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Einleitung 6

1 Einleitung

1.1 Natiirliche und medizinische Strahlenexposition

Durchschnittlich 1% aller Zellen des menschlichen Organismus werden jeden Tag von
ionisierenden Teilchen und Strahlung, welche aus dem Weltall kommen, getroffen.
Zusatzlich sind Menschen der Strahlung radioaktiver Stoffe, die natirlich in der Erd-
kruste vorkommen, ausgesetzt. Dabei spricht man von der sogenannten ,natirlichen
Hintergrundstrahlung®. Die Dosis der natlrlichen Hintergrundstrahlung auf der Erde

betragt ca. 0,01 mSv pro Tag (Grudzenski 2009).

Neben der natirlichen Hintergrundstrahlung (85%) hat die medizinische Strahlung
(14%) den groRten Anteil an der Strahlenexposition der Weltbevolkerung. Obwohl
Computertomographieuntersuchungen in Deutschland im Jahre 2006 nur etwa 7% aller
bildgebenden Verfahren mit ionisierender Strahlung ausmachten, stellen sie mit einem
Anteil an der medizinischen Strahlendosis von 60 % (im Jahre 2006) den gréRten Strah-
lungsverursacher dar. Zwischen 1996 und 2006 hat sich die Anzahl der CT-
Untersuchungen in Deutschland nahezu verdoppelt (Knollmann et al. 2006; Bundesamt

flr Strahlenschutz 2010).

1.2 Rontgenstrahlung und ihre klinische Anwendung in

der Computertomographie

Um ein konventionelles Rontgenbild oder ein computertomographisches Bild zu erzeu-
gen, bedarf es Rontgenstrahlung, wobei bei der Computertomographie die Strahlenex-
position ca. 1000 mal hoher ist als z.B. bei einer Thorax-Rontgenaufnahme (Lobrich et

al. 2005).
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Einleitung 7

Gegebenheit Durchschnittlich applizierte Dosis
[mSv]
Natiirliche Hintergrundstrahlung Ca. 3/lahr
Transatlantikflug (Hin- und Zuriick) 0,1
Mammographieuntersuchung* 3
Thorax-Computertomographieuntersuchung* ca. 10
Expositionslimit von Nukleararbeitern (ICRP 1991) 20/Jahr
Atombombeniiberlebende
200
(mittlere Dosis in der LS5-Kohorte, Preston 2003)

Tab. 1: Angaben der durchschnittlich absorbierten Dosis an ionisierender Strahlung (IR) fiir verschie-
dene Gegebenheiten. Da der Strahlungsart-abhangige Wichtungsfaktor wg flir Rontgen- und y-Strahlung
= 1ist, gilt, dass 1 mSv = 1 mGy. AuBer bei den mit * gekennzeichneten medizinischen Untersuchungen,

die nur Teilkdrperbestrahlungen betreffen, ist eine Ganzkorperdosis angegeben (Grudzenski 2009).

1.2.1 Geschichte und Entstehung von Réntgenstrahlung

Am 8. November 1895 entdeckte Wilhelm Conrad Rontgen die Rontgenstrahlung, als
fluoreszenzfahige Gegenstiande wahrend des Betriebs einer Kathodenstrahlréhre nahe
der Rohre trotz Abdeckung dieser hell zu leuchten begannen. Sein Verdienst ist es, die
Bedeutung der neuentdeckten Strahlen friih erkannt und diese als erster wissenschaft-
lich untersucht zu haben. Bereits sieben Wochen nach seiner Entdeckung reichte er
eine Arbeit, ,Uber eine neue Art von Strahlen”, zur Veréffentlichung ein und erhielt
1901 fiir seine Forschung den ersten physikalischen Nobelpreis (Vorstand des Rontgen-

Kuratorium Wirzburg e.V. 2010).

Rontgenstrahlung entsteht, wenn beschleunigte Elektronen auf Materie treffen. Dabei
unterscheidet man zwei Prozesse, zum einen die Bildung von ,charakteristischer Strah-

lung“und zum anderen die Bildung von ,,Bremsstrahlung” (Kiefer und Kiefer 2003).

1.2.1.1 Charakteristische Strahlung

Treffen beschleunigte Elektronen mit ausreichend hoher Energie auf absorbierende
Materie, dann werden Hullelektronen aus der Atomhiille der in der Materie befindli-

chen Atome gel6st. Dadurch kommt es zu einem freien Platz in der entsprechenden
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Einleitung 8

Atomschale. Die freigewordenen Platze in den Schalen werden durch andere Elektro-
nen aufgefillt, die Energiedifferenz wird als Strahlungsquant abgegeben und charakte-

ristische Rontgenstrahlung entsteht (Kiefer und Kiefer 2003).

1.2.1.2 Bremsstrahlung

Bei der Entstehung von ,,Bremsstrahlung” handelt es sich dagegen um einen Prozess,
bei dem das beschleunigte Elektron nach dem Coulombschen Gesetz vom positiv
geladenen Atomkern angezogen wird. Dadurch wird die Elektronenbahn um den Kern
gekrimmt und das Elektron gebremst, wodurch es Energie abgibt. Die dabei abgege-
bene Energie kann sehr variabel sein und ist abhdngig von der urspriinglichen
Elektronenenergie und dem Abstand zum Kern. Das Emissionsspektrum einer
Rontgenrdéhre setzt sich aus ,charakteristischer  Rontgenstrahlung” und

,Bremsstrahlung” zusammen (Kiefer und Kiefer 2003).

1.2.1.3 Prinzip einer Réntgenréhre

Beide Effekte werden in der Rontgenrdhre ausgenutzt, wobei der Wirkungsgrad be-
merkenswert gering ist. Nur etwa 1% der aufgewendeten Energie wird in Rontgenstrah-
len umgesetzt, der Rest ist Warme. Eine Rontgenréhre besteht aus einer Kathode in
Form einer Glihwendel, die durch eine Heizspannung von ca. 20 V auf ungeféahr 2000°C
erhitzt wird. Aufgrund ihrer thermischen Energie treten Elektronen aus. Diese werden
durch die zwischen Kathode und Anode anliegende Hochspannung beschleunigt und
treffen anschlieBend auf die Anode, in der sie stark abgebremst werden. Hierbei ent-

steht Rontgenstrahlung (Kiefer und Kiefer 2003).

1.2.2 Geschichte und Prinzip der Computertomographie
1.2.2.1 Geschichte der Computertomographie

Seit der Entdeckung der Rontgenstrahlen gilt die Erfindung der Computertomographie
als groBte Innovation der Radiologie. 1917 entwickelte der Mathematiker Johann Ra-

don ein nach ihm benanntes mathematisches Verfahren, das als sogenannte Radon-
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transformation zur mathematischen Grundlage der Berechnung von raumlichen Auf-

nahmen eines Objektes mit seinen Innenstrukturen wurde (Prokop et al. 2003; Biba
2006). Im Zuge der Verbesserung der Computertechnologie Ende der sechziger Jahre
und unter Einbeziehung der Vorarbeiten des Physikers Allan McLeod Cormack zwischen
1957 und 1963 entwickelte der Elektrotechniker Godfrey Hounsfield die ersten Compu-
tertomographen. Sein erster klinischer Computertomograph zur Untersuchung des
Kopfes kam 1971 im Atkinson-Morley’s Hospital in Wimbledon, England, zum Einsatz.
1974 wurde der erste Ganzkdrpercomputertomograph errichtet und noch vor dem En-
de der 70er Jahre war die grundlegende Evolution der Computertomographie vollzo-
gen. 1979 wurden Godfrey Hounsfield und Allan McLeod Cormack als Vater der Com-
putertomographie mit dem Nobelpreis fiir Medizin geehrt. In den 80er Jahren wurden
technische Details verfeinert und zu Beginn der 90er Jahre kam es mit Einfihrung des
Spiral-CTs zu einer rasanten Weiterentwicklung, die eine verbesserte diagnostische
Leistung, 3D-Bildgebung und CT-Angiographie erméglichte. Die neueste Innovation ist
das Mehrschicht-CT aus dem Jahre 1998, das eine enorme Leistungssteigerung sowie
neue Untersuchungsmoglichkeiten erlaubt (Prokop et al. 2003). Im Jahr 2000 waren

weltweit ca. 30 000 klinische Spiral-CTs installiert (Lehnertz 2010).

1.2.2.2 Prinzip der Computertomographie

Die Computertomographie (CT) ist ein Schnittbildverfahren, das mit Rontgenstrahlen
arbeitet. Das Bild wird per Computer berechnet. Ein Computertomograph besteht aus
der Scaneinheit, die sogenannte Gantry, die u.a. aus der Rontgen- und Detektorenein-
heit besteht. Der Rontgenstrahler und das gegeniberliegende Bildaufnahmesystem, die
Detektoren, rotieren wahrend der Untersuchung gleichsinnig um den Patienten - im
Unterschied zum klassischen Rontgen, bei dem die Bilder aus nur einer Richtung ange-
fertigt werden. Der Korper wird in Schichten eingeteilt. Ein Schichtbild setzt sich aus
Pixeln (Bildpunkten) zusammen. Jedes Pixel reprasentiert ein Voxel, welches ein Volu-
menelement von der GrofSe des Pixels, multipliziert mit der Schichtdicke, ist. Ein diin-
ner Rontgenstrahl tastet den Patienten aus verschiedenen Richtungen ab. Durch Kolli-
mation wird nur eine definierte Scanebene durchstrahlt. Die Detektoren erfassen die
Intensitdt der durch das Gewebe abgeschwachten Strahlung. Die Schwéachung eines

jeden Voxels entlang eines Strahls wird anschlieBend mathematisch mittels Radon-
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transformation transformiert und in die Bildebene durch gefilterte Rickprojektion
zurlickprojiziert. Das Ergebnis der Transformation ist eine lokale Rontgenschwachung
an jedem Punkt der Untersuchungsschicht. Diese lokalen Rontgenschwachungswerte
werden in CT-Werte umgerechnet, die wiederum in Graustufen kodiert und als Bild
dargestellt werden. Diese CT-Werte nennt man Hounsfield-Einheit (HE). Sie ist das MaR
fir die Dichte des Gewebes, errechnet sich aus dem Schwachungskoeffizienten und
wird in Relation zu Wasser angegeben. Dabei entspricht Wasser einer HE von 0 und
Luft einer HE von —1000 (Prokop et al. 2003; Siemens AG 2006; Schafer und Klose
2008).

1.2.2.3 Computertomographie mit Kontrastmittelapplikation

Heute ist die Computertomographie eine der wichtigsten Methoden der radiologi-
schen Diagnostik. Sie liefert liberlagerungsfreie Querschnittsbilder des Kérpers und
zeigt niedrigere Kontrastunterschiede als herkdmmliche Réntgenbilder. Uberlegen ist
die Computertomographie der Projektionsradiographie z.B. bei komplexen Lagebezie-
hungen und immer dann, wenn kleine, weichteildichte Strukturen zu beurteilen sind

(Schéfer und Klose 2008; Siemens AG 2006).

Die Aussagekraft einer Computertomographie-Aufnahme lasst sich durch Kontrastmit-
tel (KM) erheblich steigern. Aus diesem Grund werden bei manchen Fragestellungen

zusatzlich vor der Bestrahlung Kontrastmittel injiziert.

Rontgenkontrastmittel gelten nach § 2 Abs. 1 Nr. 2 des deutschen Arzneimittelgesetzes
als Arzneimittel. Es handelt sich um Substanzen, die in den Kérper eingebracht werden,
um entweder als sog. positive Kontrastmittel zu einer vermehrten Absorption eintre-
tender Rontgenstrahlen gegeniiber dem umgebenden Gewebe zu fiihren oder, im Falle

von negativen Kontrastmitteln, gering oder gar nicht absorbiert zu werden.

Rontgenpositive KM enthalten Elemente mit hoher Ordnungszahl (Z), die héher als die
des umliegenden Gewebes ist (z.B. Barium Z = 56 oder Jod Z = 53). Sie konnen in was-
serlosliche und wasserunldsliche KM unterteilt werden. Nicht wasserldsliche rontgen-
positive KM dienen der besseren Darstellung der Speiserohre und des Magen-Darm-
Traktes (z.B. bariumsulfathaltige Losungen) oder werden als 6lige Jodverbindungen bei

Lymphographien eingesetzt. Rontgenpositive wasserldsliche KM sind Salze der Trijod-
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Benzoesdure und werden intravaskuldr appliziert. Sie dienen zur Darstellung der Nie-
ren, ableitenden Harnwege (Urographie), anderer Organe oder der Angiographie.
Rontgennegative Kontrastmittel sind CO,, Luft und wassrige Medien und werden bei-
spielsweise zur Kontrastdarstellung des Osophagus oder des Magen-Darm-Traktes si-
multan mit einem positiven Kontrastmittel angewendet (Schafer und Klose 2008).
Jodhaltige Kontrastmittel sind mit 40 bis 50 Millionen Anwendungen pro Jahr die welt-
weit am haufigsten intravaskuldr verwendeten Arzneimittel, die zwecks medizinisch
bildgebender Verfahren appliziert werden (Christiansen et al. 2000). Sie reichern sich
an bestimmten Stellen des Korpers an und modifizieren die Absorption der Rontgen-
strahlung so, dass dadurch zusatzliche Informationen morphologischer und funktionel-
ler Natur gewonnen werden kdnnen. Orte mit hoherer Konzentration an KM und damit
hoherer mittlerer Ordnungszahl (Z) absorbieren die Strahlung starker und erscheinen
somit auf dem CT-Bild heller als Orte mit niedrigerer Konzentration an KM und damit
kleinerem mittlerem Z (Elke und Schmitt 1992). Die Helligkeitsanderungen auf dem
Computertomographiebild und die Kontrastmittel- und damit Jodkonzentration, verhal-

ten sich direkt linear zueinander (Clement et al. 2002).

1.2.2.3.1 Klinische Nebenwirkungen von Kontrastmitteln

Jodhaltige Kontrastmittel werden weltweit als eine der sichersten und am weitesten
verbreiteten injizierbaren Medikamente angesehen. Ungeachtet dessen konnen Ne-
benwirkungen auftreten, die von geringen Beeintrachtigungen, wie Warmegefiihl wah-
rend der Injektion des Kontrastmittels oder bitterer Geschmack im Mund, bis zu poten-
tiell letalen Komplikationen reichen kénnen (Kopp et al. 2008). Bekannte, wenn auch
seltene, Nebenwirkungen von KM sind die Belastung des Herz-Kreislaufsystems auf-
grund hoher Osmolalitdt und damit Einstrom physiologischer Gewebsfliissigkeit in das
GefaRsystem, allergische Unvertraglichkeitsreaktionen, die von Juckreiz bis zum a-
naphylaktischen Schock reichen kénnen, jodinduzierte Hyperthyreose sowie die KM-
induzierte Nephropathie (Kuefner et al. 2008).

Kontrastmittel werden im Kérper nicht weiter metabolisiert und sind entweder leber-

gangig oder werden Uber die Nieren ausgeschieden (Wild und Puig 2003).
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Das in der vorliegenden Arbeit verwendete Kontrastmittel war ausschlieBlich das
jodhaltige KM lopromid (Ultravist®), das in einer Studie von Kopp aus dem Jahre 2008

eine Nebenwirkungsrate von 1,5% aufwies.

1.2.2.3.2 Auswirkungen von Kontrastmittelapplikation auf die DNA

Neben Untersuchungen zu klinischen Nebenwirkungen existieren auch solche (iber
DNA-Schdaden nach Gabe von jodhaltigem Kontrastmittel in Kombination mit Rontgen-
strahlung. Dabei wurde beobachtet, dass durch Zugabe von Kontrastmittel sowohl in
vitro (Norman et al. 1978; Matsudaira et al. 1980; Hadnagy et al. 1982; Matsubara et
al. 1982; Parvez et al. 1987; Joubert et al. 2005; Grudzenski et al. 2009; Jost et al. 2009)
als auch in vivo (Adams et al. 1978; Callisen et al. 1979; Cochran et al. 1980; Stephan
und Hadnagy 1981; Matsubara et al. 1982; Parvez et al. 1987; Mozdarani und Fadaei
1998; Grudzenski et al. 2009) bei Rontgenstrahlenexposition DNA-Schaden in Form von
Chromosomenaberrationen, vermehrt auftretenden Mikrokernen, erhohter Anzahl an

DNA-Einzelstrangbrichen sowie DNA-Doppelstrangbriichen, zunehmen.

Die Ursachen dieser Beobachtungen sind bis heute unklar. Es existieren verschiedene
Erklarungsversuche. Callisen et al. waren 1979 die Erstbeschreiber der Dosissteigerung
durch jodhaltiges KM und prdsentierten in ihrem Paper eine quantitative Bewertung
dieser auf Basis der Energieabsorption durch Jod und Wasser. Callisen et al. sowie
Hadagny et al. (1982) und Bodou (2007) sind der Ansicht, dass durch Jod eine Verstar-
kung des Photoeffektes auftritt und dies der Hauptfaktor der erhéhten DNA-
Schadigung durch Anwesenheit von Kontrastmitteln wahrend der Bestrahlung ist. Der
Photoeffekt hangt stark von der Ordnungszahl des absorbierenden Stoffes ab. Elemen-
te mit hoherer Ordnungszahl wie z.B. Jod absorbieren Strahlung in biologischem Ge-
webe starker als Elemente mit niedrigerer Ordnungszahl. Basierend auf dem Photoef-
fekt wird bei Verwendung von jodhaltigem Kontrastmittel in der Rontgenbildgebung
sekundar Strahlung emittiert und Photoelektronen, Rontgenfluoreszenz sowie Auger-
Elektronen entstehen. Dieses Phanomen fiihrt nach ihrer Ansicht zu einer erhdhten
Energieabsorption in benachbarten Zellen (Jost et al. 2009).

Joubert et al. (2005) dagegen meinen, dass das Reparaturvermogen der DNA durch die
Entstehung chemisch aktiver Kontrastmittel-Spaltprodukte nach Radiolyse beeintrach-

tigt wird.
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Dass Kontrastmittel unabhangig von Strahlung zytotoxische Effekte besitzt, wird von

Parvez et al. (1987) in Betracht gezogen.

1.3 Wechselwirkung von Rontgenstrahlung mit Materie

Rontgenstrahlung wird zur Photonenstrahlung gezdhlt. Bei der Interaktion von
Photonenstrahlung mit Materie kommt es entweder zur vollstandigen Absorption oder
zu einer Streuung. Dabei entstehen meist freie, geladene Sekundarteilchen wie Elektro-
nen oder Positronen, die ihrerseits Materie anregen und ionisieren kdnnen. Der Photo-
sowie der Comptoneffekt zahlen zu den Wechselwirkungen, die in der Atomhiille statt-
finden. Die Paarbildung dagegen erfolgt mit dem elektrischen Feld des Atomkerns. Im
Folgenden werden die verschiedenen Wechselwirkungsprozesse beschrieben (Theis

2008).

1.3.1 Der Photoeffekt

Zum Photoeffekt kommt es vorwiegend, wenn die Quantenenergie der Rontgenstrah-
lung und die Starke der Elektronenbindung in etwa gleich sind. Hierbei wird ein Elekt-
ron der inneren Schale der Atomhiille durch ein Photon herausgeldst. Dabei wird die
gesamte Energie des Photons auf das Elektron tibertragen und es verldsst die Atomhiil-
le mit einer kinetischen Energie, die der Differenz der Photonenenergie und der Elekt-
ronenbindungsenergie entspricht. Die freigewordene Schale wird nun durch ein Elekt-
ron einer kernferneren Schale aufgefiillt. Dadurch kommt es zur Abnahme der
potentiellen Energie. Die Uiberschiissige Energie wird in Form von Photonen als charak-
teristische elektromagnetische Strahlung abgegeben. Der Photoeffekt tritt vor allem
bei niedrigeren Photonenenergien von ublicherweise 0,5 kV auf (Hall und Giaccia

2006).

1.3.2 Der Comptoneffekt

Bei hohen Quantenenergien dominiert in erster Linie der Comptoneffekt, der nach sei-

nem Entdecker, dem amerikanischen Physiker Arthur Holly Compton (1892-1962, No-
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belpreis 1927), benannt ist. Da die Quantenenergien hierbei betrachtlich groRRer sind

als die Elektronenbindung, wird das Elektron, mit dem das Photon interagiert, als ,frei”
betrachtet. Diesmal wird nur ein Teil der Photonenenergie an das Elektron als kineti-
sche Energie abgegeben. Mit der restlichen Energie bewegt sich das Photon weiter auf
seiner Bahn, allerdings durch den ZusammenstoB in einem bestimmten Winkel ¢ von
seiner Bahn abgelenkt. Anstelle des urspriinglich einfallenden Photons sind nun ein
schnelles Elektron und ein in seiner Energie reduziertes Photon vorhanden. Beide kon-
nen weiterhin mit Materie interagieren und dabei andere Atome ionisieren, chemische
Verbindungen aufbrechen und auf diese Weise biologische Schaden verursachen (Kie-

fer und Kiefer 2003; Hall und Giaccia 2006).

1.3.3 Die Paarbildung

Die Paarbildung spielt nur bei hohen Photonenenergien eine Rolle. Das eingestrahlte
Photon interagiert mit dem Kernfeld eines Atoms. Dabei wird das energiereiche Photon
absorbiert und spontan ein Elektron-Positron Paar gebildet. Die Bedingung dafir ist,
dass die Energie des Photons mindestens die Summe der Ruheenergien der entstande-
nen Teilchen Ubersteigt. Die Photonenenergie verteilt sich auf die Ruhemassen der
entstandenen Teilchen und der Rest der Energie wird als kinetische Energie auf diese
Ubertragen. Das entstandene Elektron und Positron geben ihre Energie in Form von

StoRen an die Materie ab (Kiefer und Kiefer 2003; Theis 2008).

Bei allen drei beschriebenen Prozessen werden Elektronen freigesetzt, deren Energie
meist so hoch ist, dass sie noch eine gewisse Wegstrecke in der exponierten Materie
zurlicklegen kénnen. Dabei l6sen sie weitere lonisationen aus, die die Hauptwirkung

von Rontgenstrahlung in Materie darstellen.

1.4 Auswirkungen von Réontgenstrahlung auf die DNA

Trifft Strahlung auf Zellen, dann kommt es entweder zu einer direkten oder indirekten
Strahlenwirkung. Die direkte Strahlenwirkung tritt iberwiegend bei dicht ionisierender
Strahlung, wie z.B. a-Strahlung, auf. Hier hat das Strahlungsteilchen oder ein Sekundar-

elektron direkt mit der DNA Kontakt und schadigt diese durch lonisation der DNA-
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Basen oder -Zucker. Im Falle der diinn ionisierenden Rontgenstrahlung Giberwiegt die

indirekte Strahlenwirkung. Im Gegensatz zur direkten Strahlenwirkung verursacht diese
keine direkten biologischen oder chemischen Schaden. Beim Passieren von Materie
kommt es hier zur Wechselwirkung mit anderen Atomen und Molekiilen und dabei zur
Erzeugung von Radikalen, die Uber eine Radikalkettenreaktion zu einer DNA-
Schadigung fiihren kdnnen. Da die Zelle zu etwa 80% aus Wasser besteht, reagieren die
Photonen meist mit Wassermolekiilen und dies fiihrt entweder zur Anregung oder zur
lonisation. Durch Anregung kdnnen kovalente Bindungen zerbrechen und H'- und OH'-
Radikale entstehen. Im Rahmen der lonisation der Wassermolekiile kommt es zur Bil-
dung von Wasserradikalkationen (H,O*). Alle Radikalionen haben eine sehr kurze Le-
bensdauer von 107'° Sekunden. Sie zerfallen, um wieder freie Radikale zu bilden. Letzt-
endlich werden an der DNA Radikalstellen gebildet und auf diesem Wege die DNA
geschadigt. Es wird angenommen, dass das Hydroxylradikal OH" zwei Drittel der durch
Photonen erzeugten indirekten DNA-Schaden verursacht. Es fihrt zur Oxidation der
DNA. Zu 70-80% lagert es sich an die Doppelbindungen der Basen an und zu 20-25%
kommt es zur H-Abstraktion aus Zuckermolekiilen. Uber Elektronentransfer kénnen
sich die Radikalstellen im DNA-Molekil verlagern. Im Beisein von Luft wahrend der
Strahlenexposition werden die DNA-Radikale durch Sauerstoffanlagerung fixiert. Zu-
satzlich kommt es zur Bildung von Peroxidradikalen und Peroxiden. All diese Radikale
sind sehr reaktionsfreudig und fiihren (iber weitere chemische Umlagerungen zu che-
misch stabilen DNA-Veranderungen. Folgende DNA-Schaden kdnnen auftreten: Basen-
modifikationen und -verluste, Verdanderungen der Zuckermolekiile, Einzelstrangbriiche,
Doppelstrangbriiche, DNA-Vernetzungen (DNA-DNA-Crosslinks), DNA-Protein-Vernet-
zungen (Crosslinks) sowie Bulky Lesions (Mehrfachereignisse, auch Locally multiply

damaged sites, LMDS, genannt).
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Abb. 1: DNA-Schaden durch ionisierende Strahlung. (Kauffmann et al. 2006)

Nach Bestrahlung mit 1 Gy Rontgenstrahlung ergeben sich etwa 1000 bis 2000
Basenverdnderungen, 500 bis 1000 Einzelstrangbriche (ESBs), 800 bis 1600
Veranderungen der Zuckermolekiile, 150 DNA-Protein-Quervernetzungen und etwa 50

Doppelstrangbriiche (DSBs) und Bulky Lesions (Kauffmann et al. 2006).

1.4.1 DNA-Doppelstrangbriiche (DSBs)

Doppelstrangbriiche sind die gravierendsten Lasionen der DNA, da hierbei das Zucker-
Phosphat-Riickgrat auf beiden DNA-Strangen und damit auch die genetische Informati-
on unterbrochen werden (Ward 1995). Werden Doppelstrangbriiche nicht oder fehler-
haft repariert, kann es zur Entstehung von Mutationen und zur malignen Entartung von

Zellen kommen (Jeggo und Lobrich 2007; Zhang et al. 2007).

1.4.2 Reparaturmechanismen von DSBs

Durch die Schadigung beider DNA-Strange bei Doppelstrangbriichen ist die Reparatur
diffiziler als im Falle von Einzelstrangbriichen, bei denen noch eine intakte Matrize vor-
handen ist, die als Vorlage fiir die Reparatur dienen kann (Ismail et al. 2007). Aus die-
sem Grund wird beim Auftreten von DSBs ein distinktes zelluldres Erkennungs- sowie
Reparatursystem aktiviert. Es kommt zur Aktivierung von Zellzyklus-Checkpoints, um

Zeit fur die Reparatur zu gewinnen, sowie zur Reparatur der DSBs durch vornehmlich
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zwei Mechanismen — das Nichthomologe Endjoining (NHEJ) und die Homologe Re-

kombination (HR).

1.4.2.1 Die zelluldre Erkennung von DSBs

Doppelstrangbriiche werden sofort von Sensorproteinen erkannt. Eines der primaren
Aktivatoren der zelluldren Antwort auf DSBs ist die Proteinkinase ATM (ataxia telean-
giectasia mutated), die durch Autophosphorylierung aktiviert wird (Uziel et al. 2003).
Es wird vermutet, dass die Aktivierung von ATM durch strukturelle Veranderungen des
Chromatins nach einem DSB erfolgt (Bakkenist und Kastan 2003). Dabei dissoziieren die
urspringlichen Dimere voneinander. Als aktivierte Monomere phosphorylieren sie
H2AX, eine Histonvariante von H2A, zu yH2AX, sowie viele weitere Zielproteine, die die
DNA-Schadensantwort modulieren (Kurz und Lees-Miller 2004). Um ATM am Ort des
DNA-Strangbruches zu akkumulieren, wird der MRN-Komplex bendtigt. Dieser besteht
aus MRE11, RAD50 sowie Nbs1 (Uziel et al. 2003; Stiff et al. 2005). Weitere Mediatoren
sind notig, um das Schadenssignal zu verstarken, darunter MDC1, 53BP1 und BRCAL1.
Diese binden durch ihre BRCT (BRCA1 carboxyl terminal) -Domane, die sie gemein ha-
ben, an phosphorylierte Peptide sowie an verschiedene Komponenten der DNA-

Schadensantwort und férdern deren Interaktion untereinander (Su 2006).

MDC1 interagiert direkt mit yH2AX mittels seiner BRCT-Doméane. Um 53BP1, Nbs1 und
phosphoryliertes ATM an dem Ort eines DSBs zu akkumulieren, bedarf es der Interakti-
on von yH2AX und dem MDC1-Komplex (Stucki et al. 2005). Weiterhin vermittelt MDC1
die Rekrutierung und Bindung von 53BP1 an den DNA-Bruch (Ward et al. 2003; Bekker-
Jensen et al. 2006). Diese Ereignisse ermoglichen die Rekrutierung weiterer ATM-
Molekiile, die wiederum weitere H2AX-Molekiile phosphorylieren kénnen. Es kommt
zu einer positiven Riickkopplung und sequenziellen Rekrutierung von MDC1, dem

MRN-Komplex sowie ATM und das yH2AX-Signal breitet sich aus (Grudzenski 2009).

1.4.2.2 Nichthomologes Endjoining (NHEJ)

Das NHEJ ist ein sehr schneller Reparaturprozess und gilt als das haufigste und wichtigs-

te Reparaturverfahren bei Doppelstrangbriichen, da es wahrend der gesamten Inter-
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phase moglich ist. Die freien Doppelstrangbruchenden werden vom Ku70/Ku80-

Heterodimer erkannt und gebunden. An diesen Komplex wandern die Proteinkinase
DNA-PK sowie eine Gruppe von sogenannten Sir-Proteinen, die den Bereich der DNA
um den Doppelstrangbruch abdecken. Dies verhindert den Abbau der DNA-Enden
durch Nukleasen, die Fusion der Enden mit anderen Chromosomen, die Transkription
und Replikation der DNA und fixiert die freien DNA-Enden rdaumlich. AnschlieSend
werden der Ligase IV-Komplex, welcher aus Ligase IV, XRCC4 und Cerrunnos/XLF be-
steht, rekrutiert und die DNA-Enden ligiert. Das NHEJ ist im Falle von Mehrfachscha-
den, bei denen einige Basenpaare fehlen (Bulky Lesions), eine potentiell mit Fehlern
behaftete Reparatur, da die verbleibenden DNA-Enden miteinander verknipft werden,
ohne dass vorher eine Neusynthese des fehlenden oder fehlerhaften DNA-Stranges
stattgefunden hat. Dies flhrt zu Verlusten oder Veranderungen des genetischen Codes

der DNA, also zu Mutationen (Kauffmann et al. 2006; Helleday et al. 2007).

1.4.2.3 Homologe Rekombination (HR)

Im Gegensatz zum NHEJ ermoéglicht es die homologe Rekombination, auch komplexe
Schaden fehlerfrei zu reparieren. Die DSBs werden anhand der homologen Sequenzen
der Schwesterchromatiden oder der homologen Chromosomen repariert. Auf diese
Weise werden beschadigte oder verloren gegangene Sequenzinformationen resyntheti-
siert. Im ersten Schritt wird der MRN-Komplex rekrutiert, der den DSB erkennt und
prozessiert. Dabei entstehen einzelstrangige Bereiche, die mit RPA besetzt werden. Im
nachsten Schritt wird dieses durch Rad51 ersetzt, welches Filamente um den entwun-
denen DNA-Strang bildet, um die Stranginvasion der intakten Matrize zu ermoglichen.
Die Komponenten der Rad52-Epistaxisgruppe katalysieren die Stranginvasion. Dabei
entstehen sogenannte Doppel-Holiday-Strukturen, die nach Verlangerung des 3’-Endes
der geschddigten DNA durch die DNA-Polymerase n und Reparatur durch Ligation mit-
tels Ligase | wieder aufgelost werden. Hierbei kann es im Falle von inkorrekter Auflo-
sung zu Crossover-Ereignissen kommen. Im Gegensatz zum NHEJ kommt die HR nur in
der Synthesephase des Zellzyklus vor (Khanna und Jackson 2001; Kauffmann et al.

2006; Pardo et al. 2009).
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Abb. 2: Schematisches Modell der primaren Reparaturmechanismen von DSBs — NHEJ und HR. (Pardo

et al. 2009)

1.5 Quantifizierung von DNA-Doppelstrangbriichen

Da es bei fehlerhafter Reparatur von Doppelstrangbriichen zur malignen Entartung
kommen kann, ist es von groflem Interesse, DSBs nachzuweisen und zu quantifizieren.
In den vergangenen Jahrzehnten haben sich verschiedene Verfahren zum Nachweis von
Doppelstrangbriichen etabliert. Dazu gehoren die Pulsfeld-Gelektrophorese (PFGE)
(Birren et al. 1988), der Comet-Assay (Fairbairn et al. 1995), die Quantifizierung von

Chromatidbriichen mittels der vorzeitigen Chromosomenkondensation (premature
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chromosome condensation, PCC) (Johnson und Rao 1970), die TUNEL-Methode

(Hewitson et al. 2006) sowie die y-H2AX-Methode (Takahashi und Ohnishi 2005). Um
DSBs im Niedrigdosisbereich, wie z.B. in der Computertomographie, zu detektieren, hat
sich die y-H2AX-Methode als Goldstandard etabliert (Fernandez-Capetillo et al. 2004).
Grund ist, dass allein diese Methode bei niedrigen Strahlendosen von bis zu einem

MGy sensitiv ist (Rothkamm und Lobrich 2003).

1.5.1 yH2AX

Die DNA, der Trager der Erbinformation, ist in eukaryonten Zellen in Form von
Chromatinfaden, Chromosomen genannt, im Nukleus organisiert. Nukleosomen
ermoglichen die dichte Verpackung der DNA im Nukleus und damit die effiziente
Nutzung des minimalen Raumes. Ein Nukleosom ist ein Komplex aus DNA und
Histonen. Histone sind basische Proteine, die an die DNA binden und in 5 Klassen
eingeteilt werden (H1, H2A, H2B, H3 und H4). lhre Aufgabe ist nicht nur die
Kondensierung der DNA, sie wirken auch als Funktionsregulatoren, da z.B. die
Transkription nur an histonfreier DNA moglich ist (Emminger und Benz 2005). Eine der
H2A-Histon-Subfamilien, H2AX, hat sich seit einigen Jahrzehnten besonders
hervorgetan. Es wurde erstmals 1980 als eine Isoform des Histons H2A identifiziert und
in den spaten 80er Jahren sequenziert. H2AX scheint innerhalb des Chromatins
gleichmaRig verbreitet zu sein und macht etwa 10% der H2A Population aus (Takahashi
und Ohnishi 2005). Es besitzt als Besonderheit einen Serinrest 139 an seinem C-
Terminus, der im Falle eines Doppelstrangbruches der DNA innerhalb von Minuten
phosphoryliert wird und in diesem Zustand in der Literatur als yH2AX bezeichnet wird.
William Bonner entdeckte zuerst, dass yH2AX eine Rolle in der DNA-Schadensantwort
spielt (Fernandez-Capetillo et al. 2004). Die Dephosphorylierung von yH2AX kommt der
Reparatur eines Doppelstrangbruches gleich (Rothkamm und Lobrich 2003).

1.5.2 Die y-H2AX-Methode zur Quantifizierung von DSBs

Mit der Entwicklung eines spezifischen yH2AX-Antikérpers wurde eine neue Methode

zur Detektion von DSBs erschaffen und als Marker fiir Doppelstrangbriiche verwendet
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(Rogakou et al. 1998). Schon nach einer Minute bindet der spezifische yH2AX-

Antikorper (Rogakou et al. 1999) an yH2AX und kann mittels Immunfluoreszenz-
Mikroskopie in Form von deutlich sichtbaren Foci detektiert werden. Dabei entspricht
ein Focus exakt einem Doppelstrangbruch und wird als einzelner fluoreszierender
Punkt im Nukleus sichtbar. Hiermit kdnnen DSBs auf Einzelzellebene nachgewiesen
werden (Rothkamm und Lobrich 2003). Dies macht die y-H2AX-Methode zum Gold-
standard der Messung von Induktion und Reparatur der DSBs und damit zu einem nitz-
lichen Werkzeug, Strahlenschaden auch bei relativ niedrigen Strahlendosen zu messen,
wie sie z.B. in der radiologischen Diagnostik zur Anwendung kommen (Fernandez-

Capetillo et al. 2004).
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2 Zielsetzung

Menschen sind taglich niedrigen Dosen ionisierender Strahlung ausgesetzt. Ursachen
sind eine natlrlich vorkommende Hintergrundstrahlung sowie vom Menschen selbst
geschaffene Strahlenquellen. In der vom Menschen geschaffenen Strahlung hat die
medizinische Strahlung den grofRten Anteil. Die Computertomographie stellt dabei die
Hauptquelle der gegenwartigen Strahlenexposition der Bevolkerung dar (Knollmann et

al. 2006; Bundesamt fiir Strahlenschutz 2010).

Nach Bestrahlung sind Doppelstrangbriiche die gravierendsten Lasionen der DNA, da
hierbei die genetische Information auf beiden DNA-Strangen unterbrochen wird (Ward
1995). Werden Doppelstrangbriiche nicht oder fehlerhaft repariert, kann es zur Entste-
hung von Mutationen und zur malignen Entartung von Zellen kommen (Jeggo und
Lobrich 2007; Zhang et al. 2007). Bis heute wird das Krebsrisiko durch Rontgenstrah-
lung im Niedrigdosisbereich der Radiodiagnostik kontrovers diskutiert. Der Strahlen-
schutz orientiert sich bislang am LNT (linear no-threshold)-Modell, das besagt, dass
das Krebsrisiko linear mit der applizierten Dosis ansteigt (Brenner et al. 2003; Preston
2003). In letzter Zeit wurden jedoch Beobachtungen gemacht, die dem derzeit giltigen
Modell widersprechen (Seymour und Mothersill 2000; Joiner et al. 2001; Feinendegen
2005; Dropkin 2007). Da die Computertomographie heute zu den wichtigsten Metho-
den der radiologischen Diagnostik zahlt und im klinischen Alltag mit steigender Ten-
denz eingesetzt wird, wurde im ersten Teil der vorliegenden Arbeit die Induktion und
Reparatur von DSBs nach Computertomographie untersucht. Um die Bildgebung zu
unterstiitzen, werden im Rahmen von Computertomographieuntersuchungen haufig
Kontrastmittel appliziert. Deren Wirkung auf die Induktion und Reparatur von DSBs

wurde im zweiten Teil dieser Arbeit evaluiert.

Die Quantifizierung von Doppelstrangbriichen mittels der y-H2AX-Methode stellt mo-
mentan den Goldstandard zur Quantifizierung von DSBs im Niedrigdosisbereich dar
(Fernandez-Capetillo et al. 2004). Diese Methode wurde fiir die vorliegende Arbeit ge-
wahlt, da Studien gezeigt haben, dass sie in vivo bei Lymphozyten anwendbar und die
einzig sensitive Methode im Niedrigdosisbereich von mGy ist. Weiterhin wurde festge-

stellt, dass ein Focus exakt einem Doppelstrangbruch entspricht und der Verlust von y-
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H2AX-Foci der Reparatur von DNA-Doppelstrangbriichen entspricht (Rothkamm und
Lobrich 2003; Lobrich et al. 2005).

Im Rahmen dieser Arbeit sollte

1. die Menge an DNA-Doppelstrangbriichen nach einer Computertomographieun-

tersuchung quantifiziert werden,

2. die Kinetik der Reparatur von DSBs nach einer Computertomographie dar-

gestellt werden,

3. ein Vergleich der Menge an DNA-Doppelstrangbriichen von nativer Computer-

tomographie und Computertomographie mit Kontrastmittelapplikation sowie

4. ein Vergleich der Kinetik der Reparatur von nativer Computertomographie und

Computertomographie mit Kontrastmittelgabe erstellt werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Gerate
Gerat Typ Hersteller, Ort
Computertomograph Sensation 64 dual-source Siemens Medical

64-detector MS-CT

Solutions, Forchheim,

Germany

Fluoreszenzmikroskop mit

Axiovert 200 M inverted

Carl Zeiss Jena, Germany

CCD-Kamera fluorescence microscope
Imaging Software Wasabi Hamamatsu, Hamamatsu
City, Japan
Mikroskop Leitz DiaLux Leitz, Wetzlar, Germany
Mikroskop Olympus Phase Contrast Olympus, Japan
ULWCD 0,30
Software Axiovision Carl Zeiss Jena, Germany

Sterile Werkbank

Sicherheitswerkbank

HeraSafe

Heraeus, Hanau, Germany

Sterile Werkbank

Modell ET 130V/UV

Ehret, Emmerdingen,

Germany

Zellzdhlkammer

Neubauer Improved Bright

Brand, Wertheim,

Line Germany
Zentrifuge Labofuge 400 Heraeus, Hanau, Germany
Zentrifuge Megafuge 1.0 Heraeus, Hanau, Germany
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3.1.2 Chemikalien

Chemikalie

Typ

Hersteller, Ort

Fluorescent Mounting

Medium

Dako, Hamburg,

Deutschland

Lymphozytentrennmedium

LSM-Trennmedium

PAA, Colbe, Germany

Methanol 100% Methanol, technisch | ACROS Organics, New
Jersey, USA

PBS: Roth, Karlsruhe,
Deutschland

137 mM NacCl

2,7 mM KCL

6,5 mM Na;HpO,

Serum FBS (Fetal Bovine Serum) PAA, Colbe, Deutsch-
land
Triton X-100 Roth, Karlsruhe,

Deutschland

Das verwendete Wasser entstammte in allen Fallen der MiliQ UF-Anlage (Fa. Millipore,

Erkrath).
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3.1.3 Antikdérper

und Fluoreszenzfarbstoffe

Antikorper/Farbstoff

Typ

Hersteller, Ort

Primédrer Antikorper

Anti-phospho-Histone 2A.X

(Ser139), clone JBW301

Millipore, Schwalbach/Ts.,

Germany

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

3.1.4 Blutentnahme

Material

Typ

Hersteller, Ort

Monovetten

S-Monovette 5,5 ml AH

Sarstedt, Nimbrecht, Deutsch-

land

Venenpunktionsbesteck

Multifly Set

Sarstedt, Nimbrecht, Deutsch-

land
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3.1.5 Sonstige Materialien

Material Typ Hersteller

50 ml R6hrchen Greiner-Bio-One, Fricken-

hausen, Deutschland

Deckglaser Menzel, Braunschweig,

Deutschland

Leucosep-Rohrchen Leucosep® Greiner-Bio-One, Fricken-

hausen, Germany

Objekttrager SuperFrost plus Menzel, Braunschweig,

Deutschland

3.2 Patientenuntersuchung
3.2.1 Studienprotokaoll

Das Studienprotokoll wurde der Ethik-Kommission des Fachbereichs Medizin der Phi-
lipps-Universitat Marburg zur Begutachtung vorgelegt. Dem Protokoll wurde am

31.05.2007 zugestimmt.

3.2.2 Einverstandnis

Alle Patienten wurden vor ihrer klinisch indizierten CT-Untersuchung Gber die Studie
aufgeklart. 24 Stunden vor der CT-Untersuchung erfolgte ein ausflihrliches Aufkla-
rungsgesprach und die Aushandigung einer schriftlichen Patienteninformation. Voraus-
setzung fiir die Aufnahme der Patienten in die Studie war deren schriftliches Einver-

standnis und das Nichtvorhandensein von Ausschlusskriterien.
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3.2.3 Ein- und Ausschlusskriterien

Das Einschlusskriterium fiir die Studie stellte eine klinische Indikation zur Durchfiihrung
einer Computertomographie des Thorax, des Abdomens, des Cranium, der Extremita-

ten, des Pelvis oder der GefalRe dar, mit oder ohne Applikation von Kontrastmitteln.

Ausschlusskriterien waren vergangene oder derzeit bestehende Erkrankungen an Leu-
kdmie oder Lymphom, Strahlentherapie innerhalb der letzten 6 Monate, Rontgenunter-

suchung oder Szintigraphie innerhalb der letzten 3 Tage sowie Alter unter 18 Jahren.

3.2.4 Patientenkollektiv

Insgesamt beteiligten sich 47 Patienten an der Studie, 35 mannliche und 12 weibliche
mit einem mittleren Alter von 57,02 Jahren. Das Patientenkollektiv wurde in zwei
Gruppen eingeteilt. Gruppe | erhielt ein natives CT, Gruppe Il dagegen eine CT-
Untersuchung mit Kontrastmittel. Die erste Gruppe schloss 21 Patienten ein, davon 6
weibliche und 15 méannliche. Das mittlere Alter dieser Gruppe betrug 59 Jahre. Gruppe
Il bestand aus 26 Patienten, 6 weiblichen und 20 mannlichen. Das mittlere Alter dieser

Gruppe betrug 55,04 Jahre.

3.2.5 Blutentnahme

Allen Patienten wurde steril mittels Multifly Set-Venenpunktionsbesteck oder aus ei-
nem bereits vorhandenen peripheren Venenzugang Blut aus einer oberflachlichen Ve-
ne der oberen Extremitdat entnommen. Die Blutentnahme erfolgte in Monovetten mit

Ammonium-Heparin. Pro Zeitschritt wurden etwa 5 ml Blut entnommen.

3.2.6 Zeitlicher Ablauf der Untersuchungen

Die Blutentnahme der Patienten erfolgte zu folgenden Zeitpunkten:
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Untersuchungszeitpunkt Bezeichnung im laufenden Text
Unmittelbar vor dem CT als Kontrolle Untersuchungszeitpunkt 1
5 min nach der CT-Untersuchung Untersuchungszeitpunkt 2
1 h nach der CT-Untersuchung Untersuchungszeitpunkt 3
2 h nach der CT-Untersuchung Untersuchungszeitpunkt 4
24 h nach der CT-Untersuchung Untersuchungszeitpunkt 5

3.3 Methoden

Soweit nicht anders beschrieben, wurden Zentrifugations- und Waschschritte sowie

Inkubationen bei Raumtemperatur durchgefiihrt.

3.3.1 Computertomographie

Die CT-Untersuchungen waren klinisch indiziert und die Patienten erfillten die Ein- und
Ausschlusskriterien. Gruppe | bestand aus 21 Patienten, die ein natives CT erhielten. 8
Patienten dieser Gruppe erhielten eine Thorax-CT-Untersuchung, 2 Patienten ein Ab-
domen-CT, 7 Patienten ein CT der Extremitaten, 3 Patienten eine craniale Computer-
tomographie und 1 Patient ein Pelvis-CT. Bei den 26 Patienten der Gruppe |l erfolgte
die Computertomographie mit Kontrastmittel. 16 Patienten der Gruppe Il bekamen ein
CT des Thorax, 5 Patienten ein CT des Abdomens, 1 Patient eine craniale Computerto-
mographie, 2 Patienten Angio-CTs und 2 Patienten erhielten ein CT des Thorax und des
Abdomens in der gleichen Sitzung. Das applizierte Kontrastmittel war in 24 Fallen I-
opromid 370mg lod/ml (Ultravist 370, Bayer Vital, Leverkusen) und wurde in einer
Menge von 50 - 120 ml verwendet. In zwei Fillen verwendete man das Kontrastmittel
lopromid in der Dosierung 300 mg lod/ml (Ultravist 300, Bayer Vital, Leverkusen). In
diesen Fallen wurden 50 ml fiir ein Thorax-CT verwendet sowie 60 ml flr eine craniale
CT-Untersuchung. Die Computertomographie erfolgte mit einem Sensation 64 dual-

source 64-detector MS-CT (Siemens Medical Solutions, Forchheim, Germany) mit fol-
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genden Parametern: 120 kVp, Rotationszeit von 0,5 s und einer Matrix von 512 x
512. Das Dosislangenprodukt, das aus der Summe der Produkte des volumenbezoge-
nen CT Dosisindex (CTDl,) und der Scanlange fiir jede Phase berechnet wird, variierte

zwischen 54 und 2554 mGy-cm.

3.3.2 Isolierung und Fixierung der Lymphozyten

Alle Proben wurden direkt nach der Blutentnahme auf Eis gelagert und unmittelbar

weiterverarbeitet. Die maximale Zeitverzégerung betrug 30 Minuten.

Das entnommene Blut wurde 1:2 in PBS in einem 50 ml Rohrchen verdinnt. Anschlie-
Rend wurde das Blut-PBS-Gemisch in ein Leucosep®-Réhrchen gegeben, das zuvor mit
15 ml Lymphozytentrennmedium befillt und 30 s bei 1000 x g mit Bremse zentrifugiert
wurde. Es folgte eine Zentrifugation bei 1.200 x g fiir 20 min bei ausgeschalteter Brem-
se. Der Uberstand wurde in ein 50 ml Réhrchen gegeben und 10 ml PBS hinzugefiigt.
Nach einer fiinfminitigen Zentrifugation des Gemisches bei 250 x g mit Bremse wurde
der Uberstand abdekantiert und das vorhandene Lymphozyten-Pellet in 10 ml PBS auf-
gelést und wiederum fiir 5 min bei 250 x g mit Bremse zentrifugiert. Nach erneutem
Wiederholen des Waschvorganges erfolgte ein nochmaliges Abdekantieren des Uber-
standes und eine Resuspension des Pellets in 3 ml PBS. Von diesem Gemisch wurden 10
pl entnommen und mit Hilfe einer Neubauer Zellzahlkammer die Lymphozytenzahl er-
mittelt. Nach einem erneuten Waschgang wurde die PBS-Menge errechnet, die zuge-
geben werden muss, um in 5 pl 50.000 Zellen zu erhalten. Folgende Formel wurde hier-

flr verwendet:
xul PBS= (5ul/50.000 Zellen) x Gesamtzellzahl

Das Pellet wurde mit der errechneten Menge PBS resuspendiert. Pro Untersuchungs-
zeitpunkt wurde auf einem Objekttrager zur Doppelbestimmung an 2 getrennten Stel-
len je 5 pl des Lymphozyten-PBS-Gemisches aufgebracht. Vor der Lufttrocknung unter

der clean bench erfolgte im Mikroskop eine Kontrolle der Zelldichte.

Zur Fixierung wurden die Objekttrager 30 min bei -20°C mit Methanol inkubiert. An-
schlieRend wurden die Proben sofort weiterverarbeitet oder bei -20°C in Alufolie ver-

packt aufbewahrt.
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3.3.3 Immunfluoreszenzfarbung

Zunachst wurden die Zellen 30 min in 0,5% Triton X-100 und PBS permeabilisiert und
iber Nacht mit PBS und 0,5% Triton X-100 sowie 10% FKS bei 4 °C inkubiert.

Am ndchsten Tag erfolgte die einstlindige Inkubation der Proben mit 100 ul des prima-
ren Antikorpers in einer 1:200 Verdiinnung, versetzt mit PBS und 0,5% Triton X-100. Es
schlossen sich 3 Waschgange zu je 10 min in PBS und 1% FKS mit 0,5% Triton X-100 an.

Hiernach folgte die Applikation des sekunddren Antikérpers in einer 1:200 Verdiinnung
mit PBS und 0,5% Triton X-100 sowie eine einstiindige Inkubation bei Dunkelheit. Da-
nach wurde dreimal zu je 10 min mit PBS und 1% FKS sowie 0,5% Triton X-100 gewa-

schen.

Zur Zellkernfarbung wurde fiir 5 min DAPI in einer 1:2000 Verdiinnung auf die Zellen
gegeben. Darauf folgten zwei abschlieBende Waschgdnge mit PBS fiir jeweils 5 min.
AbschlieBend wurden die Zellen mit Fluorescent Mounting Medium eingedeckelt und

bei 4 °C im Dunkeln bis zum Mikroskopieren aufbewahrt.

3.3.4 Fluoreszenzmikroskopie

Fiir die Untersuchung des Reparaturvermogens wurde die Anzahl an yH2AX-Foci heran-
gezogen, welche ein MaR fiir die Anzahl an Doppelstrangbriichen (DSBs) ist. Bei allen
Praparaten erfolgte die Auswertung per Auge mit 630facher VergroRerung am Fluores-
zenzmikroskop. Mit Hilfe der CCD-Kamera und der Axiovision Software wurden die Zel-
len fotografiert. Dabei wurden pro Zeitschritt von den zwei separaten Zellarealen eines
Objekttragers jeweils mindestens 40 Zellen fotografiert und spater mit Hilfe der Wasabi
Imaging Software die Foci ausgezahlt. Fur die Auswertung der Lymphozyten wurden

Granulozyten und Monozyten anhand morphologischer Kriterien ausgeschlossen.
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4 Ergebnisse

4.1 Quantifizierung von DNA-Doppelstrangbriichen in vivo

nach Computertomographie mittels y-H2AX-Foci

In dieser Arbeit wurde zur Quantifizierung von DNA-Doppelstrangbriichen die Darstel-

lung von y-H2AX-Foci durch Immunfluoreszenz verwendet.

4.1.1 Patientenmerkmale und Focizahlen

Die Bestimmung der Anzahl der y-H2AX-Foci pro Zelle erfolgte bei insgesamt 47 Patien-

ten.

Untersuchungszeitpunkt Bezeichnung im laufenden Text
Unmittelbar vor dem CT als Kontrolle Untersuchungszeitpunkt 1
5 min nach der CT-Untersuchung Untersuchungszeitpunkt 2
1 h nach der CT-Untersuchung Untersuchungszeitpunkt 3
2 h nach der CT-Untersuchung Untersuchungszeitpunkt 4
24 h nach der CT-Untersuchung Untersuchungszeitpunkt 5

Tab. 1: Ubersicht der Zeitpunkte der Blutabnahme

24 Patienten erhielten ein Thorax-CT, 7 Patienten ein Abdomen-CT, 7 Patienten ein Ex-
tremitaten-CT, 4 Patienten ein CCT, 2 Patienten Angio-CTs, 1 Patient ein Pelvis-CT sowie
2 Patienten ein Thorax- und Abdomen-CT wahrend einer Untersuchung. Die Computer-
tomographieuntersuchungen fiihrten zu einem mittleren Dosislangenprodukt (DLP)

von 528 mGy-cm. Dieses variierte zwischen 54 mGy-cm und 2554 mGy-cm.
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Patient (mGD:/--Pcm) Foci pra CT F(:):;si ::n_;n I:::tlc: l:;zltzc: F::;tzg_rh Alter | Geschlecht Art des CTs

1 900 0,021 0,094 0,048 0,038 0,023 75 m CCT
2 54 0,018 0,340 0,183 0,125 0,000 45 m CCT
3 318 0,061 0,178 0,109 0,085 0,059 83 m Thorax-CT
4 85 0,073 0,150 0,140 0,116 0,108 26 w| Extremitaten-CT
5 246 0,037 0,083 0,056 0,038 0,019 80 m Thorax- CT
6 518 0,021 0,362 0,348 0,300 0,118 63 w Thorax-CT
7 677 0,018 0,127 0,109 0,082 0,034 38 m Abdomen-CT
8 55 0,044 0,151 0,088 0,068 0,000 39 m CCT
9 243 0,133 0,286 0,234 0,209 0,140 67 m| Extremitaten-CT
10 216 0,014 0,149 0,086 0,061 0,023 56 w Thorax-CT
11 230 0,021 0,156 0,109 0,095 0,058 69 m Thorax-CT
12 233 0,171 0,256 0,162 0,133 0,114 87 m| Extremitaten-CT
13 189 0,000 0,091 0,067 0,049 0,044 24 m| Extremitaten-CT
14 252 0,068 0,148 0,125 0,114 0,093 57 m| Extremitaten-CT
15 350 0,019 0,083 0,082 0,041 0,017 59 m Abdomen-CT
16 247 0,039 0,105 0,093 0,053 0,045 80 m Thorax-CT
17 220 0,038 0,123 0,100 0,053 0,055 62 w Thorax-CT
18 362 0,072 0,357 0,066 0,060 0,052 38 m| Extremitaten-CT
19 198 0,067 0,140 0,125 0,073 0,070 39 w Pelvis-CT
20 326 0,021 0,237 0,093 0,100 0,095 73 m Thorax-CT
21 78 0,087 0,200 0,167 0,144 0,111 79 w Knie-CT
22 1004 0,058 0,155 0,153 0,115 0,069 46 w Abdomen-CT
23 932 0,043 0,617 0,067 0,102 0,087 49 m Thorax-CT
24 1070 0,000 0,140 0,120 0,075 0,000 25 m Abdomen-CT
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25 319 0,059 0,280 0,146 0,094 0,066 61 w Thorax-CT
26 246 0,000 0,188 0,161 0,122 0,088 65 w Thorax-CT
27 545 0,043 0,245 0,167 0,059 0,048 55 m Abdomen-CT
28 2554 0,031 0,098 0,090 0,056 0,018 20 m Thorax- u.

Abdomen-CT
29 1953 0,163 0,220 0,143 0,354 0,174 77 m Thorax-CT
30 390 0,036 0,143 0,130 0,085 0,065 62 w Thorax-CT
31 301 0,038 0,149 0,071 0,061 0,020 67 m Thorax-CT
32 355 0,034 0,117 0,080 0,074 0,027 70 m Thorax-CT
33 2050 0,020 0,214 0,135 0,115 0,000 31 m Thorax-CT
34 297 0,021 0,167 0,111 0,067 0,000 36 m Thorax-CT
35 812 0,021 0,429 0,095 0,077 0,049 67 w Thorax- u.

Abdomen-CT
36 231 0,032 0,084 0,070 0,068 0,044 64 m Thorax-CT
37 388 0,061 0,412 0,364 0,182 0,000 63 m Thorax-CT
38 222 0,067 0,127 0,109 0,094 0,093 25 m Abdomen-CT
39 325 0,058 0,317 0,234 0,104 0,050 64 m Thorax-CT
40 319 0,028 0,100 0,082 0,073 0,044 57 w Thorax-CT
41 900 0,050 0,183 0,132 0,052 0,048 70 m CCT
42 569 0,000 0,216 0,136 0,073 0,043 57 m Thorax-CT
43 558 0,064 0,304 0,277 0,145 0,083 70 m Thorax-CT
44 423 0,022 0,175 0,122 0,102 0,045 56 m Abdomen-CT
45 717 0,163 0,236 0,109 0,188 0,070 77 m Thorax-CT
46 339 0,036 0,204 0,091 0,083 0,063 46 m Angio-CT
47 999 0,045 0,094 0,085 0,068 0,227 51 m Angio-CT

Tab. 2: Ergebnisiibersicht aller Patienten nach Computertomographie. Die Patienten 1 bis 21 entstammen der Patientengruppe | und erhielten ein CT ohne Kon-

trastmittel, bei den Patienten 22 bis 47 handelt es sich um die Patientengruppe I, bei der wahrend der CT-Untersuchung Kontrastmittel appliziert wurde.
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v-H2AX-Foci aller Patienten im Zeitverlauf
0,7
0,6
0,5
Q2
)
N 0,4
= |
S 0,3
LL
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° i .
0. Il 1\ i
Foci pra CT Foci 5 min Foci 1 h Foci 2 h Foci 24 h
post CT post CT post CT post CT
Zeitverlauf
DLP in Gy*cm
@ 900 mGy*cm W 54 mGy*cm 0318 mGy*cm 085 mGy*cm W 246 mGy*cm @518 mGy*cm
W 677 mGy*cm 055 mGy*cm W 243 mGy*cm W 216 mGy*cm 0230 mGy*cm @233 mGy*cm
W 189 mGy*cm W 252 mGy*cm W 350 mGy*cm W 247 mGy*cm M 220 mGy*cm 0362 mGy*cm
0198 mGy*cm 0326 mGy*cm 078 mGy*cm 01004 mGy*cm @932 mGy*cm 01070 mGy*cm
M 319 mGy*cm E 246 mGy*cm @545 mGy*cm 02554 mGy*cm @ 1953 mGy*cm W 390 mGy*cm
B 301 mGy*cm H 355 mGy*cm W 2050 mGy*cm H 297 mGy*cm W 812 mGy*cm W 231 mGy*cm
H 388 mGy*cm W 222 mGy*cm W 325 mGy*cm W 319 mGy*cm W 900 mGy*cm 0569 mGy*cm
W 558 mGy*cm m 423 mGy*cm W 717 mGy*cm 00339 mGy*cm M 999 mGy*cm

Abb.1: Ubersicht der Kinetik der y-H2AX-Foci aller Patienten. Jede Farbe entspricht einem Patienten.
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4.1.2 Focizahlen aller Patienten zu verschiedenen Zeitpunkten
nach der Computertomographieuntersuchung

Im Durchschnitt fand sich bei den Patienten zum Untersuchungszeitpunkt 1 ein Hinter-
grundlevel von 0,048 + 0,04 (Mittelwert + Standardabweichung) y-H2AX-Foci pro Zelle.
Zum Untersuchungszeitpunkt 2 erhodhten sich diese auf durchschnittlich 0,201 + 0,108
(Mittelwert + Standardabweichung) Foci pro Zelle. Vergleicht man den Untersuchungs-
zeitpunkt 2 mit Untersuchungszeitpunkt 1, dann erhdhte sich das Focuslevel nach

Rontgenexposition des Blutes um den Faktor 4,2.

Zum Zeitpunkt der 3. Untersuchung reduzierte sich der gemittelte Focuswert pro Zelle
auf 0,129 + 0,065 (Mittelwert + Standardabweichung). Sieht man die Focuszahl zum
Untersuchungszeitpunkt 2 als 100% an, dann verringerte sich die Anzahl der y-H2AX-
Foci zum Untersuchungszeitpunkt 3 auf 70% + 21% (Mittelwert + Standardabwei-

chung).

Zum Untersuchungszeitpunkt 4 fanden sich durchschnittlich 0,101 + 0,061 (Mittelwert
+ Standardabweichung) Foci pro Zelle. Zu diesem Zeitpunkt bestanden noch 54% + 24%
(Mittelwert + Standardabweichung) der Doppelstrangbriiche im Vergleich zu Untersu-

chungszeitpunkt 2.

Zum Untersuchungszeitpunkt 5 lag der Wert bei durchschnittlich 0,06 + 0,046 (Mittel-
wert + Standardabweichung) Foci pro Zelle. Bezogen auf das Focuslevel des Untersu-
chungszeitpunktes 2 waren in diesem Moment noch 35% + 36% (Mittelwert + Stan-
dardabweichung) der Doppelstrangbriiche vorhanden. Die Focusanzahl zum Unter-

suchungszeitpunkt 5 lag noch um 25% tiber dem Wert des Untersuchungszeitpunktes

1.
Alter DLP _— FociS5min| Focilh Foci2h Foci24 h
. Foci pra CT
in Jahren | (mMGy-cm) post CT post CT post CT post CT
527,98 0,201 0,129 0,101 0,06
+ +
>6,8+17,38 +511,25 0,048 + 0,04 +0,108 1+ 0,065 10,061 1+ 0,046

Tab. 3: Mittelwerte aller Patienten mit + Standardabweichung der Mittelwerte.
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Mittelwerte der y-H2AX-Foci aller Patienten
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Zeitverlauf

Abb. 2: Kinetik der y-H2AX-Foci als Mittelwert aller Patienten. Die Fehlerbalken reprdsentieren die

Standardabweichung der Mittelwerte.

Dissertation Caroline Pathe



Ergebnisse 38

C

Abb. 3: Darstellung von y-H2AX-Foci in humanen Lymphozyten nach Computertomographie.
Immunfluoreszenzaufnahmen humaner Lymphozyten bei 630facher VergréBerung. Zur Visualisierung
der DSBs wurden die Zellen mittels FITC, welches gegen y-H2AX-Primarantikorper gerichtet war, markiert
(siehe Abb. C, griin). Die DNA der Zellkerne wurde mit DAPI angefarbt (siehe Abb. B, blau). In der

Uberlagerung in Abb. A ist zu erkennen, dass sich die DSBs in den Zellkernen befinden.

4.2 Untersuchung des Kontrastmitteleffektes in vivo nach

Computertomographie
4.2.1 Aufteilung der Patienten in zwei Gruppen

Alle 47 Patienten wurden in zwei Patientengruppen eingeteilt. Gruppe | erhielt aus-
schlieflich native CT-Untersuchungen, Gruppe Il dagegen nur CTs mit Kontrastmittel.
Patienten beider Gruppen erhielten die Blutabnahmen zu den gleichen Zeitpunkten
und bei beiden wurde die Anzahl der Doppelstrangbriche mittels y-H2AX-

Immunfluoreszenz bestimmt.

4.2.2 Merkmale von Gruppe I

Gruppe | bestand aus 21 Patienten. 8 Patienten dieser Gruppe erhielten ein Thorax-CT,
2 Patienten ein Abdomen-CT, 7 Patienten ein CT der Extremitdten, 3 Patienten eine
craniale Computertomographie und 1 Patient ein Pelvis-CT. Das mittlere Dosisldngen-

produkt (DLP) betrug 286 mGy-cm und variierte zwischen 54 mGy-cm und 900 mGy-cm.
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4.2.3 Merkmale von Gruppe II

In Gruppe Il fanden sich 26 Patienten, von denen 18 Patienten Computertomographien
des Thorax, 7 Patienten ein CT des Abdomens, 1 Patient eine craniale Computertomo-
graphie sowie 2 Patienten Angio-CTs erhielten. Hier wurde ein mittleres Dosislangen-
produkt (DLP) von 724 mGy-cm erreicht, das sich zwischen 222 mGy-cm und 2554

mGy-cm bewegte.

Patienten Alter DLP Foci pré CT Foci 5 min Focilh Foci2 h Foci24 h
in Jahren (mGy-cm) post CT post CT post CT post CT

Gruppe | 59 +18,88 285,57 +198,27 | 0,05+0,041 |0,182+0,088 | 0,123 +0,067 {0,097 + 0,062 | 0,061 + 0,041

Gruppe Il 55,04 + 15,84 723,77 £595,77 | 0,046 £0,04 | 0,216 +0,12 | 0,134+0,07 | 0,103 +£0,06 | 0,058 £ 0,05

Tab. 4: Mittelwerte und + Standardabweichung der Mittelwerte zum Vergleich von Gruppe | und II.
Gruppe | entspricht allen Patienten mit nativen CTs, Gruppe Il beinhaltet alle Patienten mit Kontrastmit-

telapplikation wahrend der CT-Untersuchung.

4.2.4 Anzahl der Doppelstrangbriiche im Zeitverlauf von

Patienten ohne Kontrastmittelapplikation

Die durchschnittliche Anzahl der y-H2AX-Foci pro Zelle stieg zum Untersuchungszeit-
punkt 2 (im Durchschnitt 0,182 + 0,088 [Mittelwert + Standardabweichung] Foci pro
Zelle) im Vergleich zur Blutprobe des 1. Untersuchungszeitpunktes (durchschnittlich
0,05 + 0,041 [Mittelwert + Standardabweichung] Foci pro Zelle) gemittelt tGber alle 21

Patienten um den Faktor 3,7 an.

Zum Untersuchungszeitpunkt 3 waren noch 0,123 + 0,067 (Mittelwert * Standardab-
weichung) Foci pro Zelle vorhanden. Vergleicht man diesen Wert mit dem des 2. Un-
tersuchungszeitpunktes, dann reduzierte sich die Anzahl der Doppelstrangbriiche zum

3. Untersuchungszeitpunkt auf 71% + 20% (Mittelwert + Standardabweichung).

Der mittlere Focuswert verringerte sich bei Untersuchung 4 weiter auf 0,097 + 0,062
(Mittelwert + Standardabweichung) Foci pro Zelle. Bezogen auf die Focusanzahl des
Untersuchungszeitpunktes 2 bestanden noch 53% + 16% (Mittelwert + Standardabwei-

chung) der Doppelstrangbriiche.

Zum 5. Untersuchungszeitpunkt des Blutes fanden sich 0,061 + 0,041 (Mittelwert +

Standardabweichung) Foci pro Zelle. Bezogen auf das Focuslevel des Untersuchungs-
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zeitpunktes 2 waren in diesem Moment noch 35% + 19% (Mittelwert + Standardab-
weichung) der Doppelstrangbriiche vorhanden. Der Durchschnittswert zum Untersu-

chungszeitpunkt 5 lag 22% liber dem des Untersuchungszeitpunktes 1.

Mittelwerte der Gamma-H2AX-Foci der Patientengruppe |

0,3
0,25 T
Qo ]
3 0,2 T
N 0,15 T
8 01 -
e ,
" ﬁ
0
Focipra CT Foci 5 min Foci1h Foci2 h Foci 24 h
post CT post CT post CT post CT
Zeitverlauf

Abb. 4: Kinetik der y-H2AX-Foci von Patienten ohne Kontrastmittelapplikation. Sdulen stellen Mittel-
werte aller Patienten dieser Gruppe dar und Fehlerbalken reprasentieren die Standardabweichung der

Mittelwerte.

4.2.5 Anzahl der Doppelstrangbriche im Zeitverlauf von

Patienten mit Kontrastmittelapplikation

Die durchschnittliche Anzahl der y-H2AX-Foci pro Zelle stieg zum Untersuchungszeit-
punkt 2 (0,216 + 0,119 [Mittelwert + Standardabweichung] Foci pro Zelle) im Vergleich
zur Blutprobe des Untersuchungszeitpunktes 1 (0,046 + 0,039 [Mittelwert + Standard-

abweichung] Foci pro Zelle) um den Faktor 4,7 an.

Der Mittelwert der Anzahl der Doppelstrangbriiche pro Zelle zum Untersuchungszeit-
punkt 3 ergab eine Focusanzahl von 0,134 + 0,066 (Mittelwert + Standardabweichung)
pro Zelle. Im Vergleich zum Untersuchungszeitpunkt 2 entspricht dies einem Riickgang

der Doppelstrangbriiche auf 70% + 21% (Mittelwert + Standardabweichung).

Zum 4. Untersuchungszeitpunkt waren noch 0,103 £ 0,061 (Mittelwert + Standardab-
weichung) Foci pro Zelle vorhanden. Die Anzahl der Doppelstrangbriiche verringerte
sich bezogen auf den 2. Untersuchungszeitpunkt auf 55% * 28% (Mittelwert * Stan-

dardabweichung).
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Der mittlere Focuswert reduzierte sich zum Untersuchungszeitpunkt 5 auf 0,058 +

0,05 (Mittelwert + Standardabweichung) Foci pro Zelle. Bezogen auf das Focuslevel des

Untersuchungszeitpunktes 2 waren in diesem Moment noch 36% + 46% (Mittelwert +

Standardabweichung) der Doppelstrangbriiche vorhanden. Der Durchschnittswert zum

Untersuchungszeitpunkt 5 lag 27% liber dem des Untersuchungszeitpunktes 1.

Patient DLP Foci FociS5min| Focilh Foci2h | Foci24h verwendetes KM
(mGy-cm) pra CT post CT post CT post CT post CT
22 1004 0,058 0,155 0,153 0,115 0,069| 120 ml Ultravist 370
23 932 0,043 0,617 0,067 0,102 0,087| 120 ml Ultravist 370
24 1070 0,000 0,140 0,120 0,075 0,000( 100 ml Ultravist 370
25 319 0,059 0,280 0,146 0,094 0,066 70 ml Ultravist 370
26 246 0,000 0,188 0,161 0,122 0,088| 60 ml Ultravist 300
27 545 0,043 0,245 0,167 0,059 0,048| 100 ml Ultravist 370
28 2554 0,031 0,098 0,090 0,056 0,018| 110 ml Ultravist 370
29 1953 0,163 0,220 0,143 0,354 0,174| 120 ml Ultravist 370
30 390 0,036 0,143 0,130 0,085 0,065 50 ml Ultravist 370
31 301 0,038 0,149 0,071 0,061 0,020 50 ml Ultravist 370
32 355 0,034 0,117 0,080 0,074 0,027| 50 ml Ultravist 370
33 2050 0,020 0,214 0,135 0,115 0,000 120 ml Ultravist 370
34 297 0,021 0,167 0,111 0,067 0,000 50 ml Ultravist 370
35 812 0,021 0,429 0,095 0,077 0,049( 120 ml Ultravist 370
36 231 0,032 0,084 0,070 0,068 0,044| 50 ml Ultravist 370
37 388 0,061 0,412 0,364 0,182 0,000| 50 ml Ultravist 370
38 222 0,067 0,127 0,109 0,094 0,093| 50 ml Ultravist 370
39 325 0,058 0,317 0,234 0,104 0,050 80 ml Ultravist 370
40 319 0,028 0,100 0,082 0,073 0,044| 50 ml Ultravist 370
41 900 0,050 0,183 0,132 0,052 0,048| 60 ml Ultravist 300
42 569 0,000 0,216 0,136 0,073 0,043| 50 ml Ultravist 300
43 558 0,064 0,304 0,277 0,145 0,083| 120 ml Ultravist 370
44 423 0,022 0,175 0,122 0,102 0,045| 100 ml Ultravist 370
45 717 0,163 0,236 0,109 0,188 0,070| 120 ml Ultravist 370
46 339 0,036 0,204 0,091 0,083 0,063| 80 ml Ultravist 370
47 999 0,045 0,094 0,085 0,068 0,227| 120 ml Ultravist 370

Tab. 5: Ubersicht der Ergebnisse und applizierten Kontrastmittel in Patientengruppe Il
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Mittelwerte der Gamma-H2AX-Foci der Patientengruppe I

0,4
0,35 —
o 031
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= 021
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[ 0,1 _ 1 J- J- co
0,05
O | 1]
Focipra CT Foci 5 min Foci1h Foci2 h Foci 24 h
post CT post CT post CT post CT
Zeitverlauf

Abb. 5: Kinetik der y-H2AX-Foci von Patienten mit Kontrastmittelapplikation. Siulen stellen Mittelwer-
te aller Patienten dieser Gruppe dar und Fehlerbalken reprasentieren die Standardabweichung der Mit-

telwerte.

4.2.6 Vergleich von Gruppe I und II bezuglich der Kinetik der
Doppelstrangbriiche

Beide Gruppen hatten ein dhnliches Hintergrundlevel an y-H2AX-Foci, das zum Unter-
suchungszeitpunkt 1 bestimmt wurde. Dieses betrug 0,05 + 0,041 (Mittelwert * Stan-
dardabweichung) Foci pro Zelle in Gruppe | und 0,046 + 0,039 (Mittelwert + Standard-

abweichung) Foci pro Zelle in Gruppe Il.

Nach der Computertomographie beobachteten wir in beiden Gruppen einen Anstieg
der Doppelstrangbriiche, auf 0,182 + 0,088 (Mittelwert + Standardabweichung) Foci
pro Zelle in Gruppe | sowie auf 0,216 + 0,119 (Mittelwert + Standardabweichung) Foci
pro Zelle in Gruppe Il. In Gruppe | war dieser Anstieg kleiner als in Gruppe I, bei den
Patienten mit Kontrastmittelapplikation fanden wir um den Faktor 4,7 héhere Focizah-
len wahrend in der Gruppe der Patienten mit nativer Computertomographieuntersu-
chung nur eine Zunahme der Focizahlen um den Faktor 3,7 vorlag. Die Differenz der
um das Hintergrundfocuslevel bereinigten Mittelwerte beider Gruppen betrug 0,038
Foci pro Zelle. Somit zeigte sich, dass Gruppe Il um 29% mehr Doppelstrangbriiche

aufwies als Gruppe I.

Zwischen den Untersuchungszeitpunkten 2 und 3 war in beiden Gruppen ein ver-
gleichbarer Riickgang der Doppelstrangbriiche zu verzeichnen. In Gruppe | waren noch

71% + 20% (Mittelwert + Standardabweichung) der Foci vorhanden (0,123 + 0,067
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[Mittelwert + Standardabweichung] Foci pro Zelle) wahrend in Gruppe Il noch 70%
+ 21% (Mittelwert + Standardabweichung) zu finden waren (0,134 + 0,066 [Mittelwert

+ Standardabweichung] Foci pro Zelle).

Auch der Riickgang der Werte zwischen den Untersuchungszeitpunkten 3 und 4 verlief
in beiden Gruppen &dhnlich. In Gruppe | zeigte sich eine Reduktion auf 0,097 + 0,062
(Mittelwert + Standardabweichung) Foci pro Zelle sowie in Gruppe Il auf 0,103 + 0,061
(Mittelwert + Standardabweichung) Foci pro Zelle. Patienten mit nativer Computerto-
mographie wiesen noch 53% + 16% (Mittelwert + Standardabweichung) der Doppel-
strangbriiche des Untersuchungszeitpunktes 2 auf. Patienten mit Kontrastmittelapplika-
tion dagegen zeigten eine Reduktion des Focuslevels auf 55% *+ 28% (Mittelwert +

Standardabweichung).

Zum 5. Untersuchungszeitpunkt erreichten beide Gruppen eine weitere Regression der
Anzahl der Doppelstrangbriiche. In Vergleich zum Untersuchungszeitpunkt 2 wurde in
Gruppe | die Focusanzahl auf 35% + 19% (Mittelwert + Standardabweichung) vermin-
dert und betrug durchschnittlich 0,061 + 0,041 (Mittelwert + Standardabweichung)
Foci pro Zelle. Die Focusanzahl in Gruppe Il reduzierte sich auf 36% + 46% (Mittelwert +
Standardabweichung) und entsprach 0,058 + 0,05 Foci pro Zelle (Mittelwert + Stan-
dardabweichung). Im Vergleich zum Untersuchungszeitpunkt 1 lagen die Werte in
Gruppe | 22% und in Gruppe |l 27% Uber den Ausgangswerten. Die Verringerung der
Doppelstrangbriiche bis zum Untersuchungszeitpunkt 5 fand somit in beiden Gruppen

in ahnlichem Ausmale statt, wobei die Ausgangswerte nicht erreicht wurden.
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Vergleich von Focizahlen mit und ohne
Kontrastmittelapplikation
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Abb. 6: Einfluss von Kontrastmittelapplikation auf die Kinetik der y-H2AX-Foci. Gegeniberstellung der
Mittelwerte der Patientengruppen | und Il. Die Fehlerbalken reprasentieren die Standardabweichung der

Mittelwerte.

4.2.6.1 Ergebnisse nach Subtraktion des Hintergrundfocuslevels

Die DNA kann durch verschiedenste exogene sowie endogene Einfliisse geschadigt
werden. Auch ohne artifizielle Schadigung durch z.B. medizinische Untersuchungen mit
Rontgenstrahlung sind die meisten Zellen einer permanenten Schadigung der DNA
ausgesetzt. Zum Untersuchungszeitpunkt 1 wurde diese Anzahl der standig vorhande-
nen Doppelstrangbriiche ermittelt und als ,Hintergrundfocuslevel” bezeichnet. Gemit-
telt auf alle Patienten betrug dieses 0,048 + 0,04 (Mittelwert + Standardabweichung)
und unterschied sich nicht wesentlich in beiden Gruppen (Gruppe I: 0,05 + 0,041 [Mit-
telwert + Standardabweichung] Foci pro Zelle, Gruppe Il: 0,046 *+ 0,04 [Mittelwert +
Standardabweichung] Foci pro Zelle). Um die standig vorhandene Schadigung der DNA
auszublenden und somit ausschlieBlich die Doppelstrangbriiche auf Grund der Compu-
tertomographie darzustellen, wurde das Hintergrundfocuslevel von allen anderen Un-

tersuchungswerten subtrahiert (Darstellung in Tab. 6 sowie in Abb. 7).
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Ergebnisse
Foci 5 min post CT Foci 1 h post CT Foci 2 h post CT Foci 24 h post CT
Patienten
- Hintergrundfocuslevel | - Hintergrundfocuslevel | - Hintergrundfocuslevel | - Hintergrundfocuslevel
alle Patienten 0,153 £ 0,107 0,081 +0,07 0,053 +£0,051 0,012 + 0,042
Gruppe | 0,132 + 0,084 0,073 £ 0,067 0,047 £ 0,062 0,011 +0,034
Gruppe Il 0,17 £0,121 0,088 + 0,071 0,058 + 0,04 0,013 £ 0,048

Tab. 6: Ergebnisse nach Subtraktion des Hintergrundfocuslevels. Mittelwerte + Standardabweichung

der Mittelwerte.

Ergebnisse ohne Hintergrundfocuslevel

0,35
0,3 —
0,25

0,15 -
0,1
0,05 - -

FocilZelle

Foci 5 min Foci1h Foci 2 h ci 24-h
post CT post CT post CT post CT

-0,05

-0,1
Zeitverlauf

M alle Patienten
H Patienten ohne KM
O Patienten mit KM

Abb. 7: Graphische Darstellung der Kinetik der y-H2AX-Foci nach Subtraktion des Hintergrundfocusle-

vels. Die Fehlerbalken reprasentieren die Standardabweichung der Mittelwerte.
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5 Diskussion

5.1 Quantifizierung von DNA-Doppelstrangbriichen nach

Computertomographie mittels der y-H2AX-Methode

Diagnostische Rontgenuntersuchungen stellen die groRte vom Menschen geschaffene
Quelle fir Strahlung und damit einhergehende DNA-Schaden im Alltag dar. Daher ist es
fir den Strahlenschutz von besonderem Interesse, mogliche gesundheitliche Folgen
wie Krebs so exakt wie moglich abzuschatzen. Aus diesem Grund stellt die Untersu-
chung der Wirkung von ionisierender Strahlung im Niedrigdosisbereich in der Strahlen-
biologie ein wichtiges Forschungsfeld dar und dessen Erkenntnisse werden in Zukunft
Einfluss auf politische, 6kologische sowie 6konomische Entscheidungen haben. Im Jahr
2006 wurden pro Einwohner in Deutschland 1,6 allgemeine Rontgenuntersuchungen
durchgefihrt. Deren kollektive effektive Dosis lag bei 1,8 mSV pro Einwohner. In der
Trendanalyse des Bundesamtes fiir Strahlenschutz war die stetige Zunahme an Compu-
tertomographieuntersuchungen am auffallendsten. Deren Anzahl hat sich zwischen
1996 und 2006 nahezu verdoppelt und trotz ihres geringen Anteils an allen Untersu-
chungsarten von nur etwa 7% entfallen auf sie etwa 60% der kollektiven Gesamtdosis
(Bundesamt fiir Strahlenschutz 2010). Diese Zahlen spiegeln den zunehmenden Einsatz
neuer Techniken im klinischen Alltag wider und verdeutlichen damit die dringliche
Notwendigkeit der Erforschung von zelluldren Reaktionen auf Strahlendosen, wie sie im
Rahmen von Computertomographieuntersuchungen appliziert werden. Bisherige Stu-
dien zu diesem Thema wurden vor allem in vitro durchgefiihrt oder weisen im Falle von
in vivo-Untersuchungen nur sehr geringe Patientenzahlen auf (Rothkamm und Lobrich
2003; Lobrich et al. 2005; Rothkamm et al. 2007; Geisel et al. 2008; Grudzenski et al.
2009). Da bisher noch keine zuverlassigen Daten fir das Krebsrisiko im Niedrigdosisbe-
reich vorliegen, ist eine Untersuchung der Schaden auf DNA-Ebene in vivo von groflem

Interesse flir eine verbesserte Risikoabschatzung.
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5.1.1 Die y-H2AX-Methode als valides Verfahren zur

Bestimmung von Doppelstrangbriichen in vivo

Ein einzelner Schaden der DNA in einer einzelnen Zelle aufgrund von Einwirkung ioni-
sierender Strahlung kann zum Ausloser der Kanzerogenese werden (Rothkamm und
Lobrich 2003). DNA-Doppelstrangbriiche sind die schwerwiegendsten Lasionen, die
nach Bestrahlung auftreten konnen (Ward et al. 2003). Seit einigen Jahren wird yH2AX
als Marker fiir Doppelstrangbriiche herangezogen (Rogakou et al. 1998). Dieser Marker
kann mit Hilfe eines spezifischen Antikorpers in der Immunfluoreszenzmikroskopie in
Form von deutlich sichtbaren Foci dargestellt werden. Dabei entspricht ein Focus ge-
nau einem DSB (Rothkamm und Lobrich 2003). In den letzten Jahren fand diese Me-
thode auch in klinischen Studien Anwendung, da es als evident angesehen wird, dass
sie Doppelstrangbriiche nach Einwirkung von ionisierender Strahlung zuverlassig und
exakt quantifziert (Pilch et al. 2003; Fernandez-Capetillo et al. 2004; Lobrich et al.
2005; Rothkamm et al. 2007; Geisel et al. 2008; Grudzenski et al. 2009). Lébrich et al.
verwendeten in ihrer Studie von 2005 als Erste diese Methode, um DSBs nach Compu-
tertomographie in Lymphozyten nachzuweisen. Lymphozyten als Zellen zur Bestim-
mung von DSBs zu wéhlen, hat den Vorteil, dass man diese mittels Blutabnahme im
Klinikalltag schnell und einfach akquirieren kann. Auf diese Weise entstand eine Me-
thode, die es ermdglicht, biologisch relevante Dosisbereiche in vivo ohne grofRe medi-
zinische Interventionen untersuchen zu kénnen (Lobrich et al. 2005). Ein Problem der
Messung von DSBs in Lymphozyten in einer klinischen Studie mit CT-Patienten ist, dass
wahrend der Untersuchung nur ein Teil des Kérpers und damit auch nur ein Teil der
Lymphozyten bestrahlt wird. Nach Bestrahlung vermischen sich die bestrahlten Lym-
phozyten schnell mit unbestrahlten, sodass ein Verdiinnungseffekt des aktuellen Scha-
denslevels entsteht, der zur Unterschatzung des Ergebnisses fihrt. Klinische Studien
haben generell das Problem, dass Patienten in ihrem genetischen Hintergrund hetero-
gen sind, was dazu fihrt, dass Ergebnisse sehr variabel sein kénnen. Dies hat sich auch

in dieser Arbeit gezeigt.
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5.1.2 Die Induktion von Doppelstrangbriichen nach

Computertomographie

Nach Optimierung der y-H2AX-Methode in unserem Labor bestimmten wir die Doppel-
strangbruchanzahl mit Hilfe des y-H2AX-Verfahrens von Lymphozyten bei 47 Patienten
im zeitlichen Verlauf nach einer klinisch indizierten Computertomographieuntersu-

chung.

Die erste Blutentnahme erfolgte als Kontrolle vor der Computertomographieuntersu-
chung. Diese Kontrolle zeigt das Schadenslevel der DNA vor Réntgenstrahlenexposition
und reflektiert das sogenannte ,Hintergrundfocuslevel”, das die permanente Schadi-
gung der DNA durch exogene sowie endogene Einflisse darstellt. Gemittelt auf alle
Patienten betrug dieses 0,048 + 0,04 (Mittelwert + Standardabweichung) und ent-
spricht damit dem Wert, den auch Rothkamm und Lobrich 2003 in ihrer Studie ermit-
telt haben (0,05 Foci pro Zelle). Dies bedeutet, dass natirlicherweise eine von zwanzig

Zellen einen Focus und damit einen Doppelstrangbruch aufweist.

Die zweite Blutabnahme erfolgte 5 min nach der Computertomographieuntersuchung.
Der Anstieg der Focusanzahl auf 0,201 + 0,108 (Mittelwert + Standardabweichung) Foci
pro Zelle nach Kontakt des Blutes mit Rontgenstrahlen entspricht einer Zunahme der
Doppelstrangbriiche um den Faktor 4,2. Damit kann in dieser Arbeit bestatigt werden,
dass Computertomographieuntersuchungen deutliche DNA-Schaden in Form von DSBs
induzieren und diese mit Hilfe der y-H2AX-Methode erfolgreich detektiert werden kon-
nen. Die ermittelte Focusanzahl entspricht Ergebnissen anderer Studien. Geisel et al.
veroffentlichten in ihrer Studie von 2008 einen durchschnittlichen Focuswert von 0,217
+ 0,147 (Mittelwert + Standardabweichung) Foci pro Zelle 5 min nach Computertomo-
graphie. Die etwas neuere Arbeit von Grudzenski et al. von 2009 ermittelte 30 min post
CT Focuswerte zwischen 0,1 und 0,22 Foci pro Zelle. Das durchschnittliche Dosislan-
genprodukt (DLP) aller Untersuchungen der vorliegenden Arbeit belief sich auf 528
mGy-cm. Rechnet man die Focuswerte auf eine Dosis von 1000 mGy-cm hoch, dann
ergibt sich ein Faktor von 7,9. Dies entspricht auch den Resultaten von Rothkamm et al.
aus dem Jahre 2007, die in ihrer Studie mit 13 Patienten nach Computertomographie

eine Faktorerhéhung von 8 bis 10 beobachteten. In dieser Studie wurde auch festge-
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stellt, dass das hochste Schadensniveau bereits 5 min nach der Bestrahlung erreicht

wird. Dies lasst sich dadurch erklaren, dass das Herz pro Minute etwa 5 Liter Blut durch
den Korper pumpt und damit ein groRer Anteil der Blutzellen mit der Strahlung in Be-
riihrung kommt, je nachdem, wie groR8 die bestrahlte Kérperoberflache ist und wie lan-
ge die Rontgenstrahlenexposition andauert. Durch die hohe Arbeitsleistung des Her-
zens sind die bestrahlten und unbestrahlten Lymphozyten nach 5 min gut durchmischt
und die maximale Anzahl der y-H2AX-Foci kann bei den Zellen dieses Blutabnahmezeit-
punktes detektiert werden. Die Ergebnisse in der vorliegenden Arbeit bestatigen das,
denn die Focusanzahl des folgenden Blutabnahmezeitpunktes 1 h nach Computerto-
mographie ist schon deutlich gesunken und reflektiert den beginnenden Reparaturpro-

Zess.

5.1.3 Die Reparatur von Doppelstrangbriichen nach
Computertomographie

Beginnend mit der Blutabnahme 1 h nach der CT-Untersuchung nahm die durchschnitt-
liche Anzahl der y-H2AX-Foci ab. Sie verringerte sich zu diesem Zeitpunkt um 30% auf
70% + 21% (Mittelwert + Standardabweichung), eine Stunde spater um weitere 16%,
so dass 2 h nach der Computertomographie noch 54% + 24% (Mittelwert + Standard-
abweichung) der Doppelstrangbriiche bestanden. Die Abnahme der Focuswerte ent-
spricht der Reparatur der Doppelstrangbriiche (Rothkamm und Lobrich 2003). Diese
Reparaturkinetik korreliert mit der der oben erwdhnten dhnlichen Studien (Geisel et al.

2008; Grudzenski 2009).

Innerhalb von 24 h wurden 65% + 36% (Mittelwert + Standardabweichung) der indu-
zierten Doppelstrangbriiche repariert. Damit lagen die Foci 25% Uber dem vor der
Strahlenexposition bestimmten Hintergrundfocuslevel. Die Messung dieser residualen
Focusanzahl besagt, dass 24 h nach Induktion der DSBs keine komplette Reparatur
stattfand. Unser Befund unterstiitzt die Resultate von Rothkamm und Lébrich aus dem
Jahre 2003, einer in vitro-Studie, die sich mit der Reparatur von Doppelstrangbriichen

in konfluenten Fibroblasten nach niedrigen Dosen beschéftigte. In jener Studie wurde
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gezeigt, dass durch niedrige Strahlendosen die Reparaturkapazitat nachlasst und im
Bereich weniger mGy, des fiir die Rontgendiagnostik relevanten Dosisbereiches, nahezu
keine Reparatur mehr stattfindet und somit verursachte DSBs fiir einige Tage unrepa-

riert bleiben.

Dies korreliert nicht mit der Aussage anderer Studien. Lobrich et al. 2005 und Geisel et
al. 2008 berichten von einer fast vollstandigen Reparatur nach 24 h. Dabei stimmen die
24 h-Werte der vorliegenden Arbeit mit denen von Geisel et al. fast liberein. Auch das
Dosislangenprodukt ist dhnlich. Geisel et al. ermittelten eine mittlere Focuszahl pro
Zelle von 0,067 + 0,013 (Mittelwert + Standardabweichung) nach 24 h. Der Wert zum
gleichen Zeitpunkt betrug in der vorliegenden Studie 0,06 + 0,046 (Mittelwert + Stan-
dardabweichung) Foci pro Zelle. Dass Geisel et al. nur 6% + 18% (Mittelwert + Stan-
dardabweichung) mehr Foci als vor der Rontgenstrahlenexposition verzeichneten, lag
an deren héherem Hintergrundfocuslevel von 0,063 + 0,007 (Mittelwert + Standard-
abweichung). Zu beachten ist auch die unterschiedliche StudiengroRe. Geisel et al. un-
tersuchten nur 5 CT-Patienten, die vorliegende Studie dagegen 47. In Anbetracht der
geringen GrofRenordnung der Focuswerte reicht die Patientenzahl dieser Studie immer
noch nicht aus, um eine valide Aussage zur Reparaturkapazitat treffen zu kénnen. Zu-
kiinftige Studien sollten eine groRere Anzahl von Patienten einbeziehen, da sonst ein-
zelne Werte einen zu groRen Einfluss auf das Gesamtergebnis haben. In dieser Studie
hatten 29 von 47 Patienten nach 24 h hohere Focuswerte als vor Rontgenexposition,
wobei der Unterschied zum Hintergrundfocuslevel in den meisten Fallen nur minimal
und nur in etwa 10% der Falle deutlich erhdht war. Lobrich et al. berichten in ihrer
Studie aus dem Jahre 2005 von einem Patienten, der eine erh6hte Radiosensitivitat
aufwies und schatzen in ihrem Paper aus dem Jahre 2006, dass etwa 10% aller Patien-
ten davon betroffen sind. Eine genetisch bedingte, erhéhte Radiosensitivitat duert
sich in hoheren Focuswerten und residualen Foci, die eine unvollstandige Reparatur
der Doppelstrangbriiche reprasentieren (Lobrich et al. 2005; Lobrich und Kiefer 2006).
Moglicherweise weisen auch einige Patienten dieser Arbeit eine erhohte Radiosensiti-
vitat auf. Es ware interessant, in Zukunft auffillige Patienten daraufhin genauer zu un-
tersuchen, um gegebenenfalls in solchen Fallen die Indikation zur Strahlenexposition

strenger zu stellen. Dazu wiirde sich die y-H2AX-Methode eignen (Lobrich und Kiefer
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2006). In zuklnftigen Studien zu diesem Thema sollte darauf geachtet werden, Pati-
enten mit moglichst gleichen Vorerkrankungen zu untersuchen, um diesen eventuellen

Bias auszuschlieRen.

Auffallig war, dass alle Ergebnisse dieser Arbeit eine hohe Standardabweichung zeig-
ten. Das signalisiert, dass die Werte zwischen den Patienten stark streuen. Ein Teil der
vorliegenden Literatur unterstitzt dies (Ismail et al. 2007; Grudzenski et al. 2009). Es
findet sich bei in vivo-Untersuchungen eine hohe interindividuelle Variation in der In-
duktion und Reparatur von Doppelstrangbriichen nach Rdntgenstrahlenexposition
durch Computertomographie. Daflir gibt es verschiedene mégliche Erklarungen. Da zur
Untersuchung der DSBs Lymphozyten verwendet wurden und bei jeder CT-
Untersuchung die Lédnge des abgescannten Korpers variiert, wiirde eine groRe Varianz
in der abgescannten Korperlange bewirken, dass ein groReres oder kleineres Blutvo-
lumen bestrahlt wird und damit mehr oder weniger Lymphozyten Doppelstrangbriiche
aufweisen. Die recht groRe Varianz des Dosislangenproduktes (DLP) im Rahmen dieser
Studie wiirde diese These stitzen und fir zukiinftige Studien implizieren, dass das DLP
einheitlich gewahlt werden sollte. Eine weitere Ursache fiir die Divergenz der Werte
kann allgemein ein verschieden grofles Blutvolumen im Untersuchungsbereich wah-
rend der Bestrahlung sein, welches das Verdiinnungsverhaltnis zwischen bestrahlten
und unbestrahlten Lymphozyten beeinflusst (Grudzenski 2009). Ein genetisch beding-
tes, unterschiedlich ausgepragtes Ansprechen auf Strahlenexposition sowie Reparatur-
vermogen konnen ebenfalls Ursachen der groRen Varianz der Focuswerte sein. Ismail
et al. (2007) unterstiitzen diese Ansicht. Sie gehen beim Menschen von vererbten Un-
terschieden im yH2AX-Signal aus. Das Signal kénnte z.B. dahingehend differieren, dass
bei einem bestimmten DNA-Schaden die Anzahl an induzierten y-H2AX-Foci zwischen
Individuen variiert. Das wirde implizieren, dass Zellen verschiedener Menschen nicht
die gleiche Effektivitat bei der Umsetzung von Doppelstrangbriichen in das yH2AX-
Signal besitzen. Da erwiesen wurde, dass die Anzahl von y-H2AX-Foci gut mit der von
vorhandenen Doppelstrangbriichen korreliert, ist diese These eher unwahrscheinlich.
Es gilt, in Zukunft die zugrundeliegenden Mechanismen der yH2AX-Signalvariation zu
erforschen. Interessant ware dabei auch, ob ein Zusammenhang mit Radiosensitivitat

besteht.
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5.2 Auswirkung von Kontrastmittel auf die Entstehung

von Doppelstrangbriichen nach Computertomographie

Aufgrund der zunehmenden Erkenntnisse im Bereich der Strahlenbiologie ist man ge-
genwartig bestrebt, die Strahlenexposition bei radiologischen Untersuchungen so ge-
ring wie moglich zu halten. Gleichzeitig werden jedoch gerade bei Computertomogra-
phieuntersuchungen vor der Bestrahlung haufig Kontrastmittel injiziert, die durch eine
erhohte Strahlenabsorption die Bildgebung unterstiitzen. Seit mehreren Jahrzehnten
wird beobachtet, dass die Anwendung von KM nach Bestrahlung vermehrt DNA-
Schaden zur Folge hat. Die genaue Ursache ist bis heute unklar. Eine mogliche Erkla-
rung ist ein gesteigerter Photoeffekt, der durch die im KM enthaltenen Elemente mit
hoher Ordnungszahl (Z) verursacht wird (Callisen et al. 1979; Hadnagy et al. 1982;
Boudou et al. 2007). Als eine weitere mogliche Ursache wird eine potentielle Beein-
trachtigung des Reparaturvermoégens durch Spaltprodukte des Kontrastmittels, die
wahrend der Bestrahlung entstehen, angesehen (Joubert et al. 2005). Parvez et al.
(1987) dagegen vertreten die Ansicht, dass Kontrastmittel an sich zytotoxische Effekte
besitzt.

Wie groB der Schaden durch Kontrastmittelapplikation im Rahmen der Computerto-
mographie ist, wurde in dieser Arbeit mit Hilfe der y-H2AX-Methode untersucht. Es
wurden zwei Patientengruppen gebildet. Gruppe | bestand aus 21 Patienten, die aus-
schlieBlich native Computertomographien erhielten. In Gruppe Il befanden sich 26 Pa-
tienten, die im Rahmen ihrer CT-Untersuchung Kontrastmittel appliziert bekamen. Bei
allen Patienten wurde die Focuszahl der Lymphozyten untersucht, um die entstande-

nen Doppelstrangbriiche zu quantifizieren und zu vergleichen.

Durch die Zugabe von Kontrastmittel in Gruppe Il kam es 5 min nach Computertomo-
graphie zu einer sichtbaren Erhéhung der Anzahl an induzierten Doppelstrangbriichen.
Die beobachtete Erhéhung der DSB-Anzahl durch den KM-Effekt betrug durchschnitt-
lich 29%. Die Differenz der um das Hintergrundfocuslevel bereinigten Mittelwerte bei-
der Gruppen ergab 0,038 Foci pro Zelle, so dass durch KM-Gabe ca. jede 26. Zelle einen
Doppelstrangbruch mehr besitzt als ohne Kontrastmittelgabe. Um den Kontrastmit-
teleinfluss definitiv beweisen zu kdnnen, sollte in Zukunft angesichts der kleinen Gro-

Renordnung in den Differenzen der Focuszahlen eine groRere Patientenanzahl unter-
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sucht werden. Andere Arbeitsgruppen kamen zu dhnlichen Ergebnissen. Ein zuséatzli-
cher Doppelstrangbruch jeder 26. Zelle mag gering erschein, bezogen auf die Gesamt-
bevolkerung aber ein Gesundheitsproblem darstellen, da jeder falsch oder nicht repa-

rierte Doppelstrangbruch ein Krebsrisiko in sich birgt.

Das vorliegende Ergebnis korreliert mit denen friiherer Studien. Matsubara et al. 1982
untersuchten den Effekt von jodhaltigem Kontrastmittel auf die Entstehung von Chro-
mosomenaberrationen in Lymphozyten in vitro. In Anwesenheit von KM kam es zu ei-
ner Erhéhung der Anzahl an Chromosomen- und Chromatidaberrationen, die mit an-
steigender Kontrastmittelkonzentration zunahm. Hadagny et al. fanden in ihrer in vitro-
Studie aus dem Jahre 1982 nach Bestrahlung in Anwesenheit von jodhaltigem Kon-
trastmittel ebenso eine Zunahme chromosomaler Aberrationen in Lymphozyten. Grud-
zenski et al. publizierten 2009 einen Zuwachs an Doppelstrangbriichen in Lymphozyten

in vivo von 30% nach Kontrastmittelapplikation bei CT-Untersuchungen.

Das vermehrte Auftreten von Doppelstrangbriichen in Anwesenheit von jodhaltigem
Kontrastmittel kdnnte auf der Verstarkung des Photoeffektes durch die im KM enthal-
tenen Jodatome basieren. Die im Kontrastmittel enthaltenen Jodatome besitzen eine
hohe Ordnungszahl (Z) und erhéhen im Zellmedium auf diese Weise die mittlere Ord-
nungszahl. Die Absorption von Strahlung ist direkt proportional zur Ordnungszahl und
der Photoeffekt ist im Gegensatz zum Comptoneffekt sehr von Z abhangig. Durch die
erhohte Ordnungszahl (Z) entstehen vermehrt Photoelektronen, die nun ihrerseits Ma-
terie anregen und ionisieren. Dabei werden v.a. liber die Radiolyse des Wassers Radika-
le erzeugt, die Uber eine Radikalkettenreaktion zu einer DNA-Schadigung in Form von

Doppelstrangbriichen fiihren (Kauffmann et al. 2006; Jost et al. 2009).

In beiden Patientengruppen fanden sich hohe Werte in der Standardabweichung, die
in Gruppe |l sogar geringfiigig hoher waren. Dies reprasentiert die groen interindivi-
duellen Schwankungen in der Anzahl der Doppelstrangbriiche. Ursache der groRen
interindividuellen Schwankungen im Kontrastmitteleffekt konnten die individuell un-
terschiedlichen FlieBgeschwindigkeiten des Blutes sein. Durch letzteres ist das kontras-
tierte Blut zur Bestrahlung unterschiedlich im Korper verteilt und der Kontakt mit der

Menge des kontrastierten Blutes mit der Rontgenstrahlung variiert. AuBerdem kann es
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aufgrund minimaler Verzogerungen zwischen Kontrastmittelgabe und Bestrahlung
zu einem Absinken der KM-Konzentration im bestrahlten Bereich des Patienten kom-
men. Um die maximal moégliche Kontrastmittelkonzentration im bestrahlten Areal des
Patienten zu erzielen, muss der Zeitpunkt der Bestrahlung zeitlich sehr eng mit der
Kontrastmittelinjektion verknlpft sein, da die maximale Jodkonzentration schon nach
15 bis 22 s in der Aorta erreicht wird (Prokop et al. 2003). Beginnt die CT-Untersuchung
etwas spater, dann sinkt die Jodkonzentration im bestrahlten Bereich ab, wodurch
auch der Kontrastmitteleffekt geringer ausfallt (Grudzenski 2009).

Zusammenfassend konnte in diesem Teil der Arbeit beobachtet werden, dass die Ap-
plikation von jodhaltigem Kontrastmittel bei Computertomographie zu einer sichtba-
ren Erhéhung der Anzahl an induzierten Doppelstrangbriichen flhrt. Dies impliziert,
dass die Gabe von Kontrastmitteln zur Strahlenexposition von Patienten beitragt und
bei Rontgenuntersuchungen berilicksichtigt werden sollte. Es gilt, bei der Anwendung
von KM nicht nur auf die Vertraglichkeit zu achten, sondern auch die méglichen Lang-
zeitfolgen vor Augen zu haben. Dementsprechend sollte die Dosierung der Kontrast-
mittel dem verwendeten Rontgengerdt angepasst werden, um eine unndétige Strahlen-

exposition zu vermeiden.

5.3 Auswirkung von Kontrastmittel auf die

Reparaturkinetik der Doppelstrangbriiche

Nachdem es durch die Applikation von Kontrastmittel bei Computertomographie zu
einer initialen Erhéhung an Doppelstrangbriichen kam, wurde in der vorliegenden Ar-

beit die Auswirkung des KMs auf die Doppelstrangbruchreparatur untersucht.

Die Kinetik der Abnahme der Foci war in beiden Patientengruppen (Gruppe | mit nati-
ven CTs und Gruppe Il mit KM-Applikation) vergleichbar. 1 h nach CT bestanden in
Gruppe | noch 71% + 20% (Mittelwert + Standardabweichung) der Foci pro Zelle be-
rechnet auf 5 min nach CT und in Gruppe Il noch 70% + 21% (Mittelwert + Standard-
abweichung). 2 h nach der Untersuchung waren in Gruppe | weiterhin 53% * 16% (Mit-
telwert + Standardabweichung) der urspriinglich induzierten Foci vorhanden, in

Gruppe Il zum gleichen Zeitpunkt noch 55% * 28% (Mittelwert + Standardabweichung).
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Innerhalb von 24 h verringerte sich in Gruppe | die Anzahl der Doppelstrangbriiche

auf 35% + 19% (Mittelwert + Standardabweichung), in Gruppe Il auf 36% + 46% (Mit-
telwert + Standardabweichung). Im Vergleich zu dem vor der Strahlenexposition ge-
messenen Hintergrundfocuslevel lagen die Werte in Gruppe | 22% und in Gruppe 11 27%

Uber den Ausgangswerten.

Diese Abnahme der Focuswerte entspricht der Reparatur der Doppelstrangbriiche
(Rothkamm und Lobrich 2003) und zeigt, dass Kontrastmittel nur einen unerheblichen
Einfluss auf die Reparaturkapazitat hat. Auch wenn durch KM initial mehr DSBs entste-
hen, so bleiben nach 24 h anndhernd gleiche Focuswerte bestehen. Die zuséatzlichen
DSBs wurden demnach effektiv repariert. Dass beide Gruppen 24 h nach Induktion der
DSBs residuale Focuszahlen aufwiesen, besagt, dass keine komplette Reparatur statt-
fand. Aufgrund der zu geringen Patientenanzahl dieser Studie sollte dies in Zukunft an
einer groBeren Probandenanzahl erneut tberpriift werden. Leider wurden im Rahmen
dieser Studie keine spateren Blutabnahmen vorgenommen. Zukiinftige Studien sollten
klaren, in welchem Zeitraum nach Computertomographieuntersuchungen die residua-
len Doppelstrangbriiche repariert werden, so dass das Hintergrundfocuslevel wieder
erreicht wird. Die bislang einzig vorliegende Arbeit zum Einfluss von KM auf DSBs bei
Computertomographieuntersuchungen stellte ebenso fest, dass die Zugabe von Kon-
trastmittel nach Bestrahlung nicht die Reparatur beeintrachtigt (Grudzenski et al.

2009).

Auffallig war wieder die hohe Standardabweichung, die in Gruppe Il zum Teil erheblich
hoher war als in Gruppe | und schon bei der Induktion der Doppelstrangbriiche be-
schrieben wurde. Sie reprasentiert die grofle Streuung der Focuswerte zwischen den
Patienten. Der Hintergrund dieser interindividuellen Unterschiede ist bisher noch nicht
geklart. Mogliche Ursachen wurden weiter oben schon beschrieben. Dabei ist ein As-
pekt noch nicht bericksichtigt worden. Einige Studien weisen darauf hin, dass das Al-
ter, das in dieser Studie variierte, einen Einfluss auf die Reaktion des Organismus auf
Strahlen hat (Mayer et al. 1989; Seluanov et al. 2004; Grudzenski et al. 2009). Diese
Arbeiten beobachteten, dass die DSB-Reparaturkapazitdt mit zunehmendem Alter

schlechter wird. Das kdonnte auch ein Grund dafir sein, dass Krebserkrankungen mit
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dem Alter an Haufigkeit zunehmen. Mogliche Erkldrungen kénnten ein nachlassen-

des Phosphorylierungsvermogen von H2AX im Alter und damit eine nachlassende
Schadenserkennung sein. Die Ursache kénnte aber auch im Nachlassen der Reparatur-
kapazitat liegen. Dazu wird in der Literatur diskutiert, ob mit zunehmendem Alter die
Effizienz des Nichthomologen Endjoining nachlasst (Seluanov et al. 2004; Vyjayanti und
Rao 2006). Um in zukiinftigen Studien Alter als Bias auszuschlieRen, sollte die Alters-

struktur der zu vergleichenden Patientengruppen homogen sein.

5.4 Ausblick

Die hier verwendete y-H2AX-Methode erwies sich als ein geeignetes und sehr sensiti-
ves Verfahren, um die Induktion und Reparatur von Doppelstrangbriichen nach Com-
putertomographie zu evaluieren und den Einfluss von Kontrastmittelapplikation zu
untersuchen.

Mit Hilfe dieser Methode konnte gezeigt werden, dass Computertomographie-
untersuchungen in vivo deutliche Schaden in Form von Doppelstrangbriichen induzie-
ren und diese repariert werden. Anders als dies in einigen vorausgehenden Studien
publiziert worden ist (Lobrich et al. 2005; Geisel et al. 2008; Grudzenski et al. 2009),
kam es in dieser Arbeit nach 24 h nicht zu einer vollstandigen Reparatur.

Der besondere Aspekt dieser Studie war die Untersuchung des Einflusses von Kon-
trastmittel auf die Induktion und Reparatur von Doppelstrangbriichen. Unsere Daten
lassen darauf schlielen, dass Kontrastmittel bei Computertomographieuntersuchun-
gen die Entstehung von DNA-Schaden fordert und aus diesem Grund bei der Kalkulati-
on der Strahlenexposition durch Computertomographie mit beriicksichtigt werden
muss. Es wirkt sich aber nicht negativ auf die Reparatur der DSBs auf.

Die Eignung der y-H2AX-Methode als biologisches Dosimeter kann in dieser Arbeit be-
statigt werden. Auch andere Arbeiten haben schon auf das Potenzial dieser Methode
aufmerksam gemacht (Lobrich et al. 2005; Lobrich und Kiefer 2006; Ismail et al. 2007;
Rothkamm et al. 2007; Geisel et al. 2008; Grudzenski et al. 2009). Lébrich et al. wiesen
in ihren Papern von 2005 und 2006 darauf hin, dass radiosensitive Patienten damit

detektiert werden kénnten und sahen sie als wertvolles biologisches Dosimeter bei
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radiodiagnostischen Untersuchungen an. Als weitere nitzliche Anwendung der Me-
thode nannten sie die Strahlentherapie. Die individuelle Reparaturkapazitat von
Krebspatienten kénnte im Voraus untersucht werden, um somit die individuell optima-
le Dosis zu finden. Ismail et al. machten 2007 darauf aufmerksam, dass mit Hilfe der y-
H2AX-Foci auch DNA-schadigende Medikamente untersucht werden kénnten. Sie wie-
sen darauf hin, dass die klinischen Effekte von Doppelstrangbriichen auf Individuen
durch DSB-induzierende Stoffe in grolem MalRe variieren. Aus diesem Grund kann z.B.
die gleiche Rontgendosis bei einigen Krebspatienten schwerwiegende Nebenwirkun-
gen auslosen, wahrend bei anderen Patienten keine Auswirkungen der applizierten
Dosis auftreten. Ihrer Meinung nach eignet sich die y-H2AX-Methode, um dies zu de-
tektieren und mit Hilfe der individuellen DNA-Schadensantwort die bestmdogliche Dosis
fiir jeden Patienten zu finden. Um die y-H2AX-Methode als objektive Methode zu etab-
lieren, sollten bei der Auszdhlung der Foci standardmaRig Computerprogramme ge-
nutzt werden (Bhogal et al. 2009). In der vorliegenden Arbeit wurden die Foci ohne
Computerprogramm ausgezahlt. Dies kann trotz Verblindung zu systematischen Feh-
lern fihren und kénnte Ergebnisse verfdlscht haben.

Moglicherweise zeigen Studien in Zukunft, dass bei der DNA-Schadigung im Niedrigdo-
sisbereich in vivo noch weitere Effekte als die bloRe Kumulation der Strahlendosis be-
dacht werden missen. Einige radiobiologische Phdnomene zu diesem Thema wurden
schon in der Literatur beschrieben, bisher ist allerdings noch nicht deren Signifikanz in
vivo erforscht. Dazu gehoren z.B. der Bystander-Effekt, bei dem Signale der DNA-
Schadigung bestrahlter Zellen weitergeleitet werden und auf diese Weise die benach-
barten unbestrahlten Zellen Schaden zeigen (Rothkamm und Lobrich 2003) oder die
,low dose hypersensitivity“, bei der Zellen in der G2-Phase bei niedrigen Dosen eine
Uber das erwartete MaR gesteigerte Radiosensitivitdt aufweisen (Joiner et al. 2001). Es
gilt zu untersuchen, ob diese und dhnliche Effekte einen Einfluss bei der Krebsentste-
hung nach Niedrigdosisbestrahlung haben.

In dieser Arbeit geben die residualen Focuslevel nach 24 h Anstof3, in Zukunft Repara-
turzeiten Uber 24 h hinaus zu untersuchen. Langfristig gilt es zu erforschen, welche
Faktoren bei der Reparatur residualer Briiche eine Rolle spielen und welche Auswir-

kungen Doppelstrangbriiche, die liber langere Zeit unrepariert verbleiben, auf den Or-
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ganismus haben. Demzufolge bliebe zu untersuchen, ob diese Doppelstrangbriiche
letztendlich zur Entartung von Zellen beitragen.

Viele Aspekte der Schadigung und Reparatur der DNA, auch im Zusammenhang mit der
Kanzerogenese, sind bisher noch unbekannt oder nur teilweise verstanden. Hier sollte
weitere Grundlagenforschung betrieben werden. Es gibt aber auch Bedarf fir weiter-
fihrende in vivo Studien. Diese Arbeit ist als pralimindre Studie angelegt und kdnnte
als Anregung fir eine erneute Studie zum gleichen Thema dienen, um mit Hilfe gréRe-
rer Patientenzahlen endgiltig die Induktion und Reparatur von Doppelstrangbriichen
nach Computertomographie und dabei vor allem die Frage des Kontrastmitteleffektes
zu klaren. Um objektive Aussagen treffen zu kdnnen, sollte bei den Patientengruppen
darauf geachtet werden, dass sie die gleiche Altersstruktur, das gleiche Geschlecht, die
gleichen klinischen Vorerkrankungen, die gleiche CT-Untersuchung mit ahnlichen DLP-
Werten und die gleiche verabreichte Kontrastmittelmenge aufweisen. Allerdings ist
bisher nicht bekannt, inwiefern die genannten Merkmale die Ergebnisse beeinflussen.

Auch diese Aspekte kdnnten in zukinftigen Studien untersucht werden.
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Zusammenfassung

Die Computertomographie stellt die Hauptquelle der gegenwartigen Strahlenexpositi-
on der Bevolkerung dar. Nach Bestrahlung sind Doppelstrangbriiche (DSBs) die gravie-
rendsten Lasionen der DNA, da hierbei die genetische Information auf beiden DNA-
Strangen unterbrochen wird. Werden Doppelstrangbriiche nicht oder fehlerhaft repa-
riert, kann es zur Entstehung von Mutationen und zur malignen Entartung von Zellen
kommen. Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit wurde die Induktion und Reparatur
von Doppelstrangbriichen nach Computertomographie in vivo untersucht. Um die Bild-
gebung zu unterstitzen, werden im Rahmen von Computertomographieuntersuchun-
gen haufig Kontrastmittel appliziert. Deren Wirkung auf die Induktion und Reparatur

von Doppelstrangbriichen in vivo wurde im zweiten Teil dieser Arbeit evaluiert.

Seit einigen Jahren wird yH2AX als Marker fiir Doppelstrangbriiche herangezogen. Da
allein diese Methode im Bereich von wenigen mGy sensitiv ist, ist sie zur Zeit der Gold-
standard fir die Detektion von DSBs im Niedrigdosisbereich der Computertomogra-
phie. Mit Hilfe eines spezifischen Antikorpers werden die Doppelstrangbriiche mittels
Immunfluoreszenzmikroskopie in Form von deutlich sichtbaren Foci dargestellt. Dabei
entspricht ein Focus genau einem DSB. Der Verlust von y-H2AX-Foci in Zellkernen ent-

spricht der Reparatur von DNA-Doppelstrangbriichen.

47 Patienten im Alter von durchschnittlich 56,8 + 17,38 Jahren (Mittelwert + Standard-
abweichung) wurde nach einer klinisch indizierten Computertomographieuntersu-
chung zu definierten Zeitpunkten Blut abgenommen (vor der Computertomographie
als Kontrolle zur Bestimmung des ,Hintergrundfocuslevels”, 5 min post CT, 1 h, 2 h so-
wie 24 h nach der CT-Untersuchung). Die Lymphozyten des Blutes wurden isoliert und

mittels der y-H2AX-Methode die Focusanzahl untersucht.

Im Vergleich zum direkt vor der CT-Untersuchung ermittelten Hintergrundfocuslevel,
welches das permanente Schadenslevel der DNA vor Rontgenstrahlenexposition reflek-
tiert, stieg 5 min nach Computertomographie die Focusanzahl um den Faktor 4,2 an.
Dies bestatigt, dass Computertomographieuntersuchungen DNA-Schaden in Form von

DSBs induzieren und diese mit Hilfe der y-H2AX-Methode erfolgreich in vivo detektiert
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werden kdnnen. Die ermittelte Focusanzahl entspricht Ergebnissen anderer Studien.
Zu den nachfolgenden Untersuchungszeitpunkten zeigte sich ein linearer Riickgang der

Focuswerte, welcher der Reparatur der Doppelstrangbriiche entspricht.

Um den Effekt von Kontrastmittel auf die DSB-Entstehung und -Reparatur zu priifen,
wurden zwei Patientengruppen gebildet. Gruppe | setzte sich aus den 21 Patienten
zusammen, die ausschliefllich native CT-Untersuchungen erhalten hatten und wies ein
mittleres Alter von 59 + 18,88 Jahren (Mittelwert + Standardabweichung) auf. Gruppe
Il bestand aus den 26 Patienten, die wahrend der Computertomographieuntersuchung
Kontrastmittel appliziert bekommen hatten und im Mittel 55,04 + 15,84 Jahre alt wa-
ren (Mittelwert + Standardabweichung). Bei Kontrastmittelapplikation in Gruppe Il
zeigte sich im Vergleich zur Nativcomputertomographie von Gruppe | 5 min post CT
eine um 29% erhdhte Focusanzahl. Dieses Ergebnis sollte Anlass geben, bei der Ein-
schatzung der Strahlenbelastung durch Computertomographie die Kontrastmittelap-
plikation zu bericksichtigen, da durch sie vermehrt DNA-Schaden entstehen. Vermut-
lich ist die Ursache ein gesteigerter Photoeffekt, der durch die hohe Ordungszahl (Z)
des im KM enthaltenen Jods verursacht wird. Damit kommt es zu einer vermehrten

Bildung von sekundaren Radikalionen, die die DNA schadigen.

Nach 24 h wiesen beide Gruppen ahnliche residuale Focuswerte auf. Die zusatzlich
entstandenen Doppelstrangbriiche bei Kontrastmittelapplikation sind demnach repa-

riert worden.

Hervorzuheben sind die groRRen interindividuellen Unterschiede der Focuszahlen in
unserer Patientenstudie, deren Ursachen in zuklinftigen Studien untersucht werden

sollten.

Diese Studie ist eine praliminare Studie. Um definitive Aussagen v.a. zum Kontrastmit-
teleffekt treffen zu kénnen, bedarf es einer Folgestudie mit einer grofReren Patienten-
anzahl. Dabei sollte darauf geachtet werden, dass die Patientengruppen die gleiche
Altersstruktur, das gleiche Geschlecht, die gleichen klinischen Vorerkrankungen, die
gleiche CT-Untersuchung mit dhnlichen DLP-Werten und die gleiche verabreichte Kon-
trastmittelmenge aufweisen. Da bisher nicht bekannt ist, inwiefern die genannten Pa-

rameter die Ergebnisse beeinflussen, kdnnte dies Gegenstand zukinftiger Studien sein.

Dissertation Caroline Pathe



Summary 72

Summary

Computed tomography is the main source of present radiation exposure of the popula-
tion. After radiation, double-strand breaks (DSBs) are the most significant lesion of the
DNA because the genetic information is compromised on both DNA-strands. If un- or

misrepaired, mutations and malignant degeneration of cells may result.

The first part of this work aimed to investigate the induction and repair of double-
strand breaks after computed tomography in vivo. To enhance medical imaging, con-
trast media is frequently applied during the CT scans. Their effect on the induction and

repair of double-strand breaks in vivo is evaluated in the second part of this study.

For several years, yH2AX has been used as a marker for detecting DSBs. Since this is the
only method that has proven to be sensitive in radiation doses as low as a few mGy, it
has become the gold standard for the detection of DSBs in computed tomography’s
low dose range. Using a fluorescent antibody specific for yH2AX, double-strand breaks
can be visualized as foci. Each focus represents precisely one double-strand break. The

loss of y-H2AX foci in the nucleus reflects the repair of the DNA-double-strand breaks.

47 patients with an average age of 56.8 + 17.38 years (mean * standard deviation) un-
derwent a clinically indicated computed tomography. Blood samples were taken at
defined points of time (prior as well as 5 min, 1 hr, 2 hrs and 24 hrs after the CT-scan).
Lymphocytes were isolated from the blood and the number of foci was quantified by

using the y-H2AX method.

In comparison to the background focus level, which was determined by evaluating the
blood sample prior to the CT-scan and which reflects the permanent damage of the
DNA before the x-ray exposure, the number of foci 5 min after the CT-scan increased
by a factor of 4.2. This confirms that CT examinations induce DNA-damage in the form
of double-strand breaks and that these can be successfully detected in vivo with the y-
H2AX method. The detected number of foci is consistent with the results of similar
studies. The subsequent time points showed a linear decrease of the focus level, re-

flecting the repair of the induced double-strand breaks.

Dissertation Caroline Pathe



Summary 73

In order to measure the effect of contrast medium on the formation and repair of

double-strand breaks, two patient groups were formed. Group | consisted of 21 pa-
tients who solely underwent unenhanced CT and had an average age of 59 + 18.88
years (mean * standard deviation). Group Il was comprised of 26 patients who solely
received contrast-enhanced CT and had an average age of 55,04 + 15,84 years (mean *
standard deviation). 5 min post CT, the contrast-enhanced group Il showed an increase
of 29% in foci levels compared to the unenhanced group I. Since this result suggests
that the administration of contrast medium induces additional DNA damage, this
should be taken into consideration when estimating the radiation exposure of com-
puted tomography. The greater DNA damage is most likely an effect of an enhanced
photoelectric effect due to the high atomic number Z of the iodine in the contrast

agent. Thus more secondary radical electrons are generated that damage the DNA.

After 24 hrs both groups showed similar residual foci levels. The additional double-

strand breaks due to the contrast medium seem to have been repaired.

The great interindividual differences in the number of foci between the patients have
to be emphasized. The cause of the high variance of the DSB numbers and the repair

capacity should be explored further.

This study has the character of a preliminary study. In order to draw definite conclu-
sions as to the effect of contrast medium, a follow-up study with a higher number of
patients should be initiated. It should take measures to include groups of patients with
consistent age structures, sex, pre-existing illnesses, type of CT with similar DLP values
and amount of applied contrast medium. And since it is not yet known how the given

parameters influence the results, this too could be further investigated.
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