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1.Einleitung

1.1 Rontgenverfahren in der Medizin

1.1.1 Die Entdeckung der Rontgenstrahlung

Die am 8. November 1895 von Wilhelm Conrad Rontgen entdeckte Rontgenstrahlung
sowie die Erkenntnisse Uber radioaktive Strahlung durch Henri Antoine Becquerel im
Maérz 1896, Marie und Pierre Curie im Dezember 1898 (Mould 1998) bilden die
Grundlagen Medizinischer Radiologie aus diagnostischer und therapeutischer Sicht
(Mould 1995). Rontgen nannte die neu entdeckten Strahlen “X-Strahlung” und
verdffentlichte seine Entdeckung unter dem Titel “Uber eine neue Art von Strahlung”

(Rontgen 1895).

Seit dieser Zeit haben sich die Praktiken in der Medizin stark gewandelt
(Lentle et al. 1997). Es werden immer neue Erkenntnisse im Bereich der Forschung und
Anwendung verschiedener Strahlenqualitditen gewonnen (Cosset et al. 1995;

Pirker 1996).

Die Zeit nach Rontgens Entdeckung ist dadurch gepragt, Untersuchungen schneller,
praktischer und sicherer flr Untersucher und Patient zu machen und dabei trotzdem
immer hohere Bildqualitdten zu erreichen. Stand zu Beginn die Skelettdiagnostik im
Vordergrund, so wurden mit der Nuklearen Medizin Moglichkeiten geschaffen,

Koérperfunktionen genauer zu untersuchen.

Die Erfindung der Computertomographie im Jahr 1971 durch Houndsfield und Cormack
stellt nur den Anfang einer bis heute nicht endenden Entwicklung neuer Methoden in
der Radiologie dar. Die passive Rolle radiologischer Interventionen in der
medizinischen Diagnostik wird durch Untersuchungen wie bildgefiihrte Biopsien und
Drainagen mehr an das Bett des Patienten verlagert. Trotzdem ist bis heute die
konventionelle Aufnahme des RoOntgenthorax die haufigste Untersuchung in der

Medizinischen Radiologie (Lentle et al. 1997).



1.1.2 Erzeugung von Rontgenstrahlung

Die Aufgabe einer Rontgenanlage besteht darin beschleunigte Elektronen in
Rontgenstrahlung umzuwandeln. Dabei werden sowohl Bremsstrahlung als auch

charakteristische Strahlung erzeugt.

Der Aufbau der Rontgenanlage ist mitbestimmend fiir Charakteristiken des
Rontgenstrahls, zu welchen die GroRRe des Brennflecks, x-ray field uniformity und das
Energiespektrum des Rontgenstrahls zahlen. Wichtig sind diese Eigenschaften, da
dadurch radiologische Parameter wie raumliche Auflésung, Bildkontrast und

Patientendosen beeinflusst werden (Zink 1997; Seibert 2004).

Rontgenstrahlen entstehen durch den Aufprall von energiereichen Elektronen, die aus
einer beheizten Kathode austreten und durch die angelegte Hochspannung in Richtung
Anode beschleunigt werden. Dabei entsteht der ({berwiegende Teil durch
Bremsstrahlung. Treffen energiegeladene Elektronen auf die Anode, wird ein Teil vom
positiv geladenen elektrischen Feld der Atomkerne des Anodenmaterials angezogen
und abgebremst. Das Elektron dndert seine Richtung und gibt Energie in Form von
Rontgenstrahlung ab. Diese ist umso hoher, je naher die Interaktion am Zellkern
stattfindet. Die maximal mogliche Energie der Rontgenstrahlung wird erreicht, wenn
ein Elektron direkt mit dem Zellkern kollidiert und dabei seine komplette Energie
abgibt. Durch die entstandenen Photonen unterschiedlicher Energie ergibt sich ein
kontinuierliches Bremsstrahlspektrum (Zink 1997; Seibert 2004), dessen

Maximalenergie von der Rohrenspannung vorgegeben ist (Reiser et al. 2004).

Durch den Aufprall des freien Elektrons wird dem Hiillelektron Energie Gbertragen, so
dass es von einem kernnahen auf ein kernfernes Orbital angehoben (Anregung) oder
aus dem Atomverband herausgeschleudert wird (lonisation). Die angeregten Atome
der Anode gehen unter Aussendung charakteristischer Strahlung wieder in den

Grundzustand Uber.

Fiir die verschiedenen Elemente finden sich charakteristische Energien der
Rontgenstrahlen, die als Linienspektrum das kontinuierliche Energiespektrum
Uberlagern (Zink 1997; Seibert 2004). Rontgenstrahlung wird anhand der Energie in
weiche (< 100 keV), harte (100 keV-1 MeV) und ultraharte Strahlung (> 1 MeV)



eingeteilt. Je hoher die R6hrenspannung, desto kleiner die Wellenldnge und desto
harter der Rontgenstrahl. Durch Filterung wird der niederenergetische Anteil der

Strahlung reduziert. Die Folge ist die Aufhadrtung der Strahlung (Reiser et al. 2004).

1.1.3 Strahlenphysikalische Grundlagen — Wechselwirkung von Strahlung

mit Materie

In der medizinischen Radiologie wird ionisierende Strahlung (ionizing radiation; IR)
verwendet. Bei der Wechselwirkung von Strahlung mit Materie wird Energie auf Atome

Ubertragen, was zur Anregung oder lonisation fihrt (= Primarprozesse).

Prinzipiell wird IR in Teilchenstrahlung (Korpuskelstrahlung) und elektromagnetische
Strahlung unterschieden. Rontgenstrahlen zdhlen wie auch die Gammastrahlung zur

Photonen- bzw. elektromagnetischen Wellenstrahlung.

IR wird weiter in direkt und indirekt ionisierend unterschieden. Direkt ionisierend sind
elektrisch geladene Korpuskel, die durch ZusammenstoR mit Elektronen unmittelbar zu
Anregung und lonisation fiihren. Indirekt ionisierend sind ungeladene Korpuskel,
Rontgenstrahlung und Gammastrahlung. Beim Durchtritt durch Materie kommt es zur
Streuung oder Absorption. Es werden geladene Korpuskeln erzeugt, die durch

ZusammenstolRe mit Hillelektronen zu Anregung und lonisation fihren.

Zu den grundlegenden Wechselwirkungsprozessen indirekt ionisierender Strahlung
zdhlen der Photoeffekt und Compton-Effekt, die in der Rontgendiagnostik die grofite
Rolle spielen, die Klassische Streuung (koharente oder Rayleigh-Streuung) und die

Paarbildung.

Bei niederenergetischer Rontgenstrahlung (< 60 kV) dominiert der photoelektrische
Effekt. Dabei kommt es bei der Interaktion eines Photons mit einem Hullelektron der
inneren Schalen (meistens K-Schale) zur Ubertragung der Energie auf das Elektron
welches sich aus der Hille |6st (lonisation) und als Sekundéarelektron weitere
lonisationen bewirken kann. Die Schale wird durch ein Elektron einer duReren Schale
aufgefillt. Dabei wird charakteristische Strahlung oder (seltener) ein Auger-Elektron

emittiert. Die Wahrscheinlichkeit fir das Auftreten des Photoeffekts wird durch eine



hohe Ordnungszahl des durchstrahlten Gewebes und niederenergetisch weiche

Strahlung beglinstigt.

Bei hochenergetischer Strahlung (zwischen 60 keV und 20 MeV) dominiert der
Compton-Effekt. Trifft ein Photon auf ein Hiillelektron (ibertragt es einen Teil seiner
Energie auf dieses, wird in einem Winkel von 0-180° gestreut und kann anschlieBend
weitere lonisationen verursachen. Das Elektron entfernt sich im Winkel von 0-90° aus
der Hille, um beim Auftreffen auf andere Atome oder Molekile ebenfalls lonisationen
zu verursachen. Abhangig ist der Effekt von der Dichte des Materials wobei die

Ordnungszahl kaum eine Rolle spielt.

Bei der klassischen Streuung interagiert das einfallende Photon mit einem Elektron
und verandert dabei seine Richtung ohne Energie abzugeben. Die Wahrscheinlichkeit
steigt mit wachsender Ordnungszahl und Dichte und sinkt je hoher die Energie der

Rontgenstrahlung ist. Klassische Streuung findet bis 10 keV statt.

Paarbildung findet bei Energien von mindestens 1,02 MeV statt und kommt in der
Rontgendiagnostik und -therapie nicht vor (Reiser et al. 2004; Seibert et al. 2005;
Kauffmann et al. 2006)

Folge der verschiedenen Wechselwirkungen sind die Schwachung der Strahlung und

die Entstehung von Streustrahlung.

Die Wirkung ionisierender Strahlung auf Zellen wird hauptsachlich durch Sekundar-
elektronen hervorgerufen, die durch die beschriebenen Wechselwirkungen eine
Vielzahl weiterer Molekiile anregen oder ionisieren. Dadurch werden chemische und
biochemische Prozesse (Sekundarprozesse) in Gang gesetzt, die in Abschnitt 1.2.2

genauer erlautert werden.

1.2 Strahlenschaden an der DNA und ihre Reparatur

Nukleinsduren  sind aus Nukleotiden zusammengesetzte = Makromolekiile
(Polynukleotide), bestehend aus einer Base, dem Zucker Ribose und Phosphat. Zwei
Polynukleotidstrange lagern sich antiparallel zusammen. Nach dem Modell von

Watson und Crick liegt die DNA als Doppelhelix vor. Im Kern einer eukaryotischen Zelle



ist sie durch Interaktion mit Histonproteinen in einer kondensierten Uberstuktur, dem

Chromatin, organisiert.

Die DNA ist der Trager der Erbinformation. Sie enthdlt Gene, die fiir die gesamten
Proteine einer Zelle kodieren und ermoglicht so die Aufrechterhaltung des zelluldren

Stoffwechsels.

Die Sicherung der Stabilitdt der DNA und der auf ihr kodierten Informationen ist

Vorraussetzung fur die Erfullung dieser Aufgaben.

1.2.1 Ursachen von DNA-Schaden

Man unterscheidet zwischen endogenen und exogenen Schaden an der DNA.

Exogene Schaden entstehen z.B. durch Einwirkung ionisierender oder ultravioletter
Strahlung. Endogene Schaden entstehen spontan oder durch freie Radikale, die im

Stoffwechsel entstehen (Friedberg 2003; Valerie et al. 2003).

Der Metabolismus innerhalb der DNA mit Replikation, Rekombination und Reparatur
zeigt den dynamischen Zustand der DNA. In lebenden Organismen gibt es zahlreiche
verschiedene Schdaden an der DNA (Friedberg 2003). Im Rahmen dieser Arbeit soll
genauer auf die Schaden nach Einwirkung ionisierender Strahlung eingegangen

werden.

1.2.2 Effekte ionisierender Strahlung auf die Zelle

Bei der Wirkung ionisierender Strahlung auf die DNA wird zwischen direkten und

indirekten Effekten unterschieden (Friedberg et al. 2007).

Bei direkten Effekten kommt es durch ein Sekundarelektron, welches nach Absorption
eines Photons durch ein Atom oder Molekiil entstanden ist, zur Wechselwirkung direkt
mit der DNA (Hall 2000). Das fiihrt zur lonisation von Basen und Zuckern an der DNA

(Ward 1988).



Indirekte Effekte entstehen, wenn das entstandene Sekundarelektronen nicht mit der
DNA direkt sondern mit Wasser oder anderen umgebenden Molekiilen reagieren.
Dabei entstehen reaktive Spezies, die anschlieBend mit der DNA reagieren kdnnen

(Friedberg et al. 2007).

| l : I INDIRECT Abbildung 1-1: Direkte und indirekte
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ACTION (S = Zucker; P = Phosphat; A = Adenin; C

= Cytosin; G = Guanin; T = Thymin) (aus

Hall 2000)

Die pro Wegstrecke abgegebene Energie wird mit dem LET (linear energy transfer)
beschrieben (Goodhead 1989). « -Strahlung erzeugt tausende von lonisationen bei
Durchtritt durch den Zellkern und hat im Vergleich zu y- und Réntgenstrahlen einen
hohen LET Wert. Fiir Strahlung mit niedrigem LET gilt, dass 65 % der DNA-Schaden
indirekt entstehen. Nur 35 % lassen sich auf direkte Effekte zurlickfliihren

(Friedberg et al. 2007).

Da Zellen zu 80 % aus Wasser bestehen, sind Spezies, die bei der Radiolyse von Wasser

entstehen, die Hauptquelle fir indirekte Schaden an der DNA (Ward 1988; Riley 1994).



Dabei werden zwei primare Reaktionen unterschieden:
1. 80 % der Energie ionisierender Strahlung fallt auf diese Reaktion.

Trifft ein Photon mit ausreichender Energie auf ein Wassermolekil wird dieses

ionisiert:

H,0 > eH,0" + ¢’

Durch Abgabe eines Protons entsteht ein Hydroxylradikal (¢OH):

H,0" > H" + «OH

e kann mit Basen der DNA reagieren. In lufthaltigen FlUssigkeiten reagiert es mit
Sauerstoff zu einem Superoxidradikal (¢O,). Durch eine weitere Reaktion kdnnen

Hydrogenperoxide (H,0,) entstehen:

e +0; > 0,

2 ¢0, +2H" > 0, + H,0,

2. Bei dem zweiten moglichen Weg wird ein Wassermolekul aktiviert und zerfallt

danach in zwei Radikale:

H,0 - Hzo* - eH + «OH

Nur 20 % der absorbierten Energie in einer Zelle fallen auf diese Reaktion.

Das Resultat dieser Prozesse ist die Bildung dreier reaktiver Spezies in Wasser: ¢OH, eH

und e wobei das Hydroxylradikal fir Schaden an der DNA am bedeutensten ist.



Die relative Haufigkeitsverteilung der DNA-Schaden auf direkte und indirekte
Mechanismen ist deutlich auf die Seite der direkten DNA-Schaden verschoben, da der
groflte Teil der Radiolyseprodukte des Wassers nicht mit der DNA, sondern mit
anderen Bestandteilen der Zelle - z.B. Proteinen oder Lipiden - weiterreagiert.
Wahrend anndhernd 99 % der Strahlungsenergie auf die Radiolyse des Wassers
entfallen, entstehen nur circa zwei Drittel der DNA-Schiaden auf diesem Weg. Das
Ubrige Drittel der DNA-Schaden wird durch direkte Einwirkung der ionisierenden

Strahlung auf die DNA verursacht (Friedberg et al. 2007).

1.2.3 Arten Strahlen-induzierter DNA-Schaden

Durch die Einwirkung ionisierender Strahlung kénnen zahlreiche verschiedene Schaden
an der DNA induziert werden (Hutchinson 1985; Teoule 1987; Ward 1988; Goodhead
1989; Lett 1990; Ward 1990; Riley 1994;).

Mogliche Verdanderungen finden sich an allen Bestandteilen der DNA. Beispiele sind
Proteinquervernetzungen, Verdnderungen an Basen und Zuckern der DNA sowie
Einzel- und Doppelstrangbriiche (Frankenberg-Schwager 1990). Die Schaden treten
isoliert oder gehduft in der DNA auf, wobei letztere als “komplexe Schaden”

bezeichnet werden (lliakis 1991).

In Studien konnte gezeigt werden, dass Hydroxylradikale besonders C5=C6 -
Doppelbindungen in Pyrimidinen angreifen. So entstehen unter aeroben Bedingungen
Basenveranderungen wie z.B. Thyminglykole (Ward 1988). Durch weitere
Fragmentierung des Rings entstehen Verbindungen wie Methylartonylurea,
5-Hyroxyhydrantoin, N-formamidoharnstoff und Harnstoff (Teoule 1987). Unter
anaeroben Bedingungen fihren Verdnderungen zu den Produkten 5- Hydroxythymin

und 6-Hydoxy-5,6-dihydrothymine (Breimer et al. 1985; Friedberg et al. 2007).

Verschiedene Basenmodifikationen finden sich an Purinen (Friedberg et al. 2007).
Purinreste konnen zyklieren. Produkte wie z.B. 8,5°cyclodeoxyguanosin oder
8,5 cyclodeoxyanenosin deformieren die normale Doppelhelixstruktur der DNA (Cadet

et al. 1985; Dizdaroglu et al. 1987).



Beispiele fiir durch ionisierende Strahlung verursachte Basenverdnderungen sind in

Abbildung 1-2 dargestellt.
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Abbildung 1-2: Typische Reaktionsprodukte nach Einwirken von ionisierender Strahlung auf DNA-Basen (nach

Friedberg et al., 2007)

Durch lonisierende Strahlung kann es zur Ausbildung von Dimeren zwischen Basen wie

z.B Thymidin-Dimeren kommen, was die DNS-Synthese beeintrachtigt und im

schlimmsten Fall das Absterben der Zelle bewirken kann (SETLOW et al. 1963;

Prakash et al. 2002).
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Wenn Hydroxylradikale mit den Zuckern der DNA reagieren kann es zu Strangbriichen
an der DNA kommen. Durch direkte lonisation oder Reaktion eines Hydroxylradikals
mit der Desoxyribose des Zucker-Phosphat-Riickrats der DNA kann es zur Entstehung
eines Desoxyribose-Radikals kommen (Breen et al. 1995). Uber vielfiltige
Mechanismen kann dieses Radikal zur Ausbildung eines Einzelstrangbruches fiihren

(Friedberg et al. 2007).

Ungefahr 20 % der Radikale welche mit der DNA reagieren, attackieren deren Zucker-
Phosphat-Rickrat. So verursacht 1 Gray Strahlung mit niedrigem LET (y- oder x-
Strahlung) in einer Zelle ca. 600-1.000 DNA-Einzelstrangbriiche und ca. 16-40 DNA-

Doppelstrangbriiche, verglichen mit 250 Thyminveranderungen (Ward 1988).

Locally multibly damaged sites (LMDS) sind Anhdufungen von Basenschdden und
Schaden des Zucker-Phosphat-Riickrats im Bereich weniger nm. Sie entstehen, wenn
eine groBe Menge Energie auf kleinen Raum abgegeben wird wobei es zu einer
Anhdufung von Hydroxylradikalen kommt. Die Radikale haben eine begrenzte
Reichweite und sind hochreaktiv, so dass es zu einer Anhdufung von Schaden im
Bereich weniger Basenpaare kommt (Friedberg et al. 2007). Die Wahrscheinlichkeit flr
das Auftreten von LMDS erhoht sich mit der Dosis und dem LET der Strahlung
(Holley et al. 1996; Rydberg 1996). Dabei ist die Dosis definiert als absorbierte Energie

pro Masse und wird in der Einheit Gray (Gy) angegeben.

Doppelstrangbriiche sind ein Beispiel fir diese Art von Schaden (Hutchinson 1985;
lliakis 1991). Sie entstehen, wenn das Zucker-Phosphat-Riickrat beider Strange durch
direkte lonisation oder der Einwirkung von Hydroxylradikale im Bereich von etwa 10 bp
geschadigt wird. Da die meisten Strangbriiche untypische Enden aufweisen kénnen sie
nicht durch einen einfachen Ligationsschritt repariert werden. Im Bereich der Enden
finden sich weitere DNA-Schaden. Haufig fehlt die OH Gruppe am 3’Ende,
Phosphatgruppen oder Basen (Obe et al. 1992; Goodhead 1994).

Da die genaue Morphologie von LMDS nicht genau definiert ist, stellt die Reparatur
dieser “komplexen Schaden” ein weit grofleres Problem dar als die Reparatur isolierter

Schaden (lliakis 1991).
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1.2.4 Reparatur von Doppelstrangbriichen (DSB)

Fiir die unterschiedlichen Schaden an der DNA existieren zahlreiche Reparatursysteme,

um die Integritat des Genoms zu gewahren (Friedberg 1995).

Im Rahmen dieser Arbeit soll die Reparatur von Doppelstrangbriichen (DSB) an der

DNA genauer betrachtet werden.

DSB werden in der Natur bei verschiedenen Prozessen wie der Rekombination
wahrend der Meiose, der VDJ-Rekombination zur Herstellung von T-Zell-Rezeptor- und
Immunglobulingenen,  gezielt  gebildet. Durch  standige  Aktivitat  der
Reparaturmechanismen auf niedriger Stufe stellen diese DSB kein Problem fiir die Zelle

dar (Shiloh 2003).

Demgegeniiber stehen DSB durch schadigende Agentien. Sie gehoren zu der Gruppe
schwerster Schaden an der DNA. Ohne weitere Reparatur kommt es zum Zelltod
(Valerie et al. 2003). Fehlerhafte Reparaturen konnen die Entstehung chromosomaler
Translokationen und genomischer Instabilitat bedingen, was zur Entartung der Zellen

fiihren kann (Elliott et al. 2002; Thompson et al. 2002).

Durch das Auftreten von DSB werden Signal-Transduktions-Kaskaden aktiviert
(s. Abbildung 1-3). Sensoren erkennen den Schaden an der DNA und tbermitteln ihre
Information an Transducer-Proteine. Diese verstdrken das Signal und leiten es weiter
an Effektor-Proteine, die verschiedene Schadensantworten aktivieren konnen. Bei
irreparablen Schiaden kommt es zur Apoptose der Zelle. Verschiedene
Reparaturmechanismen konnen aktiviert werden. Durch einen Zellzyklusarrest
verlangert sich die Zeit fiir eine Reparatur der DSB (Zhou et al. 2000; Khanna et al.
2001; Shiloh 2003).

Die zwei Hauptmechanismen bei der Reparatur der DSB sind die Homologe
Rekombination (HJ) und das Nicht-homologe Endjoining (NHEJ) (s. Abbildung 1-4)
(Haber 2000; Karran 2000; van Gent et al. 2001).
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Abbildung 1-3: Schematische Darstellung der DSB-Schadensantwort. DSB werden von Sensor-Proteinen
erkannt. Uber eine Signalkaskade von Tranducer-Proteinen wird das Signal verstérkt und an die Effektor-
Proteine weitergeleitet, welche einen Zellzyklus-Arrest, die DSB-Reparatur oder die Apoptose,

aktivieren. (aus: Khanna und Jackson 2001)

1.2.4.1 Homologe Rekombination (HR)

Die Reparatur von DSB mittels HR erfolgt mit Hilfe homologer DNA Sequenzen. Dabei
dient entweder das intakte Schwesterchromatid oder das homologe Chromosom als

Matrize. DSB werden weitestgehend fehlerfrei repariert.

In Prokaryoten und niedrigen Eukaryoten stellt die HR den Hauptreparatur-
mechanismus dar und findet in allen Zellzyklusphasen statt (Dudas et al. 2004). In
hoheren Eukaryoten zeigt HR die hochste Aktivitat in der S- und G2-Phase
(Valerie et al. 2003).

Wichtig fiir den Prozess der HR sind die Rad52 Gruppen-Gene (Rad50, Rad51, Rad52,
Rad54, Rdh54/Tid1, Rad55, Rad57, Rad59, Mrell, und Xrs (Nbs)) (Symington 2002).
Der initiale Schritt ist die nukleolytische Prozessierung der Bruchenden, durch welche
einzelstrangige 3’Uberhinge entstehen. Fiir die Erkennung der Bruchenden wird der
MRN Komplex bestehend aus Mrel1, Rad50 und Nbs1 benétigt (Constanzo et al. 2001;
Krogh et al. 2004; Shrivastav et al. 2008). An das 3’Ende bindet das Einzelstrang-
Bindeprotein RPA, welches durch Rad51 in einer Reaktion ersetzt wird, die durch

Rad52, Rad55 und Rad57 vermittelt wird (Sung et al. 2003; Shivji et al. 2004;
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Shrivastav et al. 2008). Es kommt zur Invasion des Rad51 Nukleoprotein-Filaments in
den homologen DNA-Bereich (West 2003). Durch Neusynthese anhand der homologen
Matrize wird das 3’Ende durch die DNA-Polymerase verlangert. Nach Ligation der
Enden durch die DNA-Ligase kommt es zur Auflésung der Doppel-Holliday-Struktur,

wobei Crossovers auftreten konnen.

Fur diesen letzten Schritt existieren noch weitere Variationen im Prozess der HR. Beim
synthesis-dependent strand annealing (SDSA) bindet das eingewanderte Filament nach
der Elongation den nicht eingewanderten Uberhang an der gegeniiberliegenden Seite
des DSB (Shrivastav et al. 2008). Bei DSB in nahe beieinanderliegenden repetitiven
Sequenzen kann die Reparatur durch single-strand annealing (SSA) erfolgen. Dabei
konnen sich die DSB-Enden nach Resektion anhand der repetitiven Sequenzen paaren.
Die Ligation der Bruchenden findet unter Verlust genetischer Information statt. Wenn
ein DSB nur ein Ende aufweist kommt es zur Bruch-induzierten Replikation (BIR)

(Paques et al. 1999; Haber 2000; Sung et al. 2006).

Defekte in Proteinen, die fiir den regularen Ablauf der HR bendtigt werden, sind haufig
embryonal letal. Zellen mit nicht-letalen Defekten zeigen chromosomale Instabilitat
und die betroffenen Organismen eine erhdhte Krebsdisposition. Dies zeigt, dass HR
auch in Sdugerzellen eine wichtige Rolle bei der chromosomalen Stabilitat spielt

(Valerie et al. 2003).

1.2.4.2 Nicht-homologes End-joining (NHEJ)

In hoheren Eukaryoten ist das NHEJ der vorherrschende Reparaturmechanismus. Es
findet im Zellzyklus in allen Stadien statt und ist in der GO/G1-Phase der einzige
Reparaturweg (Haber 2000; van Gent et al. 2001; Lieber 2008).

Das Prinzip des NHEJ ist die direkte Verkniipfung der Bruchenden fiir die keine

homologen Sequenzen benétigt werden.

Das NHEJ ist selten fehlerfrei. Mikrodeletionen und Fehlverkniipfungen an den

Bruchstellen kénnen vorkommen (Jackson 2002; Sonoda et al. 2006).

An die Bruchenden bindet zundchst das Ku-Heterodimer bestehend aus Ku70 und
Ku80. Dieses besitzt die Fahigkeit mit den verschiedenen fiir das NHEJ bendtigten

Enzymsystemen zu interagieren. Dazu gehoren eine Nuklease (Artemis-DNA-PK),
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Polymerasen (1 oder A) und eine Ligase (XLF/XRCC4/DNA Ligase IV) (Lieber 2008).

Artemis und die katalytische Untereinheit der DNA-abhdngigen Proteinkinase (DNA-
PK.) liegen als Komplex in Zellen vor (Ma et al. 2002) und binden an die Ku
gebundenen DNA-Enden. Durch die Bindung wird die Serin/Threonin-Kinaseaktivitat
der DNA-PK. aktiviert (Hammarsten et al. 2000). Diese Aktivierung fiihrt zur
Autophosphorylierung der DNA-PK.s (Ma et al. 2002; Meek et al. 2004) wodurch die
Zuganglichkeit an DNA-Enden erleichtert wird. DNA-PK. phosphoryliert weitere
Reparaturproteine wie den Ligasenkomplex der rekrutiert wird und Artemis. Dadurch
funktioniert Artemis als 5’- oder 3’ Endonuklease und wird fiir die Prozessierung an
DSBs-Enden bendtigt, die durch ihre Komplexitdt nicht ligiert werden koénnen
(Burma et al. 2006; Jovanovic et al. 2006; Niewolik et al. 2006; Uematsu et al. 2007;
Lieber 2008). u, A Polymerasen und die terminale Deoxynukleotidyltransferase (TdT)
helfen bei der Reparatur durch NHEJ u.a. durch Uberbriickung der Liicken zwischen
den DNA Enden. Die Bruchenden werden durch die Ligase IV ligiert. Diese bildet einen

Komplex mit XRCC4 und XRF welche zur Effizienz der Ligase beitragen (Lieber 2008).
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Abbildung 1-4: Vergleich der beiden Wege der DSB-Reparatur. NHEJ verbindet die beiden Bruchenden
direkt, fiihrt aber im Allgemeinen zu kleinen Deletionen. NHEJ erfordert das DNA-Enden-bindende
Protein Ku, welches die DNA-PKCS rekrutiert. Anschliefend wird Xrcc4 zusammen mit der DNA-Ligase IV
rekrutiert. Der Rad50-Mrel1-Nbs1-Komplex, der eine Helikasen- und eine Exonukleasenaktivitat besitzt,
hat moglicherweise ebenfalls eine Funktion beim NHEJ, besonders wenn die DNA-Bruchenden vor der
Ligierung prozessiert werden missen. Homologe Rekombination (HR) erfordert Rad52, ein DNA-
Enden-bindendes Protein, und Rad51, welches Filamente um den entwundenen DNA-Strang bildet, um
die Stranginvasion zu ermoglichen. Das gebrochene 3‘-Ende infiltriert einen homologen
DNA-Doppelstrang und wird mittels DNA-Polymerase erweitert. In meiotischen Zellen werden die Enden
durch die DNA-Ligase | ligiert und die verwundenen DNA-Strange (Holliday-Strukturen) werden entzerrt.

Dies fuhrt entweder zu Crossing over- oder zu nicht Crossing over-Genprodukten (Khanna et al. 2001).

1.2.4.3 Schadenstoleranz
Neben DNA-Reparatur, Apoptose und Zellzyklusarrest stellt die Schadenstoleranz

einen weiteren Mechanismus dar mit dem die Zelle auf DSB reagiert.

Einige DNA-L3sionen persistieren bis zur Replikation des Genoms. Faktoren die zur

Persistenz fiihren sind: a) ein hoher Grad an Schaden; b) schlecht reparierte Schaden;
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c) uneffizient reparierte genomische Regionen und d) DNA-Schdaden wahrend der S-
Phase des Zellzyklus. Um die Replikation trotz dieser Schiaden zu gewahren haben
Zellen die Fahigkeit zur Schadenstoleranz entwickelt. Dieser liegen zwei
Hauptmechanismen zugrunde: 1.) template switching und 2.) lesion bypass (Wang
2001). Erst genannter wird auch als “postreplication repair” bezeichnet
(Prakash 1981) und urspriinglich von Higgins et al. als Mechanismus in Sdugetierzellen
benannt (Higgins et al. 1976). Die Synthese der dsDNA wird durch eine Ldsion an einem
der Matrizenstrange, bei ungestorter Synthese am ungeschadigten Matrizenstrang,
blockiert. Der neu synthetisierte Tochterstrang wird als Matrize verwendet und so die
Lasion umgangen (Wang 2001). Da die geschadigte Region als Matrize vermieden wird
ist dieser Weg fehlerfrei. Genaue Details des Mechanismus in Eukaryoten sind
allerdings noch nicht verstanden (Michel et al. 2001; McGlynn et al. 2002; Cox 2002;
Ulrich 2007).

Der zweite mogliche Mechanismus benutzt direkt die geschadigte DNA als Matrize.
Dabei sind zwei Schritte zu unterscheiden: 1.) Die Einfigung des Nukleotids gegenliber
der Lasion (Translasionssynthese) gefolgt von 2.) Der Ausdehnung der DNA Synthese
(Wang 2001). Unselektive DNA-Polymerasen der Pol-Y Familie tolerieren dabei
abnormal verdanderte Strukturen der Matrizenstrange und kdnnen an DNA-L3sionen
vorbei synthetisieren (Shcherbakova et al. 2006). Diese Polymerasen arbeiten mit
reduzierter Genauigkeit an geschadigten und ungeschadigten Matrizenstrangen. Die
Translasionssynthese ist dadurch fehleranfallig und die meisten Mutationen durch
schadigende Agentien kommen nicht durch den Schaden selbst sondern durch die

Aktivitat der DNA-Polymerase zustande (Pages et al. 2002).

Die Translasionssynthese kann wenn sie fehlerfrei ist die Mutagenese von Zellen
vermeiden. Werden inkorrekte Nukleotide gegenlber der DNA-L3sion eingebracht

kann sie ein Mutationen erzeugender Mechanismus sein (Wang 2001).

1.2.5 DNA-Schaden und Chromatinstruktur

Die Unterbringung der zwei Meter langen DNA in dem 10 um grofRen Zellkern wird

durch die Organisation der DNA in Chromatin ermdoglicht.
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Nukleosomen stellen die kleinste Untereinheit innerhalb der Chromatinstruktur dar.
Sie bestehen aus einem 100 kDa grofRen Oktamer aus jeweils zwei Kopien vier
verschiedener Histonproteinen um die sich die DNA in zwei superhelikalen
lingsgangigen Schleifen von 147 Basenpaaren Lange wickelt. Die einzelnen
Nukleosomen sind durch Verbindungs-DNA (“linker-DNA”) variabler Lange (20-80 bp)

miteinander verknipft.

Das Ergebnis ist die Organisation der 6,4 x 10° bp einer menschlichen diploiden Zelle in

Uber 30 Millionen Nukleosomen (Hansen 2002; Luger 2003; Kinner et al. 2008).

Zu den vier Histonen die das Histon Oktamer bilden zdhlen H2A, H2B, H3 und H4. Das
Verbindungshiston gehort zur Histonfamilie H1 (Kornberg 1974; Luger et al. 1997;
Richmond et al. 2003).

Diese niedrigste Stufe der Verpackung wird oft als Perlenkette beschrieben (Foster et
al. 2005). Die weitere Chromatinverdichtung und nukleare Organisation (Cremer et al.
2001) wird durch weitere Proteine und die Interaktion der N-terminalen Enden der
Kernhistone benachbarter Nukleosomen vermittelt und fihrt zur Bildung einer Faser
von 30 nm Durchmesser. Weitere Verpackungsschritte fiihren zu der am dichtesten
gepackten Konformation, dem Metaphasen Chromosom und sind noch wenig

verstanden (Tremethick 2007; Kinner et al. 2008).

Die “Verpackung” der DNA in Chromatin erschwert samtliche DNA-abhangige Prozesse
wie die Transkription, Replikation, Rekombination und DNA-Reparatur. Daher haben
Zellen Mechanismen entwickelt die die Chromatinstruktur verdndern und den Zugriff

auf die DNA regulieren kdonnen:

1.) ATP-abhdngiges “chromatin remodeling”, 2.) Einflgung von Histonvarianten in
Nukleosomen und 3.) Kovalente Veranderung von Histonen (Altaf et al. 2007; Ismail et
al. 2008). Zu den kovalenten Verdnderungen zdhlen die Phosphorylierung,
Acetylierung, Methylierung, Sumoylierung, Poly-(ADP-ribosyl-)ierung, Mono- und
Polyubiqui-tylierung von Kernhistonen. Die Modifikationen kénnen Ladungen der
Histone verandern und die Fahigkeit zur effektiven Kondensation der DNA
beeinflussen. Weiterhin konnen Chromatin-assoziierte Proteine neue Bindungen

eingehen bzw. diese |6sen (Peterson et al. 2004; Foster et al. 2005).
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Ein Beispiel ist die Phosphorylierung des Histons H2AX in der Umgebung von DSB nach
Einwirkung ionisierender Strahlung (Rogakou et al. 1998; Rogakou et al. 1999;
Sedelnikova et al. 2002). Insgesamt existieren drei Varianten der H2A Familie in
eukaryotischen Zellen: H2A1-H2A2, H2AX und H2AZ (West et al. 1980; Redon et al.
2002). H2AX (Mannironi et al. 1989) ist gleichmaRig im Chromatin verteilt und bildet
2-25 % des gesamten H2A Bestandes, abhangig von der Zelllinie und dem Gewebe in
dem es betrachtet wird. Am C-terminalen Ende besitzt H2AX ein fiir die H2A Familie
einzigartiges konserviertes Ser-GIn-Glu (SQE) Motiv. Diese Sequenz ist Angriffspunkt
posttranslationaler Modifikationen. Als Antwort auf Schaden an der DNA wird H2AX an
Serin 139 phosphoryliert (Rogakou et al. 1998; Rogakou et al. 1999; Ismail et al. 2008).
Diese Modifikation ist eine der Wenigen, die am C-terminalen Ende der Histone
stattfindet, da sich die meisten Histonverdnderungen am Aminoende finden
(Kinner et al. 2008). Vermittelt wird die Phosphorylierung durch die
Phosphatidylinositol 3-kinase-dhnliche Familie der Proteinkinasen (PIKKs), die am SQE
Motiv angreifen. Zu den drei Hauptvertretern dieser PIKKs zdhlen ATM (ataxia
teleangiectasia mutated), ATR (ATM and Rad3-related) und DNA-PKcs (DNA-dependent
protein kinase) wobei jede einzelne dieser Kinasen ihre Funktion auch bei genetischer
Beeintrachtigung der Anderen ausfiihren kann. Viele Aspekte des Zusammenspiels
dieser Kinasen und der Phosphorylierung von H2AX sind bis heute noch nicht geklart.
Jedoch kann angenommen werden, dass bei Schiaden durch ionisierende Strahlung
ATM die fihrende Kinase darstellt (Paull et al. 2000; Burma et al. 2001;
Stiff et al. 2004).

Die phosphorylierte Form von H2AX wird, wie auch in der Literatur beschrieben, im
Weiteren als y-H2AX bezeichnet. In anderen Veroffentlichungen werden die
Bezeichnungen H2AXS139ph oder phopho-H2AX verwendet (Rogakou et al. 2000;
Ward et al. 2001; Foster et al. 2005).
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y-H2AX kann innerhalb weniger Minuten nach Einwirkung ionisierender Strahlung in
Zellen nachgewiesen werden (Rothkamm et al. 2003a). Die Phosphorylierungen
erreichen nach ca. 30 Minuten ein Maximum. Sie finden sich dabei nicht nur in enger
Nachbarschaft zu DSB sondern breiten sich radial aus. In Sdugerzellen werden pro DSB
0,03 % der H2AX-Molekiile phosphoryliert. Die Ausbreitung der Phosphorylierungen
reicht bis zu einer Chromatinregion, die mehrere Megabasen vom DSB entfernt liegt
und etwa 2000 y-H2AX Molekiile einschlieBt wobei nicht jedes H2AX Molekil
modifiziert wird (Rogakou et al. 1998; Rogakou et al. 1999; Pilch et al. 2003; Kinner et
al. 2008).

Die Modifikationen des Chromatins haben dabei, im Vergleich zu den wenigen
geschadigten Basenpaaren initial, die Funktion als ,Signalverstarkung”. Sie dienen als
Vorbereitungsplattform fiir sich anschlieRende Reparaturprozesse (Fernandez-
Capetillo et al. 2002). Mit einem Phospho-spezifischen anti-y-H2AX Antikoérper lasst
sich die massive Phosphorylierung von H2AX im Chromatin um den DSB als nukledrer
Foci darstellen (Rogakou et al. 1999; Fernandez-Capetillo et al. 2003). Ein Foci

entspricht dabei einem DSB (Sedelnikova et al. 2002).

Viele Komponenten der DNA-Schadensantwort wie ATM, BRCA1, 53BP1, MDC1, RAD51
und der MRE11/RAD50/NBS1 (MRN) Komplex bilden Foci aus (ionizing radiation

induced foci = IRIF), die kolokalisiert von y-H2AX-Foci zu finden sind.

Zwar sind die genauen Funktionen von H2AX noch nicht geklart, Versuche an H2AX-
knock out - Mausen zeigen jedoch vermehrt chromosomale Instabilitaten, DNA-
Reparaturfehler, Entwicklungsstérungen und méannliche Infertilitat. Diese Erkenntnisse
weisen darauf hin, dass H2AX ein wichtiger Faktor wahrend der DNA-Schadensantwort

sein muss (Celeste et al. 2002).

Ein diskutierter Erklarungsansatz ist die Hypothese, dass y-H2AX fiir die Rekrutierung
von Reparatur- und Signalproteinen bendétigt wird. Dafilir spricht: a) die schnelle
y-H2AX IRIF Formation, die der Ansammlung der Reparaturproteine in IRIF vorausgeht;
b) y-H2AX wird fir die Foci Bildung einiger Faktoren wie 53BP1, NBS1, BRCA1l and
MDC1 benétigt; c) y-H2AX interagiert direkt mit NBS1, 53BP1 and MDC1 (Fernandez-
Capetillo et al. 2003; Fernandez-Capetillo et al. 2004).
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Experimente zeigen, dass die initiale Rekrutierung von Reparaturfaktoren unabhangig
von H2AX ist (Celeste et al. 2003). Die Retention und anschlieRende Anhdufung der
Reparatur- und Signalproteine wird durch die direkte Interaktion zwischen H2AX und

Proteinen ebenso wie durch die H2AX bedingte Verdnderung des Chromatins

vermittelt.
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Abbildung 1-5: Modell der Rolle der H2AX-Phosphorylierung in der Chromatinkondensation nahe

DNA-Doppelstrangbriichen (Fernandez-Capetillo et al. 2004)

Weitere Funktionen sind die Fixierung der Bruchenden sowie das Lenken der

Reparatur in Richtung von NHEJ und HR (Fernandez-Capetillo et al. 2004).

Um Stabilitdt und Integritdt des Chromatins wiederherzustellen ist die De -
phosphorylierung von y-H2AX wichtig. Genaue Mechanismen sind noch nicht geklart.
Phosphatase 2A (PP2A) wurde als beteiligtes Enzym identifiziert. Moglich ist die direkte
Dephosphorylierung vor Ort ebenso wie das Ersetzen von y-H2AX mit H2AX, wobei
ersteres in hoheren Eukaryoten als dominierender Mechanismus angenommen wird
(Kinner et al. 2008). Die Abnahme der y-H2AX-Foci im Zellkern zeigt die Reparatur der

Strangbriiche Uber die Zeit.
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y-H2AX gilt heute als konsistenter und quantitativer Marker von DSB insbesondere

beim Vorhandensein einer geringen Anzahl an DSB (Rothkamm et al. 2003a).

1.2.6 Methoden zur Quantifizierung von DNA-Doppelstrangbriichen

Es gibt eine Reihe von Untersuchungen die Schaden an der DNA nachweisen kdénnen.
Zu den Methoden der Quantifizierung von DNA-DSB gehoren die
Pulsgelelektrophorese (Whitaker et al. 1991), der Comet Assay (Fairbairn et al. 1995;
Collins 2004) und die TUNEL Methode (Hewitson et al. 2006).

Diesen “klassischen” Methoden gemeinsam ist, dass die Grenze ab der die DSB sicher
vom Hintergrund abgegrenzt werden kdnnen in einem vergleichsweise hohen
Dosisbereich liegt, in welchem bereits um die 100 DSB pro Zellkern existieren. Der
Comet Assay ist zwar sensitiver gegenliber den Ubrigen Untersuchungen, bendtigt aber
trotzdem Strahlendosen um 1 Gy (Lobrich et al. 2006), was hoher ist als die Dosen, die
den meisten normalen Geweben wahrend der Radiotherapie zugefiihrt werden. Pro
Gray werden bereits ca. 30-40 DSB in der Zelle erzeugt (Ward 1988). Die genaue
Lokalisation des DSB im Zellkern ist mit diesen Untersuchungen nicht moglich

(Takahashi et al. 2005).

Durch die Studien von Rothkamm und Lébrich wurde eine neue Methode mit hdherer
Sensitivitat etabliert. DSB kdnnen mittels Immunfluoreszenz in einem Dosisbereich
unter 1 mGy quantifiziert werden. Durch Verwendung eines fluoreszierenden
Antikorpers gegen y-H2AX kénnen die Foci in der unmittelbaren Umgebung der DSB
sichtbar gemacht werden. Es konnte gezeigt werden, dass 1 Foci einem DSB entspricht
und die Anzahl der Foci linear mit dem DLP ansteigt (Rothkamm et al. 2003a; Lobrich
et al. 2006). Die Kinetik von Formation und Verschwinden der y-H2AX Foci deckt sich
mit der Induktion bzw. der Reparatur von DSB (Foster et al. 2005; Ismail et al. 2008).
Aufgrund der hohen Sensitivitdt, der genauen Lokalisation der DSB und der
Schnelligkeit des Versuches, hat sich beim Nachweis von DSB die
Immunfluoreszenzfarbung als Goldstandard etabliert und wird auch im Rahmen dieser

Arbeit als Methode verwendet (Fernandez-Capetillo et al. 2004).
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2. Zielsetzung

Jeder Mensch ist in seinem Leben einer gewissen Strahlendosis ausgesetzt. Zu den
Quellen natdrlicher Strahlung zahlen kosmische Strahlung aus dem Weltraum und der
Sonne, radioaktive Substanzen aus der Erde und innerhalb des menschlichen Kérpers.
Berufliche Strahlenexpositionen, Flugreisen, Exkursionen im Weltraum und
“radiologischer” Terrorismus betreffen einen weiteren Teil der Gesellschaft. Die

jahrliche effektive Dosis pro Kopf betragt 2,4 mSv.

Neben diesen zum Teil unvermeidlichen Strahlenexpositionen bilden diagnostische
Verfahren in der Medizin mit einem Anteil von ungefdhr 14 % den groRten vom
Menschen verursachten Anteil an ionisierender Strahlung weltweit. Die effektive Dosis
betragt durchschnittlich 0,4 mSv pro Jahr (UNSCEAR 2000; Gilbert 2001; Lobrich et al.
2005).

Zu den bedeutendsten diagnostischen und therapeutischen Verfahren zahlen die
Computertomographie (CT) und Angiographie (Fuchs et al. 2001). Die

Computertomographie tragt den grofSten Teil zur jahrlichen Gesamtdosis bei.

Die effektive Dosis des Patienten im Rahmen einer konventionellen Rontgenaufnahme
des Thorax betragt ungefahr 0,02 mSv. Die effektive Dosis einer Computertomographie
des Thorax bewegt sich in der GréBenordnung um 5-7 mSv (Haaga 2001; Nickoloff et
al. 2001; Martin 2008).

lonisierende Strahlung kann durch Schaden an der DNA zu Leukdmie und anderen
Krebserkrankungen flihren. DNA-Doppelstrangbriiche gehéren dabei zu den
bedeutendsten Schaden, die die Karzinogenese initiieren kénnen (Dianov et al. 2001;
Burma et al. 2004). Eine Studie von Amy Berrington de Gonzalez und Sarah Darby zeigt
das Risiko fir das Auftreten einer Krebserkrankung durch die Verwendung von
Rontgenstrahlung in 14 verschiedenen Landern. In Deutschland wird Rontgenstrahlung
fur 1,5 % des kumulativen Krebsrisikos der Patienten bis zu einem Alter von 75 Jahren
verantwortlich gemacht, was 2.049 Fillen pro Jahr entsprechen wiirde (Berrington de

Gonzalez et al. 2004; Herzog et al. 2004).

Solche Schatzungen des Krebsrisikos basieren vor allem auf epidemiologischen Studien
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von Bevdlkerungsgruppen, die besonders intensiver Strahlung ausgesetzt waren
beispielsweise Uberlebende des Atombombenabwurfes von Hiroshima und Nagasaki
(Mountford et al. 1992; Charles 2001). Die niedrigsten Strahlendosen, fiir die dabei
nachweislich von einem erhohten Krebsrisiko ausgegangen werden kann, liegen
zwischen 10 und 50 mGy (Brenner et al. 2003). Risikoschdtzungen auf Hohe von
diesem Level und darunter basieren auf linearen Explorationen existierender
Hochdosisdaten. (Berrington de Gonzalez et al. 2004; Brenner et al. 2004; Brenner
2004). Die Validitat der extrahierten Daten wird dabei durch radiobiologische
Phdnomene wie den Bystander effect, Hypersensitivitit gegeniiber niedrigen
Strahlendosen, verzogerte genomische Instabilitdt und induzierte DNA-Reparatur
anfechtbar (Lobrich et al. 2005). Versuche zeigen, dass DSB, die durch sehr geringe
Strahlendosen (1 mGy) in Fibroblasten erzeugt wurden, im Gegensatz zu denen
hoherer Dosen noch (iber Tage nachweisbar waren (Rothkamm et al. 2003a). Um
genaue Aussagen Uber DNA-Schdaden und Reparatur in niedrigen Dosisbereichen
machen zu kdnnen ist es deshalb notwendig eine Methode zu etablieren, die direkt die
Auswirkung ionisierender Strahlen auf die DNA messen kann. Durch die
Quantifizierung von y-H2AX-Foci mittels Immunfluoreszenzfiarbung konnte die
Nachweisgrenze von DNA-Doppelstrangbriichen nach Einwirken ionisierender
Strahlung von einigen Gray auf einige mGray gesenkt werden. In Studien wurde
gezeigt, dass dieses Verfahren in vivo bei Lymphozyten anwendbar ist und der Verlust
von y-H2AX-Foci mit der Reparatur der DSB korreliert (Rothkamm et al. 2003a; Lobrich
et al. 2005; Rothkamm et al. 2007; Geisel et al. 2008).

Dariiber hinaus bendtigen viele bildgebenden Verfahren den Einsatz jodhaltiger
Kontrastmittel. Uber die Nieren- und zytotoxischen Effekte von Kontrastmittel ist viel
bekannt (Norman et al. 1978; Thomsen et al. 2003; Haller et al. 2004; Joubert et al.
2005; Toprak 2007; Solomon 2007). Allerdings gibt es kaum Kenntnisse lber die
moglicherweise dosismodifizierende Wirkung dieser Substanzen (Grudzenski et al.
2009). Dennoch gibt es Annahmen darilber, dass durch die Verwendung von
jodhaltigen Kontrastmittel die Menge der Strahlenschdaden an der DNA erhéht wird
(Norman et al. 2001).
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Die Frage nach dem Einfluss auf die Induktion und Reparatur dieser Schaden ist ein
wichtiger Ansatz fiir zukinftige Forschungen und soll im Rahmen dieser Arbeit

untersucht werden.

Die Inhibition von Sdugerzellen durch ionisierende Strahlung kann durch Erwarmung
erheblich gesteigert werden. Dieser Effekt wird als Thermosensibilisierung bezeichnet
und wird fir die Behandlung von Krebserkrankungen ausgenutzt. In der klinischen
Anwendung werden hyperthermische Temperaturen zwischen 40 und 46 °C verwendet
(Dietzel 1983). Das Ausmal} dieses Effektes nimmt mit der Hohe der Temperatur und
der Dauer der Erwdarmung zu (Dikomey et al. 1991). Generell ist er abhdngig vom
Intervall zwischen Bestrahlung und Erwarmung (Raaphorst et al. 1999) sowie von der
Zellzyklusphase (Kim et al. 1976). Viele Arbeiten zeigen, dass Warmeeinwirkung allein
nur geringe DNA-Schaden induziert oder erhoht, dafiir aber deren Reparatur
beeinflusst (Dikomey 1982; Vilenchik 1989). Dies wurde fiir alle Arten von Schaden
gefunden u.a. auch fir DNA-Doppelstrangbriichen (Corry et al. 1977; Bowden et al.
1981; Kampinga et al. 1997). In jlingster Zeit wurden durch Hitze induzierte y-H2AX-
Foci beschrieben (Takahashi et al. 2004; Takahashi et al. 2010). Es wird angenommen,
dass durch Hitzeeinwirkung Doppelstrangbriiche durch die Bildung von Radikalen in
vivo (Hall et al. 1994; Bruskov et al. 2002) und durch Denaturierung hitzelabiler
Reparaturenzyme induziert werden (Takahashi et al. 2008). Andere Arbeiten zeigen
keinen Zusammenhang zwischen Warmeeinwirkung und der Induktion von DSB
(Kampinga et al. 2005; Wu et al. 2009). Obige Erkenntnisse, die eine wichtige Rolle in
der Strahlentherapie spielen, flihren zu der Frage ob auch im Bereich der
radiologischen Diagnostik, durch Modifikation der Temperatur wahrend der
Bestrahlung, die Induktion und anschlieBende Reparatur von DSB beeinflusst werden

kann.
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Im Rahmen dieser Arbeit sollte
1. die Immunfluoreszenzfarbung fiir y-H2AX im Labor etabliert werden,

2. die Menge der DNA-Doppelstrangbriiche in Lymphozyten bei verschiedenen

Strahlendosen quantifiziert werden,

3. eine Kinetik der Reparatur von DNA-Doppelstrangbriichen nach Bestrahlung in vitro

aufgestellt werden,

4. ein Vergleich der Anzahl an DNA-Doppelstrangbriichen zwischen den Versuchen mit

Kontrastmittel und den Versuchen ohne Kontrastmittel sowie

5. ein Vergleich der Menge an DNA-Doppelstrangbriichen und deren Reparatur bei

unterschiedlichen Temperaturen aufgestellt werden.
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3.1.1 Geradte

Gerat Typ Hersteller, Ort

Brutschrank Function Line Heraeus, Hanau,
Deutschland

Dosimeter Diados 11003-0178 PTW, Freiburg,
Deutschland

Feinwaage Kern 770 Kern, Deutschland

Fluoreszenzmikroskop mit CCD-

Axiovert 200 M inverted

Carl Zeiss Jena,

Kamera fluorescence microscope | Deutschland
Imaging Software Wasabi Hamamatsu, Hamamatsu
City, Japan

Mikroskop LH50A Olympus

Pipeteur Pipetusakku Hirschmann

Pipetten Pipetman P2, P20, P200, | Gilson, Middleton, USA
P1000

Rontgengerat Multix M, Siemens

Medical Solutions,

Erlangen, Deutschland

Schittlerwasserbad

GTL 1083

GFL, Deutschland

Software

Axiovision

Carl Zeiss Jena,
Deutschland
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Sterile Werkbank

Modell ET 130V/UV

Ehret, Emmerdingen,
Deutschland

Sterile Werkbank

Sicherheitswerkbank

Heraeus, Hanau,

HeraSafe Deutschland
Waage Kern EMP 220-1 Kern & Sohn GmbH,
Deutschland
Wasserbad Thermomix BU Braun, Melsungen,

Deutschland

Wasserentionisierungsanlage

Milli Q UF plus

Millipore, Belgrad

Wippe

Eigenbau der

Universitatswerkstatt

Werkstatt der
medizinischen
Forschungseinheiten,

Marburg, Deutschland

Zahlkammer

Neubauer Improved
Bright-Line

Marienfeld, Deutschland

Zentrifuge

Megafuge 1.0

Heraeus, Hanau,
Deutschland

3.1.2 Chemikalien

Chemikalie

Typ

Hersteller, Ort

Lymphozyten-

Trennmedium

LSM 1077

PAA, Colbe,
Deutschland

Methanol

100% Methanol, technisch

ACROS Organics, New
Jersey, USA

Mounting Medium

Fluorescent Mountin Medium

Dako, Hamburg,
Deutschland

Triton

TritonX 100

Roth, Karlsruhe,
Deutschland
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PBS:

137 mM NaCl

2,7 mM KCL

6,5 mM Na2HpO4

Roth, Karlsruhe,
Deutschland

Serum

FBS (Fetal Bovine Serum)

PAA, Colbe,
Deutschland

3.1.4 Antikorper und Fluoreszenzfarbstoffe

Antikorper/Farbstoff

Typ

Hersteller, Ort

Primarer Antikorper

Anti-phospho-Histone
H2A.X (Ser139), clone
JBW301

Millipore, Schwalbach/Ts.,

Deutschland

Sekundarer Antikorper

PF-488 Goat anti-Mouse
IgG conjugate

Promokine,Promocell,
Heidelberg, Deutschland

Zellkernfarbstoff DAPI

4,6-Diamidino-2-
phenylindole
Dihydrochloride

Sigma-Aldrich, Hamburg,
Deutschland

3.1.5 Blutentnahme

Material

Typ

Hersteller, Ort

Monovetten

S-Monovette 5,5 ml AH

Sarstedt, Nimbrecht,
Deutschland

Venenpunktionsbesteck

Multifly Set

Sarstedt, Nimbrecht,
Deutschland
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Material

Typ

Hersteller

Deckglaser

24 x 24 mm

Menzel, Braunschweig,
Deutschland

Einmalpipetten

Einmalpipette 1 ml, steril

Falcon, Heidelberg

Eppendorfgefall

Safe-Lock-2ml

Eppendorf, Hamburg

Falcon-Réhrchen

Cellstar, PP-Test Tubes,
50ml

Greiner-Bio-One,

Frickenhausen, Deutschland

Falcon-Réhrchen

Cellstar, PP-Test Tubes,
15ml

Greiner-Bio-One,

Frickenhausen, Deutschland

Kontrastmittel

Ultravist 370

Bayer Vital, Leverkusen,
Deutschland

Leucosep-Rohrchen

Leucosep®

Greiner-Bio-One,

Frickenhausen, Deutschland

Objekttrager

SuperFrost plus

Menzel, Braunschweig,
Deutschland

3.2 Methoden

3.2.1 Blutentnahme

Alle Blutentnahmen erfolgten von derselben 37-jahrigen mannlichen Testperson, um

die Vergleichbarkeit der Ergebnisse durch mogliche Variationen in Lymphozyten-

merkmalen nicht zu beeinflussen.

Alle Entnahmen wurde aus einer oberflachlichen Vene der oberen Extremitat mittels

eines Venofix Venenpunktionsbestecks vorgenommen. Fir jeden der geplanten

Zeitschritte sowie die Negativkontrolle wurden jeweils ca. 5 ml Blut entnommen. Die

Blutentnahme erfolgte in Monovetten mit Lithium-Heparin-Gel.
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3.2.2 Isolation der Lymphozyten

Alle Proben wurden unmittelbar nach Blutentnahme weiterbearbeitet. 5 ml Blut wurde
in einem 50 ml Falcon-Réhrchen mit 10 ml PBS verdiinnt. Nach Beflillen der Leucosep-
Rohrchen mit 15 ml Lymphozytentrennmedium und Zentrifugation fir 30 sec bei
1000 x g wurde das Blut-PBS-Gemisch auf das Leucosep - Rohrchen pipettiert. Es
folgte eine Zentrifugation bei 1.200 x g fir 20 min bei ausgeschalteter Bremse (Tripodi
et al. 1971). AnschlieBend wurden die Lymphozyten der Interphase abpipettiert und in
ein 15 ml Falcon-Réhrchen Uberfiihrt. Es folgten zwei Waschgange mit PBS bei 250 x g
fir 10 min bei eingeschalteter Bremse. Der Uberstand wurde abpipettiert und das

Pellet zundachst mit 10 ml, nach dem zweiten Waschgang mit 3 ml PBS resuspendiert.

Danach wurden die Proben bestrahlt.

3.2.3 Bestrahlung

Die isolierten Lymphozyten wurden mit 102 kVp - Rontgenstrahlung und der jeweiligen
Dosis von 20 mGy, 100 mGy, 200 mGy und 1000 mGy bestrahlt. Die Kontrollprobe

wurde nicht bestrahlt.

Die jeweiligen Strahlendosen wurden mit einem DIADOS Dosimeter tGberprift.

3.2.4 Fixierung der Lymphozyten

Im direkten Anschluss an die Bestrahlung der einzelnen Proben folgte ein 3.

Waschgang mit PBS bei 250 x g fir jeweils 10 min bei eingeschalteter Bremse.

Fiir die Auszdhlung der Lymphozyten wurde vor der letzten Waschung 10 pl
entnommen und die Zellen unter dem Mikroskop mit der Zahlkammer ausgezahlt.
Daraus berechnete sich die Gesamtzellzahl (Gezdhlte Zellen x 10 000 x 3) und die

Menge an PBS um in 5 ul eine Zellzahl von 50 000 zu erreichen.
x ul / Gesamtzellzahl = 5 ul/ 50 000 Zellen

x il =5 pl/ 50 000 Zellen x Gesamtzellzahl
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AnschlieRend wurde das Pellet mit der ausgerechneten Menge PBS resuspendiert. Zur
Darstellung der Reparatureffekte iber die Zeit wurden die Proben sofort, 30 min, 1 h
und 24 h nach Bestrahlung fixiert. Dafiir wurde ein ca. 5 pl Tropfen in die Mitte eines
Objekttragers aufgetragen und fiir 10 min luftgetrocknet. AnschlieRend erfolgte die
Fixation der Lymphozyten fir 30 min in 100 % Methanol bei - 20 °C.

Alle Arbeiten fanden unter einer sterilen Werkbank statt.

3.2.5 Immunfluoreszenzfarbung

Zunachst wurden die Zellen bei Raumtemperatur fir 30 min in PBS mit 0,5 % Triton X
100 gewaschen. AnschlieBend wurden die Zellen in 0,5 % Triton X 100 PBS fiir 30
Minuten permeabilisiert und in 0,5 % Triton X 100 PBS mit 10 % Fetal Bovine Serum

(FBS) Uber Nacht bei 4 °C geblockt.

Am ndchsten Morgen wurden die Zellen mit 40 ul des primaren Antikorpers in einer
1 : 200 Verdinnung in 0,5 % Triton X 100 PBS fiir eine Stunde bei Raumtemperatur
inkubiert und anschlieRend 3 x 10 min in PBS mit 1 % FBS und 0,5 % Triton X 100
gewaschen. Dann wurde mit 40 ul des 1 : 200 verdiinnten sekunddren Antikorpers fir
1 h bei Dunkelheit inkubiert und anschlieRend die Zellen 3 x 10 min in PBS mit 1 % FBS
und 0,5 % Triton X 100 gewaschen. Zur Zellkernfarbung wurde 40 pl 1 : 2.000 in PBS
verdiinntes 4,6-Diamidino-2-phenylindol fir 5 min auf die Zellen gegeben. Es folgten 2
Waschgdnge fir 5 min mit PBS. Die Zellen wurden nun mit Fluorescent Mounting
Medium auf SuperFrost plus - Objekttragern eingedeckelt und mindestens 4 h im

Kihlschrank getrocknet (Rothkamm et al. 2003; Widel et al. 2003).

3.2.6 Mikroskopische Auswertung

Die Auswertung erfolgte mit einem Axiovert 200 M inverted Fluoreszenzmikroskop mit
CCD-Kamera. Fur die quantitative Analyse wurden die Foci bei 630-facher Ver-
groBerung ausgezahlt. Granulozyten und Monozyten wurden anhand morphologischer

Kriterien identifiziert und nicht in die Auswertung mit einbezogen.
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Flr jeden Zeitschritt wurden zwei Bereiche auf zwei separaten Deckglasern mit jeweils
mindestens 40 Zellen und 40 Foci ausgewertet (Rothkamm et al. 2003; Widel et al.
2003).

3.2.7 Statistische Analyse

Fiir die statistische Auswertung wurden die Mittelwerte aus den einzelnen Messungen

der 6 Versuche fiir jede Dosisgruppe berechnet.

Statistische Unterschiede zwischen den Proben mit und ohne Kontrastmittelgabe
sowie den Proben unterschiedlicher Temperaturen, wurden mit Hilfe eines T-Testes
gemessen. Die Unterschiede wurden als statistisch signifikant gemessen wenn der p-
Wert kleiner als 0,05 betrug. Fir alle statistischen Berechnungen wurde Microsoft Exel

(2000) verwendet.

3.3 Versuchsaufbau

Um den Einfluss verschiedener Faktoren auf die Entstehung und den Verlauf der
v-H2AX bei Strahleneinwirkung zu untersuchen, wurden die einzelnen Experimente je

nach Fragestellungen entsprechend modifiziert.

Daraus ergaben sich 6 unterschiedliche Versuchsaufbaue. Jeder Versuch wurde 4 mal

wiederholt, um Fehler durch mogliche Ausreiller gering zu halten.

3.3.1 Zeitplan und Bestrahlungsdosen der Untersuchungen

Um Aussagen uber die Korrelation von Strahlendosis und der Induktion der y-H2AX
treffen zu kénnen wurden die Lymphozyten pro Versuchsreihe mit 20 mGy, 100 mGy,
200 mGy und 1000 mGy bestrahlt. Zusatzlich wurde eine Kontrolle unbestrahlt

belassen.



33

Um das Reparaturverhalten der DSB Uber die Zeit zu priifen wurden die Lymphozyten

nach Bestrahlung in festgelegten Zeitabschnitten fixiert:
- sofort nach Bestrahlung

- 30 min nach Bestrahlung

- 1 h nach Bestrahlung

- 2 h nach Bestrahlung

- 24 h nach Bestrahlung

3.3.2 Variation der Umgebungstemperatur

Ein weiterer Ansatz dieser Arbeit soll zeigen ob die Variation der
Umgebungstemperatur Einfluss auf die Entstehung und auf das Reparaturverhalten

der y-H2AX hat. Dies wurde an 3 unterschiedlichen Temperaturen geprift:

Zunachst wurde der Versuch mit beschriebener Methode bei Raumtemperatur

durchgeflhrt.

Der 2. Versuchsaufbau fand bei 4 °C statt. Dabei wurden die Lymphozyten bis zur

Fixation auf Eis gelegt .

Beim 3. Versuchsaufbau wurden die Lymphozyten im 37 ° C warmen Wasserbad bis zur

Fixierung gelagert. Fir die 24 h Kontrolle fand die Aufbewahrung im Brutschrank statt.

3.3.3 Kontrastmittel

Zur Klarung eines moglichen Einflusses von jodiertem Kontrastmittel auf die Formation

und Kinetik der DSB, wurden alle Versuche mit und ohne Kontrastmittel durchgefiihrt.

Den Proben wurde zur Simulation der Konzentration an Kontrastmittel wahrend CT-

Untersuchungen vor der Bestrahlung 10 % Kontrastmittel beigefiigt.
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4. Ergebnisse

4.1 Formation und Kinetik der y-H2AX-Foci

Im Rahmen dieser Arbeit wurde zur Quantifizierung von DNA-Doppelstrangbriichen die

Darstellung der y-H2AX-Foci durch Immunfluoreszenz gewahlt.

Dabei wurden bei verschiedenen Strahlendosen und unterschiedlichem Versuchs-
aufbau die Zahl der induzierten y-H2AX-Foci direkt, 30 min, 1 h, 2 h und 24 h nach

Bestrahlung ausgezahlt.

4.1.1 y-H2AX-Foci nach in vitro Bestrahlung von humanen Lymphozyten

bei 4 °C mit Kontrastmittelgabe

Bei einer Versuchstemperatur von 4 °C wurden die y-H2AX-Foci nach Bestrahlung mit

unterschiedlichen Strahlendosen zu den 5 verschiedenen Zeitpunkten ausgezahlt.

Die Focizahl zeigte dabei einen linearen Anstieg mit Erhéhung der Dosis und senkte

sich in allen Proben bis zur letzten Auszahlung nach 24 h ab.

In der Kinetik der y-H2AX-Foci fanden sich leichte Unterschiede zwischen den
einzelnen Strahlendosen: Nach Bestrahlung mit 20 mGy und 100 mGy zeigte sich ein
anfanglicher Dosisanstieg bis 1 h nach Bestrahlung um dann konstant abzufallen.
Hohere Strahlendosen zeigten diesen Abfall sofort im Anschluss an den initialen

Dosisanstieg.

Fir alle Strahlendosen fanden sich nach 24 h im Vergleich zur Negativkontrolle noch

immer erhohte Werte (s. Tabelle und Abbildung 4-1).



Tabelle 4-1: Tabellarische Ergebnisiibersicht nach Bestrahlung: 4 °C mit Kontrastmittel

20 mGy 100 mGy 200 mGy 1000 mGy
T1 0,72 2,05 4,37 9,31
T2 0,95 2,63 4,06 7,14
T3 1,04 3,43 4,58 6,59
T4 0,95 2,15 3,16 5,32
T5 0,86 1,85 2,14 3,50
Negativkontrolle: 0,28

Jeder Messwert ist der Mittelwert der vier unabhdngigen Zahlungen mit jeweils

mindestens 40 Zellen und 40 Foci.

Abbildung 4-1: Kinetik der y-H2AX-Foci pro Zelle nach applizierter Rontgenstrahlung in humanen Lymphozyten bei
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4 °C und Kontrastmittelgabe. Jeder Balken ist der Mittelwert aus vier unabhangigen Zahlungen mit jeweils mindestens

40 Zellen und 40 Foci.
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4.1.2 y-H2AX-Foci nach in vitro Bestrahlung von humanen Lymphozyten

bei 4 °C ohne Kontrastmittelgabe

Fir die Bestrahlung der Lymphozyten bei 4 °C ohne Kontrastmittelgabe zeigten die
Ergebnisse einen linearen Anstieg der Focizahl bei allen Strahlendosen sowie einen

anschliefenden Abfall bis zur letzten Auszahlung nach 24 h.

Es ergab sich ein Anstieg der ausgezahlten y-H2AX-Foci bis 30 min nach Bestrahlung
und anschliefend kontinuierlichem Abfall bei Strahlendosen bis einschlieBlich 200
mGy. Bei Bestrahlung mit 1000 mGy fand sich dieser Abfall direkt im Anschluss an den

initialen Anstieg.

Zum Zeitpunkt T5 war die Anzahl der Foci bei allen Strahlendosen im Vergleich zur

Negativkontrolle noch immer hoher (s. Tabelle und Abbildung 4-2).

Tabelle 4-2: Tabellarische Ergebnisiibersicht nach Bestrahlung: 4 °C ohne Kontrastmittel

20 mGy 100 mGy 200 mGy 1000 mGy
T1 0,75 1,71 2,59 6,67
T2 0,95 2,12 2,81 6,30
T3 0,34 1,43 2,46 5,08
T4 0,71 1,65 2,29 4,35
T5 0,62 1,52 2,08 4,19
Negativkontrolle: 0,35

Jeder Messwert ist der Mittelwert der vier unabhdngigen Zahlungen mit jeweils

mindestens 40 Zellen und 40 Foci.
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Abbildung 4-2: Kinetik der y-H2AX-Foci pro Zelle nach applizierter Rontgenstrahlung in humanen Lymphozyten bei
4 °C ohne Kontrastmittelgabe. Jeder Balken ist der Mittelwert aus vier unabhangigen Zahlungen mit jeweils

mindestens 40 Zellen und 40 Foci.

4.1.3 y-H2AX-Foci nach in vitro Bestrahlung von humanen Lymphozyten

bei Raumtemperatur mit Kontrastmittelgabe

Nach Bestrahlung der Lymphozyten bei Raumtemperatur und der Gabe von
Kontrastmittel zeigte sich mit steigender Strahlendosis ein linearer Anstieg der

Focizahl.

Nach initialem Anstieg bis 30 min nach Bestrahlung fiir Dosen bis einschlieBlich 200
mGy, zeigten die Focizahlen einen kontinuierlichen Abfall. Im Gegensatz dazu zeigte
sich bei 1000 mGy nach initialem Anstieg bereits zur Messung nach 30 min ein

kontinuierlicher Abfall der Focizahl.

Nur fir die Bestrahlung mit 20 mGy wurden dabei nach 24 h anndhernd mit der
Negativkontrolle vergleichbare Werte erreicht. Fiir alle anderen Strahlendosen wurden

noch immer erhohte Focilevel ausgezahlt (s. Tabelle und Abbildung 4-3).
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Tabelle 4-3: Tabellarische Ergebnisiibersicht nach Bestrahlung: Raumtemperatur mit

Kontrastmittel

20 mGy 100 mGy 200 mGy 1000 mGy
T1 0,93 2,64 4,08 8,39
T2 1,00 2,59 4,97 7,96
T3 0,88 1,90 4,28 6,82
T4 0,77 1,64 4,08 5,91
T5 0,40 0,88 1,06 1,41
Negativkontrolle: 0,17

Jeder Messwert ist der Mittelwert der vier unabhdngigen Zahlungen mit jeweils

mindestens 40 Zellen und 40 Foci.
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Abbildung 4-3: Kinetik der y-H2AX-Foci pro Zelle nach applizierter Rontgenstrahlung in humanen
Lymphozyten bei Raumtemperatur und Kontrastmittelgabe. Jeder Balken ist der Mittelwert aus vier

unabhéangigen Zahlungen mit jeweils mindestens 40 Zellen und 40 Foci.
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4.1.4 y-H2AX-Foci nach in vitro Bestrahlung von humanen Lymphozyten

bei Raumtemperatur ohne Kontrastmittelgabe

Bei Bestrahlung der Lymphozyten bei Raumtemperatur ohne Kontrastmittelgabe
zeigten die induzierten y-H2AX-Foci pro Zelle einen linearen Anstieg mit Erhohung der

Bestrahlungsdosis.

Bei niedrigen Dosen bis einschlielRlich 200 mGy zeigte sich ein Anstieg bis 30 min nach
Bestrahlung und anschlieBender Riickgang der Foci auf Level, die bei 20 mGy nach 24 h
nahe der Negativkontrolle lagen, bei den héheren Strahlendosen zu diesem Zeitpunkt

jedoch noch immer erhéht waren.

Bei der Strahlendosis von 1000 mGy zeigten die Auszahlungen nach initialem
Focianstieg einen kontinuierlichen Riickgang der Focizahl, die nach 24 h im Vergleich

zur Negativkontrolle noch immer erhéht war (s. Tabelle und Abbildung 4-4).

Tabelle 4-4: Tabellarische Ergebnisiibersicht nach Bestrahlung: Raumtemperatur ohne

Kontrastmittel

20 mGy 100 mGy 200 mGy 1000 mGy
T1 0,80 1,77 2,94 7,04
T2 1,07 2,20 3,62 7,23
T3 0,73 2,05 3,56 6,60
T4 0,66 1,96 3,19 5,06
T5 0,33 0,69 0,79 1,88
Negativkontrolle: 0,20

Jeder Messwert ist der Mittelwert der vier unabhdngigen Zahlungen mit jeweils

mindestens 40 Zellen und 40 Foci.
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Abbildung 4-4: Kinetik der y-H2AX-Foci pro Zelle nach applizierter Rontgenstrahlung in humanen Lymphozyten bei
Raumtemperatur ohne Kontrastmittelgabe. Jeder Balken ist der Mittelwert aus vier unabhangigen Zdhlungen mit

jeweils mindestens 40 Zellen und 40 Foci.

4.1.5 y-H2AX-Foci nach in vitro Bestrahlung von humanen Lymphozyten
bei 37 °C mit Kontrastmittelgabe

Die Versuchsreihe bei 37 °C mit Kontrastmittel zeigte einen linearen Anstieg der
induzierten Foci mit Erhéhung der Strahlendosis und einen Rickgang bis 24 h nach

Bestrahlung.

Waéhrend die Strahlendosen bis einschlieBlich 200 mGy einen Anstieg der Focizahl bis
30 min nach Bestrahlung zeigten, um danach kontinuierlich abzusinken, fand sich bei

1000 mGy sofort nach initialem Anstieg ein Riickgang der Foci.

Nach 24 h waren die Foci bei der Bestrahlung mit 1000 mGy im Vergleich zur
Negativkontrolle noch immer erhoht, wahrend die Focizahlen bei den niedrigen
Bestrahlungsdosen zu diesem Zeitpunkt wieder nahe der Negativkontrolle lagen und
nur noch minimale Unterschiede zwischen den einzelnen Dosen aufzeigten (s. Tabelle

und Abbildung 4-5).
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20 mGy 100 mGy 200 mGy 1000 mGy
T1 1,29 2,91 4,18 8,51
T2 1,35 3,18 5,08 8,34
T3 0,90 2,50 3,54 6,01
T4 0,89 2,15 2,87 4,91
T5 0,31 0,36 0,36 1,79
Negativkontrolle: 0,20

Jeder Messwert ist der Mittelwert der vier

mindestens 40 Zellen und 40 Foci.
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Abbildung 4-5: Kinetik der y-H2AX-Foci pro Zelle nach applizierter Rontgenstrahlung in humanen Lymphozyten

bei 37 °C und Kontrastmittelgabe. Jeder Balken ist der Mittelwert aus vier unabhangigen Zahlungen mit jeweils
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4.1.6 y-H2AX-Foci nach in vitro Bestrahlung von humanen Lymphozyten

bei 37 °C ohne Kontrastmittelgabe

Die Ergebnisse zeigten fiir die Bestrahlung der Lymphozyten bei 37 °C ohne
Kontrastmittelgabe einen linearen Anstieg der Focizahl bei allen Strahlendosen bis 30
min nach Bestrahlung sowie einen anschlieRenden Abfall bis zur letzten Auszdhlung

nach 24 h.

Fir die niedrigen Strahlendosen fanden sich zur letzten Auszdhlung T5 mit der
Negativkontrolle vergleichbare Werte. Die Focizahlen bei Bestrahlung mit 200 mGy
und 1000 mGy lagen nach der letzten Messung noch (iber den Werten der

Negativkontrolle (s. Tabelle und Abbildung 4-6).

Tabelle 4-6: Tabellarische Ergebnisiibersicht nach Bestrahlung: 37 °C ohne Kontrastmittel

20 mGy 100 mGy 200 mGy 1000 mGy
T1 0,51 1,56 3,43 5,93
T2 0,62 1,94 3,26 6,16
T3 0,51 1,52 2,38 4,65
T4 0,55 1,04 2,37 4,75
15 0,31 0,38 0,56 1,33
Negativkontrolle: 0,13

Jeder Messwert ist der Mittelwert der vier unabhdngigen Zahlungen mit jeweils

mindestens 40 Zellen und 40 Foci.
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Abbildung 4-6: Kinetik der y-H2AX-Foci pro Zelle nach applizierter Rontgenstrahlung in humanen

Lymphozyten bei 37 °C ohne Kontrastmittelgabe. Jeder Balken ist der Mittelwert aus vier unabhangigen

Zahlungen mit jeweils mindestens 40 Zellen und 40 Foci.
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Abbildung 4-7: Lymphozyten mit Anti-y-H2AX-Immunfluoreszenzfarbung direkt nach in vitro Bestrahlung mit 20 mGy,

100 mGy, 200 mGy, 1000 mGy und ohne Bestrahlung (NK = Negativkontrolle) bei Raumtemperatur mit Kontrastmittel.
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4.2 Vergleich der Formation von y-H2AX-Foci in Anwesenheit

und Abwesenheit von jodhaltigem Kontrastmittel

Um den Einfluss von Kontrastmittel auf die Formation der y-H2AX-Foci zu bestimmen,
wurde jeder Versuch mit und ohne jodhaltigem Kontrastmittel durchgefiihrt. Die pro
Zelle induzierten Foci wurde ausgezahlt und statistische Unterschiede mit Hilfe des T-

Testes ermittelt. Die Ergebnisse zeigt Tabelle 4-7.

In anndhernd allen Strahlengruppen waren die ausgezdhlten y-H2AX-Foci in
Anwesenheit von Kontrastmittel zu allen Zeitpunkten héher im Vergleich zu den
Versuchsreihen ohne Kontrastmittel. In den meisten Fdllen konnte dabei ein
signifikanter Unterschied ermittelt werden (p < 0,5). Diese signifikanten Unterschiede
bestanden meist bis mindestens 1 h nach Bestrahlung und wurden in einigen Fallen bis

24 h nach Bestrahlung durch Reparaturmechanismen kompensiert.

Nur bei der Bestrahlungsdosis von 1000 mGy bei Raumtemperatur fand sich nach 24 h

eine signifikante Erhohung der Focizahl in Abwesenheit von Kontrastmittel.

Trotz erhdhter Focizahlen bei Anwesenheit von Kontrastmittel zeigt sich im Vergleich
zu den Versuchen ohne Kontrastmittel eine scheinbar schnellere Reparatur der Foci.
Die initial bestehenden Unterschiede zwischen den Versuchen mit und ohne
Kontrastmittel ndahern sich im Verlauf spdterer Messungen aneinander an und

bestehen zum Zeitpunkt T5 nur noch minimal.

Tabelle 4-7: Vergleich der nach applizierter Réntgenstrahlung in humanen Lymphozyten

induzierten y-H2AX-Foci bei Versuchen mit und ohne Kontrastmittel

Bestrahlungsdosis Mit Kontrastmittel Ohne Kontrastmittel p-Wert

20mGy 4° T1 0,72 0,75 0,59
20mGy 4° T2 0,95 0,95 0,89
20mGy 4° T3 1,04 0,84 0,01
20mGy 4° T4 0,95 0,71 0,03
20mGy 4° T5 0,86 0,62 0,02
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20mGy RT T1 0,93 0,80 0,03
20mGy RT T2 1,00 1,07 0,22
20mGy RT T3 0,88 0,73 0,06
20mGy RT T4 0,77 0,66 0,13
20mGy RT T5 0,40 0,33

20mGy 37° T1 1,29 0,51 < 0,05
20mGy 37° T2 1,35 0,62 < 0,05
20mGy 37° T3 0,90 0,51 < 0,05
20mGy 37° T4 0,89 0,55 0,02
20mGy 37° T5 0,31 0,31

100mGy 4° T1 2,05 1,71 0,03
100mGy 4° T2 2,63 2,12 < 0,05
100mGy 4° T3 3,43 1,43 < 0,05
100mGy 4° T4 2,15 1,65 < 0,05
100mGy 4° TS5 1,85 1,52 0,03
100mGy RT T1 2,64 1,77 < 0,05
100mGy RT T2 2,59 2,20 0,02
100mGy RT T3 1,90 2,05 0,57
100mGy RT T4 1,64 1,96 0,26
100mGy RT T5 0,88 0,69

100mGy 37° T1 2,91 1,56 < 0,05
100mGy 37° T2 3,18 1,94 < 0,05
100mGy 37° T3 2,50 1,52 0,02
100mGy 37° T4 2,15 1,04 < 0,05
100mGy 37° T5 0,36 0,38 0,75
200mGy 4° T1 4,37 2,59 < 0,05
200mGy 4° T2 4,06 2,81 < 0,05
200mGy 4° T3 4,58 2,46 < 0,05
200mGy 4° T4 3,16 2,29 0,05
200mGy 4° T5 2,14 2,08 0,67
200mGy RT T1 4,08 2,94 0,01
200mGy RT T2 4,97 3,62 < 0,05
200mGy RT T3 4,28 3,56 0,01
200mGy RT T4 4,08 3,19 0,05
200mGy RT T5 1,06 0,79 0,03
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200mGy 37° T1 4,18 3,43 0,01
200mGy 37° T2 5,08 3,26 < 0,05
200mGy 37° T3 3,54 2,38 < 0,05
200mGy 37° T4 2,87 2,37 0,03
200mGy 37° TS 0,36 0,56 0,22
1000mGy 4° T1 9,31 6,67 < 0,05
1000mGy 4° T2 7,14 6,30 0,08
1000mGy 4° T3 6,59 5,08 0,04
1000mGy 4° T4 5,32 4,35 0,02
1000mGy 4° T5 3,50 4,19 0,03
1000mGy RT T1 8,39 7,04 0,10
1000mGy RT T2 7,96 7,23 0,18
1000mGy RT T3 6,82 6,60 0,64
1000mGy RT T4 5,91 5,06 0,09
1000mGy RT T5 1,41 1,88 0,01
1000mGy 37° T1 8,51 5,93 0,03
1000mGy 37° T2 8,34 6,16 < 0,05
1000mGy 37° T3 6,01 4,65 < 0,05
1000mGy 37° T4 4,91 4,75 0,56
1000mGy 37° TS5 1,79 1,33 0,11

Abbildung 4-8: Lymphozyten mit Anti-y-H2AX-Immunfluoreszenzfarbung direkt nach in vitro Bestrahlung mit 200

mGy bei Raumtemperatur mit und ohne Kontrastmittelgabe.
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4.3 Vergleich der Formation von y-H2AX-Foci in Abhangigkeit

von der Temperatur bei Bestrahlung

Zur Klarung der Fragestellung ob durch die Verdanderung der Temperatur wahrend der
Bestrahlung Unterschiede in der Formation und Reparatur von DNA-
Doppelstrangbriichen hervorgerufen werden, wurden die Lymphozyten bei 4 °C,
Raumtemperatur und 37 °C mit unterschiedlichen Strahlendosen bestrahlt und die

v-H2AX-Foci zu verschiedenen Zeitpunkten ausgezahlt.

In der Tabelle in Anhang 1 findet sich ein Uberblick tiber die dabei pro Zelle
ausgezahlten Foci. Im Anschluss daran wurde mit Hilfe des T-Testes ermittelt ob die
Unterschiede in der Focizahl zwischen den einzelnen Temperaturen signifikant waren

(s. Tabelle Anhang 2 und 3).

Direkt nach Bestrahlung fand sich in allen Versuchen ein Anstieg der ausgezahlten Foci.
In den meisten Fallen zeigt sich bis 30 min nach Bestrahlung ein weiterer Anstieg.

Danach fallen die Focizahlen bis zu letzten Auszdhlung nach 24 h ab.

Alle Versuche ohne Kontrastmittel zeigten die meisten Foci pro Zelle bei
Raumtemperatur, gefolgt von der Bestrahlung bei 4 °C. Nach Zusatz von Kontrastmittel
konnte dieser Trend nicht mehr beobachtet werden. Nun zeigten sich nur geringe

Unterschieden zwischen den Temperaturgruppen.

Ohne Kontrastmittel erreichten alle Gruppen gleichzeitig ihr Maximum an
entstandenen Foci, nach ca. 30 Minuten. Durch die Zugabe von Kontrastmittel wurde
dieses Maximum fiir die 4 °C Gruppe um ca. weitere 30 Minuten auf 1 Stunde nach

Bestrahlung verschoben.

Die Focizahl war 24 h nach Bestrahlung bei 4 °C im Vergleich zur Negativkontrolle und
zu den anderen Temperaturen noch immer erhéht. Dieser Unterschied war
unabhangig von Kontrastmittel und Strahlendosis. In allen Gruppen galt, je hoher die
Bestrahlungsdosis desto groRRer war auch die Anzahl der verbliebenen Foci. Flr die
Raumtemperatur und die 37 °C Gruppen fiel die Focizahl in den niedrigeren
Bestrahlungsgruppen z.T. wieder bis auf die Werte der Negativkontrolle ab. Insgesamt
zeigten sich hier keine Unterschiede zwischen den Gruppen mit und ohne Zusatz von

Kontrastmittel.
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5. Diskussion

5.1 Formation und Kinetik der y-H2AX-Foci

Die Einwirkung von Rontgenstrahlung fihrt durch unterschiedliche Schaden an der
DNA zu einem erhohten Risiko fiir die Entstehung von Krebs (Berrington de Gonzalez et
al. 2004). Es ist bekannt, dass in den USA schatzungsweise 6000 neu aufgetretene
Krebserkrankungen pro Jahr auf die Einwirkung ionisierender Strahlung
zurlickzuflihren sind, die bei diagnostischen Verfahren wie Computertomographie,
Angiographie und konventionellem Rontgen appliziert werden (Brenner et al. 2001;
Haaga 2001; Nickoloff et al. 2001; Thomsen et al. 2003; Herzog et al. 2004).
DNA-Doppelstrangbriiche sind seit langerem als eine der signifikantesten
Auswirkungen ionisierender Strahlung bekannt (Khanna et al. 2001). Diese Schiaden
fihren zu genetischer Instabilitdt und kénnen die Rate der Krebsentstehung erhéhen
(Vamvakas et al. 1997). Schon ein einziger Doppelstrangbruch kann zum Untergang
einer Zelle fiihren, wenn ein wichtiges Gen inaktiviert oder Apoptose ausgeldst wird
(Rich et al. 2000). Im Rahmen dieser Arbeit wurde zur Quantifizierung von DNA-
Doppelstrangbriichen die Darstellung der y-H2AX-Foci durch Immunfluoreszenz

gewahlt.

Ich fihrte die Versuche bei Raumtemperatur, 4 °C und 37 °C, jeweils mit und ohne
Kontrastmittel durch. Bei der in vitro Bestrahlung humaner Lymphozyten mit
Strahlendosen von 20 mGy, 100 mGy, 200 mGy und 1000 mGy konnte gezeigt werden,
dass es in allen Versuchen initial nach Bestrahlung zu einem Anstieg der Focizahl kam.
Es fand sich eine lineare Abhangigkeit zwischen der Anzahl an y-H2AX-Foci und der
applizierten Dosis an Rontgenstrahlung. Die folgenden Auszahlungen zeigten nach

erreichen des Maximalwertes einen kontinuierlichen Riickgang der Focizahlen.
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Es ist bekannt, dass y-H2AX-Foci nach Bestrahlung mit ionisierender Strahlung mit
Proteinen kolokalisiert sind, die an der Reparatur von DNA-Doppelstrangbriichen
beteiligt sind (Paull et al. 2000). In Versuchen zur gezielten Erzeugung von DNA-
Doppelstrangbriichen konnte gezeigt werden, dass sich die y-H2AX-Foci an diesen
Doppelstrangbriichen bilden, z.B. mit in zellulire DNA eingebauten 125I|-Nukliden

(Sedelnikova et al. 2002) oder durch Bestrahlung mit Schwerionen (Jakob et al. 2003).

Die Arbeit von Rothkamm und Lébrich 2003 zeigen den Zusammenhang zwischen der
Induktion und Reparatur von DSB nach in vitro Bestrahlung von Fibroblasten und der
Formation und Verschwinden der y-H2AX-Foci. Die Ergebnisse erbrachten den
Nachweis, dass ein Focus einen DSB reprasentiert und die Quantifizierung der y-H2AX-
Foci genutzt werden kann, um die Reparatur der DSB in menschlichen Zellen zu
messen (Rothkamm et al. 2003a). Der lineare Zusammenhang zwischen der
Strahlendosis und der Formation der y-H2AX-Foci, der in dieser Arbeit gefunden
wurde, deckt sich mit den Ergebnissen anderer Studien, in denen bereits dasselbe
Verfahren zum Nachweis von DSB nach Bestrahlung in vitro und in vivo angewendet

wurde (Rothkamm et al. 2003a; Lobrich et al. 2005; Rothkamm et al. 2007).

Der kontinuierliche Riickgang der Focizahl bis 24 h nach Bestrahlung weist auf die
Reparatur der DSB hin (Rothkamm et al. 2003a; Rothkamm et al. 2003b; Kuhne et al.
2004). Diese Ergebnisse unterstiitzen die Resultate der in vitro und in vivo Versuche
vorrausgehender Studien (Ward 1990; Lobrich et al. 2005; Rothkamm et al. 2007;
Geisel et al. 2008).

Risikoschatzungen, die auf linearen Explorationen existierender Hochdosisdaten
beruhen, gehen davon aus, dass die Reparaturfahigkeit von Schaden durch
ionisierende Strahlen unabhéngig von der Strahlendosis ist. Friihere Versuche mit
Pulsed-Field-Gelelektrophorese (PFGE) demonstrierten, dass der zeitliche Ablauf der
Reparatur der DSB unabhéangig der initialen Strahlendosis ist (Lobrich et al. 1995).
Diese Studien wurden allerdings bei Strahlendosen > 10 Gy durchgefiihrt und geben
keine Aussage iber das Reparaturverhalten bei geringeren Dosen. Ich untersuchte die
Kinetik des Verschwindens der Foci und gelangte zu dem Ergebnis, dass je mehr Foci

initial gemessen wurden, desto héher war die Abnahme der Focizahlen bis 24 h nach
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Bestrahlung. Durch den gemessenen linearen Anstieg der Focizahl mit steigender
Strahlendosis konnte diese Beobachtung zu der Vermutung fiihren, dass
Strahlenschdaden bei verschiedenen Strahlendosen unterschiedlich schnell repariert

werden. Diese Beobachtung sollte in zukilinftigen Arbeiten genauer untersucht werden.

Unterschiede im zeitlichen Ablauf der Reparatur bei niedrigen Strahlendosen liefern
die Studien von Rothkamm und Lébrich 2003, die diese Entdeckung allerdings bei
Dosen < 5 mGy machten und ein totales Fehlen der Reparatur nach Bestrahlung mit
1,2 mGy nachweisen konnten (Rothkamm et al. 2003a). Es wird angenommen, dass
Zellen eine héhere Radiosensitivitdt gegenliber geringen Dosen ionisierender Strahlung
besitzen, als dies aus Riickinterpolation der Ergebnisse bei hoheren Dosen zu erwarten
ware. Dieser Effekt wird als , Low-dose hypersensitivity” bezeichnet (Joiner et al. 2001;

Bonner 2004).

Nach 24 h finden sich abhangig von dem jeweiligen Versuch noch immer erhéhte
Focilevel mit Unterschieden zwischen den einzelnen Strahlendosen. Dies unterstiitzt
die Resultate anderer Studien, die erhdhte Fociwerte 24 h nach Bestrahlung in vitro in
Fibroblasten (Rothkamm et al. 2003a) und Lymphozyten (Lobrich et al. 2005) zeigten.
Rothkamm und Lobrich zeigten bei den Versuchen im Jahr 2003, dass die erhéhten
Fociwerte noch bis Tage nach der Bestrahlung erhoht waren, wobei sich keine
Unterschiede zwischen den einzelnen Dosen fanden (Rothkamm et al. 2003a). Die
persistierenden DSB konnen theoretisch dadurch erklart werden, dass eine
Untergruppe an Zellen Foci wahrend der Reparatur bilden. Denkbar sind dabei
entweder Apoptoseprozesse (Rogakou et al. 2000) oder der sogenannte ,Bystander”
Effekt, bei welchem DNA-Schdden in nicht direkt bestrahlten Zellen durch
ausgesendete Signale bestrahlter Zellen entstehen (Nagasawa et al. 1992; Prise et al.
1998; Nagasawa et al. 1999; Zhou et al. 2000; Shao et al. 2004; Sedelnikova et al.
2007). Wahrscheinlicher als die Entstehung weiterer Briiche ist, dass die persistierende

Focizahl durch unreparierte DSB bestehen bleibt. Diese Annahme wird durch die

Resultate anderer Studien gestiitzt (Rothkamm et al. 2003a; Lobrich et al. 2005).
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Mit Erhdéhung der Temperatur gehen auch die Focizahlen héherer Dosen in den
Bereich der Negativkontrolle zuriick, d.h., dass auch Temperaturunterschiede das
Reparaturverhalten beeinflussen. Dieser Einfluss soll in 5.3 genauer betrachtet

werden.

Andere Arbeitsgruppen konnten bei Versuchen in vivo nach 24 h Focizahlen messen,
die nahe der Negativkontrolle waren (Lobrich et al. 2005; Rothkamm et al. 2007). Es
kann hier von einer vollstindigen Reparatur der DNA-Doppelstrangbriiche
ausgegangen werden. Diese Ergebnisse zeigen, wie wichtig die Uberpriifung der
Ergebnisse in zukiinftigen in vivo Versuchen ist. Es kann nicht ausgeschlossen werden,
dass diese Unterschiede auf den verschiedenen Bestrahlungsbedingungen in vivo und

in vitro beruhen.

Rothkamm et al. publizierten 2007 pro Gy einen Wert von 29,3 y-H2AX-Foci pro Zelle in
Lymphozyten (Rothkamm et al. 2007). Dieser Wert liegt Gber den Werten, die im
Rahmen dieser Arbeit gemessen wurde. Ursachlich fiir die Unterschiede kdnnte sein,
dass eine automatische Auswertung bisher nicht moglich ist, so dass eine manuelle
und potentiell fehleranfallige Auszahlung der Foci erforderlich ist. Die Lage der Foci auf
unterschiedlichen Ebenen des Zellkerns machte die Quantifizierung vor allem bei
hohen Dosen und einer grolRen Anzahl an Foci schwierig. Das zeigt sich unter anderem
daran, dass die ausgezdhlten Foci bei geringeren Dosen mit den Resultaten
vorangegangener Studien vergleichbar sind (Rothkamm et al. 2003a). Denkbar ist eine
Anndherung an diese Ergebnisse durch Verwendung eines konfokalen Mikroskops,

welches die genaue Erfassung aller Ebenen des Kernes moglich macht.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die Quantifizierung von y-H2AX-Foci durch
Immunhistochemie eine sehr sensitive Methode zur Quantifizierung von DNA-
Doppelstrangbrichen nach Einwirken von ionisierender Strahlung darstellt (Jakob et al.
2003; Pilch et al. 2003; Fernandez-Capetillo et al. 2004). In Studien wurde gezeigt, dass
dieses Verfahren in vitro und in vivo bei Lymphozyten anwendbar ist und der Verlust
von y-H2AX-Foci mit der Reparatur der DSB korreliert (Rothkamm et al. 2003a; Lobrich
et al. 2005; Rothkamm et al. 2007; Geisel et al. 2008). Die Zahl der

DNA-Doppelstrangbriiche korreliert linear mit der Strahlendosis. Nach 24 h findet sich
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eine unvollstandige Reparatur, so dass das Hintergrundniveau nur bei Steigerung der
Temperatur erreicht wurde. Zusatzlich zeigte sich eine umso schnellere Abnahme der

Foci je hoher die initiale Focizahl war.

5.2 Vergleich der Formation von y-H2AX-Foci in Anwesenheit

und Abwesenheit von jodhaltigem Kontrastmittel

Vorrausgehende Studien haben gezeigt, dass die Messung von DSB durch Auszahlung
von y-H2AX-Foci in Lymphozyten des peripheren Blutes eine zuverldssige Methode zur
Einschdatzung von DNA-Schdden durch diagnostische Rontgenstrahlung, die bei
Computertomographie oder Digitaler Subtraktionsangiographie verwendet wird,

darstellt (Lobrich et al. 2005; Stiff et al. 2004; Geisel et al. 2008).

In der Literatur finden sich Hinweise, dass die Anwesenheit von jodiertem
Kontrastmittel wahrend der in vitro Bestrahlung zu einem Anstieg an chromosomalen
Aberrationen in Lymphozyten fihrt (Adams et al. 1977, Matsubara et al. 1982).
Ebenfalls wurden diese chromosomalen Aberrationen und Mikronuklei nach
Kontrastmittelgabe bei Angiographie und Urographie in Lymphozyten gefunden
(Norman et al. 1978; Dawson et al. 1988; Norman et al. 2001). Allerdings ist noch
immer unklar, ob diese Effekte das Resultat erhohter initialen Schaden, reduzierter
Reparaturfahigkeit oder den direkten zytotoxischen Effekten des Kontrastmittels sind
(Joubert et al. 2005). Diese Ergebnisse inspirierten mich dazu, den Einfluss von

jodhaltigem Kontrastmittel auf DNA-Schaden im Rahmen dieser Arbeit zu untersuchen.

Viele bildgebende Verfahren finden unter der Verwendung jodhaltiger Kontrastmittel
statt, deren Nieren- und zytotoxischen Effekte teilweise bereits bekannt sind (Norman
et al. 1978; Thomsen et al. 2003; Haller et al. 2004; Joubert et al. 2005; Toprak 2007;
Solomon 2007).
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Allerdings gibt es kaum Studien darlber, ob die Verwendung jodhaltiger Kontrastmittel
Einfluss auf die Entstehung und Reparatur von DNA-Schaden, die durch diagnostische

Rontgenstrahlung verursacht wurden, haben.

Die Ergebnisse zeigen, dass durch die Anwesenheit von jodhaltigem Kontrastmittel die
Anzahl der y-H2AX-Foci direkt nach Bestrahlung signifikant gesteigert wurde. Diese
Resultate decken sich mit den Studien von Grudzenski 2009, welche ebenfalls einen
Anstieg der Focilevel bei Anwesenheit von Kontrastmittel sowohl bei Bestrahlung von
Lymphozyten in vitro wie auch bei Injektion des Kontrastmittels vor
Computertomographie zeigen konnten (Grudzenski et al. 2009). Es ist sehr
wahrscheinlich, dass diese Ergebnisse die Folge der Generierung zusatzlicher
Sekundarelektronen ist, die bei der Absorption der Roéntgenstrahlen durch das
Kontrastmittel entstehen. Bedingt durch die hohe Ordnungszahl absorbieren jodhaltige
Kontrastmittel mehr Rontgenstrahlen als menschliches Weichteilgewebe (Thomsen et
al. 2003; Brink 2003; Fleischmann 2003). Die Generation von sekunddren Auger-
Elektronen ist linear abhdngig von der Anzahl der absorbierten Photonen. Diese
Sekundarelektronen sind die Hauptursache der DNA-Schaden durch Rontgenstrahlung

(Kraft et al. 1992; Hill 2004).

Zwar fuhren die Ergebnisse zu der Annahme, dass die Anwesenheit von Kontrastmittel
wahrend der Bestrahlung die Anzahl der Strahlen induzierten DSB erhoht, es zeigte
sich aber keine Einschrankung der Fahigkeit zur Reparation dieser Schaden. Diese
Behauptung ergibt sich aus der Auszahlung der y-H2AX-Foci im Verlauf (iber die Zeit.
Zwar sind die Focilevel zu allen Zeitschritten hoher in Anwesenheit von Kontrastmittel,
jedoch nimmt die Differenz bis zur letzten Auszdhlung zwischen den Werten mit und
ohne Kontrastmittel stark ab. Nach 24 h finden sich unabhdngig von der

Kontrastmittelgabe zum Teil noch immer erhdhte Fociwerte.

Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen zeigten, dass in Anwesenheit von Kontrastmittel
bei Versuchen in vivo und in vitro initial die Anzahl an y-H2AX-Foci anstieg, die
Reparatur der DSB dadurch aber nicht beeinflusst wurde. Die Gabe von Kontrastmittel
nach Bestrahlung hatte keine Auswirkung auf die Hohe der Focilevel (Grudzenski et al.

2009).
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Im medizinischen Alltag werden heute zur Diagnostik tausende radiologische

Verfahren mit der zusatzlichen Gabe von jodhaltigem Kontrastmittel durchgefiihrt.

Bislang galten die VorsichtsmalRnahmen bei der Applikation vor allem moglichen
allergischen Reaktionen sowie durch die Nephrotoxizitdit der jodhaltigen
Kontrastmittel bedingten Nierenschadigungen (Gueant-Rodriguez et al. 2006; Davidson
et al. 2008; Singh et al. 2008). Meine Ergebnisse erbrachten den Nachweis, dass durch
die Gabe jodhaltiger Kontrastmittel zusatzlich die Anzahl an DNA-Schiaden nach
Bestrahlung erhoht wird. Diese Erkenntnisse sollten zukiinftig zwei wichtige
Folgerungen haben: Erstens konnen die Auswirkungen der ionisierenden Strahlung
nicht einfach mit einem Dosimeter, bzw. dem Dosislangenprodukt bei der
Computertomographie gemessen werden, sondern sensitivere Methoden, wie die
Analyse der y-H2AX-Foci, sollten tGberdacht werden. Zweitens sollte die Verwendung
jodhaltiger Kontrastmittel noch vorsichtiger als bisher Gberdacht werden. Speziell in
sich wiederholenden Untersuchungen wie z.B. Follow-up Untersuchungen sollte die

Notwendigkeit der Kontrastmittelgabe sorgfiltiger geprift werden.

Bisher ist nur wenig Uber den Einfluss von jodhaltigem Kontrastmittel auf
Strahlenschaden an der DNA bekannt. Die durchgefiihrten Untersuchungen zeigten
klar, dass die Kontrastmittelgabe die Hohe der DNA-Schaden beeinflusst. Ob dieser
Einfluss ebenfalls in vivo gemessen werden kann, sollte in zukiinftigen Studien

Uberprift werden.

Des Weiteren untersuchte ich DNA-Schdaden in Lymphozyten des peripheren Blutes.
Diese Ergebnisse bedeuten allerdings nicht, dass ahnliche Schaden ebenfalls in solidem
Organgewebe entsteht, da die Konzentration des Kontrastmittels in soliden Organen
geringer ist. DNA-Schaden in soliden Organen sollten in Tiermodellen untersucht

werden (Rube et al. 2008).
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5.3 Vergleich der Formation von y-H2AX-Foci in Abhangigkeit

von der Temperatur bei Bestrahlung

Hyperthermische Temperaturen zwischen 40-46 °C werden therapeutisch in der
Krebstherapie z.B in Kombination mit Bestrahlung eingesetzt (Ohnishi et al. 2001). Der
vorrangige Effekt der Hitzeeinwirkung ist das Abtoten der Zelle (Roti Roti 2008). Die
molekularen Mechanismen dieses durch Hitze induzierten Zelltodes sind noch immer

nicht vollstandig verstanden.

In letzter Zeit wurden Hitze-induzierte y-H2AX-Foci beschrieben (Takahashi et al.
2004). Ein y-H2AX-Foci reprasentiert einen DNA-Doppelstrangbruch (Rothkamm et al.
2003a). Es wird angenommen, dass die durch Hitze induzierten DSB durch die
Formation von Radikalen in vivo (Bruskov et al. 2002) und durch Denaturierung von

hitzelabilen Reparaturenzymen (Hall et al. 1994; Takahashi et al. 2008) entstehen.

Der Strahlen-modifizierende Effekt von hyperthermischen Temperaturen wurde in
vorrausgehenden Arbeiten ausfiihrlich untersucht. Uber die Kombination von
Bestrahlung und hypothermische Temperaturen existieren nur wenige
Forschungsergebnisse. Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Verbindung zwischen
verschiedenen Temperaturen und der Formation und Kinetik von y-H2AX-Foci durch

die Methode der Immunfluoreszenzfarbung genauer untersucht werden.

Die Resultate zeigten, dass es wichtige Unterschiede zwischen den Versuchen bei
unterschiedlichen Temperaturen gibt. Bei den Versuchen ohne Kontrastmittel konnten
die hochsten Focizahlen bei Raumtemperatur, gefolgt von den Versuchen bei 4 °C
auszahlt werden. Dieser Trend wurde in den Versuchen mit Kontrastmittel nicht
festgestellt. Es zeigte sich, dass je geringer die Temperatur wahrend der Bestrahlung,
desto langsamer ist die Formation der y-H2AX-Foci. Dieses Ergebnis konnte nur bei

Anwesenheit von Kontrastmittel beobachtet werden.
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Durch Phosphorylierung des Histons H2AX in der Nahe von DSB entsteht y-H2AX
(Rogakou et al. 1998; Rogakou et al. 1999). Vermittelt wird die Phosphorylierung durch
die Phosphatidylinositol 3-kinase- dhnliche Familie der Proteinkinasen (PIKKs). Bei
Schaden durch ionisierende Strahlung stellt wahrscheinlich ATM (ataxia teleangiectasia
mutated), die fiihrende Kinase dar (Paull et al. 2000; Burma et al. 2001; Stiff et al.
2004). Diese Modifikation des Chromatins ist wichtig fir sich anschlieRende
Reparaturprozesse (Fernandez-Capetillo et al. 2002). Viele Komponenten der DNA-
Schadensantwort wie ATM, BRCA1, 53BP1, MDC1, RAD51 und der
MRE11/RAD50/NBS1 (MRN) Komplex bilden Foci aus (ionizing radiation induced foci=
IRIF), die mit y-H2AX-Foci kolokalisiert zu finden sind. Somit ist H2AX ein wichtiger

Faktor wahrend der DNA-Schadensantwort (Celeste et al. 2002).

Meine Resultate zeigten, dass die Entstehung der y-H2AX Foci bei niedrigen
Temperaturen verzogert ist. Dies kann moglicherweise dadurch erklart werden, dass
bei niedrigere Temperaturen die enzymatische Aktivitdt von Reparaturproteinen
gesenkt wird. Tatsachlich zeigten Analysen Uber die Kinetik der DNA-Reparatur, dass
Zellen, die auf Eis gelegt und bestrahlt wurden gehemmte DNA-Reparaturkapazitdten
aufwiesen (Gradzka et al. 2005; Brehwens et al. 2010). Wenn dies der Fall ist, kbnnen
niedrige Temperaturen zu genomischen Instabilitdten und Mutationen fiihren (Bassing
et al. 2002; Bassing et al. 2003; Celeste et al. 2003; Bogliolo et al. 2007). Schon 1969
haben Studien von Bajerska und Liniecki geringere chromosomale Aberrationen bei
Bestrahlung des Blutes unter Raumtemperatur wie bei einer Exposition bei 37 °C
gezeigt (Bajerska et al. 1969). Ebenfalls haben Gumrich at al. (Gumrich et al. 1986) und
Virsik-Peuckert und Harder (Virsik-Peuckert et al. 1986) einen Abfall in der Haufigkeit

strahlen-induzierter Aberrationen bei niedrigen Temperaturen finden kénnen.

Versuche anderer Arbeitsgruppen zeigten, dass mit abnehmenden Temperaturen die
Induktion von DSB reduziert wurde und somit niedrige Temperaturen protektiv wirken.
Der Temperatureffekt wird nach deren Ansicht durch die indirekten Einflliisse der
ionisierenden Strahlung wie z.B. Uber reaktive Sauerstoffspezies bedingt, konnte
jedoch in intakten Zellen nicht nachgewiesen werden (ElImroth et al. 2000; EImroth et

al. 2003). Moglich ist, dass diesem initialen Effekt durch eine gesteigerte Reparatur bei
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hoheren Temperaturen entgegengewirkt wird (Ward et al. 1991). Andere Studien
zeigen eine hohere Frequenz an Mikronuklei bei Temperaturen von 37 °C als dies bei
4 °C der Fall war. Trotzdem konnte kein Effekt der Temperatur auf initiale DNA-

Schaden mit dem Comet Assay gezeigt werden (Brzozowska et al. 2009).

Vorrausgehende Studien demonstrierten vermehrte y-H2AX Foci bei Hyperthermie
(45-47 °C) und folgerten, dass durch Hitzeeinwirkung DSB erzeugt werden (Takahashi
et al. 2004; Kaneko et al. 2005). Es konnte ebenfalls gezeigt werden, dass im Gegensatz
zu diesen hohen Temperaturen die Reparatur von DSB bei Temperaturen um 37 °C

moglich war (Nevaldine et al. 1994).

Meine Ergebnisse zeigten, dass die Anzahl an y-H2AX Foci zunachst in den Versuchen
bei Raumtemperatur am hochsten war und bei den Versuchen bei 37 °C die
niedrigsten Focizahlen ausgezahlt wurden. Daraus ergibt sich ein Temperaturbereich
zwischen Hyperthermie und Hypothermie (< 37 °C), in dem die initiale Induktion der
Foci am geringsten ist und damit die durch Strahlung induzierten Schaden an der DNA.
Warum sich dieser Trend nur in Versuchen ohne Kontrastmittel zeigt, sollte in

zukinftigen Studien untersucht werden.

Die Versuche dieser Arbeit sollten nicht nur Aufschluss Gber die initiale Formation der
v-H2AX Foci geben, sondern auch durch Auszdhlung zu verschiedenen Zeitpunkten
Hinweise darliber, wie die DSB bei unterschiedlichen Temperaturen repariert werden.
Nach 24 h finden sich unabhéangig von der Kontrastmittelgabe die hochsten Focizahlen
flr Bestrahlung bei 4 °C. Aus diesen Ergebnissen schlieRe ich, dass je niedriger die
Temperatur bei Bestrahlung, desto eingeschrankter die Reparatur der DSB. Bei 37 °C
und Raumtemperatur erreichen die Foci z.T das Level der Negativkontrolle, wobei die
Werte bei Raumtemperatur die der Versuche bei 37 °C libersteigen. Zusammenfassend
lasst sich also sagen, dass je héher die Temperatur, desto besser ist die Reparatur der
DSB. Unter Beachtung der Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen (Nevaldine et al. 1994;
Roti Roti et al. 2010; Takahashi et al. 2010), vermute ich ein bestehendes
Temperaturoptimum fiir Reparaturenzyme. Sehr hohe, ebenso wie Temperaturen

unter 37 °C scheinen die Funktion der Reparatur einzuschranken.
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Studien Uber den Einfluss unterschiedlicher Temperaturen auf die Induktion von
Strahlen induzierten DSB sind selten und widerspriichlich (WEISS 1960; BELLI et al.
1963; Winans et al. 1972; MaclLeod et al. 1990; Redpath et al. 1995; Elmroth et al.
1999; Elmroth et al. 2000; Elmroth et al. 2003; Brzozowska et al. 2009; Brehwens et al.
2010). Die hier gewahlte Methode der Quantifizierung der y-H2AX-Foci mittels
Immunfluoreszenzfarbung, als Goldstandart (Fernandez-Capetillo et al. 2004) zur

Detektion von DSB, fand in keiner dieser Studien Verwendung.

Eine weitere Fragestellungen war, wie sich die Anzahl der Foci im Verlauf der Zeit bei
den verschiedenen Temperaturen verdandern, um Aufschluss lber die Reparatur der
DSB zu erhalten. Die Tatsache, dass dazu kaum Daten in der aktuellen Literatur
existieren zeigt, wie wichtig es war, im Rahmen dieser Studie die Anzahl der y-H2AX-
Foci Uber einen ldngeren Zeitraum zu messen. Wenn Reparaturenzyme bei
bestimmten Temperaturen effizienter arbeiten, sollte dies in der radiologischen
Diagnostik Beachtung finden und die Bedingungen wahrend der Bestrahlung

entsprechend angepasst werden.

5.4 Methodik

Die Immunfluoreszenzfarbung von y-H2AX-Foci ist ein geeignetes Verfahren zur
Darstellung von DNA-Doppelstrangbriichen. Wie auch in dieser Arbeit dargestellt
wurde, verhilt sich die Induktion der Foci proportional zu der applizierten Dosis an

Rontgenstrahlung.

Es ist gegenwartig allgemein akzeptiert, dass y-H2AX-Foci in der Umgebung von
DNA-Doppelstrangbriichen entstehen. Dieses Erklarungsmodell wird von einem grofRen
Teil der vorliegenden Literatur unterstitzt (Paull et al. 2000; Burma et al. 2001; Ward
et al. 2001; Redon et al. 2002; Furuta et al. 2003; Fernandez-Capetillo et al. 2004;
Foster et al. 2005; Halicka et al. 2005; Huang et al. 2005; Takahashi et al. 2005; Stucki
et al. 2006). Trotzdem gibt es auch Arbeiten die zeigen, dass y-H2AX-Foci nicht

ausschlieBlich durch DNA-Doppelstrangbriiche induziert werden. Marti et al. konnten
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2006 eine diffuse Phosphorylierung von H2AX wahrend der G1-Phase zeigen (Marti et
al. 2006). Eine andere Arbeitsgruppe wies die Bildung von y-H2AX-Foci nach
MNNG-Exposition (NMethyl-N'-Nitro-Nitroso-Guanidin) nach, die offenbar durch
nichtreparable Ladsionen verursacht wurden. Diese konnten nicht als
DNA-Doppelstrangbriiche interpretiert werden (Stojic et al. 2004). Die tatsachliche

Spezifitat dieser Methode bleibt also noch fraglich.

Fest steht, dass durch die Messung der y-H2AX-Foci ein sensitives Verfahren entwickelt
wurde, das die Nachweisgrenze von DNA-Doppelstrangbriichen nach Einwirken
ionisierender Strahlung von einigen Gray auf einige mGray senkt und dieses Verfahren
in vitro und in vivo bei Lymphozyten anwendbar ist (Rothkamm et al. 20033;
Rothkamm et al. 2007; Geisel et al. 2008). Die Analyse von Lymphozyten hat den
Vorteil, dass die Zellen leicht und schnell gewonnen werden koénnen, ohne die

Notwendigkeit groBerer medizinischer Interventionen (Lobrich et al. 2005).

In der verwendeten Methode vereinen sich wichtige Anforderungen, die an ein ideales
Verfahren zur biologischen Dosisbestimmung gestellt werden miissen: Neben der
bereits erwdhnten Sensitivitdt fir sehr geringe Strahlendosen, der linearen Dosis-
Wirkung-Kurve  (iber einen breiten Dosisbereich, konnen die Proben einfach
gewonnen werden und es ist moglich, eine Exposition von Teilen des Korpers im
systemisch zirkulierenden Blut zu detektieren. Die Analyse der y-H2AX-Foci wird von
verschiedenen Autoren zur biologischen Dosimetrie als wesentlich sensitivere
Methode im Vergleich zu konventionellen Techniken vorgeschlagen (Geisel et al. 2008;

Rothkamm et al. 2007; Grudzenski et al. 2009).

Allerdings zeigen die Erfahrungen mit dieser Methode auch Beschrankungen in der
allgemeinen Anwendung: Der schnelle Verlust des Signals (ca. 50 % innerhalb der
ersten Stunde) macht es einerseits unmaoglich, eine Auswertung ohne genaue Kenntnis
des Expositionszeitpunktes durchzufiihren, andererseits kdnnen langer zuriickliegende
Ereignisse nicht mehr erfasst werden. Dies wadre beispielsweise zur Messung der
Belastung bei Unfdllen mit Rontgenstrahlung oder Radioaktivitdt wiinschenswert.
Weiter zeigte sich, dass weniger Foci/Gy auszdhlen konnten als dies in vorherigen

Studien moglich war (Rothkamm et al. 2003a). Die Foci befinden sich auf
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unterschiedlichen Ebenen des Zellkerns. Der schnelle Verlust des Signals macht die
komplette Erfassung aller Foci schwierig. Dies konnte besonders bei hohen Focizahlen
beobachtet werden. Genauer ware die Verwendung eines konfokalen Mikroskops, mit
dem alle Ebenen des Zellkerns erfasst werden kdnnen. Darlber hinaus ist eine
automatische Auswertung bisher nicht moglich, so dass eine manuelle und potentiell

fehleranfallige Auszahlung der Foci erforderlich ist.

5.5 Ausblick

Viele Aspekte der Schadigung und Reparatur der DNA sind noch unbekannt oder nur
zum Teil verstanden. Hier missen weitere Fortschritte in der Grundlagenforschung
erzielt werden, um beispielsweise den genauen Interaktionsmechanismus zwischen
ionisierender Strahlung und dem DNA-Molekiil aufzudecken. Ebenso ist bisher noch
unbekannt, wie und in welchem Mal3e ein DNA-Doppelstrangbruch zur Entstehung von
Krebs fuhren kann. Viele Signaltransduktionskaskaden sind zwar bekannt, dennoch

liegen grol3e Teile der Krebsentstehung noch im Dunkeln.

Die Tatsache, dass nach 24 h noch immer erhdhte y-H2AX-Foci gefunden wurden, gibt
Anlass zur Besorgnis und sollte weitere Studien nach sich ziehen. Interessant ware, ab
welchem Zeitpunkt die Foci wieder auf das Niveau der Negativkontrolle absinken.
Welchen Einfluss Effekte wie ,Bystander Effect” und ,Low-dose-hypersensitivity”
tatsachlich auf unsere Ergebnisse haben, sollte in zukiinftigen Forschungen lberprift

werden.

Die hier verwendete Immunfluoreszenzfarbung von y-H2AX-Foci eignet sich zur
Darstellung von DNA-Doppelstrangbriichen nach Einwirken von ionisierender
Strahlung und ist dabei ein sensitives Verfahren. Es soll zukiinftig in unserem Labor fir
weitere Forschungen eingesetzt und optimiert werden. Zu Verbesserungen zahlen z.B
die Verwendung eines konfokalen Mikroskops. Die Entwicklung einer automatischen
Auswertung der Proben wiirde die Fehleranfélligkeit der Auswertung moglicherweise

weiter minimieren.
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Mit diesem Verfahren zur Analyse der DNA-Doppelstrangbriiche kénnte in Zukunft
eine Dosisbestimmung in Fallen durchgefiihrt werden, in denen die konventionelle
Dosimetrie an ihre Grenzen stof3t - beispielsweise bestimmte strahlentherapeutische
Anwendungen oder komplexe interventionsradiologische Eingriffe. Auch eine
Berucksichtigung der individuellen DNA-Reparaturkapazitat, beispielsweise bei einer
Chemo- oder Strahlentherapie, ware denkbar. Moglich ist auch die Anwendung zur
Messung der Strahlenwirkung am therapeutisch Tatigen. Gerade im Rahmen der
Interventionsradiologie  besteht trotz aller StrahlenschutzmalRnahmen eine
Strahlenexposition des behandelnden Arztes und des assistierenden Personals.
Messungen der DNA-Doppelstrangreparatur nach verschiedenen Eingriffen beim
medizinischen Personal sollten Hinweise auf die biologische Strahlenwirkung geben
kénnen. Der Vorteil einer solch sensitiven Methode, um das tatsachliche Level an
Strahlenschaden in einem menschlichen Kérper zu untersuchen, ist besonders bei der
Verwendung Dosis-modifizierender Faktoren, wie der Verwendung von Kontrastmittel,

zu empfehlen.

Meine Ergebnisse zeigten eine Erhohung der DSB unter Verwendung von jodiertem
Kontrastmittel bei Bestrahlung. Durch diese Ergebnisse muss die Indikation dieser

Kontrastmittel in Zukunft noch sorgfaltiger geprift werden.

Ob erhohte DNA-Schaden auch in soliden Organen gemessen werden kdonnen sollte in

zuklinftige Arbeiten an Tiermodellen untersucht werden.

Schliefilich ist eine Untersuchung von anderen Zelltypen vorstellbar. Beispielsweise
konnte eine Biopsie zur Analyse von Hautfibroblasten aus der behandelten Extremitat

zum direkten Nachweis der lokalen Strahlenfolgen durchgefiihrt werden.

Im Rahmen dieser Arbeit zeigten sich wichtige Unterschiede in der Hohe der DSB
zwischen den Versuchen mit Kontrastmittel und bei unterschiedlichen Temperaturen.
In zuklinftigen Untersuchungen muss vor allem gepriift werden, ob diese Ergebnisse

tatsachlich auch in vivo gefunden werden kénnen.
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Anhang

Anhang 1: Vergleich der Anzahl an y-H2AX-Foci pro Zelle nach applizierter Rontgenstrahlung in
humanen Lymphozyten bei unterschiedlichen Umgebungstemperaturen. Jeder Messwert ist
der Mittelwert aus vier unabhangigen Zahlungen mit jeweils mindestens 40 Zellen und 40 Foci.

(Kontrastmittel=KM)

20 mGy ohne KM 20 mGy mit KM

4 °C RT 37 °C 4°C RT 37 °C
T1 0,75 0,80 0,51 T1 0,72 0,93 1,29
T2 0,95 1,07 0,62 T2 0,95 1,00 1,35
T3 0,84 0,73 0,51 T3 1,04 0,88 0,90
T4 0,71 0,66 0,55 T4 0,95 0,77 0,89
T5 0,62 0,33 0,31 T5 0,86 0,40 0,31
100 mGy ohne 100 mGy mit KM
KM

4°C RT 37 °C 4°C RT 37 °C
T1 1,71 1,77 1,56, T1 2,05 2,64 2,91
T2 2,12 2,20 1,94 T2 2,63 2,59 3,18
T3 1,43 2,05 1,52 T3 3,43 1,90 2,50
T4 1,65 1,96, 1,04 T4 2,15 1,64 2,15
T5 1,52 0,69 0,38 T5 1,85 0,88 0,36




200 mGy ohne

200 mGy mit KM
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KM

4 °C RT 37 °C
T1 2,59 2,94 3,43
T2 2,81 3,62 3,26
T3 2,46 3,56 2,38
T4 2,29 3,19 2,37
T5 2,08 0,79 0,56
1000 mGy ohne
KM

4 °C RT 37 °C
T1 6,67 7,04 5,93
T2 6,30 7,23 6,16
T3 5,08 6,60 4,65
T4 4,35 5,06 4,75
T5 4,19 1,88 1,33

4°C RT 37 °C
T1 4,37 4,08 4,18
T2 4,06] 4,97 5,08
T3 4,58 4,28 3,54
T4 3,16 4,08 2,87
T5 2,14 1,06 0,36
1000 mGy mit KM

4°C RT 37 °C
T1 9,31 8,39 8,51
T2 7,14 7,96 8,34
T3 6,59 6,82 6,01
T4 5,32 5,91 4,91
T5 3,50 1,41 1,79




Anhang 2:

Vergleichbarkeit  der

Formation an  y-H2AX-Foci

Umgebungstemperaturen wahrend der Bestrahlung ohne Kontrastmittelgabe
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bei  unterschiedlichen

Bestrahlungsdosis

p-Wert,4°C-RT

p-Wert,4°C-37°C

p - Wert, RT-37°C

20 mGy T1 0,40 0,01 < 0,05
20 mGy T2 0,08 < 0,05 < 0,05
20 mGy T3 0,05 < 0,05 < 0,05
20 mGy T4 0,44 0,14 0,33
20 mGy T5

100 mGy T1 0,64 0,37 0,19
100 mGy T2 0,38 0,04 0,02
100 mGy T3 0,02 0,47 0,04
100 mGy T4 0,09 < 0,05 < 0,05
100 mGy T5 < 0,05

200 mGy T1 0,26 0,01 0,15
200 mGy T2 < 0,05 0,03 0,03
200 mGy T3 < 0,05 0,69 < 0,05
200 mGy T4 0,07 0,80 0,06
200 mGy T5 < 0,05 < 0,05 < 0,05
1000 mGy T1 0,64 0,15 0,17
1000 mGy T2 0,13 0,67 0,07
1000 mGy T3 0,04 0,41 < 0,05
1000 mGy T4 0,14 0,32 0,44
1000 mGy T5 < 0,05 < 0,05 0,01
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Formation an y-H2AX-Foci
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bei unterschiedlichen

Umgebungstemperaturen wahrend der Bestrahlung mit Kontrastmittelgabe

Bestrahlungsdosis p - Wert, 4 °C - RT p - Wert, 4°C-37°C p - Wert, RT-37°C

20 mGy T1 < 0,05 0,01 0,03
20 mGy T2 0,44 < 0,05 < 0,05
20 mGy T3 0,09 0,04 0,94
20 mGy T4 0,04 0,37 0,14
20 mGy T5 0,01 < 0,05 0,28
100 mGy T1 0,03 <0,05 0,24
100 mGy T2 0,84 0,01 0,01
100 mGy T3 <0,05 0,04 0,11
100 mGy T4 0,08| 0,98 0,07
100 mGy T5 < 0,05 < 0,05 0,02
200 mGy T1 0,06] 0,26 0,45
200 mGy T2 < 0,05 < 0,05 0,55
200 mGy T3 0,21 <0,05 <0,05
200 mGy T4 <0,05 0,15 <0,05
200 mGy T5 < 0,05 < 0,05 0,01
1000 mGy T1 < 0,05 0,37 0,89
1000 mGy T2 < 0,05 < 0,05 0,20
1000 mGy T3 0,62 0,08 0,12
1000 mGy T4 0,11 0,17 0,02
1000 mGy T5 < 0,05 < 0,05 0,17




82

Zusammenfassung

Jeder Mensch ist in seinem Leben einer gewissen Strahlendosis ausgesetzt.
Diagnostische Verfahren in der Medizin bilden mit einem Anteil von ungefdhr 14 % den
groBten vom Menschen verursachten Anteil an ionisierender Strahlung weltweit. Die
effektive Dosis betrdgt durchschnittlich 0,4 mSv pro Jahr. Die Computertomographie
tragt den groBten Teil zur jahrlichen Gesamtdosis bei. lonisierende Strahlung kann
Uber verschiedene Schaden an der DNA zur Entstehung von Leukdmie und anderen
Krebserkrankungen fiihren. DNA-Doppelstrangbriiche (DSB) zdhlen dabei zu den

bedeutendsten Schaden, die die Karzinogenese initiieren kénnen.

Dariber hinaus benétigen viele bildgebende Verfahren die Verwendung jodhaltiger
Kontrastmittel, deren Nieren- und zytotoxischen Effekte teilweise bereits bekannt sind.
Allerdings gibt es kaum Studien dariiber, ob die Verwendung jodhaltiger Kontrastmittel
einen Einfluss auf die Entstehung und Reparatur von DNA-Schaden hat, die durch

diagnostische Rontgenstrahlung verursacht wurden.

Obwohl in letzter Zeit bereits Hitze-induzierte y-H2AX-Foci beschrieben wurden, sind
Studien Uber den Einfluss unterschiedlicher Temperaturen auf die Induktion und
Reparatur von Strahlen induzierten DSB selten und widerspriichlich. Besonders wenige
Forschungsergebnisse existieren Uber die Kombination von Bestrahlung und

hypothermischen Temperaturen.

Durch die Quantifizierung von y-H2AX-Foci mittels Immunfluoreszenzfarbung konnte
die Nachweisgrenze von DNA-Doppelstrangbriichen nach Einwirken ionisierender
Strahlung von einigen Gray auf einige mGray gesenkt werden. In Studien wurde
gezeigt, dass dieses Verfahren in vivo bei Lymphozyten anwendbar ist und der Verlust

von y-H2AX-Foci mit der Reparatur der DSB korreliert.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde zur Quantifizierung von DNA-Doppelstrangbriichen die
Darstellung der y-H2AX-Foci durch Immunfluoreszenz gewabhlt. Ich fihrte die Versuche
bei Raumtemperatur, 4 °C und 37 °C, jeweils mit und ohne Kontrastmittel durch. Um
Aussagen Uber die Korrelation von Strahlendosis und der Induktion von DSB treffen zu

konnen wurden humane Lymphozyten pro Versuchsreihe in vitro mit 20 mGy,
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100 mGy, 200 mGy und 1000 mGy bestrahlt. Die Lymphozyten wurden sofort, 30 min,
1 h, 2 h und 24 h nach Bestrahlung fixiert, um die Reparatur der DSB liber die Zeit zu
messen. Nach Immunfluoreszenzfarbung wurden die y-H2AX-Foci mikroskopisch
ausgezahlt. Statistische Unterschiede zwischen den Versuchen mit und ohne
Kontrastmittel sowie den Versuchen bei unterschiedlichen Temperaturen wurden mit
Hilfe des T-Testes ermittelt. Bei einem Wert von p < 0,05 wurden die Unterschiede als

statistisch signifikant angesehen.

Der lineare Zusammenhang zwischen der Strahlendosis und der Formation der y-H2AX-
Foci, der in dieser Arbeit gefunden wurde, deckt sich mit den Ergebnissen anderer
Studien, in denen bereits dasselbe Verfahren zum Nachweis von DSB nach Bestrahlung
in vitro und in vivo angewendet wurde. Es zeigte sich, vergleichbar mit den Resultaten
vorausgehender in vitro und in vivo Versuche, ein Riickgang der Foci bis 24 h nach
Bestrahlung. Weiter konnte ich nachweisen, dass die Abnahme der Focizahl bis 24 h
nach Bestrahlung héher war je mehr Foci initial gemessen wurden. Nach 24 h fanden

sich abhangig von dem jeweiligen Versuch noch immer erhdhte Focilevel.

Bei den Versuchen mit Applikation von jodiertem Kontrastmittel wahrend der
Bestrahlung konnte ich nachweisen, dass die Formation der DSB bei Anwesenheit von
Kontrastmittel gesteigert wurde. Zusatzlich zeigten die Ergebnisse, dass die

Reparationskapazitat bei den Versuchen mit Kontrastmittel nicht eingeschrankt war.

Bei den verschiedenen Versuchen konnte ich wichtige Unterschiede bei der Induktion
und Reparatur der DSB in Abhdngigkeit der jeweiligen Temperatur bei Bestrahlung
finden. Die Resultate zeigten, dass die Entstehung der y-H2AX-Foci bei niedrigen
Temperaturen verzogert war. Die eingeschrankte Reparaturkapazitat bestatigte sich
bei der Auszahlung der Foci 24 h nach Bestrahlung. Es fanden sich unabhangig von der

Kontrastmittelgabe die hochsten Focizahlen fiir die Bestrahlung bei 4 °C.

Meine Ergebnisse zeigten einen linearen Anstieg der DSB mit steigender Strahlendosis
gefolgt von einem kontinuierlichen Riickgang der y-H2AX-Foci bis 24 h nach
Bestrahlung. Je héher die Focizahl initial war, desto schneller war auch die Reparation
der DSB. Dies fiihrt zu der Uberlegung, ob die Reparaturkapazitit bei verschiedenen
Strahlendosen unterschiedlich ist und sollte in zuklinftigen Studien lberprift werden.

Als mogliche Ursachen der persistierenden DSB 24 h nach Bestrahlung miissen Effekte
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wie Apoptoseprozesse, der sogenannte ,Bystander” Effekt und ,Low-dose

hypersensitivity” Beachtung finden.

Die Versuche mit jodiertem Kontrastmittel zeigten, dass die Formation der DSB bei
Anwesenheit von Kontrastmittel gesteigert wurde. Dieser Effekt beruht wahrscheinlich
auf der Generierung sekundarer Auger-Elektronen durch die Absorption der
Rontgenstrahlung durch das Kontrastmittel. Diese Elektronen sind die Hauptursache
der DNA-Schaden durch ionisierende Strahlung. Zwar zeigt sich keine Einschrankung
der Reparationsfahigkeit durch das Kontrastmittel, trotzdem sollten die Resultate
dieser Arbeit dazu fihren, dass die Verwendung jodhaltiger Kontrastmittel noch
vorsichtiger als bisher tberdacht wird. Zukiinftige Studien sollen iberprifen, ob der

hier beobachtete Einfluss von Kontrastmittel auch in vivo gefunden werden kann.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigten, dass die Entstehung der y-H2AX-Foci bei
niedrigen Temperaturen verzogert war. Dies kann moglicherweise dadurch erklart
werden, dass bei niedrigeren Temperaturen die enzymatische Aktivitdit von
Reparaturproteinen gesenkt wird. In Zusammenschau mit vorausgehenden Studien,
die wachsende y-H2AX-Foci bei Hyperthermie (45-47 °C) demonstrieren konnten,
ergibt sich ein Temperaturbereich zwischen Hyperthermie und Hypothermie (< 37 °C),
in dem die initiale Induktion der Foci am geringsten ist und damit die durch Strahlung
induzierten Schaden an der DNA. Nach 24 h zeigten sich unabhdngig von der
Kontrastmittelgabe noch immer erhdhte Focizahlen bei den Versuchen bei 4 °C. Aus
diesen Ergebnissen schlielle ich, dass je niedriger die Temperatur bei Bestrahlung,
desto eingeschrankter die Reparatur der DSB ist. Sollten sich diese Ergebnisse bei
Versuchen in vivo bestdtigen, kdonnen niedrige Temperaturen zu genomischen
Instabilitditen und Mutationen fiihren. Wenn Reparaturenzyme bei bestimmten
Temperaturen effizienter arbeiten, sollte dies in der radiologischen Diagnostik
Beachtung finden und die Bedingungen wahrend der Bestrahlung sollten entsprechend

angepasst werden.
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Summary

Every person is frequently exposed to ionizing radiation. Diagnostic x-ray procedures
present the largest man-made source of ionizing radiation exposure to humans that
contributes about 14 % of the total annual exposure. The effective dose amounts to an
average of 0.4 mSv per year. The largest contribution to this medical x-ray dose is
made by computed tomography. lonizing radiation can cause leukemia and other kinds
of cancer through various damages to the DNA. DNA double-strand breaks (DSBs) are

among the most significant damages that can initiate carcinogenesis.

In addition, many imaging applications require the use of iodinated contrast agents.
Nephro- and cytotoxic effects of these contrast agents are already known. However,
there are only few studies on whether the use of contrast agents has an additional
influence on the formation and repair of DNA damage which is caused by the exposure

to diagnostic x-rays.

Although heat-induced y-H2AX foci have been described recently, studies about the
influence of temperature on the induction and repair of radiation-induced DSBs are
rare and contradictory. Especially few research results exist about the combination of

ionizing radiation and hypothermic temperatures.

Through the quantification of y-H2AX foci via fluorescence microscopy it has become
possible to lower the limit of detection of DNA double-strand breaks after exposure to
ionizing radiation, from about one Gray to about one mGray. Studies have shown that
this method is applicable in vivo in lymphocytes and that the disappearence of foci

correlates to the repair of DSBs.

As part of this work for the quantification of DNA double-strand breaks | used the
depiction of y-H2AX foci via immunfluorescence. | performed the experiments at room
temperature, 4 °C and 37 °C, each with and without contrast agent. To be able to make
statements about the correlation of the radiation dose and the induction of DSBs,
human lymphozytes were radiated in vitro with 20 mGy, 100 mGy, 200 mGy and 1000
MGy per experimental series. To measure the repair of the DSBs over the time, the

lymphozytes were fixed immediately, 30 min, 1 h, 2 h and 24 h after radiation.
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After immunfluorescence staining y-H2AX foci were counted microscopically. Statistical
differences between the experiments with and without contrast agent as well as the
experiments at different temperatures were determined by using an independent
sample t-test. These differences were considered to be statistically significant when p

was smaller than 0.05.

The linear coherency between radiation dose and the formation of y-H2AX foci, which
was found in this work is comparable with the results of other studies in which the
same method for the detection of DSBs after radiation was already used in vitro and in
vivo. A decrease of foci within 24 h after radiation was found, comparable with the
results of prior in vitro and in vivo experiments. Furthermore | was able to prove, that
the decrease of foci within 24 h after radiation was more noticeable if more foci were
detected initially. After 24 h | could still find an elevated level of foci, depending on the

particular experiment.

At the experiments with the application of iodinated contrast agent, | was able to
prove that the formation of DSBs was increased if contrast agent was present during
radiation. In addition, the results showed that the repair capacity in the experiments

with contrast agent was not restricted.

| was able to find important differences in the induction and repair of DSBs in the
experiments depending on the temperature during the radiation. The results showed
that the formation of y-H2AX foci was decelerated at low temperatures. The limited
damage repair capacity was confirmed at counting foci 24 h after radiation.
Independent of the application of contrast agent, the highest foci levels were found at

radiation at 4 °C.

My results demonstrated a linear increase in the DSBs at rising radiation dose followed
by a continuous decrease of y-H2AX foci until 24 h after radiation. The higher the level
of foci was initially, the faster was the reparation of the DSBs. This leads to the
consideration whether the repair capacity is different at different radiation doses and
this should be examined in future studies. As possible causes for the persistent DSBs
24 h after radiation effects like apoptotic processes, the so-called "bystander" effect

and low-dose hypersensitivity must find attention.
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The experiments with iodinated contrast agent showed that the formation of DSBs was
increased at the presence of contrast agent. This effect is probably caused by the
generation of secondary Auger electrons through the absorption of x-rays by the
contrast agent. These electrons are the main cause of DNA damage by ionizing
radiation. Although the repair capacity does not appear to be restricted by the contrast
agent, the results of this work should lead to an even more careful consideration of the
use of iodinated contrast agent. Future studies should examine whether the observed

effect of this contrast agent can be found in vivo as well.

The results of this work have shown that the formation of y-H2AX foci was delayed at
low temperatures. This can be possibly explained by the fact that the enzymatic
activity of repair proteins is reduced at lower temperatures. In combination with
previous studies which could demonstrate increasing y-H2AX foci at hyperthermia
(45-47 °C), the initial induction of the foci and also the radiation-induced damage to
the DNA is lowest at a temperature range between hyperthermia and hypothermia
(< 37 °C). In the experiments at 4 °C raised levels of foci could still be proved after 24 h,
regardless of the contrast agent. From these results | conclude that the lower the
temperature is during radiation, the more limited is the repair of the DSBs. Should
these results be confirmed in experiments in vivo, low temperatures can lead to
genomic instabilities and mutations. If repair enzymes work more efficiently at certain
temperatures this should find attention in the radiological diagnostics and the

conditions during radiation should accordingly be adapted.
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