Zelle. In Lymphozyten von DNA-PKcs-defizienten SCID-Mausen waren sowohl nach der
schnellen Phase der DSB-Reparatur, innerhalb welcher ca. 50% der Briiche repariert wurden, als
auch nach der langsamen Phase deutlich hohere yH2AX-Werte messbar als bei den anderen
Mausstammen. Nach 48 h waren bei diesem Mausstamm noch durchschnittlich 7 DSBs pro
Zelle messbar, was 30% der induzierten Briiche entsprach. Die Lymphozyten von A-T-Mausen
zeigten bis 2,5 h eine dhnliche Reparaturkinetik wie die von WT-Mdausen. Nach langeren Zeiten

zeigte sich jedoch ein Reparaturdefekt und 48 h nach Bestrahlung war noch ein Restschaden
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Abb. 4.2: Quantifizierung von yH2AX-Foci in murinen Blutlymphozyten verschiedener Mausstamme nach
6 MV-Rontgenstrahlung und einer Dosis von 2 Gy in vivo

Reparaturprofiziente WT-Ma&use (C57BL/6), Mause mit einer verminderten Expression der DNA-PKcs (BALB/c),
Mause mit einem Defekt im ATM-Protein (A-T) und einem Defekt in der DNA-PKcs (SCID) wurden mit 6 MV-
Rontgenstrahlung und einer Dosis von 2 Gy bestrahlt und die Anzahl an yH2AX-Foci nach 0,5 h, 2,5h, 5 h, 24 h
und 48 h bestimmt. Fir die Messung des Induktionswertes (5 min) wurden isolierte Lymphozyten von
C57BL/6-, BALB/c- und SCID-Mause verwendet und diese mit 90 kV-Rontgenstrahlung und mit einer Dosis von
1 Gy in vitro bestrahlt. Die daraus resultierenden Fociwerte wurden auf 2 Gy hochgerechnet. Zur besseren
Darstellung der Induktionen wurden die kurzen Reparaturzeitpunkte separat dargestellt (oben rechts). Die
unbestrahlten Kontrollwerte betrugen 0,45 Foci pro Zelle (C57BL/6), 0,68 Foci pro Zelle (SCID), 0,55 Foci pro
Zelle (A-T) und 0,6 Foci pro Zelle (BALB/c) und wurden von den Reparaturwerten abgezogen. Die Fehlerbalken
reprasentieren den Standardfehler Gber mindestens drei Experimente.
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von 3 Foci pro Zelle zu messen. Verglichen mit den WT-Mausen zeigten die Lymphozyten von
BALB/c-M3usen bis 5 h eine dhnliche Reparaturkinetik, wiesen nach 5 h und 24 h jedoch eine
leicht verminderte DSB-Reparatur auf. 5 h nach Bestrahlung hatten BALB/c-Mause 25% mehr
Briiche und nach 24 h doppelt so viele Briiche wie WT-Mause. Nach 48 h erreichten sie jedoch

wieder WT-Niveau.

Zusammengefasst lied sich die YH2AX-IFM in murinen Lymphozyten erfolgreich etablieren. Die
unterschiedliche Auspragung der Strahlensensitivitat spiegelte sich hierbei in Form eines unter-
schiedlichen Reparaturverhaltens der Mause nach Bestrahlung wider. Wahrend SCID-Mause
den grofSten Reparaturdefekt sowohl in der friihen, als auch der spaten Reparaturphase zeig-
ten, konnte der Reparaturdefekt von A-T-Mdausen erst nach langeren Reparaturzeiten detek-
tiert werden. Selbst der geringere Reparaturdefekt leicht strahlensensitiver BALB/c-Mause war
zu mittleren Zeitpunkten messbar, sodass sich die Methode als sehr sensitiv erwies. Die er-
mittelten Daten korrelieren mit bisherigen in vitro-Studien und der dort gefundenen unter-
schiedlichen Auspragung verschiedener Mutationen in den Kernkomponenten des NHEJ
(Blocher et al. 1991, Okayasu et al. 2000, Rothkamm et al. 2003, Kuhne et al. 2004), liegen in

der Induktion gegeniiber Messungen in humanen Zellen dagegen zu niedrig (Kegel et al. 2007).

4.1.2 In vitro-Experimente zum Einfluss von KM auf die Induktion und Reparatur von
DSBs in humanen Lymphozyten nach Réntgen- und y-Bestrahlung mittels yH2AX-
IFM

Nachdem durch die erfolgreiche Etablierung des IF-Verfahrens in murinen Lymphozyten die
Methode validiert werden konnte, sollte es nun bei der Beantwortung klinischer Fra-
gestellungen Anwendung finden. Die diagnostische Strahlenexposition ist die gréRte vom Men-
schen geschaffene Quelle fiir Rontgenstrahlung im Alltag (UNSCEAR 2000). Gerade bei CT-
Untersuchungen werden vor der Bestrahlung zusatzlich Kontrastmittel (KM) injiziert, welche die
Bildgebung unterstiitzen. Dies ist mit einer erh6hten Absorption von Strahlung verbunden. Der
Grund firr die erhohte Strahlenabsorption liegt darin, dass die im KM enthaltenen Jodatome
durch ihre hohe Ordnungszahl (Z) wahrend der Strahlenabsorption eine Steigerung der Entste-
hung von Sekundérelektronen durch den Photoeffekt bewirken (Corde et al. 2004). Diese
Sekundarelektronen kénnten wiederum in die Zellen gelangen und die Entstehung von DNA-
Schaden wie DSBs zur Folge haben. Dieser KM-Effekt spielt bei Photonenenergien eine Rolle,
bei denen bei der Absorption der Strahlung der Photoeffekt einen groRen Anteil an den Absorp-
tionsprozessen hat (etwa 50% nach Photonenenergien von ca. 90 bis 120 keV). Die in der Ront-

gendiagnostik eingesetzten Photonenenergien liegen in diesem Bereich.

Um zu untersuchen, ob die erhohte Strahlenabsorption zu einem vermehrten Auftreten von

DSBs in den vom KM umgebenen Zellen fiihrt, wurden zunéachst in vitro-Experimente mit hu-
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manen Lymphozyten durchgefiihrt, da diese in spateren Patientenstudien ebenfalls verwendet
wurden. Lymphozyten haben den Vorteil, dass sie leicht zuganglich sind und sich die Prapara-
tion und Farbung unkompliziert und effektiv durchfiihren Iasst (Lobrich et al. 2005). AuRerdem
kommen diese Zellen bei einer radiodiagnostischen Bestrahlung direkt mit dem KM in Kontakt.
Weiterhin befinden sich Lymphozyten vor der Stimulierung durch Krankheitserreger im GO-

Stadium des Zellzyklus, sodass dieser bei der Analyse nicht berlicksichtigt werden muss.

Fiir die Experimente wurde gesunden Spendern Blut entnommen. Diesen Proben wurde KM mit
dem Wirkstoff lopromid (= KM 1) oder die Negativkontrolle Mannitol zugegeben (siehe Ver-
suchsschema in Abb. 4.3). Mannitol ist eine Zuckerldsung mit dhnlichen viskosen und osmola-
ren Eigenschaften wie das verwendete KM. Es enthalt jedoch keine Elemente mit hoher Ord-
nungszahl (Z). Die beiden Substanzen wurden entweder vor oder nach Bestrahlung zugegeben.
Neben diesen Proben wurden auch Proben mitgefiihrt, die nur bestrahlt, aber ansonsten nicht

behandelt wurden.

Lymphozyten von Spendern

Y Y

KM1 KM 1

h 4

|Mannitol|
h 4 A 4 A A h 4

in vitro-Bestrahlung (Roéntgen-/v-Strahlung)

I

KM1

h 4

h 4 h 4 h A h h A h

yH2AX-Foci
5min, 0,5h,2,5h und 5h
nach Bestrahlung

Abb. 4.3: Versuchsschema der in vitro-Experimente mit KM mit primdaren humanen Lymphozyten

Fiir die Lymphozytenexperimente wurde dem Blut von Spendern kein KM, KM 1 (lopromid) oder Mannitol vor
Bestrahlung zugegeben oder KM 1 oder Mannitol nach Bestrahlung zugegeben. Die Bestrahlung erfolgte
entweder mit 90 kV-Rontgenstrahlung oder mit 660 kV-y-Strahlung. Nach 0,5h, 2,5h und 5h wurden die
Lymphozyten aus dem Blut isoliert, fixiert und die Anzahl an yH2AX-Foci bestimmt. Fir den Induktionszeit-
punkt (5 min) wurden Lymphozyten behandelt und bestrahlt, welche bereits vorher aus dem Blut isoliert
waren.

Um zu untersuchen, ob der KM-Effekt dosisabhangig ist, wurden zwei verschiedene Rontgendo-

sen verwendet. Hierbei orientierte sich die Wahl der niedrigeren Dosis an Analysen mittels

Dissertation Saskia Grudzenski



Ergebnisse Seite 64

YH2AX-IFM nach CT-Untersuchungen (Lobrich et al. 2005). In dieser Studie wurde durch Ver-
gleich der in vivo-Daten von der CT-Patienten mit in vitro gemessenen Werten festgestellt, dass
sich die Anzahl an DSBs nach einem Thorax-CT mit einem Dosis-Langen-Produkt (DLP) von
500 mGy*cm mit der nach einer Dosis von 10 mGy in vitro vergleichen ldsst. Das DLP ist eine
radiodiagnostische Einheit, welche proportional zur applizierten Dosis und der bestrahlten Kor-
perlange ist (DLP = CTDl,, [MmGy]*Lange des bestrahlten Korpers [cm]). Aus diesem Grund
wurde fiir die erste hier verwendete Dosis 10 mGy gewahlt. Aus den gleichen Untersuchungen
weill man, dass eine Réntgendosis von 500 mGy im Schnitt acht bis zehn yH2AX-Foci pro Zelle in
Lymphozyten induziert, sodass diese als zweite Dosis ausgewahlt wurde. Nach einer Reparatur-
zeit von 0,5 h, 2,5 h und 5 h wurden die Lymphozyten isoliert, fixiert und fiir die YH2AX-IF ge-
farbt. Fiir die Messung des Induktionswertes (5 min) wurden die Lymphozyten bereits vor der

Bestrahlung isoliert, um eine Reparatur wahrend dem Isolierungsprozess zu verhindern.

Abb. 4.4 zeigt exemplarisch Aufnahmen von yH2AX-Foci in Kernen von humanen Lymphozyten
nach einer Dosis von 500 mGy und einer Reparaturzeit bis 5 h. Es ist zu erkennen, dass in Ker-
nen nicht bestrahlter Zellen (K), auRer einem spontanen Bruch, keine weiteren DSBs in Form
von YH2AX-Foci auszumachen sind. 5 min nach Bestrahlung mit 500 mGy haben sich durch-
schnittlich 9 Foci pro Zelle gebildet. Diese Anzahl nimmt mit zunehmender Reparaturzeit bis 5 h
ab.

Die Anzahl an yH2AX-Foci pro Zelle wurde fiir die unterschiedlichen Versuchsbedingungen er-
mittelt. Eine Bestrahlung mit 10 mGy induzierte hierbei 0,2 Foci pro Zelle, eine Dosis von
500 mGy 9,2 Foci pro Zelle (Abb. 4.5). Dies ist konsistent mit den Ergebnissen einer frilheren
Studie, die mit den gleichen Bestrahlungsbedingungen arbeitete (Lobrich et al. 2005) und da-
mit, dass pro Gy Rontgenstrahlung etwa 20 Foci pro Zelle induziert werden (Kegel et al. 2007).
Die Zugabe von lopromid vor Bestrahlung mit 90 kV-Réntgenstrahlung fihrte zu einer Erhohung
der Focianzahl auf 0,36 yH2AX-Foci pro Zelle nach Bestrahlung mit 10 mGy und auf ca.
15 yH2AX-Foci pro Zelle nach Bestrahlung mit 500 mGy. Die Zugabe von KM vor Bestrahlung

flhrte demnach dosisunabhangig zu einer Erhéhung der induzierten Focianzahl um ca. 60%.

Eine Analyse des Reparaturverhaltens nach einer Rontgendosis von 500 mGy ergab, dass bei
allen Proben, denen nicht KM vor Bestrahlung zugegeben wurde, das Reparaturvermogen
gleich war. 0,5 h nach Bestrahlung wurden 43% der Briiche in diesen Proben repariert, nach
2,5 h 65% und nach 5 h 84%. Nach 10 mGy sah das Reparaturverhalten dhnlich aus. 0,5 h nach
Bestrahlung wurden 38% der Briiche in diesen Proben repariert, nach 2,5 h 67% und nach 5 h
82%. Auffallig war hierbei, dass nach 5 h ein residuales Focilevel von 0,05 Foci pro Zelle ver-
blieb. Die Proben, denen vor der Bestrahlung KM zugegeben wurde, zeigten nach 500 mGy 8%

mehr Briiche als die librigen Proben. Nach 10 mGy betrug dieser Unterschied im Mittel 18%.
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Uberlagert

Abb. 4.4: Darstellung von yH2AX-Foci in humanen Lymphozyten nach 90 kV-Rontgenstrahlung und einer
Dosis von 500 mGy in vitro

IF-Aufnahmen humaner Lymphozyten bei 630facher VergroRerung 5 min, 0,5 h, 2,5 h und 5 h nach Bestrah-
lung mit 90 kV-Rontgenstrahlung und einer Dosis von 500 mGy. Zur Visualisierung der DSBs wurden die Zellen
mittels FITC, welches gegen yH2AX-Primarantikdrper gerichtet war, markiert. Die DNA der Zellkerne wurde
mit DAPI angefarbt. In der Uberlagerung ist zu erkennen, dass sich die DSBs in den Zellkernen befinden. Fiir
die Bildausschnitte wurden innerhalb der Zellkerne mehrere Bildebenen fotografiert. Diese Ebenen wurden
Ubereinander gelagert und dekonvoliert, sodass alle in den Zellkernen bestehenden Foci erfasst und klar
dargestellt werden konnten.
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Abb. 4.5: Quantifizierung von yH2AX-Foci nach KM-Gabe in humanen Lymphozyten nach 90 kV-
Rontgenstrahlung und Dosen von 10 und 500 mGy in vitro.

Einfluss von KM auf die Anzahl an yH2AX-Foci nach (A) 10 mGy und (B) 500 mGy 90 kV-Rontgenstrahlung.
Dem Blut von drei gesunden Spendern wurde direkt vor oder nach der Bestrahlung KM mit dem Wirkstoff
lopromid oder die Negativkontrolle Mannitol zugesetzt. Weiterhin wurden Proben ohne Substanzzugabe
mitgefihrt. Nach 5 min, 0,5 h, 2,5 h und 5 h wurde die Anzahl an yH2AX-Foci bestimmt. Die Fociwerte von mit
KM behandelten und unbehandelten Kontrollen (mit jeweils 0,05 bis 0,1 yH2AX Foci pro Zelle) wurden abge-
zogen. Die Fehlerbalken reprasentieren den Standardfehler Gber drei unabhangige Experimente.

Zusammengefasst hatte ausschlieBlich eine Zugabe von KM vor Réntgenbestrahlung in Lym-
phozyten eine Erhéhung der Anzahl an induzierten DSBs zur Folge. Diese war bereits in der In-
duktion (5 min) zu erkennen. Eine Zugabe nach Bestrahlung hatte keinen Effekt. Proben, denen
KM vor Bestrahlung zugegeben wurde, zeigten ein geringflgig schlechteres Reparaturverhalten

als die Gibrigen Proben. Dies war nach 10 mGy ausgepragter als nach 500 mGy.

Bei hoheren Photonenenergien hat der Photoeffekt nur einen sehr kleinen Anteil an den Ab-
sorptionsereignissen. Hierbei tritt vornehmlich der Comptoneffekt auf, welcher nur eine einfa-
che Abhangigkeit von Z aufweist (Kiefer & Kiefer 2003). Deshalb wurde in den nachfolgenden

Untersuchungen der gleiche Versuchsansatz mit hoherenergetischer Strahlung durchgefiihrt.
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137

Hierfir wurden die Blutproben der gleichen gesunden Spender an einer ““'Cs-Quelle mit

660 kV-y-Strahlung bestrahlt.

Alle Proben wiesen 5 min nach Bestrahlung die gleiche Anzahl von ca. 7,8 yH2AX-Foci pro Zelle
auf (Abb. 4.6). Dieser Wert lag etwa 15% niedriger als nach Rontgenbestrahlung mit der glei-
chen Dosis. Nach 0,5 h wurden in allen Proben etwa 29% der Briiche repariert, nach 2,5 h 47%
und nach 5h 73%. Das Reparaturvermégen war somit nach allen Zeitpunkten im Schnitt um

14% schlechter als nach Rontgenbestrahlung mit der gleichen Dosis.
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Abb. 4.6: Quantifizierung von yH2AX-Foci nach KM-Gabe in humanen Lymphozyten nach 660 kV-y-Strahlung
und einer Dosis von 500 mGy in vitro

Einfluss von KM auf die Anzahl von yH2AX-Foci nach 660 kV-y-Strahlung und einer Dosis von 500 mGy. Dem
Blut von drei gesunden Spendern wurde direkt vor oder nach der Bestrahlung KM mit dem Wirkstoff lopromid
oder die Negativkontrolle Mannitol zugesetzt. Weiterhin wurden Proben ohne Substanzzugabe mitgefiihrt.
Nach 5min, 0,5h, 2,5h und 5h wurde die Anzahl an yH2AX-Foci bestimmt. Die Fociwerte von mit KM
behandelten und unbehandelten Kontrollen (mit jeweils 0,05 bis 0,1 YH2AX Foci pro Zelle) wurden abgezogen.
Die Fehlerbalken reprasentieren den Standardfehler tiber drei unabhangige Experimente.

Zusammengefasst hatte das Vorhandensein von KM wahrend y-Bestrahlung unabhéangig vom
Zugabezeitpunkt des KMs keinen Einfluss auf die Anzahl an YH2AX-Foci. Dies steht im Gegensatz
zu den Versuchen mit 90 kV-Réntgenstrahlung und ist konsistent mit den physikalischen Theo-

rien.

4.1.3 In vitro-Experimente zum Einfluss von KM auf die Induktion und Reparatur von
DSBs in humanen Fibroblasten nach Rontgenbestrahlung mittels yH2AX-IFM

Nachdem der KM-Effekt in humanen Lymphozyten nachgewiesen werden konnte, wurden die
Ergebnisse mit einem anderen Zelltyp validiert. Das Versuchsschema hierzu ist in Abb. 4.7 dar-
gestellt. Fur die Experimente wurde die humane WT-Fibroblastenzelllinie HSF1 verwendet.

Diese wurde in konfluentem Wachstumszustand in Ab- oder Anwesenheit zweier verschiedener
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jodhaltiger KM mit den Wirkstoffen lopromid (= KM 1) oder lomeprol (= KM 2) mit 90 kV-Ront-

genstrahlung und einer Dosis von 1,5 Gy bestrahlt.

Eine Studie berichtet, dass ein erhohtes Auftreten von DSBs nach Bestrahlung in Anwesenheit
von KM nicht auf eine initiale DSB-Induktion, sondern auf durch die Bestrahlung entstehende
zytotoxisch wirkende Spaltprodukte des KMs zurlickzufiihren ist (Joubert et al. 2005). Um die-
ser Beobachtung nachzugehen, wurden Proben mitgefiihrt, denen erst nach Réntgenbestrah-
lung KM zugegeben wurde. Dieses wurde vor der Zugabe mit 0,5 und 5 Gy bestrahlt. Nach
0,5 h, 2,5 h und 5 h wurden die Zellen fiir die anschlieRende Auswertung mit IFM fixiert und die
Anzahl an yH2AX- und 53BP1-Foci als zwei unabhdngige Marker fiir DSBs bestimmt.

humane primére Fibroblasten

KM1/2 KM 1| [KM2

h 4 h 4 h 4 A A A 4
in vitro-Bestrahlung (Réntgen)

¥
KM1

vorbestrahltes KM 1
(0,5 und 5 Gy)

A A A 4 A 4 h 4 Y A 4 A

vH2AX- und 53BP1-Foci
0,5h,2,5hund 5h
nach Bestrahlung

Abb. 4.7: Versuchsschema der in vitro-Experimente mit KM mit primaren humanen Fibroblasten

Fiir die Fibroblastenexperimente wurde konfluent wachsenden Zellen kein KM, KM 1 (lopromid) oder KM 2
(lomeprol) vor Bestrahlung zugegeben oder unbestrahltes KM 1 nach Bestrahlung zugegeben. Zusatzlich
wurde KM 1 mit 0,5 Gy oder 5 Gy vorbestrahlt und ebenfalls nach Bestrahlung zugegeben. Die Bestrahlung
erfolgte mit 90kV-Rontgenstrahlung. Nach 0,5 h, 2,5 h und 5 h wurden die Fibroblasten fixiert und die Anzahl
an YH2AX- und 53BP1-Foci bestimmt.

In unbehandelten Proben wurden durch die Bestrahlung nach 0,5 h durchschnittlich rund
26 Foci pro Zelle induziert (Abb. 4.8). Dies traf fiir beide DSB-Marker zu. Das Vorhandensein von
KM wahrend der Rontgenbestrahlung fihrte im Falle von beiden KM zu einer Erhéhung der
Anzahl an DSBs um ca. 40%. Die Proben, denen unbestrahltes oder vorbestrahltes KM nach
Bestrahlung zugegeben wurde, wiesen die gleichen Werte auf wie unbehandelte Proben, so-
dass die Anwesenheit des KMs, ob vorbestrahlt oder nicht, keinen Einfluss auf die Entstehung

von DSBs hatte. Der Reparaturverlauf der Proben, die mit KM vor Bestrahlung behandelt wur-
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den, ist mit dem der restlichen Proben und fiir beide DSB-Marker vergleichbar. Nach 2,5 h wur-

den bei allen Proben und beiden Markern ca. 54% und nach 5 h 74% der Briiche repariert.

A a5 in vitro 1,5 Gy B lopromid (Zugabe vor Bestrahlung)
40 A m lomeprol (Zugabe vor Bestrahlung)
35 4 & lopromid (Zugabe nach Bestrahlung)

B lopromid {vorbestrahlt mit 0,5 Gy, Zugabe nach Bestrahlung)

i lopramid (vorbestrahlt mit 5 Gy, Zugabe nach Bestrahlung}

O Keine Substanzzugabe

yH2AX-Foci pro Zelle
N
o

RN

0,5h 2,5h 5h
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Reparaturzeit

Abb. 4.8: Quantifizierung von yH2AX- und 53BP1-Foci nach KM-Gabe in humanen Fibroblasten nach 90 kV-
Rontgenstrahlung in vitro

Einfluss von KM auf die Induktion und Reparatur von yH2AX- (A) und 53BP1-Foci (B) nach 90 kV-Ront-
genstrahlung und einer Dosis von 1,5 Gy. Den Proben wurden zwei verschiedene jodhaltige KM mit den Wirk-
stoffen lopromid oder lomeprol direkt vor Bestrahlung, oder unbestrahltes bzw. mit 0,5 oder 5 Gy vorbe-
strahltes KM mit dem Wirkstoff lopromid nach Bestrahlung zugegeben. Die Fociwerte wurden nach 0,5 h,
2,5 h und 5 h bestimmt. Die Werte von mit KM behandelten und unbehandelten Kontrollen (mit jeweils 0,1
Foci pro Zelle fiir yH2AX und ca. 0,5 Foci pro Zelle fir 53BP1) wurden abgezogen. Die Fehlerbalken reprasen-
tieren den Standardfehler Giber drei unabhangige Experimente.

Es konnte zusammenfassend gezeigt werden, dass eine Bestrahlung mit 90 kV-Réntgenstrah-
lung in Anwesenheit zweier verschiedener jodhaltiger KM zu einer héheren initialen Anzahl an
YH2AX- und 53BP1-Foci als Marker fiir DSBs in primaren humanen Fibroblasten fiihrt. Diese
Erh6hung betrug ca. 40%. Eine Zugabe von KM nach der Bestrahlung, ob vorbestrahlt oder
nicht, hatte keinen Einfluss auf die Entstehung von DSBs. Proben, denen KM vor Bestrahlung

zugegeben wurde, zeigten das gleiche Reparaturverhalten wie die tGbrigen Proben.
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4.1.4 Nachweis des KM-Effekts nach Réntgenbestrahlung an humanen Fibroblasten
mittels PCC und PFGE

Die IFM ist zwar ein sensitiver Nachweis fiir DSBs, detektiert diese aber indirekt {iber den
Nachweis von DSB-Schadensproteinen (z. B. YH2AX und 53BP1). Fur den Nachweis des KM-
Effektes wurden deshalb im Anschluss zwei weitere Methoden gewahlt, die unabhangig vom IF-
Ansatz auf direkte Weise das Ausmafl an DNA-Briichen messen. Der erste Ansatz misst die An-
zahl an Chromatidbriichen mittels premature chromosome condensation (PCC). Hierflir wurden
exponentiell wachsende humane WT-Fibroblasten (HSF1-Zellen) mit 90 kV-Rontgenstrahlung
und einer Dosis von 2 Gy bestrahlt. Dies erfolgte entweder ohne oder mit vorheriger Zugabe
von KM mit dem Wirkstoff lopromid. Um einen Einfluss moglicher Zellzykluseffekte auf die
Ergebnisse zu verhindern, wurde nach Bestrahlung Aphidicolin zugegeben. Diese Substanz inhi-
biert die fiir die Replikation bendtigten Polymerasen und verhindert, dass Zellen aus der S-
Phase in die G2-Phase progressieren. Um die Chromosomen in der G2-Phase zu kondensieren,
wurde Calyculin A zugegeben. Diese Substanz inhibiert die Aktivitat der Protein-Phosphatasen 1
und 2A (PP1 und PP2A), wodurch MPF (maturation/mitosis-promoting factor) aktiviert und da-

mit die vorzeitige Chromosomenkondensation eingeleitet wird.

0,5 h nach der Bestrahlung wurden die Zellen fixiert, auf Objekttrager aufgetropft und mit
Giemsa gefarbt (Abb. 4.9 A). AnschlieRend wurde die Anzahl an Chromatidbriichen pro Zelle in
den vorzeitig kondensierten G2-Zellen bestimmt. Eine Bestrahlung mit 2 Gy fiihrte zu 11,5
Chromatidbriichen pro Zelle (Abb. 4.9 B). Die Zugabe von KM mit dem Wirkstoff lopromid vor
Rontgenbestrahlung hatte eine Erhohung der Anzahl an Chromatidbriichen um ca. 50% auf 17

Briichen pro Zelle zur Folge.

Aus der Literatur ist bekannt, dass nur jeder dritte bis sechste DSB zu einem Chromatidbruch
flhrt (Cornforth & Bedford 1993). Die hier gemessenen 11,5 PCC-Briiche in G2-Zellen nach 2 Gy
entsprechen somit ca. 34 bis 69 DSBs in Zellen der gleichen Zellzyklusphase. Mittels IF-Analyse
wurden in unbehandelten G0O-Zellen 0,5 h nach Bestrahlung mit 1,5 Gy ca. 26 Foci pro Zelle ge-
messen. Wenn man diese DSB-Anzahl von 26 Foci pro Zelle nach 1,5 Gy auf eine mit 2 Gy be-
strahlte G2-Zelle hochrechnet, so wiirde man eine Induktion von 70 DSBs erwarten. Somit

korrelieren die ermittelten 11,5 PCC-Briiche mit der oberen Grenze an zu erwarteten DSBs.
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Abb. 4.9: Quantifizierung von Chromatidbriichen mittels PCC-Analyse nach KM-Gabe in humanen
Fibroblasten nach 90 kV-Rontgenstrahlung und 2 Gy in vitro

Reprasentativer Teil einer Chromosomenspreitung einer mit 90 kV-Réntgenstrahlung und einer Dosis von
2 Gy bestrahlten Zelle (A). Die Chromatidbriiche sind mit Pfeilen markiert. Fir die Quantifizierung der Chro-
matidbriche (B) wurde den Proben entweder KM mit dem Wirkstoff lopromid direkt vor Bestrahlung oder
keine Substanz zugegeben. AnschlieBend wurde die Anzahl an PCC-Briichen nach 0,5 h bestimmt. Die Anzahl
an PCC-Briichen von mit KM behandelten und unbehandelten Kontrollen (jeweils 0,9 PCC-Briiche pro Zelle)
wurde abgezogen. Die Fehlerbalken reprasentieren den Standardfehler Giber 100 ausgewertete Zellen.

Der zweite Ansatz zur Messung von DSBs war die Pulsfeld-Gelelektrophorese (PFGE). Bei dieser
Methode werden DNA-Fragmente, die durch DSBs entstehen, in einem elektrischen Feld tber
ein Agarosegel aufgetrennt. Zur Quantifizierung der aufgetrennten DNA-Fragmente wurde das
Verhaltnis von aus der Tasche herausgelaufener DNA (sichtbar als Schmier, Abb. 4.10 A), zur
Menge an in der Tasche befindlicher DNA berechnet und dieses Verhialtnis als FAR-Wert ange-
geben (Abb. 4.10 B).

Die Versuchsbedingungen wurden so gewahlt, dass nach der Bestrahlung keine Reparatur
stattfinden konnte, sodass die initiale Anzahl an DSBs gemessen wurde. Humane WT-Fibroblas-
ten (HSF1-Zellen) wurden mit 90 kV-Réntgenstrahlung und Dosen von 5, 10, 20 und 30 Gy be-
strahlt und direkt nach Bestrahlung geerntet. Bei zwei weiteren Proben wurde vor der Be-
strahlung mit 10 und 20 Gy KM mit dem Wirkstoff lopromid zugegeben. Nach der Bestrahlung
wurden die Zellen lysiert, die DNA mittels PFGE aufgetrennt und nach der Farbung mittels Ethi-
diumbromid die FAR-Werte der einzelnen Spuren bestimmt. Es war zu erkennen, dass die FAR-
Werte mit der Dosis anstiegen und die Induktionskurve bei hoheren Dosen abflachte

(Abb. 4.10 B).

Die Zugabe von KM bewirkte bei den entsprechenden Proben eine Erhéhung des FAR-Wertes.
Hierbei war bei der mit 10 Gy bestrahlten Probe das Schadensniveau anndhernd mit der mit
20 Gy bestrahlten Probe vergleichbar, wahrend die mit 20 Gy bestrahlte Probe groRer war als
die 30 Gy-Probe aus der Induktionsreihe und eher auf dem Niveau einer 40 Gy-Induktionsprobe

lag. Das KM hatte daher nach diesen Ergebnissen eine Erhéhung der DSB-Anzahl um ca. 100%
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zur Folge, was hoher ausfiel als bei den mit IFM und PCC erhaltenen Ergebnissen. Hierbei muss
jedoch beachtet werden, dass diese Methode Unterschiede in der DSB-Anzahl nicht so sensitiv

misst wie die beiden vorherig angewandten Methoden.

Insgesamt konnte mittels zweier methodischer Ansatze, welche unabhangig von der IFM direkt
das AusmafB an DSBs (PFGE) und Chromatidbriichen (PCC-Analyse) messen, die mittels IFM er-
haltenen Ergebnisse bestatigt und gemessen werden, dass die Anwesenheit von KM wahrend

90 kV-Rontgenstrahlung eine Erh6hung der initialen Schadensantwort zur Folge hat.
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Abb. 4.10: Durchfiihrung von PFGE zur Messung des KM-Effektes in humanen Fibroblasten nach 90 kV-
Rontgenstrahlung und verschiedenen Rontgendosen

Ethidiumbromid-gefarbtes Pulsfeld-Gel konfluenter primarer Fibroblasten nach Bestrahlung in An- oder Ab-
wesenheit von KM (A) und berechnete FAR-Werte in Abhangigkeit von der Dosis (B). Die FAR-Werte der mit
lopromid behandelten und unbehandelten Kontrollen (die FAR-Werte betrugen jeweils 0,05) wurden abgezo-
gen. Die Fehlerbalken reprasentieren den Standardfehler Glber mindestens drei Experimente.

Zusammenfassend konnte in allen in vitro-KM-Experimenten beobachtet werden, dass die Zu-
gabe von KM vor Bestrahlung mit Rontgenstrahlung zu einer Erhéhung der initialen Anzahl an
DSBs fiihrt. Dies wurde sowohl in unterschiedlichen Zelltypen als auch mittels unterschiedlicher
Methoden gezeigt. Eine Zugabe von KM nach Bestrahlung hatte keinen Einfluss auf die DSB-
Entstehung. Wahrend bei den Fibroblastenexperimenten die Proben, denen KM vor Bestrah-
lung zugegeben wurde, ein ebenso gutes Reparaturverhalten aufwiesen wie die tibrigen Pro-

ben, zeigten die gleichen Proben bei Lymphozyten ein schlechteres Reparaturverhalten.

4.2 Untersuchung des KM-Effekts in vivo an humanen Lymphozyten

Nachdem erneut gezeigt werden konnte, dass YH2AX ein sehr sensitiver DSB-Marker ist, der
auch in vivo funktioniert, sollte der in vitro gemessene KM-Effekt auch in vivo an CT-Patienten
untersucht werden. Hierfliir wurde zuerst die Anzahl an yH2AX-Foci in Lymphozyten von Patien-

tengruppe | untersucht (Tab. 4.1). Diese Gruppe bestand aus 27 Individuen, welche eine Be-
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strahlung mit 120 kV-Rontgenstrahlung an einem CT erhielten. Davon erhielten 26 Patienten
ein Thorax-CT in einer Phase (d. h. das betreffende Kérperareal wurde einmal gescannt) und ein

Patient ein Thorax-Abdomen-CT, ebenfalls in einer Phase.

Tab. 4.1: Patientencharakteristiken und Untersuchungsparameter der Patientengruppe |

Patientengruppe |

nativ mit KM

Patientencharakteristiken

Anzahl 14 13
(mittleres Alter, Altersverteilung) (66,9 Jahre, 48-74) (63,5 Jahre, 19-84)
Frauen 2 3
(mittleres Alter, Altersverteilung) (71 Jahre, 71-71) (69 Jahre, 63-74)
Manner 12 10
(mittleres Alter, Altersverteilung) (66,3 Jahre, 48-74) (61,9 Jahre, 19-84)
Patienten mit bosartiger
1 5
Erkrankung
Patienten mit gutartiger 8
13
Erkrankung
Untersuchungsparameter
12 Thorax-CTs,
CT-Typ 14 Thorax-CTs 1 Thorax-Abdomen-CT
. . . 13,3 mGy 13,1 mGy
mittleres CTDi/vol (Verteilung) (12.3-13,8) (10.3-13,7)
480 mGy*cm
*
Mittleres DLP (Verteilung) 470 mGy*em (350-528 + ein Patient
(425-547) .
mit 931)
mittlere verabreichte Jodmenge keine 349¢g
(Verteilung) (27-49 g)

4.2.1 In vivo- und in vitro-Nachweis der Induktion und Reparatur von DSBs in humanen
Lymphozyten der Patientengruppe | mittels yH2AX-IFM

Zunachst wurde die DSB-Induktion und das Reparaturverhalten der Patientengruppe | unter-
sucht. Vor der Bestrahlung wurde allen Patienten der Patientengruppe | Blut entnommen, wel-
ches als unbestrahlte Kontrolle diente (siehe Versuchsaufbau, Abb. 4.11). Zu definierten Zeit-
punkten nach der CT-Untersuchung wurde wieder Blut entnommen und die Anzahl an yYH2AX-
Foci in den Lymphozyten bestimmt. Da in friiheren Untersuchungen gezeigt wurde, dass nach

einer CT-Untersuchung des Thorax die maximale Anzahl an DSBs nach 0,5 h erreicht wird
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(Lobrich et al. 2005), wurden die ersten Datenpunkte in vivo nach 0,5 h gemessen. Die Ubrigen
Reparaturzeiten endeten 1h, 2,5h und 5h nach der CT-Untersuchung. Nach 1 h betrug die

Anzahl der in vivo-Daten 25, da aus technischen Griinden zwei Datenpunkte ausgefallen waren.

CT-Patienten

Patientengruppe |
n=27
1. Blutentnahme 27 Blutpraben fir
var der > in vitro-Bestrahlung
mit 5, 10, 100
CT-Untersuchung und 500 MGy

| |

CT-Untersuchung
14 Patienten nativ in vitro-Bestrahlung
13 Patienten mit KM

| |

2. Blutentnahme
0,5h nach der
CT-Untersuchung

|

3. Blutentnahme
1h nach der
CT-Untersuchung

|

Lymphozytenernte
0.5h nach
in vifro-Bestrahlung

l

Lymphozytenernte
1h nach
in vitro-Bestrahlung

l

|Bi|dung des Dosiséquivalents|

4. Blutentnahme Lymphozytenernte
2,5h nach der 2,5h nach
CT-Untersuchung in vitro-Bestrahlung
5. Blutenthahme Lymphozytenernte
5hnach der 5h nach
CT-Untersuchung in vitro-Bestrahlung

Abb. 4.11: Versuchsaufbau der CT-Patientenstudien mit Patientengruppe |

Schematischer Versuchsaufbau der CT-Patientenstudien mit Patientengruppe I. Den Patienten wurde vor dem
CT Blut entnommen, welches zum einen als unbestrahlte Kontrolle diente und zum anderen auf in vitro-Pro-
ben aufgeteilt wurde. Diese wurden mit 90 kV-Roéntgenstrahlung und Dosen von 5, 10, 100 und 500 mGy
zeitglich zur CT-Untersuchung der Patienten bestrahlt. Nach 0,5h, 1 h, 2,5h und 5 h wurde fiir die in vivo-
Reparaturproben erneut Blut entnommen und diese Lymphozyten zusammen mit den in vitro-bestrahlten
Lymphozyten isoliert, fixiert und gegen yH2AX gefarbt.

Zunachst wurde die gemessene Focianzahl in vivo gegen das DLP aufgetragen (Abb. 4.12). Das
DLP ist eine radiodiagnostische Einheit, welche proportional zur applizierten Dosis und der be-
strahlten Korperlange ist (DLP = CTDl,o [MGy]*Lange des bestrahlten Kérpers [cm]). Es misst die
kumulative Dosis (totale Energie), der ein Patient ausgesetzt ist. Diese Einheit beriicksichtigt
insofern sowohl die mittlere applizierte Ortsdosis innerhalb des Untersuchungsvolumens (= CT-

Dosisindex, CTDl,,), als auch die Ldnge des abgescannten Koérpers.
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Es war zu erkennen, dass trotz dhnlicher DLP-Werte die Focianzahl zwischen den Patienten
stark streute. Die Streuung machte nach 0,5 h einen Faktor von 3 aus, die mittlere induzierte
Focianzahl pro Zelle lag hierbei zwischen 0,1 und 0,22. 1 h nach Bestrahlung war die Streuung
dhnlich hoch, die Werte lagen zwischen 0,07 und 0,24 Foci pro Zelle. Nach Analyse der langeren
Reparaturzeiten war zu erkennen, dass die Streuung sich verringerte. 2,5 h nach Bestrahlung
schwankten die in vivo-Werte zwischen 0 und 0,1 Foci pro Zelle und 5 h nach Bestrahlung zwi-
schen 0,03 und 0,05 Foci pro Zelle. Weiterhin war zu sehen, dass die erhaltenen yH2AX-Foci pro

Zelle in vivo mit zunehmender Reparaturzeit absanken.
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Abb. 4.12: Quantifizierung von yH2AX-Foci nach KM-Gabe in humanen Lymphozyten nach 120 kV-
Rontgenstrahlung am CT in vivo

Induktion und Reparatur von yH2AX-Foci pro Zelle nach CT-Untersuchung in vivo von 27 CT-Patienten. Den
Patienten wurde vor der Untersuchung Blut entnommen, welches als unbestrahlte Kontrolle diente. Weiter-
hin wurde 0,5 h, 1 h, 2,5 h und 5 h nach der Untersuchung Blut entnommen und die Anzahl an yH2AX-Foci pro
Zelle bestimmt. Diese wurde gegen das individuelle DLP der Patienten aufgetragen. Kreise symbolisieren
Patienten, die nativ bestrahlt wurden; Dreiecke symbolisieren solche Patienten, denen KM mit dem Wirkstoff
lopromid vor der Bestrahlung zugegeben wurde. Ein Patient, dessen DLP 931 mGy*cm betrug, ist nicht dar-
gestellt. Dessen Werte betrugen nach 0,5 h 0,129, nach 2,5 h 0,049 und nach 5 h 0,008 Foci pro Zelle. Die
Fociwerte der unbestrahlten Kontrollen jedes einzelnen Patienten (0,05 bis 0,1 yH2AX-Foci pro Zelle) wurden
vor der Auftragung der Daten abgezogen.

Um die in vivo-induzierten DSBs und deren Reparatur einschatzen zu kénnen, wurde fir jeden
der 27 CT-Patienten parallel zur CT-Untersuchung die Induktion und Reparatur der Lymphozy-
ten nach in vitro-Bestrahlung untersucht. Hierfliir wurde von dem Blut, welches vor dem CT
entnommen wurde, ein Teil auf verschiedene in vitro-Proben aufgeteilt und mit 5, 10, 100 oder
500 mGy 90 kV-Rontgenstrahlung bestrahlt. Diese in vitro-Proben enthielten demnach kein KM,
da dem Patienten das KM nach der ersten Blutentnahme direkt vor der Untersuchung injiziert
wurde. Die Bestrahlung der in vitro-Proben erfolgte zeitgleich zum Patienten in der Klinik. 0,5 h,
1 h, 2,5 hund 5 h nach der CT-Untersuchung bzw. der in vitro-Bestrahlung wurde den Patienten

abermals Blut entnommen und die Lymphozyten daraus zusammen mit den in vitro-bestrahlten

Dissertation Saskia Grudzenski



Ergebnisse Seite 76

Lymphozyten isoliert, fixiert und die Anzahl an yH2AX-Foci pro Zelle bestimmt (Abb. 4.13 A und
B). Die in vitro-Daten nach 5 und 10 mGy und 1 h Reparaturzeit resultieren von 25 CT-Patien-

ten, da aus technischen Griinden bei zwei Patienten keine Auswertung vorgenommen werden

konnte.
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Abb. 4.13: Quantifizierung von YH2AX-Foci pro Zelle pro 500 mGy in humanen Lymphozyten nach CT-
Untersuchung mit 120 KV-Rontgenstrahlung in vivo und der Anzahl an YH2AX-Foci pro Zelle nach verschie-
denen Dosen an 90 kV-Réntgenstrahlung in vitro

Induktion und Reparatur von yH2AX-Foci pro Zelle pro 500 mGy*cm nach CT-Untersuchung mit 120 kV-Ront-
genstrahlung in vivo (A) und Anzahl an YH2AX-Foci pro Zelle nach verschiedenen Dosen an 90 kV-Réntgen-
strahlung in vitro (B) von 27 CT-Patienten. Den Patienten wurde 0,5 h, 1 h, 2,5 h und 5 h nach der Untersu-
chung Blut entnommen, die Anzahl an YH2AX-Foci pro Zelle bestimmt und auf ein DLP von 500 mGy*cm nor-
miert (A). Parallel zum Patienten wurden Blutproben, welche vor dem CT entnommen wurden, mit verschie-
denen Dosen in vitro bestrahlt und nach den gleichen Reparaturzeiten die Anzahl an yH2AX-Foci pro Zelle
bestimmt (B). Die Focianzahl der individuellen unbestrahlten Kontrolle (0,05 bis 0,1 yH2AX-Foci pro Zelle)
wurde vorher jeweils abgezogen. Die Fehlerbalken reprasentieren den Standardfehler.

Aus einer friheren Studie ist bekannt, dass die Anzahl an in vivo gemessenen DSBs linear mit
dem DLP ansteigt (Lobrich et al. 2005). Um die Patienten untereinander vergleichen zu kénnen,
wurden die individuellen DLPs der Patientengruppe | deshalb auf ein DLP von 500 mGy*cm
normiert und gemittelt (Abb. 4.13 A). Es ist zu erkennen, dass die Anzahl an DSBs in vivo 0,5 h
nach Bestrahlung mit 0,2 Foci pro Zelle auf dem Niveau der mit 10 mGy bestrahlten in vitro-
Probe lag. Dies ist konsistent mit Daten von Lobrich et al. (2005). Im Reparaturverlauf wurden
in vivo nach 1 h ca. 30%, nach 2,5 h ca. 72% und nach 5 h 91% der Brliche repariert. Dieser Re-
paraturverlauf dhnelte sehr stark den Reparaturverlaufen nach 100 mGy und 500 mGy in vitro
(Abb. 4.13 B). Ein Vergleich der Induktionswerte der in vitro-Dosen untereinander ergab, dass
nach 10 mGy mit 0,22 Foci pro Zelle ca. doppelt so viele DSBs induziert wurden wie nach
5 mGy. Eine lineare Extrapolation zu den beiden héheren Dosen sollte demnach 2 Foci pro Zelle
nach 100 mGy und 10 Foci pro Zelle nach 500 mGy erbringen. Die gemessenen Werte wichen
mit 1,46 Foci pro Zelle um 27% (fur 100 mGy) und mit 4,8 Foci pro Zelle um ca. 50% (fir
500 mGy) davon ab. In der Reparatur wurden nach niedrigen Dosen (5 mGy und 10 mGy
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in vitro) 1 h nach Bestrahlung ca. 30% der Briiche repariert, nach 2,5 h 45% (nach 5 mGy) bis
54% (nach 10 mGy) und nach 5h 55% (nach 5 mGy) bis 70% (nach 10 mGy). Nach niedrigen
Dosen in vitro zeigten Lymphozyten demnach ein schlechteres Reparaturverhalten als nach

hoheren Dosen.

Die Patienten wurden entweder nativ, also ohne KM-Gabe bestrahlt, oder sie bekamen direkt
vor der Untersuchung intravenés KM mit dem Wirkstoff lopromid verabreicht. Von den 27 CT-
Patienten wurden 14 Patienten nativ bestrahlt, 13 Patienten bekamen KM vor der Untersu-
chung. Da in den vorherigen Kapiteln gezeigt wurde, dass eine Bestrahlung in Anwesenheit von
KM in vitro die Induktion von DSBs erhoht, wurden im Folgenden diese beiden Patientengrup-
pen miteinander verglichen (Abb. 4.14). Hierflr wurden die in vivo-Werte aus Abb. 4.13 (A) in
native Patienten und solche mit KM-Gabe vor CT-Untersuchung aufgeteilt und gemittelt. Nach
0,5 h wiesen beide Gruppen ca. 0,19 Foci pro Zelle auf, sodass die Zugabe von KM vor der CT-
Untersuchung bei dieser Reparaturzeit im Gegensatz zu den in vitro-KM-Experimenten aus
Kap. 4.1.2 bis 4.1.4 nicht zu einer héheren Induktion von yH2AX-Foci fuhrte. Mit zunehmender
Reparaturzeit lagen die Werte nativ bestrahlter Patienten jedoch etwas niedriger als die von
KM-Patienten. Die GroRe der Fehlerbalken, die sowohl mit der Standardabweichung
(Abb. 4.14 A) als auch mit Standardfehler dargestellt wurden (Abb. 4.14 B), weisen jedoch auf

grofSe interindividuelle Unterschiede zwischen den Patienten hin.
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Abb. 4.14: Quantifizierung von YH2AX-Foci pro Zelle pro 500 mGy*cm in humanen Lymphozyten nach CT-
Untersuchung bei nativ bestrahlten Patienten und solchen mit KM-Gabe in vivo

Induktion und Reparatur von YH2AX-Foci pro Zelle pro 500 mGy*cm nach CT-Untersuchung in vivo. Die in
Abb. 4.13 A gezeigten Werte wurden fiir A und B in Patienten mit KM-Administration vor CT-Untersuchung
und in nativ bestrahlte Patienten unterteilt und die Werte gemittelt. Die Daten mit KM resultieren von 13, die
Daten ohne KM von 14 CT-Patienten. Die Focianzahl von unbestrahlten Kontrollen (0,05 bis 0,1 yH2AX-Foci
pro Zelle) wurde abgezogen. Die Fehlerbalken reprédsentieren die Standardabweichung fir A und den Stan-
dardfehler fir B.

Deshalb wurden im Folgenden die in vitro-Werte der Patienten einer genaueren Betrachtung

unterzogen. Da die DSB-Anzahl der in vivo-Daten nach 0,5h und 1 h mit den 5 und 10 mGy
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in vitro-Daten vergleichbar waren (Abb. 4.13 A und B), wurden diese in vitro-Dosen herangezo-
gen, um die DSB-Schadensantwort der beiden CT-Patientengruppen zu analysieren. Hierfir
wurden die in vitro-Werte in native Patienten und solche mit KM-Gabe vor CT-Untersuchung
aufgeteilt (Abb. 4.15). Die Aufteilung lasst erkennen, dass die Patientengruppe, welche nativ
bestrahlt wurde, verglichen mit Patienten mit KM-Gabe vor CT, in vitro nach beiden Dosen eine
leicht erhohte DSB-Schadensantwort in Form von mehr DSBs pro Zelle aufwies. Dieser Unter-
schied war nach 5 mGy und einer Reparaturzeit von 0,5 h mit 16% am gréRRten. Nach einer Do-

sis von 10 mGy betrug der Unterschied nach 0,5 h 14%, nach 1 h 23% und nach 5 h 38%.
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Abb. 4.15: Quantifizierung von yH2AX-Foci pro Zelle in humanen Lymphozyten nativ bestrahlter Patienten
und solchen mit KM-Gabe in vivo nach 90 kV-Rontgenbestrahlung in vitro

Induktion und Reparatur von yH2AX-Foci pro Zelle nach in vitro-Bestrahlung mit 90 kV-Rontgenstrahlung und
Dosen von 5 und 10 mGy. Die in Abb. 4.13 gezeigten Werte wurden in Patienten mit KM-Administration vor
CT-Untersuchung und in nativ bestrahlte Patienten unterteilt und die Werte gemittelt. Die Daten mit KM
stammen von 13, die Daten ohne KM von 14 CT-Patienten. Die Focianzahl von unbestrahlten Kontrollen (0,05
bis 0,1 yH2AX-Foci pro Zelle) wurde abgezogen. Die Fehlerbalken reprasentieren den Standardfehler. Fiir die
statistische Analyse wurde ein zweiseitiger T-Test angewendet.

Zusammenfassend konnten die von Lobrich et al. (2005) zuvor erzielten Ergebnisse bestatigt
werden. Diese beinhalteten die Beobachtung, dass nach Vergleich der in vivo- mit den in vitro-
Daten ein Thorax-CT mit einem DLP von 500 mGy*cm in der Induktion mit einer in vitro-appli-
zierten Dosis von ca. 10 mGy vergleichbar ist. Dies konnte diesmal fiir jeden einzelnen Patien-
ten aufgrund seiner personlichen mitgefiihrten in vitro-Proben gemessen werden. Der Repara-
turverlauf in vivo war hierbei mit dem nach 500 mGy in vitro vergleichbar. Beim Reparaturver-
lauf der in vitro-Proben zeigte sich, dass nach niedrigen Rontgendosen das Reparaturverhalten
im Gegensatz zu héheren Dosen und zu der Reparatur in vivo eingeschrankt war, sodass nach

5 h ein residuales Focilevel verblieb.

Ein Vergleich der initialen Anzahl an DSBs in vivo zwischen nativ bestrahlten Patienten und sol-
chen mit KM-Gabe erbrachte keinen Unterschied. Im Vergleich der in vivo-Daten erwiesen sich

die interindividuellen Unterschiede hierbei als relativ grof3. Erst ab einer Reparaturzeit von 1 h
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war ein leichter Unterschied darin zu erkennen, dass KM-Patienten eine erhéhte Anzahl an
YH2AX-Foci aufwiesen. Nach Vergleich der Reparatur in vitro nach Dosen von 5 und 10 mGy
zeigte sich, dass die nativ bestrahlte Patientengruppe gegeniiber der mit KM-Gabe eine leicht

erhohte Anzahl an DSBs pro Zelle aufwies.

4.2.2 Bildung der Dosisdquivalente von Patientengruppe |

Der Vergleich der beiden Gruppen (nativ bestrahlte Patienten und Patienten mit KM-Gabe)
innerhalb der Patientengruppe | zeigte grol3e interindividuelle Unterschiede im Reparaturver-
mogen auf, welcher moglicherweise die Detektion eines KM-Effektes in vivo beeintrachtigen
kénnte. Daher wurde im weiteren Verlauf der Arbeit fiir die Auswertung der in vivo-Daten die
individuelle DSB-Schadensantwort jedes einzelnen Patienten nach in vitro-Bestrahlung beriick-
sichtigt. Hierflir wurden die individuellen in vivo-Werte jedes einzelnen Patienten auf seine per-
sonlichen in vitro-Werte normiert. Da die in vivo-Werte nach 0,5h und 1 h mit den beiden
niedrigsten Rontgendosen vergleichbar waren, wurde fiir das Normierungsverfahren mittels
linearer Regression Uber die 5 und 10 mGy-in vitro-Daten die individuelle Steigung fiir jeden
Patienten ermittelt. AnschlieRend wurde der Quotient aus den in vivo-Werten und der Steigung
gebildet. Dadurch konnte fiir jeden Patienten sein personliches Dosisdaquivalent gebildet wer-
den. Dieses sagt aus, mit welcher in vitro-Dosis das in vivo gemessene Focilevel vergleichbar ist.
Die erhaltenen Dosisdquivalente wurden in nativ bestrahlte Patienten und solche mit KM-Gabe
aufgeteilt und gemittelt (Abb. 4.16 A und B). Die Werte sind sowohl mit Standardabweichung
(4.16 A) als auch mit Standardfehler (4.16 B) dargestellt. Die ermittelten Dosisdquivalente nach
1 h resultieren aus den Daten von 24 Patienten, da aus technischen Griinden von drei Patienten

einzelne Datenpunkte fehlen.

Die Daten zeigten, dass nach der Normierung zwar die interindividuellen Schwankungen erhal-
ten blieben (Abb. 4.16 A), der Effekt des KMs jedoch nach Bildung des Dosisdquivalents zum
Vorschein kam. Hiernach induzierte ein CT mit einem DLP von 500 mGy*cm ein durchschnittli-
ches Schadenslevel, welches mit einer in vitro-Bestrahlung von 10 mGy korrespondierte. Hier-
bei korrespondierte ein CT mit vorheriger KM-Gabe mit einem Dosisdquivalent von 11 bis
12 mGy und eines ohne KM-Gabe mit einem Dosisaquivalent von 8 bis 9 mGy. Es war also eine
Erhéhung der absorbierten Dosis durch das KM um 19% nach 0,5 h und um 39% nach 1 h fest-

zustellen. Dieser Unterschied war nach 1 h signifikant (p < 0,05).
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Abb. 4.16: Dosisdquivalente nativ bestrahlter Patienten und solchen mit KM-Gabe nach CT-Untersuchung

In A wurden die Dosisaquivalente jedes einzelnen Patienten nach 0,5 h und 1 h berechnet. Hierfiir wurden die
in vivo-Daten auf ein DLP = 500 mGy*cm normiert und durch die individuelle Steigung dividiert. Diese resul-
tierte aus Berechnung der linearen Regression Uber die 5 und 10 mGy-Werte der Patienten. Die Daten nach
1 h resultieren von 24 Patienten, da fiir drei Patienten kein Dosisdquivalent berechnet werden konnte. Die
Fehlerbalken reprasentieren in A die Standardabweichung und in B den Standradfehler. Fiir die statistische
Analyse in B wurde ein einseitiger T-Test angewendet. Signifikante Unterschiede wurden mit einem * gekenn-
zeichnet.

Zusammengefasst war nach Berlcksichtigung der individuellen DSB-Schadensantwort durch
Normierung der in vivo-Werte auf die individuellen in vitro-Werte auch in vivo ein Effekt des
KMs auf die mittlere induzierte Anzahl an DSBs zu beobachten. Dieser betrug im Mittel ca. 30%,

wenn KM vor Bestrahlung zugegeben wurde.

4.2.3 Modifikation der Studie mit weiteren Patienten der Patientengruppe Il

Da sich der in vitro beobachtete KM-Effekt in Patientengruppe | erst durch Normierung der
in vivo-Daten auf die individuellen in vitro-Daten zeigte und die individuellen Schwankungen in
der DSB-Schadensantwort sehr hoch waren, wurde in einer zweiten Patientenstudie dieser
Effekt in vivo nochmals untersucht. An der Patientenstudie Il nahmen zehn CT-Patienten teil,

welche eine Bestrahlung mit 120 kV-Réntgenstrahlung an einem CT erhielten (Tab. 4.2).

Um interindividuelle Unterschiede im Reparaturverhalten moglichst klein zu halten, wurden die
beiden Vergleichsgruppen diesmal so gewahlt, dass sie die gleichen klinischen Indikationen und
das gleiche durchschnittliche Alter hatten. Alle Patienten hatten gutartige Erkrankungen und
waren in beiden Vergleichsgruppen durchschnittlich 62 Jahre alt. Der Altersunterschied zwi-

schen dem jlingsten und altesten Patienten in jeder Gruppe betrug hochstens 13 Jahre.

Finf Patienten wurden nativ bestrahlt, weitere fiinf erhielten vor der Bestrahlung KM mit dem
Wirkstoff lomeprol. Die Wahl des KM-Wirkstoffes ist klinikabhangig. lomeprol enthalt die

gleiche Jodmenge wie lopromid und zeigte in Kap. 4.1.3 einen dhnlich hohen KM-Effekt wie das
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in der Patientengruppe | verwendete KM. Somit waren die Daten von Patientengruppe Il mit

denen von Patientengruppe | vergleichbar.

Tab. 4.2: Patientencharakteristiken und Untersuchungsparameter CT-Patienten der Patientengruppe Il

Patientengruppe Il

Nativ mit KM

Patientencharakteristiken

Anzahl 5 5
(mittleres Alter, Altersverteilung) (62,8 Jahre, 56-69) (62,2 Jahre, 55-68)
Frauen 2 1
(mittleres Alter, Altersverteilung) (63,5 Jahre, 59-68) (55 Jahre)
Manner 3 4
(mittleres Alter, Altersverteilung) (62,3 Jahre, 56-69) (64 Jahre, 61-68)
Krebs 0 0

Gutartige Erkrankung

Untersuchungsparameter

CT-Typ 5 Thorax-CTs 5 Thorax-CTs
mittleres CTDi/vol 7,9 mGy 8,7 mGy
(Verteilung) (6-10) (5-18)
Mittleres DLP 287 mGy*cm 371 mGy*cm
(Verteilung) (217-345) (165-636)
mittlere verabreichte Jodmenge i 28,8¢g
(Verteilung) (28-30 g)

Den Patienten wurde vor der CT-Untersuchung Blut entnommen, welches als unbestrahlte
Kontrolle diente und kein KM enthielt (siehe Versuchsaufbau Abb. 4.17). 0,5 h nach der CT-Un-
tersuchung wurde den Patienten abermals Blut entnommen, die Lymphozyten isoliert, fixiert,

anschliefend die Anzahl an YH2AX-Foci pro Zelle bestimmt sowie auf ein DLP von 500 mGy*cm

normiert.

Dissertation Saskia Grudzenski



Ergebnisse Seite 82

CT-Patienten
Patientengruppe Il
n=10

|

1. Blutentnahme
vor der
CT-Untersuchung

L

CT-Untersuchung
5 Patienten nativ
5 Patienten mit KM

l

2. Blutentnahme
0,5 h nach der
CT-Untersuchung

Abb. 4.17: Versuchsaufbau der CT-Patientenstudien mit Patientengruppe Il

Schematischer Versuchsaufbau der CT-Patientenstudien mit Patientengruppe Il. Den Patienten der Patien-
tengruppe Il wurde vor dem CT Blut entnommen, welches als unbestrahlte Kontrolle diente. 0,5 h nach Be-
strahlung wurde fiir die in vivo-Reparaturproben erneut Blut entnommen und die Lymphozyten isoliert, fixiert
und gegen YH2AX gefarbt.

Die in vivo-Daten der Patienten wurden in native Patienten und solche mit KM-Gabe und ge-
mittelt. Es zeigte sich, dass eine KM-Gabe vor Bestrahlung zu einer Erhéhung der initialen
Focianzahl um 33% von 0,15 auf 0,2 Foci pro Zelle fiihrte (Abb. 4.18). Dieser Unterschied war
signifikant (p < 0,05) und korrelierte mit der mittleren Erhohung in Patientengruppe | nach der

Normierung (Abb. 4.16).
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Abb. 4.18: Quantifizierung von yYH2AX-Foci pro Zelle pro 500 mGy*cm in Lymphozyten nach 120 kV-
Rontgenstrahlung von nativ bestrahlten Patienten und solchen mit KM-Gabe in vivo

Die in vivo-Daten der Patientengruppe Il resultieren aus den Werten von finf nativ bestrahlten CT-Patienten
und finf mit KM-Gabe in Form von lomeprol vor der CT-Untersuchung. 0,5 h nach Bestrahlung wurde die
Anzahl an yH2AX-Foci bestimmt. Die Werte der unbestrahlten Kontrollen (0,05 bis 0,1 YH2AX-Foci pro Zelle)
wurden abgezogen. Die Fehlerbalken reprdsentieren den Standardfehler. Fiir die statistische Analyse wurde
ein einseitiger T-Test angewendet. Signifikante Unterschiede wurden mit einem * gekennzeichnet.

Dissertation Saskia Grudzenski



Ergebnisse Seite 83

Zusammenfassend wurde in einer weiteren Patientenstudie (Patientengruppe Il), in welcher
diesmal darauf geachtet wurde, dass sich die Patienten im mittleren Alter, in der Altersvertei-
lung sowie in den klinischen Indikationen innerhalb jeder Gruppe glichen, auch ohne Normie-
rung der in vivo-Daten ein Effekt des KMs auf die Anzahl an DSBs in vivo nachgewiesen. Dieser
korrelierte mit dem KM-Effekt in Patientengruppe |. In beiden Patientenstudien fiel der KM-
Effekt geringer aus als in den durchgefiihrten in vitro-Experimenten mit Lymphozyten und

Fibroblasten (vgl. Kap. 4.1.2 bis 4.1.4).

4.3 Untersuchung von Faktoren, die das Reparaturvermogen beeinflussen

Die Ergebnisse der KM-Studien hatten gezeigt, dass es zu interindividuellen Unterschieden in
der DSB-Schadensantwort kommen kann. Daher wurden im weiteren Verlauf der vorliegenden
Arbeit Faktoren wie die klinischen Indikationen der Patienten, deren Alter und das Geschlecht
untersucht, die das Reparaturvermogen beeinflussen konnen. Hierbei wurde die DSB-Reparatur
von Patienten mit gutartigen Erkrankungen wie z. B. Herzerkrankungen, dem Reparaturvermo-
gen von Patienten mit Krebserkrankungen gegeniibergestellt. Weiterhin wurden Patienten (iber
60 Jahre mit solchen unter 60 Jahre und abschliefend Manner mit Frauen verglichen. Dazu
wurden zundchst die Daten der Patientengruppe | herangezogen und nach den entsprechenden
Kriterien ausgewertet. AnschlieBend wurden die genannten Faktoren auch in einer neuen Pa-

tientengruppe, der Patientengruppe Ill, untersucht.

4.3.1 Unterscheidung der Patienten von Patientengruppe | nach verschiedenen
Faktoren

Von allen in der Patientengruppe | untersuchten Patienten waren fiinf Patienten unter 60 und
22 Patienten Uber 60 Jahre alt. Sechs Patienten hatten eine bdsartige und 21 eine gutartige
Erkrankung (Tab. 4.1). Weiterhin nahmen finf Frauen und 22 Manner an der Studie teil. Die
entsprechenden yH2AX-Fociwerte wurden sowohl in vivo, als auch nach den verschiedenen
angewandten Dosen in vitro gemittelt und in die unterschiedlichen Kategorien eingeteilt. Da
kein offensichtlicher Unterschied in der mittleren Anzahl an yH2AX-Foci pro Zelle pro
500 mGy*cm zwischen nativ bestrahlten Patienten und solchen mit KM-Gabe vor CT-Untersu-
chung bestand (Kap. 4.2, Abb. 4.14), wurde die KM-Applikation beim Vergleich nicht beriick-
sichtigt.

Nach Normierung und Aufteilung der in vivo-Daten auf ein DLP von 500 mGy*cm war zu er-
kennen, dass nach einer Reparaturzeit von 0,5 h und 1 h Patienten lber 60 Jahre tendenziell
hohere yH2AX-Fociwerte aufwiesen als Patienten unter 60 Jahre (Abb. 4.19). Diese Erhéhung
machte 20 bis 30% aus. Eine Unterscheidung nach der klinischen Indikation erbrachte 0,5 h

nach Bestrahlung keine relevante Tendenz. Nach 1 h und 2,5 h zeigte die Patientengruppe mit
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bosartigen Erkrankungen in vivo eine leichte Erh6hung in der yH2AX-Focianzahl. Bei der Unter-
scheidung nach dem Geschlecht war zu erkennen, dass Frauen durchweg die Tendenz einer
erhéhten DSB-Schadensantwort abhangig von der jeweiligen Reparaturzeit von 11% bis 38%

gegeniliber Mannern aufwiesen.
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3 £ ? B Patienten mit gutartigen Erkrankungen
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Abb. 4.19: Auftragung der in vivo-Daten der Patientengruppe | nach Alter, klinischer Indikation und dem
Geschlecht

Induktion und Reparatur von yH2AX-Foci pro Zelle pro 500 mGy*cm nach CT-Untersuchung der Patienten-
gruppe l. Die in vivo-Daten nach 0,5 h, 1 h, 2,5 h und 5 h wurden nach dem Alter in Patienten liber und unter
60 Jahre, nach der klinischen Indikation in Patienten mit einer bos- oder gutartigen Erkrankung und dem
Geschlecht entsprechend in Frauen und Manner eingeteilt und gemittelt. Dabei waren 5 Patienten unter und
22 Uber 60 Jahre alt, 6 Patienten hatten eine bdsartige- und 21 eine gutartige Erkrankung. Es nahmen 5
Frauen und 22 Manner an der Studie teil. Die Fehlerbalken reprdsentieren den Standardfehler. Fir die statisti-
sche Analyse wurde ein zweiseitiger T-Test angewendet.

Ein Vergleich der in vitro-Daten der Patientengruppe | zeigte, dass nach einer Dosis von 5 mGy
Patienten Uber 60 Jahre nach einer Reparaturzeit von 0,5h, 1 h und 2,5 h héhere Fociwerte
aufwiesen als Patienten unter 60 Jahre (Abb. 4.20 A). Dieser Unterschied betrug bis zu 42% und
war nach 0,5 h und 2,5 h am deutlichsten ausgepragt. Patienten mit gutartigen Erkrankungen
zeigten abweichend von der Auswertung der in vivo-Daten nach allen Reparaturzeiten eine er-
hohte YH2AX-Focianzahl von ca. 31% gegeniiber den Patienten mit bdsartigen Erkrankungen.
Eine Unterscheidung nach dem Geschlecht erbrachte nach allen Reparaturzeiten hohere Foci-

werte fiir Manner von bis zu 40,5%. Dies war nach 5 h signifikant.

Die 10 mGy in vitro-Daten zeigten, dass vergleichbar mit den 5 mGy-Werten Patienten Uber
60 Jahre bis zu 27% hohere Fociwerte aufwiesen als Patienten unter 60 Jahre (Abb. 4.20 B).
Dies war nach allen Reparaturzeiten der Fall. Patienten mit gutartigen Erkrankungen wiesen
nach 0,5 h, 1 h und 5 h hohere yH2AX-Fociwerte auf als Patienten mit bdsartigen Erkrankungen.
Dieser Unterschied betrug bis zu 64% und erwies sich nach 0,5 h und 5 h als signifikant. Eine
Unterscheidung der DSB-Schadensantwort nach dem Geschlecht liel keine eindeutigen Ten-

denzen erkennen.
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Nach einer Dosis von 100 mGy war ebenfalls die Tendenz erkennbar, dass Patienten Uber
60 Jahre nach allen Reparaturzeiten mehr yH2AX-Foci pro Zelle aufwiesen als jlngere
(Abb. 4.20 C). Der Unterschied war nach 100 mGy weniger ausgepragt als nach 5 und 10 mGy
und betrug maximal 15%. Ein Vergleich der klinischen Indikationen oder des Geschlechts er-

brachte keine eindeutigen Tendenzen.

Die 500 mGy in vitro-Daten zeigten, dass sich das Verhaltnis in der Anzahl an YH2AX-Foci zwi-
schen Patienten Uber und unter 60 Jahre umgekehrt hatte und jingere Patienten nach allen
Reparaturzeiten mehr Foci pro Zelle aufwiesen als dltere Patienten (Abb. 4.20 D). Dieser Unter-
schied betrug bis zu 24%. Weiterhin hatten Patienten mit gutartigen Erkrankungen nach allen
Reparaturzeiten hohere Fociwerte als Patienten mit bdsartigen Erkrankungen. Hier betrug der
Unterschied bis zu 32% und war nach 2,5 h und 5 h signifikant. Ein Vergleich der Geschlechter

miteinander liel8 keine durchgangigen Unterschiede in der DSB-Schadensantwort erkennen.
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Abb. 4.20: Aufteilung der in vitro-Daten der Patientengruppe | nach Alter, klinischer Indikation und dem
Geschlecht

Induktion und Reparatur von yH2AX-Foci pro Zelle nach 90 kV-Réntgenstrahlung und einer Dosis von 5 mGy
(A), 10 mGy (B), 100 mGy (C) und 500 mGy (D) in vitro der Patientengruppe |. Die in vitro-Daten nach 0,5 h,
1h,2,5hund5h wurden dem Alter entsprechend in Patienten iber und unter 60 Jahre, nach den klinischen
Indikationen in Patienten mit einer bos- oder gutartigen Erkrankung und nach dem Geschlecht in Médnner und
Frauen aufgeteilt. 5 Patienten waren unter 60 und 22 Uber 60 Jahre alt, 6 Patienten hatten eine bosartige-
und 21 eine gutartige Erkrankung. Unter den Patienten gab es 5 Frauen und 22 Méanner. Die Werte von un-
bestrahlten Kontrollen (0,05 bis 0,1 Foci pro Zelle) wurden abgezogen. Die Fehlerbalken reprasentieren den
Standardfehler. Fiir die statistische Analyse wurde ein zweiseitiger T-Test angewendet. Signifikante Unter-
schiede wurden mit einem * gekennzeichnet.

Zusammengefasst ergab eine Einteilung der Patientengruppe | in verschiedene Faktoren, dass
Patienten lber 60 Jahre sowohl in vivo als auch in vitro bis 100 mGy tendenziell héhere yH2AX-
Fociwerte gegeniiber jingeren Patienten aufwiesen. Ein Vergleich zwischen den klinischen Indi-
kationen ergab, dass Patienten mit gutartigen Erkrankungen in vitro tendenziell mehr Foci pro
Zelle aufwiesen als Patienten mit bdsartigen Erkrankungen. Ein Vergleich zwischen den Ge-

schlechtern zeigte hingegen keine eindeutigen Tendenzen auf.
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Problematisch fiir den Vergleich der Faktoren der Patientengruppe | war, dass die jeweiligen
Anteile der Patienten innerhalb der einzelnen Gruppen recht unausgewogen waren. Von allen
untersuchten Patienten waren nur 18,5% unter 60 Jahre alt. Das Durchschnittsalter dieser
Gruppe unter 60 Jahre betrug rund 43 Jahre, sodass der Altersunterschied zwischen Patienten
unter und Uber 60 Jahre nur ca. 20 Jahre betrug. Auch im Vergleich der klinischen Indikationen
und des Geschlechts gab es Ungleichgewichte. Der Anteil an Frauen machte lediglich 18,5% aus
und der Anteil an Patienten mit bdsartigen gegenliber Patienten mit gutartigen Erkrankungen

ebenfalls nur 22,2%.

4.3.2 Weitere Patientenstudie zur Kldarung des Einflusses verschiedener Faktoren auf
das DSB-Reparaturverhalten in vitro mit Patientengruppe Il

In Patientengruppe | zeichnete sich die Tendenz ab, dass das Alter einen Einfluss auf das DSB-
Reparaturvermogen haben kénnte. Aufgrund der inhomogenen Verteilung der verschiedenen
Vergleichsgruppen waren jedoch keine klaren Ergebnisse liber andere Faktoren wie klinische
Indikationen oder das Geschlecht erkennbar. Deshalb wurde in einer weiteren Patientenstudie
(Patientengruppe lll, Tab. 4.3) das Reparaturverhalten wiederholt untersucht. Hierfiir wurden

zusatzlich zu verschiedenen Reparaturzeitpunkten auch Induktionswerte gemessen.

Die Patientengruppe Il umfasste insgesamt 15 Individuen, welche nach den gleichen Faktoren
wie bei Patientengruppe | miteinander verglichen wurden. Beim Vergleich von jungen mit alte-
ren Patienten wurde diesmal darauf geachtet, dass sich das Durchschnittsalter der beiden
Gruppen um mindestens 40 Jahre unterschied. Hierbei wurden 7 Patienten mit einem Durch-
schnittsalter von 28 Jahren und einem Hoéchstalter von 36 Jahren 8 Patienten mit einem Durch-

schnittsalter von 70 Jahren und einem Mindestalter von 57 Jahren einander gegentlibergestellt.

Der groRte Altersunterschied innerhalb der Gruppe bis 36 Jahre betrug zwolf Jahre. In der
Gruppe mit einem Alter iber 57 Jahre betrug der grote Altersunterschied 21 Jahre. 7 Patien-
ten hatten eine bosartige und 8 eine gutartige Erkrankung (bzw. waren gesund). Der Einfach-
heit halber werden im Folgenden gesunde Probanden und Patienten mit gutartigen Er-
krankungen als letztere zusammengefasst. Von allen Teilnehmern waren 5 Teilnehmer Manner

und 10 Frauen.
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Tab. 4.3: Ubersicht iiber das Geschlecht, klinische Indikationen und das Alter der Patienten innerhalb der
Patientengruppe Il

Patientencharakteristiken

Patientengruppe lll

Anzahl gesamt

15

Anzahl Patienten liber 57 Jahre
(mittleres Alter, Altersverteilung)

8
(70 Jahre, 57-77)

Anzahl Patienten bis 36 Jahre
(mittleres Alter, Altersverteilung)

7
(28 Jahre, 24 bis 36)

Anzahl Frauen 10

Anzahl Manner 5

Anzahl Patienten mit bésartigen Erkrankungen 7
Anzahl Patienten mit gutartigen Erkrankung (bzw. gesund) 8

Anzahl PatlenterT liber 57 Jahre mit bosarflgen Erkrankungen (73 Jahre, 70-77
(mittleres Alter, Altersverteilung)
Jahre)
Anzahl Patienten bis 36 Jahre mit bosartigen Erkrankungen 3

(mittleres Alter, Altersverteilung)

(32 Jahre, 30-36)

Anzahl Patienten liber 57 Jahre mit gutartigen Erkrankungen
(mittleres Alter, Altersverteilung)

4
(66,8 Jahre, 56-75)

Anzahl Patienten bis 36 Jahre mit gutartigen Erkrankungen (bzw.

gesund) (mittleres Alter, Altersverteilung)

4
(25 Jahre, 24-26)

Anzahl Patienten liber 57 Jahre — Frauen
(mittleres Alter, Altersverteilung)

4
(74 Jahre, 69-77)

Anzahl Patienten bis 36 Jahre — Frauen
(mittleres Alter, Altersverteilung)

6
(27,6 Jahre, 24-36)

Anzahl Patienten iiber 57 Jahre — Manner
(mittleres Alter, Altersverteilung)

4
(65,8 Jahre, 56-70)

Anzahl Patienten bis 36 Jahre — Manner
(Alter)

1
(30 Jahre)

Die erhaltenen 10 mGy in vitro-Daten wurden in die verschiedenen Faktoren aufgeteilt und
gemittelt. Zunachst wurden Patienten ab 56 Jahre mit Patienten bis 36 Jahre verglichen. Patien-
ten mit bdsartigen Erkrankungen wurden solchen mit gutartigen Erkrankungen gegeniliberge-
stellt und auRerdem das Reparaturverhalten von Mannern und Frauen verglichen (Abb. 4.21).

Dabei war deutlich ein altersabhangiger Unterschied in der Focianzahl zu erkennen. Dieser war
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nach allen Reparaturzeiten signifikant (p < 0,05). In der Induktion wiesen altere Patienten 17%
mehr Foci auf als jingere. Nach den verschiedenen Reparaturzeiten war der Unterschied in den
Fociwerten groRer. Patienten ab 57 Jahre wiesen bis zu 81% mehr Foci pro Zelle auf als die
jingere Patientengruppe. Dagegen gab es keine durchgangigen Unterschiede in der Induktion
oder der Reparatur zwischen Patienten mit bosartigen und solchen mit gutartigen

Erkrankungen oder zwischen Frauen und Mannern.
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Abb. 4.21: Aufteilung der in vitro-Daten der Patientengruppe Ill nach Alter, klinischer Indikation und dem
Geschlecht

Dargestellt ist die Induktion und Reparatur von YH2AX-Foci pro Zelle nach 90 kV-Réntgenstrahlung und einer
Dosis von 10 mGy in vitro der Patientengruppe lll. Die in vitro-Daten nach 5 min, 0,5 h, 2,5 h und 5 h der Pa-
tienten wurden nach dem Alter in Patienten bis 36 und ab 57 Jahre, nach der klinischen Indikation in Patien-
ten mit einer bos- oder gutartigen Erkrankung und nach dem Geschlecht eingeteilt. 8 Patienten waren ab 57
und 7 bis 36 Jahre alt, 7 Patienten hatten eine bdsartige- und 8 eine gutartige Erkrankung. Unter den Patien-
ten gab es 5 Méanner und 10 Frauen. Die Werte von unbestrahlten Kontrollen (0,05 bis 0,1 Foci pro Zelle)
wurden abgezogen. Die Fehlerbalken reprasentieren den Standardfehler. Fiir die statistische Analyse wurde
ein zweiseitiger T-Test angewendet. Signifikante Unterschiede wurden mit einem * gekennzeichnet.

Da sich das Alter nun als signifikanter Faktor herauskristallisierte, der die DSB-Schadensantwort
beeinflussen kann, wurden die anderen Kriterien ebenfalls noch einmal Uberprift. Hierfir
wurde das Alter jeweils mit einbezogen, sodass es beim Vergleich der Ubrigen Kriterien (klini-
sche Indikationen und Geschlecht) keinen Einfluss mehr hatte. Hierzu wurden 4 Patienten mit
bosartigen Erkrankungen Uber 57 Jahre mit 4 Patienten mit gutartigen Erkrankungen Uber
57 Jahre verglichen. Darliber hinaus wurden 3 Patienten mit bdsartigen Erkrankungen bis
36 Jahre mit 4 Patienten mit gutartigen Erkrankungen bis 36 Jahre einander gegeniber gestellt
(Abb. 4.22 A). Ein Vergleich der Patienten mit unterschiedlichen klinischen Indikationen ergab
hierbei nur 0,5 h nach Bestrahlung innerhalb der dlteren Patientengruppe einen Unterschied
von 22%. Weiterhin wurde mit dem gleichen Ansatz das Geschlecht als Faktor mit einbezogen
und 4 Frauen Uber 57 Jahre mit 4 Mannern lber 57 Jahre verglichen. AuRerdem wurde die Re-

paratur von YH2AX-Foci von 6 Frauen bis 36 Jahre der Reparatur eines 30jahrigen Mannes ge-

Dissertation Saskia Grudzenski



Ergebnisse Seite 90

genuber gestellt. Hierbei wiesen dltere Frauen nach 0,5 h 28,5% und nach 5 h 48% mehr yH2AX-
Foci auf als altere Manner (Abb. 4.22 B). Jingere Frauen hatten nach allen Reparaturzeiten
(0,5 h bis 5h) 35 bis 50% mehr DSBs als der junge Mann. Beim Vergleich der Geschlechter
miteinander muss allerdings beachtet werden, dass innerhalb der Patientengruppe Il der Anteil
an Mannern und Frauen nicht ausgewogen war, sodass das Geschlecht als moglicher Faktor zur
Beeinflussung des Reparaturvermdgens noch einmal in einer grofReren Gruppe mit einer aus-

gewogenen Anzahl an Frauen und Mannern untersucht werden sollte.
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Abb. 4.22: Weitere stirker differenzierte Aufteilung der in vitro-Daten der Patientengruppe lll nach
klinischer Indikation und dem Geschlecht unter Beriicksichtigung des Alters

Induktion und Reparatur von YH2AX-Foci pro Zelle nach 90 kV-Rontgenstrahlung und einer Dosis von 10 mGy
in vitro der Patientengruppe lll. Die in vitro-Daten nach 5 min, 0,5 h, 2,5 h und 5 h der Patienten wurden unter
Bericksichtigung des Alters nach der klinischen Indikation in Patienten mit einer bos- oder gutartigen Er-
krankung (A) und nach dem Geschlecht eingeteilt (B). 8 Patienten waren lber 57 und 7 unter 36 Jahre alt, 7
Patienten hatten eine bosartige- und 8 eine gutartige Erkrankung. Unter den Patienten gab es 5 Manner und
10 Frauen. Die Werte von unbestrahlten Kontrollen (0,05 bis 0,1 Foci pro Zelle) wurden abgezogen. Die Feh-
lerbalken reprasentieren den Standardfehler. Fiir die statistische Analyse zwischen Gruppen gleichen Alters
aber unterschiedlicher Erkrankung oder Geschlechts wurde ein zweiseitiger T-Test angewendet.
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Zusammengefasst konnten mit der dritten Studie mit Patientengruppe Ill, in welcher der Anteil
an alteren und jiingeren Patienten sowie der Anteil an Patienten mit gutartigen und bosartigen
Erkrankungen groBtenteils ausgewogen war, die Beobachtungen aus der Patientenstudie | be-
statigt und deutlicher nachgewiesen werden. Es zeigte sich, dass das Reparaturvermdégen mit
dem Alter grundsatzlich abnimmt. AuBerdem war die Tendenz zu erkennen, dass Frauen ein

schlechteres Reparaturvermogen aufweisen als Manner.

4.4 Anwendung eines Mausgewebemodells zur Untersuchung von
Niedrigdosen

Der erste Teil der Arbeit beschaftigte sich mit dem Einfluss von KM auf die DSB-Induktion und
Reparatur nach CT-Untersuchungen. Hierbei hatte das KM einen grofRen Einfluss auf die Induk-
tion, nicht jedoch auf die Reparatur von DSBs. Bei diesen Untersuchungen stellte sich weiterhin
heraus, dass die Reparatur in vitro nach niedrigen Dosen eingeschrankt war. Diese Beobachtung
ist konsistent mit einer friheren Studie, die sich mit der Reparatur von DSBs in konfluenten

Fibroblasten nach niedrigen Dosen beschaftigte (Rothkamm & Lobrich 2003).

Da niedrige Dosen an Rontgenstrahlung in Bereichen von wenigen mGy taglich in der Rontgen-
diagnostik appliziert werden, ist es von besonderem Interesse, das Reparaturvermogen in die-
sem Dosisbereich auch in vivo zu untersuchen. Patientenstudien sind hierflir ungeeignet, da
exponierte Personen bei der Gberwiegenden Zahl der Rontgenuntersuchungen lediglich eine
Teilkdrperbestrahlung erhalten, wodurch es bei der Untersuchung von Lymphozyten zu einer
Vermischung von bestrahlten und nicht-bestrahlten Lymphozyten kommt. Dies wiirde letztend-
lich zu einer Unterschatzung der tatsachlich erhaltenen Strahlendosis, gemessen an der durch-
schnittlichen Anzahl an DSBs in Lymphozyten, filhren und auch die gemessenen Reparatur-
werte beeintrachtigen. Infolgedessen sollte der Nachweis von DSBs mittels IFM zunéchst in
Gewebezellen verschiedener Organe von Mausen etabliert werden. Diese haben gegenilber
Patientenstudien den Vorteil, dass sie ganzkorperbestrahlt werden kénnen, sodass alle Zellen
im Korper bei der Bestrahlung die gleiche Rontgendosis erhalten. Die Vorarbeit hierfiir leistete
das Labor der Klinik flr Strahlentherapie und Radioonkologie, Universitatsklinikum des Saarlan-
des in Homburg/Saar bei verschiedenen Organen von WT-Mausen (C57BL/6-Mausen) (Rube et
al. 2008a).

Darauf aufbauend sollte in einem gemeinsamen Projekt mit dem Strahlenbiologischen Labor
der Klinik fir Strahlentherapie und Radioonkologie, Universitatsklinikum des Saarlandes in
Homburg/Saar die DSB-Reparatur nach verschiedenen Rontgendosen mittels IFM untersucht
werden. Das Hauptaugenmerk sollte sich hierbei darauf richten, ob in vivo die Reparatur mit
kleiner werdender applizierter Rontgendosis abnimmt. Ein Vorteil und eine der Voraus-

setzungen fiir diese Reparaturstudien in murinen Gewebezellen war die Tatsache, dass murine
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Gewebezellen sehr niedrige Werte an spontan auftretenden DSBs aufweisen, sodass zusatzlich
auftretende DSBs, die von niedrigen Rontgenstrahldosen verursacht werden, gut messbar sind.
Um das Verfahren zu erweitern und die Ergebnisse zu validieren, sollte neben yH2AX auch
53BP1 als zweiter Marker fiir DSBs in murinen Organen verschiedener Mausstdmme etabliert

werden.

4.4.1 In vivo-Nachweis von DSBs liber YH2AX in verschiedenen murinen Geweben nach
Rontgenbestrahlung mittels IHC

Fiir den Nachweis von DSBs nach Bestrahlung wurde zunachst vom Strahlenbiologischen Labor
der Klinik flir Strahlentherapie und Radioonkologie, Universitatsklinikum des Saarlandes in
Homburg/Saar fir verschiedene murine Organe immunhistochemisch (IHC) yH2AX als Marker
fir DSBs angefarbt. Dies erfolgte mittels DAB (3,3'-Diaminobenzidin)-Farbung, welches ein
braunes Endprodukt bildet. Hierfiir wurden WT-Mduse an einem Linearbeschleuniger mit 6 MV-
Rontgenstrahlung und einer Dosis von 2 Gy bestrahlt und nach 0,5 h das Gehirn, die Lunge, das
Herz sowie der Dinndarm entnommen. Diese wurden anschlieend fixiert und in Paraffin ein-
gebettet. Anschliefend wurden Gewebeschnitte angefertigt und diese fiir die anschlieBende

Farbung vorbereitet.

Fur die IHC-Farbung wurde nach Blocken der endogenen Peroxidasen YH2AX mit einem pri-
maren Antikorper markiert, gegen welchen ein biotinylierter Sekundarantikérper gerichtet
wurde. Auf die Markierung der Gewebeschnitte mit einem Biotin-Avidin-Peroxidasekomplex
folgte die DAB-Entwicklung. Die Zellkerne wurden abschliefend mit Hematoxylin gegengefarbt
(Rube et al. 2008b). Die Kerne neuronaler Zellen und Gliazellen der Endhirnrinde (alle Kerne im
Bild) weisen im Gegensatz zu anderen Gehirnregionen konstant ein positives YH2AX-Signal auf
(Abb. 4.23). In der Lunge sind Zellkerne des Bronchialepithels (mit Pfeilen markiert) und des
Alveolarepithels (als ,,A” markiert) dargestellt. In der Lunge lag der Fokus bei der spateren Aus-
wertung mittels IFM auf dem Bronchialepithel. Im Herz sind die Kerne der Herzmuskelzellen
oval und liegen nicht alle in der gleichen Richtung, sodass nach dem Schneiden des Gewebes
langs- und quergeschnittene Kerne zu sehen waren. Daher wurde darauf geachtet, dass bei der
Auswertung nur langsgeschnittene Kerne mit vergleichbarer Flache ausgewéahlt wurden (Bei-
spiele in Abb. 4.23 mit Pfeilen markiert, siehe auch Beispielbild im Anhang). Im Diinndarm wur-
den die Epithelzellkerne der Mukosa ausgewertet. Die Oberflaiche der Mukosa bildet Villi und
Krypten aus. Hiervon wurden nur die Epithelzellkerne der Villi ausgewertet (in Abb. 4.23 mit

Pfeilen markiert, siehe auch Abb. 4.24), da diese aus ausdifferenzierten G0-Zellen bestehen.
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Abb. 4.23: IHC-Farbung von YH2AX in verschiedenen murinen Gewebetypen nach 6 MV-Rontgenstrahlung
und einer Dosis von 2 Gy in vivo.

Die Bildausschnitte zeigen Beispiele fiir murine Gewebetypen, in welchen yH2AX mittels DAB (3,3'-
Diaminobenzidin)-Farbung angefarbt wurde. Die Zellkerne in der linken Spalte wurden nicht bestrahlt (K). Die
Zellkerne in der rechten Spalte wurden mit 6 MV-Réntgenstrahlung und einer Dosis von 2 Gy bestrahlt. Nicht-
bestrahlte Kerne weisen kaum yH2AX-Signale auf. 0,5 h nach Bestrahlung ist ein relativ homogenes yH2AX-
Signal (Braunfarbung) sichtbar. Fir die spatere IFM wurden folgende Zellen ausgewertet: Die neuronalen
Zellen und Gliazellen der Endhirnrinde des Gehirns (alle Kerne im Bild), die Zellkerne des Bronchialepithels der
Lunge (mit Pfeilen markiert; A = Alveolarepithel), die langsgeschnittenen Kerne der gestreiften Herzmuskelfa-
sern des Herzens (Beispiele mit Pfeilen markiert) und die Epithelzellkerne der Mukosa des Diinndarms, deren
Oberflache Villi und Krypten bilden. Hiervon wurden nur die Epithelzellkerne der Villi ausgewertet (mit Pfeilen

markiert). Alle Bilder wurden mit 630facher VergroRerung aufgenommen. Quelle in leicht veranderter Form:
Riibe et al. (2008b).
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In unbestrahlten Zellkernen aller Organe treten nach der IHC-Farbung nur in wenigen Fallen
braune Punkte auf, welche einen spontan auftretenden DSB reprasentieren (ein Beispiel pro
Bild ist mit einem Kreis markiert). Im Gehirn ist dagegen ein Zellkern erkennbar, welcher eine
gleichmaRige Farbung aufweist. Diese Zelle durchlief zum Zeitpunkt der Fixierung wahrschein-
lich Apoptose. Nach Bestrahlung ist gegeniiber den Kontrollproben in den meisten Zellkernen
eine gleichmaRige Braunfarbung erkennbar. Diese ist auf viele DSBs zurlickzufiihren, die in den

Kernen nach Bestrahlung induziert wurden.

Um sicherzustellen, dass in den genannten Bereichen nur ausdifferenzierte GO-Zellen mit glei-
chem DNA-Gehalt ausgewertet wurden, wurden zusatzlich Farbungen gegen Ki67, einem Mar-
ker fur proliferierende Zellen, durchgefiihrt (beispielsweise Diinndarm, Abb. 4.24). Die Far-
bungen zeigen, dass die fir die Auswertungen ausgesuchten Bereiche proliferations-inaktiv

sind.

— Villi (Ki67-negativ
— Villi( gativ)

R I % A }Krypten(Ki67-positiv)

Abb. 4.24: Darstellung von murinen Villi und Krypten der Mukosa des Diinndarms nach Ki67-Farbung

In der Darstellung sind zwei Villi der Mukosa des Dinndarms der Maus dargestellt. Der Saum dieser Villi,
welcher aus ausdifferenzierten Epithelzellen in der GO-Phase besteht, ist nach Farbung mit Ki67, einem Proli-
ferationsmarker, negativ. Weiterhin sind Ki67-positive Krypten der Mukosa des Diinndarms dargestellt. Die
braune Farbung zeigt an, dass sich in den Krypten proliferierende Zellen befinden. Das Bild wurde mit
100facher VergroRerung aufgenommen und von Prof. Christian Riibe, Strahlenbiologischen Labor der Klinik
fir Strahlentherapie und Radioonkologie, Universitatsklinikum des Saarlandes in Homburg/Saar, zur Verfu-
gung gestellt.

Zusammenfassend stellte die DAB-Farbung den ersten Schritt zum Nachweis von yH2AX in mu-
rinen Geweben dar. Durch diese Farbung konnten zudem morphologische Erkenntnisse bezlig-
lich yH2AX—positiver Bereiche und deren Lage gewonnen werden, sodass sich bei der spateren

IF-Farbung die Auswertung auf diese Bereiche beschrankte.
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4.4.2 Invivo-Nachweis von DSBs in verschiedenen murinen Geweben nach mehreren
Roéntgendosen mittels YH2AX-IFM

Nach erfolgreicher DAB-Farbung wurden die DSBs in den anschlieRenden Reparaturstudien
mittels IFM quantifiziert. Beispiele fir IF-Farbungen von yH2AX in verschiedenen Organen sind
Ribe et al. (2008b) zu entnehmen. Dazu wurden WT-Mé&use am Linearbeschleuniger mit 6 MV-
Rontgenstrahlung und Dosen von 1 Gy, 100 mGy und 10 mGy bestrahlt und nach Reparaturzei-
ten von 10 min, 5 h und 24 h das Gehirn, das Herz, die Lunge, die Niere sowie der Dinndarm
entnommen, fixiert und fiir die YH2AX-IFM gefarbt. Anschliefend wurde die Anzahl an yH2AX-
Foci bestimmt. Hierbei wurden neben den schon erwdhnten Zellen im Gehirn, im Herz, in der
Lunge und im DiUnndarm auch die Tubuluszellen der proximalen und distalen Tubuli der Nieren-

rinde ausgewertet.

Die Induktion war nach einer Bestrahlung von 1 Gy und 10 mGy in allen Organen linear. Nach
einer Bestrahlung mit 1 Gy wurden ca. sieben bis acht Foci pro Zelle induziert, nach 10 mGy
0,07 bis 0,09 Foci pro Zelle. Nach einer Bestrahlung mit 100 mGy lagen die Induktionswerte mit
0,5 bis 0,6 Foci pro Zelle ca. 30% niedriger als eine lineare Induktion erwarten lieRe
(Abb. 4.25 A). Ein Vergleich des Reparaturverlaufes in den verschiedenen Organen ergab, dass
dieser fiir alle Organe sehr dhnlich war. Es traten somit keine gewebespezifischen Unterschiede
im Reparaturvermoégen auf (Abb. 4.25 B bis D). Diese Beobachtung bestatigt Daten aus frihe-
ren Untersuchungen mit Wildtypmausen (Rube et al. 2008a).

Eine Messung der DSB-Reparatur nach 1 Gy ergab, dass nach einer Reparaturzeit von 5 h die
Focianzahl bei allen Organen um etwa 77% reduziert war. Nach 24 h verblieben noch etwa
sechs Prozent der urspringlich induzierten DSBs (Abb. 4.25B). Nach 100 mGy war die
urspringlich induzierte Focianzahl nach einer Reparaturzeit von 5 h um 68% vermindert. 24 h
nach Bestrahlung waren noch etwa acht Prozent der urspriinglichen Foci vorhanden
(Abb. 4.25 C). Fiir die Auswertung der Focianzahl pro Zelle nach einer Dosis von 10 mGy wurden
nur das Herz, der Diinndarm und die Niere ausgewertet, da sich in diesen drei Organen alle
Zellen in den ausgewerteten Bereichen zuverlassig gegen YH2AX farben lieBen. Dagegen exis-
tierten sowohl im Gehirn als auch in der Lunge vereinzelt Bereiche, die sich entweder nicht
konstant oder gar nicht anfarben lieBen. Da die Effekte nach niedrigen Dosen sehr klein sind,
hatte somit die Gefahr bestanden, Zellen in YH2AX-negativen Bereichen falschlicherweise in die
Auswertung mit einzubeziehen. Nach einer Bestrahlung mit 10 mGy war die YH2AX-Focianzahl
5 h nach Bestrahlung nur um ca. 20% reduziert. Nach einer Reparaturzeit von 24 h verblieben
noch ca. 74% der induzierten Briiche, sodass sich diese beiden Zeitpunkte nicht wesentlich in
der Focianzahl voneinander unterschieden. Es konnte somit nach der niedrigsten Dosis eine

verminderte DSB-Reparatur beobachtet werden. AuBerdem verblieb sowohl nach 100 mGy als
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auch nach 10 mGy 24 h nach Bestrahlung eine residuale Focianzahl, die ca. 0,05 Foci pro Zelle

betrug, sodass nach beiden Dosen nicht auf Hintergrundniveau repariert wurde.
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Abb. 4.25: Quantifizierung der Induktion und Reparatur von yH2AX-Foci in verschiedenen murinen
Gewebetypen nach 6 MV-Réntgenstrahlung und verschiedenen Dosen in vivo

Fir die Quantifizierung der Anzahl an yH2AX-Foci als Marker fiir DSBs nach 6 MV-Réntgenbestrahlung wurden
Mause mit 1 Gy, 100 mGy und 10 mGy bestrahlt und die Induktion (A) sowie die Reparatur dieser Foci nach
5 h und 24 h gemessen (B, C, D). Fiir die Fehlerbalken wurde der Standardfehler Gber mindestens drei Expe-
rimente berechnet. Die Fociwerte von unbestrahlten Kontrollen (~0,04 Foci pro Zelle) wurden fir alle Organe
abgezogen.

Zusammengefasst konnte mit diesem weiterentwickelten Ansatz zur Messung der Induktion
und Reparatur von DSBs erstmalig in vivo bestatigt werden, dass nach einer niedrigen Rontgen-
dosis eine deutlich verlangsamte DSB-Reparatur auftritt. AuBerdem verblieb nach den beiden
niedrigsten Dosen 24 h nach Bestrahlung ein residuales Focilevel an nicht-reparierten Briichen.
Dies ist konsistent zu den in vitro-Daten von Patientengruppe | und zu den in vitro-Studien von
Rothkamm & Lobrich (2003).Die