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Zusammenfassung/Summai

1. Zusammenfassung/Summary

Ziel: Es gibt zunehmende Hinweise dafir, dass genetisakoren die Erkennung und die
Reparatur von Doppelstrangbrichen (DSBs) regulieterd fur die stark variablen
Strahlensensibilititen bei Patienten verantwortlsind. Genetisch determinierte DSB-
Reparaturkapazitaten sind méglicherweise fir digviduelle Empfanglichkeit der Patienten
fur Nebenwirkungen im Normalgewebe nach Strahleafiie verantwortlich. Vor diesem
Hintergrund wurde in einem praklinischen Modell diaswirkung unterschiedlicher DSB-
Reparaturkapazitaten im Normalgewebe nach Einztidfidung und fraktionierter

Bestrahlung analysiert.

Material und Methoden: Verschiedene Mausstamme mit genetisch definiertamekyrund

(ATM **-Wildtypmause, ATM’- Mause und SCID-Tiere) wurden mit Einzelfraktionen von
2Gy oder fraktioniert (5 x 2Gy) bestrahlt. Durchhliing vonyH2AX-Foci wurden sowohl
die Induktion als auch die Reparatur von DSBs inndan- und Nierengewebe, welche

Vertreter fir spatreagierende Gewebe sind, aratysi

Ergebnisse In Reparatur-defizienten SCIBMausen blieb nach jeder Einzelbestrahlung ein
gro3er Anteil an strahleninduzierten DSBs zurlcHK €ithrte so organunabhéngig zu einer
ausgesprochen starken Akkumulation von residu€d®&Bs nach fraktionierter Bestrahlung.

Der geringe DSB-Reparaturdefekt in ATMMausen konnte mittels Einzeitbestrahlung nicht
detektiert werden. Nach fraktionierter Bestrahlzeggte sich jedoch unabhéangig vom Organ

ein signifikant erhdhter Anteil an unrepariertenB3S

Schlussfolgerung Die Akkumulation von unreparierten DSBs nach frakigrter

Bestrahlung erfolgt organunabhangig, so dass dsenge Ausmald des DNA-Schadens nach
fraktionierter Bestrahlung durch die genetisch deieierten DSB-Reparaturkapazitaten
bestimmt sein muss. Die Daten der Arbeit zeigen,ssdaselbst geringe
Reparatureinschrankungen (AT zu einem tiberproportionalem Anstieg der DNA-Semad
nach fraktionierter Bestrahlung fihren und somitder Strahlentherapie einen moéglichen
Einfluss auf die Nebenwirkungen im Normalgewebeemab
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Summary

Purpose: There is increasing evidence that genetic factegulating the recognition and
repair of DNA doublestrand breaks (DSBs) are resjba for differences in radiosensitivity
among patients. Genetically defined DSB repair cijgs are supposed to determine
patients’ individual susceptibility to develop adse normal tissue reactions after
radiotherapy. In a preclinical murine model, welgned the impact of different DSB repair

capacities in normal tissues during the singlefeactionated irradiation

Material and Methods: Different strains of mice with defined genetic kgounds (SCID,

ATM™" heterozygous and ATKf wild-type mice) were subjected to single (2Gy) or
fractionated irradiation (5 x 2Gy). By enumeratiytg2AX foci, the formation and rejoining
of DSBs were analyzed in organs epresentativetefresponding tissues (lung and kidney

Results: In repair-deficient SCID mice, large proportions of radiation-induced DSBs
remained unrepaired after each fraction, leadinthéopronounced accumulation of residual
DNA damage after fractionated irradiation, simyjaxlisible in early- and late-responding
tissues. The slight DSB repair impairment of ATNheterozygous mice was not detectable
after single-dose irradiation but resulted in angigant increase in unrepaired DSBs during

the fractionated irradiation scheme.

Conclusion: Radiation-induced DSBs accumulate similarly in tissue of lung and kidney,
also there are no differences between early amd riedponding tissue during fractionated
irradiation, whereas the whole extent of residudlADdamage depends decisively on the
underlying genetically defined DSB repair capacMoreover, our data indicate that even
minor impairments in DSB repair lead to exceedinjADdamage accumulation during
fractionated irradiation and thus may have a sigait impact on normal tissue responses in
clinical radiotherapy.
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2. Einleitung

Die Strahlentherapie ist ein klinisches und experitalles Gebiet, welches aus der heutigen
Medizin nicht mehr wegzudenken ist. Zusammen mitCarurgie, der Chemotherapie und
der Antihormonbehandlung stellt die Strahlenthexagine bedeutsame Therapieoption in der

Behandlung von malignen Tumoren dar.

Allein in Deutschland erkranken ca. 430.000 Menache Jahr an Krebs, von denen fast
60% im Laufe ihres Lebens eine strahlentherapégiscBehandlung erfahren.
Therapeutisches Ziel einer solchen BehandlungiésYdrnichtung der krankhaft veranderten
Korperzellen unter best moglicher Schonung des [Mdigewebes. Dabei verursacht die
Applikation von ionisierender Strahlung im Gewednee Reihe von Zellschaden, von denen
der DNA-Doppelstrangbruch (DNA-DSB) zu den schwegandsten DNA-Schaden gehort.

Dank innovativer und sorgfaltiger Planungsprozassé/orfeld einer Strahlentherapie und
dem Wissen Uber das Ansprechen der jeweiligen Tuewatitaten auf unterschiedliche
Bestrahlungsmethoden ist die Strahlentherapie hmwut Tage eine gut vertragliche
Behandlungsmethode. Dennoch gibt es immer wiedetier®an, die unter gleicher
Behandlung schwere Nebenwirkungen entwickeln, withendere Patienten die Therapie gut
vertragen. Als Ursache der individuellen Strahlesgalitaten werden genetische Faktoren
diskutiert. Es ist bekannt, dass genetische Erknagén, die Defekte in der DSB-Reparatur
aufweisen, mit erhohter Strahlensensibilitat sosvig@hter Tumorneigung einhergehen.

Genetische Syndrome wie Ataxia telangiectasia (AdQler schwere kombinierte
Immundefekte (SCID), die eine deutliche Einschréngkun der DSB-Reparaturkapazitat
aufweisen und deren Patienten bereits im Kindesklteisch auffallig werden, sind in der
Normalbevolkerung sehr selten. Es gibt jedoch zoestde Hinweise, dass geringe
Einschrankungen in der DSB-Reparatur, die auf bejgoten Alterationen in Genen der
DNA-Schadensantwort basieren, in der Normalbevalkgimmer haufiger vertreten sind. So
besitzen heterozygote AT-Merkmalstrager (ATMAerkmalstrager) eine Inzidenz von ca.
ein bis zwei Prozent in der Normalbevélkerung. IHetggote ATM”-Merkmalstrager sind

klinisch unaufféllig. Sie besitzen jedoch ein imrgleich zur Normalbevélkerung deutlich
erhohtes Tumorrisiko und zeigen zum anderen schwéebenwirkungen nach einer

strahlentherapeutischen Behandlung. Im Gegensatmmozygoten AT-Patienten (AT
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Merkmalstragern) ist die Strahlentherapie bei letggoten ATM-Merkmalstragern eine
kurative Therapieoption in der Behandlung malignBumore. Aufgrund des DSB-
Reparaturdefektes ist jedoch bei heterozygoten ATMerkmalstragern mit schweren

Nebenwirkungen und therapiebedingten Zweitmalignomerechnen.

Die genetisch determinierten Faktoren sowie die ekudhren Mechanismen, die das
Auftreten von strahlenbedingten Nebenwirkungen rifkessen, sind bis heute nur wenig
verstanden. Aus Klinischen Beobachtungen ist jedbekannt, dass strahlenbedingte
Nebenwirkungen von milden Hautlasionen Uber lebedsihliche Zustande innerhalb eines
Patientenkollektives, welches die selbe Behandimetjsode erfahrt, variieren kénnen. Vor
diesem Hintergrund untersucht die Arbeit in einer@kpnischen Modell die Auswirkungen

genetisch definierter DSB-Reaparaturkapazitaten Normalgewebe wahrend Kklinisch

relevanter Fraktionierungsschemata.

2.1. Strahlenbiologische und strahlentherapeutische Grudlagen

2.1.1. lonisierende Strahlung und deren Effekte im Gewebe

Die physikalische Grundlage der Strahlenwirkung der Strahlentherapie ist die
Energielbertragung an biologisches Material. Dieder Strahlentherapie hauptsachlich
verwendete Strahlung besteht aus Rontgen- und GeBtralen. Gamma-Strahlen entstehen
bei Kernprozessen und werden von radioaktiven pstoausgesendet. Rontgenstrahlen
entstehen in einer Rontgenrdhre, in der Elektromerinem elektrischen Feld auf hohe
Energie beschleunigt und in fester Materie abrbgearemst werden.

Die durch Réntgen- und Gamma-Strahlen verursacBemiden im Gewebe selbst sind
gering. Sie besitzen jedoch die Eigenschatft, inter§ie an biologisches Gewebe abzugeben
und so Teilchen mit héherer Energie, so genannker8iirelektronen, zu erzeugen. Dieser
Prozess wird als lonisation bezeichnet und ist rurdederem von der Energie der
auftreffenden Photonen sowie der chemischen Zusasetming des absorbierenden
Materials abhéngig. Um beispielsweise ein Wasseagkiiblzu ionisieren, wird eine Energie
von mehr als 10 eV bendotigt.

Die Effekte der ionisierenden Strahlung im Gewedmiitieren hauptsachlich aus Schéadigung
der DNA. Absorbiert biologisches Gewebe Rdntgensy.b@amma-Strahlung, kann es zu

direkten und indirekten Wechselwirkungen mit der®™kbmmen (Goodhead, 1994; Nikjoo
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et al., 1997). Beim direkten Effekt interagiert dtfektron, welches durch die Absorption
eines Rontgen- bzw. Gamma-Photons entstandenrekt dnit der DNA. Auf diesem Weg
kommt es zur lonisierung von Basen oder Zuckerphatgm, was zur Spaltung kovalenter
Bindungen fuhren kann und somit Einzel- und Doppafgibriiche induziert (Jeggo P. und
Lobrich M., 2006). Bei der indirekten Strahlenwinigy entstehen durch ionisierende
Strahlung zunéchst freie Radikale, die durch Diffuszu den Zielstrukturen gelangen und
diese so schadigen konnen. Da eine Zelle zu ca. 8% Wasser besteht, entsteht der
Hauptanteil der indirekten Schadigung durch diei®gse von Wasser. Durch Auftreffen
von Photonen auf ein Wassermolektl wird dies in Eliektron und ein ionisches Radikal
(H20") gespalten. Das Wasserradikalkation ist hoch neaj@doch kurzlebig. Reagiert ein
solches Radikal mit einem weiteren Wassermolekiileststehen Hydroxylradikale (OH-),
die wenn sie in einem Umkreis von max. 4nm von O&A entstehen, diese schadigen
kénnen. Der Effekt der indirekten Wirkung ionisieder Strahlung verursacht ca. 60-70% der
durch ionisierende Strahlung verursachten DNA-Sehd#iall und Giacci, 2000).

Indirekter
Strahlenstfekt
et
e el

T

i e - S S g e P

I Direkter
Strahleneffekt

Abbildung 1: Direkte und indirekte Wirkung ionisierender Straty. Beim direkten Effekt interagiert ein so
genanntes Sekundérelektron, welches durch Absorioisierender Strahlung entsteht direkt mit dédAD
Beim Vorgang der indirekten Wirkung entstehen zihwstidreie Radikale, die dann Schaden an der DNA
hervorrufen kdnnen. Die DNA selbst hat einen Durebser von 2nm. Es wird angenommen, dass freie
Radikale, die in einem Zylinder des doppelten DNé&rEhmessers entstehen, mit der DNA interagieremén
(Hall und Giacci, 2000).
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Durch ionisierende Strahlung kénnen eine Reihe DBIA-Schaden verursacht werden, zu
denen DNA-Doppelstrangbriche, EinzelstrangbricheseBschaden, Schaden am Zucker-
Riuckgrat, DNA-DNA- und DNA-Protein-Quervernetzungden sog. ,Crosslinks” sowie
alkalilabile Stellen gehéren (Powell und McMillan1990). Obwohl der DNA-
Einzelstrangbruch im Vergleich zum Doppelstranghraiie weitaus haufiger auftretende
strahleninduzierte Lasion darstellt (Powell und Mith, 1990), ist die schadigende
Auswirkung der Doppelstrangbriiche schwerwiegen#igre{jmakers, 2001; Kannah, et al.,
2001; Van Gent et al., 2001).

In der klinischen Strahlentherapie werden diese Z&Hadigenden Effekte im Rahmen von
Tumorbehandlungen genutzt, um unkontrolliert wanbse Tumorzellen in ihrer

Teilungsfahigkeit zu hindern und zum Absterben anden.

2.1.2. Strahlennebenwirkungen im Normalgewebe

Die Effekte ionisierender Strahlung, die sich i deimorbehandlung zu Nutze gemacht
werden, konnen erhebliche Nebenwirkungen im Norewaébe verursachen. Je nach
Bestrahlungsvolumen erfasst eine strahlentheregodgtiBehandlung in der Regel nicht nur
Tumor-, sondern auch gesundes Normalgewebe. Taiffsierende Strahlung auf Zellen des
Normalgewebes, so kann es zu Zellschaden kommersich in Frih- bzw. Spattoxizitaten

aulRern. Treten diese Nebenwirkungen in den erflefiagen nach Bestrahlung auf, so sind
diese als Fruhtoxizitaten definiert. Strahlenthetdische Nebenwirkungen, die nach einem
Zeitraum von 90 Tagen nach Bestrahlung in Erscimgrveten, werden als Spattoxizitaten
definiert. Sowohl Frih- als auch Spéttoxizitaten Narmalgewebe sind sehr variabel und
individuell unterschiedlich stark ausgepragt. Nebdem Bestrahlungsvolumen, der

Gesamtdosis und der Bestrahlungsmethode sind dietsg anderem von der bestrahlten

Gewebeart abhangig.

Grundsatzlich wird in der Klinik zwischen frih- undpatreagierendem Gewebe
unterschieden. Fruhreagierendes Gewebe ist duroe strenge Ordnung von einer
Stammzelle, Uber sich vermehrende Zellen, bis hin ausdifferenzierten Funktionszelle
gekennzeichnet (Hermann und Baumann, 1997). Dimr8tzellen besitzen die Fahigkeit, sich
selbst zu erneuern und teilen sich in eine Toctaemnzelle und in eine in den
Reifungszyklus abwandernde Tochterzelle. Diese wstderum in der Lage, mehrere
Zellteilungen zu durchlaufen, ehe sie ausreift wpkzifische Aufgaben im Gewebe

Ubernimmt. Stirbt eine solche Tochterzelle ab, sdardwder Zellnachschub aus
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Stammzellkompartimenten gewahrleistet. In frih rer@mdem Gewebe besteht somit ein
standiger Zellumsatz. Unter Bestrahlung wird diederch Schadigung der Stammzellen
verringert und es kommt somit zu Zellschaden. Dénmlarm ist ein Vertreter dieser

Gewebeart und sehr strahlensensibel.

Spétreagierendes Gewebe hingegen ist durch langsadelwachstum und hoch
differenzierte Zellpopulationen gekennzeichnetdiesen Gewebearten ist keine eindeutige
Differenzierung zwischen Stammzellen und reifenlefelzu beobachten. Nach Bestrahlung
sind sowohl vaskulare als auch parenchymale Veranden fur die Zellschadigungen
verantwortlich (Hermann und Baumann, 1997). In derliegenden Arbeit wurden die
Gewebe Lunge und Niere untersucht, deren strahtigmipien Toxizitaten im Folgenden kurz

beschrieben werden.
Radiogene Pneumonitis

Die Lunge, als ein Vertreter des spatreagierendeweBes, ist ein sehr strahlensensibles
Organ und reagiert abhangig von Strahlendosis, rdildsm Volumen sowie der
Bestrahlungsart mit einer Entzindungsreaktion sgoteedlichen Ausmalles. Die radiogene
Pneumonitis stellt eine Fruhtoxizitat dar und mesitilert sich mit einer Latenzzeit von 4 bis 6
Wochen nach Bestrahlung. Die Patienten weisen diypach trockenen Husten mit Ruhe-
und Belastungsdyspnoe, Leistungsabfall und suldebfiemperaturen auf. Bei einer
radiogenen Pneumonitis besteht die Gefahr, dasse die eine pulmonale Fibrose mit
irreversibler Vernarbung des Lungenparenchyms i@heérg Klinische Zeichen einer
pulmonalen Fibrose sind Ruhe- und Belastungsdyspowge Zyanose. In schweren Fallen
kann sich sowohl im Rahmen einer akuten Pneumasutige auf dem Boden einer Fibrose
ein lebensbedrohliches akutes respiratorisches r8yndund ein akutes Cor pulmonale

entwickeln.

Der Mechanismus der strahlenbedingten Pneumopahi&komplex und zum Teil noch
unbekannt. Die Pneumozyten | und Il kleiden dene@larraum aus. Die Pneumozyten Il sind
Stammzellen der postmitotischen Pneumozyten | uitderb den Surfactant Factor. Die
Bestrahlung fuhrt zu einem Zellverlust der Pneunteizy und einer Proliferationshemmung
der Pneumozyten Il. Als Folge der Zelldepletion ds& Schutzfunktion der alveolaren
Membran gegen exogene Einflisse und gegeniber menstitium gestort. Ein interstitielles
Odem tritt auf und die Migration entzlindlicher 2el) v. a. Makrophagen, setzt ein. In der

akuten Phase reagieren die Endothelzellen der IngejéRe mit Odem, Endothelliicken



Einleitung

bilden sich und die Membranpermeabiliat ist erhdbies fuhrt zur intraalveoléren
Exsudation, Verdickung der Alveolarsepten und Bilglthyaliner Membranen. Im weiteren
Verlauf kommt es durch Thrombozytenaggregate udir~i und Kollagenablagerungen zur
Obstruktion der Kapillaren und einem weiteren Vstrluon Typ | Pneumozyten (Holler U.
und Feyer P., 2007).

Radiogene Nephropathie

Die Niere ist ebenfalls ein Vertreter des spatreragiden Gewebes. Der Mechanismus der
radiogenen Nephropathie basiert auf einer Schadigen Endothelzellen, des arteriellen und
kapillaren Systems sowie der Glomerula. Der duncte éestrahlung frei werdende von-
Willebrand-Faktor sowie Sauerstoff- und Stickstafiikale fihren zu einer Verlegung der
GefalRlumina bis hin zur totalen Obliteration derfdBe. Dies fuhrt zu einem allm&hlichen
Funktionsverlust des Glomerulums. Die Folge isediinderperfusion der Niere sowie ein
sich entwickelnder Hypertonus, welches in einerplrie des abfiihrenden Tubulussystems
resultiert. Langfristig kommt es zu fibrotischen bauprozessen des Interstitiums (Dorr W.
und Herrmann Th., 2007).

Das klinische Erscheinungsbild der radiogenen Nagpdithie ist sehr vielfaltig und kann sich
als ,akute” Nephritis, chronische Nephritis, benignemplitonus, ausschliel3licher Proteinurie
sowie als chronischer maligner Hypertonus auf3eir. ,Bkute* Nephritis” tritt mit einer
Latenzzeit von 6 bis 12 Monaten nach Bestrahlurigiad weist in eine Trias aus Proteinurie,
Anamie und Hypertonus auf. Die chronische Nephgetiswickelt sich mit einer Latenzzeit
von 18 Monaten nach Bestrahlung und geht mit Rrates, erhohter Miktionsfrequenz und
Azotamie einher. Nach 2 bis 5 Jahren einer Bestrghkann sich ein benigner Hypertonus
entwickeln, der lediglich mit variabler Proteinurerbunden ist. Die ausschliel3liche

Proteinurie kann sich nach ca. 20 Jahren nachrd@dshg des Nierengewebes manifestieren.

2.1.3. Fraktionierte Bestrahlung

Die auftretenden strahlenbedingten Nebenwirkungen Normalgewebe kdnnen sowohl
dosislimitierende als auch lebensbedrohliche Folggimen. Aus diesem Grund wird in der
Strahlentherapie neben einer optimalen Tumorkdetrdie Minimierung von Fruh- bzw.

Spattoxizitaten im Normalgewebe angestrebt. Wieeiteerdargelegt, sind die auftretenden
Nebenwirkungen unter anderem vom Bestrahlungsvalumem bestrahltem Gewebe sowie

der Bestrahlungsmethode abhé&ngig. Die fraktioniBgstrahlung stellt eine standardméafidige
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Bestrahlungsmethode dar, welche eine bestmdglickbortsing des Normalgewebes
gewahrleistet. Unter Fraktionierung wird die Auftielg einer Gesamtdosis in Einzeldosen
Uber einen bestimmten Zeitraum verstanden.

Bereits Elkind und Sutton haben mit ihrem Schliesgatriment von 1960 den Effekt der
Fraktionierung beschrieben (Abbildung 2). Sie hahemichst das Uberleben von Zellen nach
einmaliger Applikation einer festgelegten Strahlesid (Einzeitbestrahlung) gemessen. In
einem zweiten Ansatz haben sie dieselbe Strahlendoszwei Einzelfraktionen, zwischen
denen eine Strahlenpause von mehreren Stunden alsigeteilt. Fur die Zellen, die
fraktioniert bestrahlt worden sind, ergab sich deutlicher Uberlebensvorteil. Aus diesen
Beobachtungen kann geschlossen werden, dass Zelletien Bestrahlungspausen die
entstandenen Strahlenschaden reparieren kénnewas® die Uberlebensrate nach zwei
Bestrahlungen deutlich hoéher liegt als nach eingealiBestrahlung mit insgesamt der
gleichen Strahlendosis (Wannenmacher M. et al.6R@ie fraktionierte Bestrahlung beruht
dabei auf dem strahlenbiologischen Konzept, dassterunFraktionierung die
Reparaturkapazitat der subletalen DNA-Schaden immmidlyewebe im Gegensatz zum
Tumorgewebe deutlich effizienter vonstatten gele@®ire, 2005).
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Abbildung 2: Effekt der Fraktionierung einer Dosis auf das @edlrleben nach Elkind und Sutton 1960. Es
wurden Zellen einmalig mit einer festgelegten Ddwstrahlt und eine Uberlebenskurve fir diese Aalkstellt.

In einem zweiten Experiment wurden Zellen mit dieichen Dosis, jedoch aufgeteilt in zwei Einzeltiaken,
bestrahlt. Es wurden den Zellen zwischen beidentr8@singen Pausen von mehreren Stunden gegeben.
Ergebnis des Experiments war, dass nach Aufteildag Strahlendosis mehr Zellen (berlebten als nach
einmaliger Bestrahlung mit insgesamt derselben®@¥annenmacher M. et al., 2006).
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Die Applikation von Einzelfraktionen von 1,8Gy bz®Gy an flinf aneinander folgenden
Tagen mit einer Strahlenpause am Wochenende ideiinklinischen Strahlentherapie das
standardmalfige Vorgehen und wird als konventiorreld&tionierung bezeichnet.

Zur Verbesserung der Effektivitat einer fraktiomder Strahlentherapie wurden weitere
experimentelle und retrospektive klinische Datedmben. Diese zeigen zum einen, dass mit
Verkirzung der Gesamtbehandlungszeit (Akzelerigrubgi gleicher Gesamtdosis eine
bessere Tumorwirksamkeit erzielt werden kann (Trotl Kummermehr, 1991). Andere
Arbeiten erzielten eine bessere Tumorwirksamkemdem bei gleich bleibender
Gesamtbehandlungszeit eine Steigerung der Gesamtles gleichzeitiger Reduktion der
Dosis pro Fraktion (Hyperfraktionierung) vorgenonmeurde (Belani et al., 2005; Bourhis
et al., 2006). Es ist jedoch bekannt, dass dietibmierte Bestrahlung mittels Akzeleration
oder Hyperfraktionierung mit schwereren Friuhtoétah einhergeht. Die Optimierung von
Fraktionierungsschemata wird somit auch in Zukwifie wichtige Rolle in der klinischen
und experimentellen Strahlentherapie spielen, unbest mégliches Gleichgewicht zwischen

optimaler Tumorkontrolle und Schonung des Normakgjsse zu erreichen.

2.2. Zellulare Schadensantwort

Die exakte Weitergabe der genetischen InformatioRarm von DNA an Folgegenerationen
ist fur das Uberleben der Zelle essentiell. Beseim Prozess ist nicht nur die genaue DNA-
Replikation und die Chromosomenverteilung, sondauch die Fahigkeit spontane und
programmierte DNA-Schaden zu Uberleben und diesenmeren zu kdnnen, eine wichtige
Voraussetzung. In eukaryontischen Zellen existielaftir sehr komplexe Mechanismen, die
die Chromosomen Uberwachen und die Reparatur, édmyklus sowie die Apoptose von
geschadigten Zellen koordinieren bzw. einleiten ri@gn (Jackson, 2002). Diese
hochkomplexen Mechanismen werden in ihrer Gesamtisi zellulare Schadensantwort
bezeichnet. Die zellulare Schadensantwort sethtais Zellzyklus-Kontrollpunkten den sog.
~Checkpoints" sowie verschiedenen DNA-Reparaturmme@dmen zusammen, die im Fall von
DNA-Schaden als Signaltransduktionskaskaden fuagier Im Rahmen dieser
Schadensantwort werden Signal-, Transduktor- uriekifrproteine unterschieden (Khanna
und Jackson, 2001) (Abbildung 3), die durch dieivA&tung der Zellzyklus-Checkpoints
koordiniert werden (Bartek und Lukas, 2001; Pearu Humphrey, 2001).
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der Schadensantwort €lakbe. Sensor-Proteine erkennen den
DNA-Schaden. Transduktor-Proteine verstarken dasAfdg¢hadenssignal und leiten es an Effektor-

Proteine weiter (Khanna und Jackson, 2001).

Die zellulare Schadensantwort einer Zelle sorgtidatass DSBs durch bestimmte Sensor-
Proteine, welche den Bruch selbst oder Veranderurgeder DNA wahrnehmen, erkannt
werden. Ist ein DSB durch Sensorproteine detektdrti eine Signalkaskade eingeleitet, in
der das Schadenssignal durch Phosphorylierungsyeahkt Gber Transduktorproteine an
Effektor-Proteine weitergeleitet wird. Die Effekéor, zu denen Zellzykluskontrollproteine
und Reparaturproteine gehdren, fihren dazu, dasge geschadigte Zelle in den
Zellzyklusarrest geht, um die Vervielfaltigung geseh fehlerhafter Informationen zu
vermeiden. Somit kdnnen spezielle Reparaturmecimamsden Schaden beheben, bevor die
DNA durch DNA-Polymerasen repliziert wird. Kommt es irreparablen Schaden an der
DNA, so wird die Eliminierung der Zelle durch diepdptose eingeleitet (Bakkenist und
Kastan, 2004; Shiloh, 2003).

In Saugerzellen spielen die Proteinkinasen ATM diedDNA-PK bedeutende Funktionen in

der frihen Signaltransduktion.

2.2.1. Ataxia telangiectasia mutated (ATM)

Eines der wichtigsten Sensor- und Transduktor-iRrete der zellularen Schadensantwort ist

die Proteinkinase ATM - Ataxia telangiectasia mediat

Die genetische Information fur ATM ist auf Chromosd1g22-23 lokalisiert. Das ATM-Gen
besitzt eine GroRe von 160 Kilobasen und umfasst ceidierendes Transkript von 13
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Kilobasen (Savitsky et al., 1995). Das ATM-Gen eodifir eine 350kDa grolie
Proteinkinase, die im Carboxyl (C)-Terminus eineo$fthatidylinositol 3 (P13)-Kinase-
Domane besitzt. Aufgrund dieser Eigenschaft geti@tProteinkianse ATM zur Familie der
Phosphatidylinositol-Kinase-ahnlichen-Kinasen (P)KRie Proteinkinase ATM besitzt eine
Serin/Threonin-Kinase-Aktivitat und ist in der Lagendere Proteine zu phosphorylieren,
wodurch ATM das DNA-Schadenssignal der Sensorpretai biochemische Modifikationen

Ubersetzt (Canman und Lim, 1998).

In unbestrahlten Zellen liegt ATM als inaktiver Dem oder Multimerkompkex vor
(Prokopcova et al., 2007). Durch Induktion von Isigainduzierten DSBs kommt es zu einem
schnellen Anstieg der ATM-Kinase-Aktivitat. Die AT&ktivierung erfolgt unter anderem
durch eine intermolekulare Autophosphorylierung, dessen Folge die ATM-Dimere
auseinander dissoziieren und die Kinase-Domane afidlere Substrate zuganglich ist
(Bakkenist und Kastan, 2003). Wahrend der interkngégen Autophosphorylierung ist die
Kinase-Untereinheit eines ATM-Molekils in der Lag#n mit ihm interagierendes ATM-
Molekul an den Serinresten Ser1981, Ser1893 un863eru phosphorylieren (Kozlov et al.,
2006). Dabei fuhrt die Autophosphorylierung an $881 zur Spaltung der inaktiven ATM-
Molekile (Kozlov et al., 2006).

Fur die Aktivierung von ATM scheint neben der Autogphorylierung der Mrel1l-Rad50-
NBS1/XRS2-Komplex (MRN-Komplex) eine entscheideridelle zu spielen. Der MRN-
Komplex besteht aus Nukleasen, die nach Induktmm strahleninduzierten DSBs diese als
erste erreichen und prozessieren kdnnen. Er funglsrein Sensorkomplex fir ATM, in
dessen Rolle er ATM zum DSBs rekrutiert und aktivieee und Paull et al., 2005; Uziel T,
2003).
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Abbildung 4: ATM und seine Rolle in der DNA-Schadensantwort. ATd¥lein zentrales Protein, welches in der
DSB-Reparatur, in der Zellzykluskontrolle sowieHimleitung der Apoptose eine bedeutende Funktion
Ubernimmt. Der MRN-Komplex ist ein Sensor fur DSBsl bindet als erster an die DSB-Enden. ATM wird
unter anderem durch die Assoziation mit dem MRN-tax aktiviert. Durch Induktion eines DSBs
dissoziieren die inaktiven ATM-Dimere auseinanded phosphorylieren eine Vielzahl von Effektorprog,

die in die zellulare Schadensantwort involvierdsimodifiziert nach Kurz u. Lees-Miller, 2004).

Im Rahmen der zellularen Schadensantwort besitaviakes ATM eine Vielzahl von
Substraten, die mafl3geblich an der Reparatur vonsO&feiligt sind, wie unter anderem
H2AX, MDC1, NFBP1, 53BP1, BRCA1, SMC1 und Artemistbrich und Jeggo, 2005).
ATM aktiviert des Weiteren zentrale Zellzyklus-R&gor-Proteine wie p53, Chkl und Chk2,
welche wiederum den Zellzyklusarrest in der G1 @#lPhase mittels Cdk2/Cyclin E und
Cdk2/Cyclin B1 ermdglichen (Weterings und Chen,0Durch diese Zellzykluskontrolle,
bei der ATM eines der wichtigsten Proteine darstedt es moglich, dass eine geschadigte
Zelle, die sich in der G1 Phase befindet, entweidldrt in die replikative S-Phase Ubertreten
kann oder die S-Phase verlangsamt wird, so dassRsparatur des Schadens maglich ist.
Somit wird eine Verdopplung der geschadigten DNAwredert. Entsteht ein DSB in der G2
Phase, so wird ein Eintreten der Zelle in die Mat®hase fur die Zelle solange nicht mdglich,
bis der DNA-Schaden durch spezielle Reparaturmestmem korrigiert ist. Sind die DNA
Schaden bzw. DSBs nicht reparabel, so kann die thgeper Zelle eingeleitet werden. Auch
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hierbei spielt ATM eine entscheidende Rolle. DiebState von ATM besitzen somit eine
zentrale Funktion in der DSB-Reparatur, der Zellagkontrolle sowie Einleitung der
Apoptose (Lavin, 2008 ).

2.2.2. DNA-abhangige Proteinkinase (DNA-PK)

Die DNA-PK ist eine 470 kDa grof3e Serin/Threonim&Se und gehort wie ATM zur Familie
der PIKK (Shiloh, 2006; Yang J, 2003). Die DNA-PKt& sich aus zwei regulatorischen
Untereinheiten, bestehend aus Ku70/Ku80 sowie ekagalytischen Domane zusammen
(Smith et al., 1999).

Die DNA-PK Ubernimmt unter anderem eine zentralenkfion im Nicht-homologen
Endjoining (NHEJ), welches in Sdugerzellen der easchende Mechanismus zur Reparatur
von DSB ist. Werden DSBs durch z.B. ionisierendeal8ting induziert, so lagert sich
zunachst der Heterodimerkomplex Ku70/Ku80 an didrgehenen DNA-Enden an.
Daraufhin assoziiert die katalytische Untereinhgdr DNA-PK (DNA-PKcs) mit Ku-
gebundener DNA und bildet das aktive DNA-PK-Holognz(Chan et al., 2002). Aber auch
in Abwesenheit von Ku kann die DNA-PK an freie DNElden binden und damit aktiviert
werden (Hammarsten und Chu, 1998). Die Bindung@NA-PKcs verhindert den Angriff
der DSB-Enden durch Enzyme und Ligasen und Ubttseimeé gewisse Schutzfunktion aus.
Befinden sich die DSBs in ausreichender Nahe zudira wird die Serin/Threonin-Kinase-
Aktivitat aktiviert und die Autophosphorylierung d®NA-PKcs induziert. Dies fuhrt zu
einer Konformationsanderung, wodurch die DSB-Enfién prozessierende Enzyme und
Ligasen zuganglich werden (Chan et al., 2002; Damugdt al., 2002; Ding et al., 2003).
Defekte einzelner Komponenten der DNA-PK fiihren emer unzureichenden DSB-
Reparatur und somit zu einer erhéhten Strahlenempfhkeit des Organismus (Smith et al.,
1999; Lou et al., 2004).

Des Weiteren Ubernimmt die DNA-PK eine wichtige Kion in der VDJ- Rekombination
(Mahaney et al., 2009). Die Kinase phosphorylietefais, ein Protein, welches wahrend der
VDJ- Rekombination die entstandenen Haarnadelsirektoffnet. Es wird vermutet, dass die
Autophosphorylierung der DNA-PKcs eine Konformasanderung bewirkt, die das
Auflésen der entstandenen Holyday-Junctions duntbmis triggert (Goodarzi et al., 2006).
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2.2.3. H2AX und seine Modifikation

H2AX ist ein Mitglied der Histonfamilie H2A und kate im Jahr 1980 mittels

Gelelektrophorese erstmalig nachgewiesen werdest(\Wwl Bonner, 1980).

Ein Nucleosom, welches die kleinste Verpackungsebeunkaryontischer DNA darstellt,
besteht aus jeweils zwei Proteinen der Histonfamili2A, H2B, H3 und H4. Die Mitglieder
der Histonfamilien H2B, H3 und H4 unterscheiden hsiowr gering in ihrer
Aminosauresequenz. Die Histonfamilie H2A kann hgegein drei Subfamilien H2A1-H2A2,
H2AZ und H2AX unterteilt werden (Redon et al., 2DOR2AX setzt sich aus einer hoch
konservierten Aminosduresequenz am C-terminalentorimde, bestehend aus Serin,
Glutamin und Glutaminsaure (Ser-GIn-Glu) zusammétanpironi et al., 1989). In
Saugetierzellen nimmt das Serin in diesem MotifRldsition 139 ein.

Fast 20 Jahre spater gelang der Nachweis, dass H@éxh Induktion von DSBs
posttranslational modifiziert wird. Durch Massendpametrie konnte nachgewiesen werden,
dass es sich bei der Phosphorylierung von H2AX sargenanntegH2AX handelt (Rogakou
et al., 1997). Die Phosphorylierung der HistonvaeaH2AX am Serinrest 139 ist ein friher
Schritt in der zellularen Antwort nach InduktionnvDSBs in der Zelle (Modesti und Kanaar,
2001; Stiff et al., 2004). Diese Phosphorylierurigdwon den Enzymen ATM (Burma et al.,
2001; Fernandez-Capetillo et al., 2002), ATR (Wand Chen, 2001; Furuta et al., 2003) und
der DNA-PK (Park et al., 2003; Stiff et al., 2008talysiert. Dabei ist die DNA-PK in der
Lage, H2AX in Abwesenheit von ATM zu phosphorylieréShirvastav et al., 2008Nach
Induktion eines DSB werden hundert bis tausgr@AX-Molekuile, die sich Uber einen
Bereich von mehreren Megabasenpaaren auf der DNiteeken, gebildet (Rogakou et al.,
1999). Bereits eine Minute nach Induktion von deaimduzierten DSBs lassen sigH2AX-

Molekile nachweisen (Rogakou et al., 1997).

Aus der zeitlich frihen Phosphorylierung nach Irtcrk von DSBs wurde zunachst
geschlossen, dasgi2AX eine bedeutende Funktion in der Rekrutierumg \Signal- und
Schlusselproteinen, die in der DNA-Schadensantweteiligt sind, zukommt (Paull et al.,
2001). Neuere Studien belegen jedoch, dass die uRekmg von Schlisselenzymen
unabhangig vornyH2AX erfolgt (Celeste et al. 2003). Experimente HRAX defizienten
Méausen (H2AX) zeigen, dasgH2AX fur die DSB-Reparatur an sich entbehrlich,gelal fur
eine effiziente Reparatur notig ist. H2AX defizienTiere weisen grof3e chromosomale

Rearrangements auf, welche mit einer deutlich gdmfiumorneigung einhergeh@owney
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und Durocher, 2006). Celeste et al. 2003 gehenrdawus, dagH2AX nicht das primare
Schadenssignal ist, sondern als eine Art ,Plattfdimdie Akkumulation und die Retention
von Signal- und Schlisselproteinen am DSB fungiert.

Die Akkumulation vonyH2AX-Molekilen an DSBs kann unter Verwendung bestter
Antikdrper mittels Immunfluoreszenz sichtbar gemaeterden, wodurch diegH2AX-
Molekile im Zellkern als hell leuchtende Foci ersden. Erste Studien zuH2AX-
Immunfluoreszenz-Farbung waren in der Lage, strahdiizierte DSBs nach
Bestrahlungsdosen von 0,6Gy zu messen (Rogakoala ¢999). Dabei wird angenommen,
dass jeder Focus einen individuellen Bruch und dasls jeder DSB als Focus darstellt
(Rothkamm und Lébrich, 2003; Sedelnikova et alQ20Ist ein DSB durch spezielle DNA-
Reparaturmechanismen behoben, so ,verschwindet‘yH@AX-Focus im Zellkern. Die
yH2AX-Focireduktion ist bis zum heutigen Stand deis$&nschaft nicht eindeutig geklart.
Einige Autoren vertreten die Ansicht, das#2AX durch die Phosphatse 2A dephosphoryliert

wird und somit der Bruch nicht mehr als Foeukennbar ist (Chowdhury et al., 2005).

2.2.4. p53 bindendes Protein (53BP1)

53BP1 wurde als ein Protein identifiziert, welclas das Tumorsuppressorgen p53 bindet
(lwabuchi et al., 1994) und als ein Schlusselprotenerhalb der zellularen Schadensantwort
nach ionisierender Strahlung fungiert. 53BP1 béstels einer Tudor-Domane und zwei
Brcal C-terminalen (BRCT) Domanen. Nach Induktioon vstrahleninduzierten DNA-
Schaden ermdéglicht die Tudor-Doméane von 53BP1mtierdktion zwischen p53 und 53BP1,
wodurch der p53-53BP1 Komplex an die gebrochen®A-Enden binden kann und somit
die Transkription von p53 aktiviert (Huang et &Q07). Die Akkumulation von p53 durch
aktivierende Signale beruht hauptsachlich auf pmsttationalen Mechanismen, die die
Halbwertzeit des Proteins deutlich erhéhen unddikelatente Form des p53 in eine aktive
Form Uberfihren (Bayle et.all995; Wolkowicz et al., 1995). Die Aktivierung v@b3
nimmt einen wichtigen Einflul auf die DNA-Reparatiurch Interaktion mit Komponenten
der Homologen Rekombination (HR) (Sturzbecher et #396) und des Nicht-homologen
Endjoinings (NHEJ) (Tang et al., 1998; Wang et2000). p53 ist ebenfalls ein Signalprotein
in der Apoptoseinduktion (Symonds et al., 1994 yRblet al., 1997).

Mittels spezifischer Antikorper ist es mdglich 53BWNlolekile, die sich an DSBs befinden,
sichtbar zu machen. Dabei konnte eine KolokalisattwvischenyH2AX- und 53BP1-Foci

nach Induktion von strahleninduzierten DSBs gefunderden (Schultz et al., 2000; DiTullio
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et al.,, 2002; Adams und Carpenter, 2006), so d&88P5b neberyH2AX einen weiteren
signifikanten Biomarker fur DSBs darstellt.

2.3. DNA-Doppelstrangbriiche und deren Reparatursysteme

2.3.1. DNA-Doppelstrangbriiche (DSBSs)

DNA-DSBs entstehen, indem es zu einem Bruch dekeftiehosphat-Gerlstes an beiden
Strangen der DNA-Doppelhelix in enger Nachbarschaitnmt, wodurch die kovalente
Basenpaarung unterbrochen wird. Die Entstehung édMA-DSB ist fur die Zelle besonders
gefahrlich, weil dies zum Zelltod oder zur Entstefpwon malignen Tumoren beitragen kann,
wenn der DSB nicht oder nur fehlerhaft repariertdea kann (Khanna und Jackson, 2001).
Schon ein einziger DSB kann den Tod einer ZelleEnlge haben (Olive, 1998), wenn er
essentielle Gene der Zelle inaktiviert und den mognierten Zelltod einleitet (Rich et al.,
2000).

DNA-DSBs werden zu einem groBen Anteil durch phgfssiche Einflisse wie
Rontgenstrahlung (Olive et al.,, 1990; Olive und &an 1993) und Gamma-Strahlung
(Ostling und Johanson, 1987; Vijayalaxmi et al93)9 sowie durch UV-Strahlung (Gedik et
al., 1992; Arlett et al., 1993; Green et al., 198d¢r durch chemische Substanzen (Povirk et
al., 1977) verursacht. Aber auch in physiologiscZ&fiprozessen wie z.B. wahrend der
Meiose werden DSBs induziert (Haber, 2000), um gi@meetische Vielfalt gewahrleisten zu
kénnen. Im Rahmen des oxidativen Stoffwechselstetmts durch die Bildung von freien
Radikalen ebenfalls DSBs.

Findet die Reparatur von DSBs nicht oder nur féfa#rstatt, so kann es zu chromosomalen
Anderungen wie Translokationen, Inversionen oddefmmen kommen, was die Entstehung
von malignen Tumoren beginstigen kann (Hoeijmak8]1; Van Gent et al., 2001). Solche
chromosomalen Aberrationen stellen eine der wiskeiy biologischen Folgen von
ionisierender Strahlung dar (Obe et al., 2002).

Die Reparatur von DSBs wird in eukaryontischen efelllurch zwei Reparaturmechanismen
gewahrleistet. Zu diesen DSB-Reparaturmechanismabirgn die Homologe Rekombination
und das Nicht-homologe Endjoining (Haber, 2000; miea und Jackson, 2001; Jackson,
2002).
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2.3.2. Homologe Rekombination (HR)

Die Homologe Rekombination ist ein Reparaturmedrans, der wahrend der spaten S- und
G2-Phase des Zellzyklus stattfindet und ein reléiverfreier Reparaturmechanismus ist.
Wahrend der Homologen Rekombination dienen homoemguenzen (Schwesterchromatid,
homologe Chromosomen) als Vorlage fur die Repardasr DSBs. Voraussetzung fur die
Reparatur von DSBs im Rahmen der Homologen Rekaatibmm ist die Prozessierung der
DNA-Enden in 5°-3"-Richtung. Fur die Prozessieraeg gebrochenen DNA-Enden existiert
beim Menschen ein Komplex aus Rad50, MRE11 und N&B32 (MRN-Komplex)
(Jackson, 2002). Die daraus resultierenden 3 DNAeBn werden von dem
Replikationsprotein A gebunden. In einer nachfotign Reaktion wird das
Replikationsprotein A durch Rad51 ersetzt. Katastsivird dieser Schritt durch Rad52, zwei
Rad51 Paraloge, Rad55 und Rad57. Das entstandeidd Raicleoproteinfilament interagiert
mit dem unbeschéadigten DNA-Molekil. Es lokalisieomologe Sequenzen auf der Duplex-
DNA und dringt in diese ein. Dieser Schritt wirdrdu Rad54 katalysiert. Mit Hilfe einer
DNA-Polymerase werden die Informationen der Dudl#¥A kopiert und an das 3'Ende des
beschadigten DNA Stranges angehangt. AnschlieBenden die Enden durch die Ligase |
ligiert, so dass am Ende der Homologen Rekombinatiovei intakte DNA-Molekile

resultieren (Shirvastav et al., 2008).
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Abbildung 5: Nicht-homologes Endjoining und Homologe Rekombora Beim NHEJ bindet initial der
Heterodimer-Komplex Ku70/Ku80 an die gebrochenenABhden. AnschlieRend wird die DNA-PKcs zum
DSB rekrutiert. Die DNA-PKcs ihrerseits rekrutienhd phosphoryliert die Reparaturproteine XRCC4, DNA
Ligase IV und XLF. Diese Proteine sind fir die ltiga der Bruchenden nétig. ATM besitzt ebenfalleeei
Schlisselfunktion im NHEJ. Es aktiviert die Nuklea&rtemis und repariert auf diesem Weg ca. 10% der
entstandenen DSBs. Die Homologe Rekombination dintth Rad51 assoziierte Proteine vermittelt, zueden
Rad51 Paraloge sowie Rad52, die Rad54-Helikase RRCA gehoren. Nach Prozessierung der DNA-
Bruchenden interagiert das entstandene Rad51 Nurdinfilament mit einer unbeschadigten Duplex-DNA
und lokalisiert dort homologe Sequenzen, die algi&déir den DSB dienen (Lébrich und Jeggo, 2007).

2.3.3. Nicht-Homologes Endjoining (NHEJ)

Das Nicht-homologe Endjoining (NHEJ) ist der Repamaechanismus in Saugerzellen, der
den gro3ten Anteil an DSBs repariert. Das NHEJdindhuptsachlich in der GO- und G1-
Phase des Zellzyklus statt. Dabei werden die gélerten DSB-Enden in kompatibler Form
End-zu-End verknlpft. Da die durch ionisierendealdting entstandenen DSBs meist keine
sauberen Bruchenden aufweisen, sind ProzessierwtsgeBruchenden durch Nukleasen und
Polymerasen notwendig. FUr die Bearbeitung der liB#gnden muissen sich diese in raumlicher
Nahe zueinander befinden. Dies wird durch die DN¥e$ gewahrleistet. Die DNA-PKcs
assoziiert mit dem Protein-Heterodimer-Komplex KAKBO, welcher initial an die DSB-
Enden bindet und bringt so die DSB-Enden in raumalidldhe zueinander (Weterings und
Chen, 2008). Nachdem die DNA-PKcs an die DNA gelandat, aktiviert sie sich selbst
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durch Autophosphorylierung. In diesem Zustand istRNA-PKcs in der Lage, weitere DSB-
Reparaturfaktoren wie Artemis, den XRCC4/DNA-LigdgeKomplex und XLF an den DSB
zu rekrutieren (lijima et al., 2008). Auf diesem §Vewerden ca. 80-90% der
strahleninduzierten DSBs repariert. Es wird auchmvachnellen ATM-unabhéngigen

Reparaturweg gesprochen (Lébrich und Jeggo, 2005).

Ein weiteres entscheidendes Schlisselenzym des NB{EAITM. In der aktivierten Form

besitzt das Protein eine Reihe von Substrateredghosphoryliert und damit aktiviert. Unter
den ATM-Substraten befinden sich Schlisselenzymé@&8B-Reparatur wie H2AX, MDC1,

NFBP1, 53BP1, BRCA1l, SMC1 und Artemis (L6brich uddggo, 2005). Durch die
Aktivierung bzw. Phosphorylierung der Nuklease Arie werden ca. 10% der
strahleninduzierten DSBs repariert. Dabei wird auochn langsamen und ATM-abh&ngigen
Reparaturmechanismus im Rahmen des NHEJ gesprdéhieallo et al., 2004). Sind die

DSB-Enden prozessiert, werden die kompatiblen Endarch den XRCCA4-Ligase-IV-

Komplex aneinander gefiigt (Weterings und Chen, 2008

Das Vorliegen gestorter Reparaturmechanismen fétatendlich entweder zum Zelltod oder
zu Chromosomeninstabilitaten wie Deletionen, Trakeionen oder zur Fusion von
Chromosomen, welche die Basis fur Mutationen undnidafr nicht kontrolliertes
Zellwachstum bzw. maligne Tumoren darstellen (Pdllend Gatti, 2009).

2.4. Syndrome mit eingeschréankter DSB-Reparaturkapazitat

2.4.1. Ataxiatelangiectasia (AT)

Ataxia telangiectasia (AT) ist eine sehr selten®samal rezessiv vererbte neurodegenerative
Erkrankung mit einer Inzidenz von ca. 1:40 000 (M&idh, 2005). Der zu Grunde liegende
Defekt betrifft das ATM Protein, welches, wie bésebeschrieben, wichtige Funktionen im

NHEJ und in der Zellzykluskontrolle Gbernimmt.

Der Genort des ATM Proteins befindet sich auf Closam 11g22-23. Bis zum heutigen
Stand der Wissenschatft sind tber 400 MutationeATi Gen bekannt. Davon entfallen ca.
80% auf Nullmutationen, die zu einem trunkieren@@M Protein fihren. Ca. 15% der ATM
Mutationen basieren auf ,missense” Mutationen, njeshift* Deletionen oder Insertionen
(Mavrou et al., 2008).
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Patienten, die einen homozygoten Defekt im ATM-Gaurfweisen, werden bereits im
Kindesalter klinisch auffallig. Die Erkrankung auf3sich meist im Alter von zwei bis drei
Jahren mit beginnenden Koordinationsstérungen.bédigege Ataxien fuhren dazu, dass die
betroffenen Kinder im Alter von ca. 10 Jahren talgpflichtig werden. Haufig wird erst in
diesem Stadium der Erkrankung die Diagnose deriAteetangiectasia gestellt. In Magnet-
Resonanz-Tomographie-Aufnahmen zeigen sich dantlicteu Atrophien des Zerebellums
(Mavrou et al., 2008). Ein weiteres klinisches Syonp, welches der Krankheit ihren Namen
verleiht, sind okulokutane Teleangiektasien im Ba#reder Skleren, des Gesichtes und der
Ohren. Neben diesem sehr charakteristischen Sympgtnktrkrankung werden die Kinder
durch progrediente Augenbewegungsstorungen, hypotbacies, Wachstumsstorungen,
greisenhafte Veranderungen von Haut und Haar séwiden oder Dysplasie des Thymus
auffallig. Der das Immunsystem betreffende Defekthiei AT-Patienten sehr variabel. Er
manifestiert sich hauptsachlich in niedrigen odanzljich fehlenden IgA-, IgE- und IgG2-
Spiegeln. AT-Patienten besitzen des Weiteren eutlide erhdohtes Risiko an malignen
Tumoren zu erkranken. Das Lebenszeitrisiko furkhéwicklung eines Tumors liegt bei AT-
Patienten zwischen 30-40%. In den ersten 15 Lehkres) treten gehauft Tumore auf, die das
Immunsystem betreffen (Meyn, 1999). Im héheren bseb#er verlagert sich das Gewicht auf
chronische T-Zell Leukdmien und solide Tumore (MeW®999). AT-Patienten zeigen
weiterhin eine deutlich erhdhte Strahlenempfindtah weshalb eine strahlentherapeutische
Behandlung keine Therapiealternative darstellt. ghwid von rezidivierenden
bronchopulmonalen Erkrankungen, Stérungen im S&kluand Kauen und dem Auftreten
von malignen Tumoren betragt das mediane Uberletieser Patienten ca. 20 Jahre
(Wallesch, 2005).

2.4.2. AT-Heterozygotie

Heterozygote Mutationstrdger des ATM Gens entwitkekeine AT typischen
Krankheitssymptome aus und sind somit klinisch @fiédlig. Sie scheinen aber ein erhdhtes
Risiko zu besitzen, Tumore im Laufe ihres Lebensentwickeln. Der Brustkrebs gehort
dabei zu den am besten untersuchten soliden Tum&®rwird angenommen, dass das
relative Risiko fur die Entstehung von Brustkreles lieterozygoten AT-Merkmalstragerinnen
(ATM*"-Tragerinnen) um das dreifache erhoht ist. Firilmeste AT-Mutationen ist sogar
davon auszugehen, dass das Risiko um 9- bis 1@ddbht ist (Broeks, 2000; Chenevix-
Trench, 2002). Dabei kann zwischen trunkierendentalinen, die zu einem volligem
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Funktionsverlust des betroffenen ATM Proteins fithraind Missense-Mutationen
unterschieden werden. Bei Missense-Mutationen kdas mutierte ATM Gen einen
dominant-negativen Effekt ausiben, was zu einerefeaften ATM Funktion fuhrt
(Chenevix-Trench, 2002; Gatti, 1999; Scott, 2002).

Nach Bestrahlung von Lymphozyten heterozygoter ANMiationstrager zeigen diese
erhohte Strahlenempfindlichkeit in Form von chroomalen Abberationen und komplexen
Rearragements, welche Ausdruck einer eventuell emgsten Strahlensensibilitat sind
(Neubauer, 2002; West, 1995). Diese Beobachtungehven erheblicher Relevanz, da die
Pravalenz bei heterozygoten ATfMerkmalstragern in Deutschland mit ca. 1% deutlich
erhoht ist (Dork, 2002). In der Literatur wird diéinische Strahlensensibilitat von AT
Merkmalstragern jedoch kontrovers diskutiert. lndsn zu heterozygoten ATM-Gentragern
konnte ein vermehrtes Auftreten von kutanen undkstamen Spattoxizitaten nach
Bestrahlung gefunden werden (lannuzzi et al., 200@8hnuzzi et al. analysierte 46
Brustkrebspatientinnen, welche nach brusterhaltemtierapie eine postoperative adjuvante
Bestrahlung erhalten haben. Unter diesen Patieminwaren sechs Tragerinnen einer
heterozygoten ATM Mutation, von denen drei Patemn ausgesprochene subkutane
Spattoxizitaten entwickelten. Bei einer dieser étdtnnen hatte dies die Ablatio der Brust zur
Folge. Aufgrund ihrer Beobachtungen sahen die Awiaine relative Kontrainikation in der
Durchfiihrung einer Strahlentherapie bei heteromsmofTM”-Merkmalstragern. Ebenso
berichtet Varghese et al. 1999 iber ausgepragteusaie Spatnebenwirkungen bei ATM
Merkmalstragern in Form von Induration, Odembildungd narbiger Retraktion. Eine
weitere klinischen Studie postuliert den Zusammaghawischen heterozygoten ATM-
Mutationen und rektalen Blutungen bei Prostatakarni-Patienten, die mit einer
Brachytherapie mit lod-125-behandelt worden sines@etti, 2005).

2.4.3. Schwere kombinierte Immundefekte (SCID)

Die Abklrzung SCID steht stellvertretend fur schevé&ombinierte Immundefekte, die je
nachdem welches Protein betroffen ist, ganz urttexdiche phanotypische Erscheinungen

annehmen konnen. In der Normalbevolkerung liegirdiedenz von SCID bei ca. 1:75 000.
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2.4.3.1. Radiosensitive SCID-Form beim Menschen (RS-SCID)

Die radiosensitive SCID-Form beim Menschen, gen&®HSCID, ist durch einen Defekt in
der VDJ-Rekombination und in der DNA-Reparatur gekeeichnet. Urspringlich wurde die
radiosensitive SCID-Form bei den amerikanischenirrehnern der Navajo-Indianer und
der Apachen identifiziert. Die Inzidenz unter denesikanischen Ureinwohnern fir RS-SCID
liegt bei ca. 1:2 000 (Correlagen-Diagnostics, 300&s betroffene Gen ist auf dem kurzen
Arm von Chromosom 10 lokalisiert und codiert fursd@rotein Artemis (O'Driscoll et al.,
2004). Durch einen Defekt in der B- und T-Zellr@ifuist das Immunsystem der betroffenen
Patienten nicht in der Lage virale, bakterielle mowarasitare Infektionskrankheiten

abzuwehren, so dass der Tod meist in den erstegnkghren eintritt (Moshous et al., 2001).

2.4.3.2. Radiosensitive SCID-Form bei Mausen (RS-SCID)

Der in der Arbeit verwandte Mausstamm mit RS-SClDrde ursprunglich von Dr. M. J.
Bosma im Fox Chase Center in Philadelphia, Penasidv1980 nachgewiesen. Das fir diese
Mutation verantwortliche Gen befindet sich auf Ghosom 16 in der Nahe des Centromers
und codiert fur die katalytische Untereinheit deNAabhangigen Proteinkinase (DNA-
PKcs). Die fur die Untersuchung verwandten Tiereendlr diese Mutation homozygot. Die
DNA-PKcs Ubernimmt, wie bereits beschrieben, gragdhde Aufgaben im NHEJ und in der
VDJ-Rekombination. Der Immundefekt betrifft bei sk radiosensitiven SCID-Form sowohl
die B- als auch die T-Zellen. Andere BlutzellengviNatirliche Killerzellen, Makrophagen
und Granulozyten, sind nicht involviert. Das Immystem der Tiere ist kaum in der Lage
funktionstichtige Immunglobuline und T-Zellrezemior herzustellen. Aufgrund dessen
manifestiert sich diese SCID-Mutation in der Audbidlg von Lymphomen,

Agammaglobulinamien und in einer sehr hohen Infeititigkeit (Charles River, 2004).



Einleitung

2.5.Fragestellungen

Der Erkennung und der Reparatur von DSBs scheieaetgch determinierte Faktoren zu
Grunde zu liegen. So weisen Patienten mit ein uedsalben strahlentherapeutischen
Behandlung individuell sehr unterschiedliche Nebiekamgen im Normalgewebe auf. Die
genetisch festgelegten DSB-Reparaturkapazitadteneirsam die verschieden stark
ausgepragten Radiosensitivitdten der Patienteregtinbmen. In einem praklinischen Modell
wurden Mausstamme mit unterschiedlichen DSB-Repeapazitaten auf die Induktion und
die Reparatur von strahleninduzierten DSBs nachzdgipestrahlung und fraktionierter

Bestrahlung analysiert. Folgende Fragestellunganlevubearbeitet:

1. Welche Auswirkung hat die genetisch determiniert8BEReparatureinschrankung
hinsichtlich der Induktion und der Reparatur vonE3Sei heterozygoten ATH-
Mausen nach Einzeitbestrahlung?

2. Welche Auswirkungen haben die DSB-Reparaturkapanit®eparatur profizienter
und defizienter Mause hinsichtlich der Induktiorduter Reparatur strahleninduzierter

DSBs nach fraktionierter Bestrahlung?

3. Existieren gewebespezifische Unterschiede in dgraReur von strahleninduzierten
DSBs?
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3. Material und Methoden

3.1.Tiere

3.1.2. AT-Zucht

Der untersuchte ATM-Mausstamm (129S6/SvEvTac-Atff***/J) wurde von Jackson
Laboratory bezogen. Dieser Mausstamm besitzt eim&ierende Mutation im ATM-Gen, die
durch Insertion einer Phosphoglycerinkinase-Neom@assette an Position 5979 des ATM-

Gens generiert wurde.

3.1.3. Genotypisierung

Die Genotypisierung der AT-Mause (ATM versus ATM’-Maus) erfolgte mittels
quantitativer Realtime-Polymerasekettenreaktion  a(ftee-PCR) in einem
LightCyclef®System. Zur Vorbereitung der Realtime-PCR wurde pageilige Gewebe
(Leber, Schwanzspitze) nach dem Protokoll DNeasy(@&gen 2007) lysiert und die DNA

extrahiert.

Die im Anschluss daran durchgefiihrte Realtime-P@Relzhnet ein Verfahren, bei dem die
entstandene DNA in Echtzeit gemessen wird. Die Augwng der in Echtzeit gemessenen
DNA wird anhand von Amplifikationskurven durchgeftijhwodurch die genaue Zuordnung
zum ATM™ oder ATM"-Genotyp gewahrleistet ist. Die Abbildungen 6 undzéigen
exemplarisch Amplifikationskurven eines ATf# (rote Kurve) und eines ATM-Genotyps
(grine Kurve). Zunéchst wurde die Realtime-PCR daeit ATM-Mutations-Primern (Neo
Generic Primern) durchgefihrt (Abbildung 6). Im gisstellten Beispiel weist die DNA, die
als grine Kurve dargestellt ist, verstarkt Fluoessz auf, was darauf hindeutet, dass die
DNA dieser Maus ATM-Mutationen enthélt. In einemeiten Ansatz wurde die Realtime-
PCR mit den ATM-Wildtyp-Primern durchgefuhrt (Abthiing 7). Im Beispiel zeigen sowohl
die DNA, die als grine Kurve als auch die DNA, dis rote Kurve dargestellt ist, verstarkt
Fluoreszenz auf. Dies deutet darauf hin, dass tlia Bieser beiden Mause ATM-Mutationen
enthalt. Dem entsprechend reprasentiert die gritmeeKeinen ATM™" -und die rote Kurve

einen ATM"*-Genotyp.
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Abbildung 6: Beispiel fur eine Amplifikationskurve unter Verwdung der Neo Generic Primer. Die
grine Kurve weist verstarkt Fluoreszenz auf, wasadihindeutet, dass die DNA dieser Leber ATM-
Mutationen enthalt. Die rote Kurve zeigt wahrendr dgesamten Real-Time-PCR keine verstarkte

Fluoreszenz und enthalt demnach keine ATM-MutationBie violette Kurve stellt die Kontrolle mit

Wasser dar.
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Abbildung 7: Beispiel fur eine Amplifikationskurve unter Verwdung der Wildtyp-Primer. Die rote
Kurve und die grine Kurve weisen verstarkt Fluoesszauf, was darauf hindeutet, dass die DNA dieser

beiden Mause Wildtyp-Gene tragt. Die violette Kustellt die Kontrolle mit Wasser dar.

Im Anschluss an jede Realtime-PCR wurde von jedaplifizierten DNA-Menge eine
Schmelzkurve erstellt, indem wahrend eines langeaemperaturanstieges die Abnahme
der Fluoreszenz gemessen wurde (Abbildung 8). Hjrniaed dessen ist die Tatsache, dass
wahrend jeder PCR Primerdimere entstehen koénnem, nitht von den gewlnschten
Amplikons unterschieden werden kénnen. Primerdirbesstzen jedoch im Vergleich zu den

Amplikons eine geringere Schmelztemperatur.
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Abbildung 8: Beispiel fur eine Schmelzkurve nach Durchfiihrdeg Wildtyp-PCR. Die Schmelzkurven zeigen
eine einheitliche Fluoreszenzabnahme in Abhangigka der Temperatur auf, so dass anzunehmenassg d
sich keine Primerdimere wéahrend der RT-PCR gebiidben.

3.1.4. SCID-Zucht

Der untersuchte SCID-Mausstamm (CB17/Icr-Prkdc /€xi)l besitzt eine Mutation in der
katalytischen Untereinheit der DNA-abhangigen Rn&iease (DNA-PKcs) und wurde von
Charles River Laboratories bezogen. Fir diesensautal-rezessiven Gendefekt sind die
SCID-Mause homozygot.

3.1.5. Zuchtbedingungen

Die Tiere wurden entsprechend den Bestimmungen Tesschutzgesetzes und der
Veterinarbehdrde des Saarlandes gehalten. Jewieilsbis fiunf Mause wurden in einem
Laminar Air Flow System untergebracht. Die Tierbtém in einem Tages-Nacht-Rhythmus
von jeweils 12h. Versorgt wurden die Mause mit sger Laborkost und Wasser. Die
Raumtemperatur wurde auf 22 + 2°C eingestellt uad_dftfeuchtigkeit betrug 55 + 10%.
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3.2.Bestrahlung

3.2.2. Bestrahlungsplanung

Die Planung der Bestrahlung wurde mit dem ADAC RBole 3-dimensionalen
Planungssystem mittels Computertomographie dur¢ihgefDazu wurde die Verteilung der
Isodosen bei einer Ganzkorperbestrahlung der Mé&wsechnet (Abbildung 9). Die
Dosisverteilung wurde so gewahlt, dass die 95%dsedlen gesamten Korper eines jeden
Tieres umfasste (Abbildung 10). Fur die Bestrahlungde ein spezieller Plastikzylinder mit
einem Durchmesser von 20cm und einer H6he von Semvendet. Dieser Zylinder bestand
aus gewebeéaquivalentem Material mit einer Dicke ¥@em. Somit konnte eine einheitliche
Ganzkorperbestrahlung der Tiere gewahrleistet werd&hrend der Bestrahlung wurden die
Mause nicht anasthesiert. Die verwendete Bestrgbkmergie betrug 6MeV, die

Dosisleistung lag bei 2Gy/min und der Fokus-Hautis lag bei 99cm. Das gesamte
Bestrahlungsfeld nahm eine Flache von 30 x 30cm? ei
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Abbildung 9: Computertomographie-Plan der Ganzkdrperbestrahlimglen mittels Computertomographie

gefahrenen Schichten wurde der Kérper der Mauseéukiert. Daraus ergaben sich die Bestrahlungsvaiami
der Mause.
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Abbildung 10: Darstellung der Isodosenverteilung. Die Isodoset@ilung wurde mit dem ADAC Pinnacle 3-

dimensionalen Planungssystem berechnet. Die 9580$soumfasste den gesamten Korper einer Maus.

3.2.3. Einzeitbestrahlung

12 Wochen alte ATM*- und ATM"-Mause erhielten eine Ganzkorperbestrahlung mérein
Bestrahlungsdosis von 2Gy. Die Tiere wurden nadbeftden Reparaturzeitpunkten 0,5h,
2,5h, 5h, 24h und 48h nach einer Bestrahlung getbie Organe Lunge, Niere, Darm und
Herz wurden entnommen. Als Kontrolle wurde unbédtes Mausgewebe von AT¥M und
ATM*"-Tieren analysiert. Die Tabellen 1 und 2 geben déibersicht tiber die Anzahl der
Experimente, die zu jedem Reparaturzeitpunkt dwefibgt wurden.
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Dosis Kontrollen | 2Gy 2Gy 2Gy | 2Gy | 2Gy
Reparaturzeit 0,5h 2,5h 5h 24h | 48h
ATM " 2 2 2 2 3| 2
ATM *" 4 8 4 2 7| 4

Tabelle 1: Anzahlder Experiment&inzeitbestrahlung Lunge. Anzahl déurchgefiihrten Experimer zu
jedem Reparaturzeitpunkt. Akontrolle diente unbestrahltes ATM und ATM""-Lunger-Gewebe.

Dosis Kontrollen | 2Gy 2Gy 2Gy | 2Gy | 2Gy
Reparaturzeit 0,5h 2,5h 5h 24h | 48h
ATM ™ 2 2 2 2 4 | 2
ATM *" 5 8 4 4 8 | 3

Tabelle 2: Anzahlder ExperimentEinzeitbestrahlung Niere. Anzahl ddurchgefihrterExperimente zu

jedem ReparaturzeitpuhkAls Kontrolle diente unbestrahlt ATM*"* und ATM""-Nierengeweb.

3.2.4. Fraktionierte Bestrahlung

12 Wochen alte ATM*, ATM*"-Mause sowie SCID-Tiere wurddraktioniert bestrahlt. Die
Fraktionierung wurde mit Einzelfraktionen vorGy pro Tag durchgefih Die Mause
wurden anaufeinander folgenden Ta¢ immer zur selben Tageszeit miGy bestrahlt
(Tabelle 3) Am ersten Tag einer Bestrahlungss (1 x 2Gy) wurderdie Tiere0,5h und 24h
nach Bestrahlung getdtet. Am dritten trahlungstag (3 x 2Gy) wurdetie Mause ebenfalls
24h nach Bestrahlungyetttet. Nach einer Gesamtdosis von % 2Gy am flnften
Bestrahlungstagvurden die Tiere 22 und 72h nach Bestrahlung getétete Tabellen 4 und
5 geben eine Ubersicht Uber die Anzahl der durchgtdiilfraktionieren Experimente in

Lunge und Niere.

4 " ~ " "

1.Tag 2.Tag 3.Tag 4.Tag 5.Tag
0,5h 24h 24h
24h 72h

Tabelle 3: Fraktionierungsscherr An jedem Tag wurden die Mauseur selben Tageszeit ein
Ganzkdrperbestrahlung mit 2@gchwarze Pfeile stehen fuie Bestrahlung mit 2@yunterzogenDie Tiere

wurden zu den definierten Reparaturzeitpuninach Bestrahlung getotet.
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Dosis Kontrollen | 2Gy 2Gy 6Gy 10Gy | 10Gy
Reparaturzeit 0,5h 24h 24h 24h 72h

ATM ** 2 2 3 3 3 3
ATM *" 4 8 7 4 4 4
SCID 3 3 3 3 3 1

Tabelle 4: Anzahl der Experimente der fraktionierten Bestabl Lunge. Anzahl an durchgefiihrten
Experimenten in ATNI*, ATM*"- und SCID-Zellen in der Lunge fiir jeden Experinpemtkt. Als Kontrollen
dienten unbestrahlte ATKf, ATM*- und SCID-Lungenzellen.

Dosis Kontrollen 2Gy 2Gy 6Gy 10Gy | 10Gy
Reparaturzeit 0,5h 24h 24h 24h 72h

ATM ** 2 2 4 3 3 3
ATM *" 5 8 8 4 4 4
SCID 3 3 3 3 3 1

Tabelle 5: Anzahl der Experimente der fraktionierten Beswahl Niere. Anzahl an durchgefihrten
Experimenten in ATNI*, ATM™- und SCID-Zellen in der Niere fiir jeden Experinmntkt. Als Kontrollen
dienten unbestrahlte ATV, ATM™"- und SCID-Nierenzellen.

3.3.0rgangewinnung und Gewebeaufarbeitung

Zu den definierten Untersuchungszeitpunkten werdien Mause mittels intraperitonealer
Gabe von Rompun und Ketamin anasthesiert (Rompun Ketamin 0,75ml; verdinnt in
8,25ml 0,9% Natriumchlorid-Losung, 0.1ml/10g). DBisit wird durch Punktion des linken
Ventrikels entnommen. Es werden die Organe LungeeNHerz und Darm enthommen und
16h in 4% neutral gepuffertem Formaldehyd bei Raumperatur fixiert. Im fixierten Zustand
werden die Organe in kleine Stiicke geschnitten.d8eiLunge ist darauf zu achten, dass die
geschnittenen Bereiche wenig Knorpelspangen de®wolironchialsystems enthielten, denn
dies erschwerte das spatere Schneiden unter denotbhk. Die Niere wird sowohl langs als
auch guer aufgeschnitten. Die gewonnenen Orgarestitekden anschlie3end mit Hilfe eines
Einbettautomaten in Paraffinblocke (Histosette Bjmport; Bernard-Pilon; Kanada)
eingebettet. Zur Vorbereitung deH2AX-Immunfluoreszenz-Farbung missen die das
Gewebe enthaltenen Paraffinblocke mittels Mikrotgbeica RM 2235) in 4um dicke



Material und MethoderlEE

Schichten geschnitten werden. Diese werden dan@ljekttragern (Histo Band, Marienfeld;
Laboratory Glassware; Lauda-Konigshofen; Germamggrt. Die Fixierung erfolgt, indem
die 4um dicken Schnitte in ein 50°C heil3es Wasskfiraca. 20 Sekunden gehalten werden.
Durch das heil3e Wasser kénnen sich die Organselaigtbreiten und haften so im Anschluss
auf den Objekttragern. Die mit den Gewebeschiclitearten Objekttrager werden ca. 18h

bei 37°C im Brutschrank (Binder Tuttlingen; Germpmaym Trocknen aufbewabhrt.

3.4. Immunfluoreszenz-Farbung

3.4.2. yH2AX-Immunfluoreszenzfarbung

Nach Entparaffinierung der Gewebeblocke erfolgt eimeimal 10 minltiges Xylol-Bad
(Xylol Pharm. Helv. 4; Isomerengemisch; Hedingetuttgart). AnschlieRend werden die
Schnitte durch eine absteigende Alkoholreihe 1088%p, 90%, 80% und 70% fir jeweils 10
Minuten bewassert. Die Bewasserung erfolgt bei geifdiiRihren auf einem Magnetrihrer
(Bibby Stuart). Darauf folgen mehrere Waschschmitié Aqua dest. (B. Braun; Melsinger
AG; vollentsalzt und destilliert) auf einem Magrigtrer. Fir die hitzeinduzierte
Epitopdemaskierung der formalinfixierten und in &fn eingebetteten Gewebeschnitte
werden diese in einem 95°C Citratbad mit einemati¥asser-Verhaltnis von 1:10 (30ml
Citrat; 270ml Aqua. dest.) fur eine Stunde aufbawdé@itratpuffer; Dakro Real™; Target
Retrieval Solution; S2031; Glostrup; Danemark; pH)6 Anschlie3end folgen weitere
Waschschritte mit Aqua dest. und PBS (Phosphat figrper Salzlosung; pH 7,2-7,4;
Apotheke des Universitatsklinikums des Saarlandds). nicht spezifische Bindungsstellen
zu sattigen, werden die Organschnitte fir eine &un PBS/NS (normales Kalberserum; cat.
642921 ICN; Irvine; CA; USA) bei Raumtemperatur lgekt. Im Anschluss daran werden
200 pl des Primarantikorpers (Upstate; CA 925 96ti-Rhospho-Histone H2AX; Ser 139;
JBW 103; mouse monoclonal) in einer Konzentration ¥:800 aufgetragen. Der Antikorper

inkubiert in einer Feuchtkammer fur ca. 12h bei 4°C

Nach dieser 12-stindigen Inkubation des Primarargies werden die Schnitte unter starkem
Ruhren in PBS/NS und PBS gewaschen. Danach werikse dn PBS/NS geblockt.
Anschliel3end werden 200ul der Sekundarantikorpéx@dFluor 488 goat anti-mouse 1gG;
Invitrogen A 110011; Eugene; Oregon USA) in einarddinnung von 1:200 aufgetragen.

Unter abgedunkelten Bedingungen inkubiert diesee &tunde bei Raumtemperatur. Nach
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weiteren Waschschritte mit PBS wird abschlie3end Aaftragen von Dapi (Mounting
Medium with Dapi; Hard Set; H-1500 Vectashield; WecLaboratories Burlingame, CA,
USA) durchgefuhrt. Die Aushartung der gefarbten eRtijager erfolgt bei 4°C unter

abgedunkelten Verhéltnissen fur weitere 12h.

3.4.3. 53BP1{H2AX-Doppelfarbung

Die Ablaufe der 53BP3H2AX-Doppelfarbung ahneln bis auf die verwendetemtidrper
denen deyH2AX-Farbung. Nach Entparaffinierung der Gewebekéderfolgt ein zweimal
10 minutiges Xylol-Bad (Xylol Pharm. Helv. 4; Isoreagemisch; Hedinger; Stuttgart).
Anschliel3end werden die Schnitte durch eine alesteig Alkoholreine 100%, 96%, 90%,
80% und 70% fur jeweils 10 Minuten bewassert. DewBsserung erfolgt bei maRigem
Ruhren auf einem Magnetrihrer (Bibby Stuart). Dagadf folgenden Waschschritte werden
mit Aqua dest. (B. Braun; Melsinger AG; vollentgalmd destilliert) durchgefuhrt. Fur die
hitzeinduzierte Epitopdemaskierung der formalirdiken und in Paraffin eingebetteten
Gewebeschnitte werden diese in einem 95°C Citrathaceinem Citrat:Wasser-Verhaltnis
von 1:10 (30ml Citrat; 270ml Aqua. dest.) fur ei@ainde aufbewahrt (Citratpuffer; Dakro
Real™; Target Retrieval Solution; S2031; Glostrijginemark; pH 6,0). Die n&chsten
Waschschritte werden mit Aqua dest. und PBS (Pladspdpufferte Salzlésung; pH 7,2-7,4;
Apotheke der Universitatskliniken des Saarlandesgichligefiihrt. Um nicht spezifische
Bindungsstellen zu sattigen, werden die Organsihfiit eine Stunde in PBS/NS (normales
Kalberserum; cat. 642921 ICN; Irvine; CA; USA) bé&aumtemperatur geblockt.
Anschliel3end werden 140 pl des Primarantikorpersyd@AX-Farbung (Upstate; CA 925
90; Anti-Phospho-Histone H2AX; Ser 139; JBW 103; us® monoclonal) in einer
Konzentration von 1:400 aufgetragen. Die Inkubaties Antikorpers erfolgt bei 4°C fir ca.
12h.

Nach einer ca. 12-stiindigen Inkubation des Printé@pers werden die Schnitte unter
starkem Ruhren in PBS/NS und PBS gewaschen. Damacten diese in PBS/NS geblockt.
Anschliel3end werden 140ul des SekundarantikorpargHR AX-Farbung (Alexa Fluor 568
goat anti-mouse IgG; Invitrogen; Eugene; Oregon Y8Aeiner Verdinnung von 1:200
aufgetragen. Unter abgedunkelten Bedingungen iekubdieser bei Raumtemperatur fir eine
Stunde. Anschliel3end erfolgen weitere Waschschmitd®BS/NS und PBS. Danach wird flr
eine Stunde in PBS/NS geblockt. Im Anschluss asetieBlockschritt werden 140ul des
Primarantikdrpers der 53BP1-Farbung (anti 53BPIC-B)001; Bethyl Laboratories; TX,
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USA) in einer Verdinnung von 1:400 aufgetragen. sBieinkubiert ca. 12h unter

abgedunkelten Verhéltnissen bei 4°C.

Nach einer ca. 12-stindigen Inkubation des Primg@pers der 53BP1-Farbung erfolgen
Waschschritte mit PBS/NS und PBS. AnschlieRend viind acht Minuten in PBS/NS
geblockt. Im Anschluss daran werden 140ul des SEkamtikorper der 53BP1-Farbung
(Alexa Fluor 488 goat anti-mouse IgG; Invitrogenugéne; Oregon; USA) in einer
Verdinnung von 1:200 aufgetragen. Dieser inkul@areé Stunde bei Raumtemperatur. Nach
weiteren sich anschlieRenden Waschschritten mitB8%nd PBS erfolgt das Auftragen von
Dapi (Mounting Medium with Dapi; Hard Set; H-1500eatashield; Vector Laboratories
Burlingame, CA, USA) und die Aushartung der geféanbtObjekttrager bei 4°C unter

abgedunkelten Verhaltnissen fur ca. 12h.

3.5.Analyse der Gewebeschnitte

3.5.2. Auszuwertende Zellen

Die vorliegende Arbeit konzentriert sich mit den g&men Lunge und Niere auf
strahlensensibles spatreagierendes Gewebe. Aufgiemkomplexen Organ-Architektur war
es wichtig, die genauen Zelltypen, die untersuchtden sollten, im Vorfeld festzulegen. In
der Lunge wurden die Zellen des Bronchialepithedslches sich palisadenférmig darstellt,
betrachtet. In der Niere wurde der Fokus auf dah sm Cortex befindenen proximalen
Glomeruli einschliel3lich der Zellen des proximalemd distalen Tubulus gelegt. Das Lungen-
und Nierengewebe wurde mit dgH2AX-Immunfluoreszenz-Farbung gefarbt. Dadurch
wurden die strahleninduzierten DSBs als hell lesictié Foci im Zellkern der Zellen sichtbar.

3.5.3. Quantifizierung der H2AX-Foci

Die Quantifizierung der yH2AX-Foci in den Zellkernen erfolgte mit einem
Immunfluoreszenz-Mikroskop (Nikon Eclipse E600).eDsich im Zellkern befindenden
yH2AX-Foci wurden per visueller Wahrnehmung gezaluar Auswertung der Gewebe
dienten zwei unterschiedliche Einstellungen am bBkop. Zum einen wurde ein DAPI-
Filter genutzt, um die angefarbten Zellen zu lakahen. Zum anderen wurde ein FITC-Filter

verwandt, mit dem diggH2AX-Foci in den Zellkernen als hell leuchtende iFehtbar
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waren. Die in Abbildung 188 angefertigten Bilder defH2AX- Immunfluoreszenzfarbun
und deryH2AX/53BP1 Doppelfarbungen wurden mit der kera (Digital Sight D-2MBW(c;

Nikon) sowohl mit einem DAI- als auch mit einem FITEi#ter aufgenommer

Die Quantifizierung dr Foci fand in der x6-Vergro3erung stattn jedem Experiment wurc
fur die Quantifizierung deyH2AX-Foci eine Verteilung der Foci in den Zellen gezaAlis

diesen Werten wurde anschlie3end ein Mittelweréddamet. Die stochastischerteilung der
yYH2AX-Foci in den Zellen lasst sich fur jeden Mittelwalt Poissonverteilung darstellen. [
Poissonverteilung gibt einen Hinweis auf die nattid Verteilung der Foci in den Zell
nach Induktion von ionisierender Strahlung. Um zléssige Werte zu erlangen, wurd

mindestens 40 Foci und mindestens 80 Zellen inmed&ewebeschnitt gezahlt. In d

Kontrollen, die kaum Focaufwiesen, mussten dementsprechend bis zu ca. 2€lGh per

Handzahlmaschinequantifiziert werdenin den Abbildungeril und 1. sind exemplarisch
Poissonverteilungen fiir derGy 0,5h-Punkt und den 2Gy Funkt in ATV"*-Zellen der
Lunge dargestellt. Die schwarzen Kurven stellen fiie die beobachteten Mittelwer

errechneten Poissonverteilungen dar. Die grauelkeBaieigen die Anzahl an gezéhlt

Zellen in Abhéngigkeit von ihrer Focizahl. Mit Ausmme von einigen Ausreilde

entsprechen die gezadhlten Verteilungen der Fociden Zellen den dargestellt

Poissonverteilungen.
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Abbildung 11: Darstellung der Pssonverteilung fir den 2Gy 0,Btunkt in ATV”*-Lungenzellen. Die
Poissonverteilung stellt die stochastische Ventgjlder Foci in den Zellen fir einen Mittelwert vbh,56 Foc

pro Zelle dar. Die grauen Balken zeigen die Anzahtjuantifizierten Zellen in Abhgigkeit von ihrer Focizah
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Abbildung 12: Darstellung der Pssonverteilung fiir den 2Gy Sbunkt in ATNV"*-Lungenzellen. Die

Poissonverteilung stellt die stochastische Ventgilder Foci in den Zellen fir einen Mittelwert vé/81 Foci

pro Zelle darDie grauen Balken zeigen die Anzahl an quantifieieiZellen in Abh&ngigkeit von ihrer Fociza

Wahrend der Quantifizierung dyH2AX-Foci war zu bachten, dass der Zellkern einer Z¢

ein dreidimensionales Objekiarstellt, so dass die Foci nidnt einer Ebene des Zellker

lagen. Aus diesem Grund wbei der Quantifizierung der Fluoreszenzsignale gexsaue

Durchfokussieren in desptischen -Achse des Mikroskops von grofRer Bedeu. Fir die

yH2AX-Foci-Quantifizierung wurden laborinterne Kriterien fesitggt.
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4. Ergebnisse

4.1.Messung von DSBs in unbestrahlten Kontrollen

Unbestrahlte ATM*, ATM*" und SCID-Zellen reprasentieren den natirlichentédgrund.
Das unbestrahlte Lungen- und Nierengewebe der vetgien Mause wies unabhangig vom
Genotyp kaum Foci pro Zelle auf. Die Werte der wtitadlten Kontrollen lagen zwischen
0,037 und 0,068 Foci pro Zelle. Die Abbildung 13grelie gezahltenyH2AX-Foci in
unbestrahlten Lungen- und Nierenzellen von ATMATM™ und SCID-Zellen. Dabei
konnte kein signifikanter Unterschied iphi2AX-Niveau der unbestrahlten Zellen zwischen
den Genotypen beobachtet werden. Da die Werte nleestrahlten Kontrollen im Mittel

konstant waren, wurden diese nicht von den Ergsebnider Experimente abgezogen.

0.1 1 Kontrollen
0,09 -

BlLunge

BENiere
0,08

0,07
0,06

0,05

Foci pro Zelle

0,04
0,03
0,02 -
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A
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Abbildung 13: Darstellung der gezéhlten Foci pro Zelle in untzédtem ATM”*, ATM* und SCID-Zellen in

Lunge und Niere. Die angegebenen Fehlerbalkerestdie jeweiligen Standardfehler dar.
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4.2 DSB-Reparaturkinetik nach Einzeitbestrahlung

Im ersten Teil der Arbeit wurden AT und ATM”-Mause mit Einzeldosen von 2Gy
bestrahlt. Die verwendete Einzeldosis entsprichterlewie sie in der Klinik in
standardisierten Bestrahlungspléanen verwendet Wagh festgelegten Reparaturzeitpunkten
(0,5h, 2,5h, 5h, 24h und 48h) wurden die Lungemt Nierenzellen hinsichtlich der Induktion
und der Reparatur strahleninduzierter DSBs mittgh2 AX-Immunfluoreszenz-Farbung
untersucht. Als Kontrolle diente unbestrahltes Geveon ATM’ und ATM"-Tieren. Die
Abbildungen 14 und 15 zeigen die gemesseyi¢PAX-Foci in Lungen- und Nierenzellen
von ATM** und ATM”-Mé&usen in Abhangigkeit von der Zeit. Nach Indukti®,5h-Punkt)
wurden bei den ATM*-Zellen im Lungengewebe ca. 11,66 = 0,72 Foci petleZund im
Nierengewebe rund 11,08 £ 0,26 Foci pro Zelle bebte. Die analysierten Focizahlen in
den ATM™-Zellen lagen zum Induktionszeitpunkt im Durchsthini der Lunge bei 11,93 +
0,27 und in der Niere bei 11,81 £ 0,32 Foci prol&Zelm Zeitraum von 0,5h- bis 5h nach
Bestrahlung kam es in den Lungen- und Nierenzele@mATM"* und ATM""-Tiere zu einem
schnellen Abfall der Foci pro Zelle. Nach 5h wurderden Lungenzellen der ATK-Tiere
ca. 6,37 £ 0,84 Foci pro Zelle und den Nierenzetlenchschnittlich 6,79 + 0,29 Foci pro
Zelle gezahlt. Die ATM-Mause wiesen nach einer Reparaturzeit von 5h in de
Lungenzellen ca. 6,69 + 0,08 Foci pro Zelle undem Nierenzellen ca. 6,16 £ 0,24 Foci pro
Zelle auf. Im Zeitraum von 5h bis 24h nach Bestraglkam zu einem deutlich langsameren
Abfall der quantifizierten Foci. Nach einer Reparaeit von 24h lag sowohl in den ATM
als auch in den ATM*-Zellen in Lunge und Niere ein geringer Anteil aweparierten DSBs
vor. In den ATM”-Zellen der Lunge wurden nach 24-stiindiger Repezaiti im
Durchschnitt 0,73 + 0,12 Foci pro Zelle und in d&ere rund 0,72 = 0,21 Foci pro Zelle
detektiert. In den ATNM-Zellen der Lunge wurden zu diesem Zeitpunkt ca4 & 0,08 Foci
pro Zelle und in den Zellen der Niere rund 0,92&70Foci pro Zelle gezahlt. Nach dem 24h-
Punkt verlief die DSB-Reparaturkinetik der ATR4Zellen sehr langsam. Die ATXtZellen
hingegen waren zu diesem Zeitpunkt nicht mehr in ldege, die induzierten DSBs zu
reparieren. Wahrend in den ATNZellen der Lunge nach einer Reparaturzeit von 48h
durchschnittlich 0,22 + 0,04 Foci pro Zelle undder Niere ca. 0,18 + 0,04 Foci pro Zelle
gezahlt wurden, blieb der Anteil an unreparierte®BB in den ATM"-Zellen nach 48h mit
durchschnittlich 0,83 £ 0,07 Foci pro Zelle auf atgleichem Niveau wie zum 2Gy 24h-
Punkt.
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Abbildung 14: Einzeitbestrahlung Lunge mit 2Gy und Reparatuezeiton 0,5h, 2,5h, 5h, 24h und 48h.
Vergleichende Darstellung der ermittelten Focizahpeo Zelle in Abhangigkeit von der Reparaturzeit i
ATM*™ und ATM"-Zellenin der Lunge. Die angegebenen Fehlerbalken steliejeweiligen Standardfehler

dar.
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Abbildung 15: Einzeitbestrahlung Niere mit 2Gy und Reparatueseivon 0,5h, 2,5h, 5h, 24h und 48h.
Vergleichende Darstellung der ermittelten Focizatite Abhangigkeit von der ReparaturzeitAmM** und

ATM*"-Zellenin der Niere. Die angegebenen Fehlerbalken stelleneweiligen Standardfehler dar.
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In Kooperation mit der Biometrie der Universitatsd8aarlandes wurde zur Prufung der
Signifikanz der Mann-Whitney-Test durchgefihrt (€ 6). Da die Hypothese der Arbeit
gerichtet war, d.h., es wurde im Vorfeld der Expmmte ein Unterschied in der
strahleninduzierten DSB-Reparatur zwischen ATMnd ATM"-Zellen angenommen, kann
zur Signifikanzprifung die exakte Signifikanz (litisg herangezogen werden. Ist dieser Wert
< 0,05, so besteht ein statistisch signifikanter eisghied in der Reparatur von
strahleninduzierten DSBs zwischen beiden Genotypen. Werten aus der Tabelle 6 ist zu
entnehmen, dass zu keinem Reparaturzeitpunkt in Hiezeitbestrahlung mit 2Gy ein
signifikanter Unterschied zwischen beiden Genotyipesbachtet werden konnte. Dennoch ist
zu beobachten, dass trotz fehlender statistischgnif®anz der 2Gy 48h-Punkt einen
geringen Unterschied in der Reparatur von strahtemierten DSBs zwischen AT und
ATM*"-Zellen aufweist. Wahrend die AT¥I-Zellen in der Lage waren den zum 2Gy 24h-
Punkt bestehenden Anteil an DSBs bis zum 2Gy 48tidPau reparieren, fand in den ATM

-Zellen keine weitere DSB-Reparatur statt.

3. Kontrollen | 2Gy 0,5h | 2Gy 2,56h | 2Gy 5h | 2Gy 24h | 2Gy 48h
Bunge | 0,314 0,139 0,200 0,500 0,464 0,20
Niere [ 0,190 0,267 0,067 0,200 0,184 0,10

Tabelle 6: Darstellung der exakten Signifikanz (1-seitig) didmet nach dem Mann-Whitney-Test. Es wurden
die Ergebnisse der Lungen- und Nierenzellen von ATMnd ATM"-Mausen verglichen. Ist der Wert der
exakten Signifikanz (1-seitigK 0,05, so besteht ein signifikanter Unterschied dier Reparatur von
strahleninduzierten DSBs zwischen ATund ATM"-Zellen.

Im Rahmen der Einzeitbestrahlung wurde ebenfalle @BS-Reparatur beziglich
Unterschiede in der Induktion und der Reparaturselen den Organen Lunge und Niere
analysiert. Es konnte jedoch zu keinem Zeitpunkt @nterschied in der DSB-Reparatur

zwischen Lungen- und Nierenzellen beobachtet werden

Die Abbildung 16 zeigt reprasentative Beispiele gd2AX-Immunfluoreszenzfarbung in
ATM*™* und ATM”-Zellen in Lunge und Niere nach Einzeitbestrahlunitg 2Gy und einer
Reparaturzeit von 24h. Als Kontrollen sind unbddtea ATM"* und ATM"-Lungen- und

Nierenzellen dargestellt.
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Abbildung 16: yH2AX-Immunfluoreszenz-Farbung in Lungen- und Nigelten von ATM™ und ATM"-
Mausen nach einer Einzeitbestrahlung mit 2Gy undreReparaturzeit von 24h. Als Kontrolle sind urizddte

Lungen- und Nierenzellen von AT{-Mausen dargestellt.
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4.3.DSB-Reparaturkinetik nach fraktionierter Bestrahlun g

Im zweiten Teil der Arbeit wurde die Reparatur \&rmahleninduzierten DSBs im Lungen-
und Nierengewebe nach fraktionierter Bestrahlungemsncht. Es wurde dabei die
Auswirkung von unterschiedlichen Reparaturkapaaitdtinsichtlich der Akkumulation von
residuellen DSBs im Normalgewebe analysiert. Férlhtersuchungen wurden Lungen- und
Nierenzellen von ATM*, ATM*" und SCID-Zellen fraktioniert bestrahlt. Die Tiemrden
Ganzkorperbestrahlungen mit Einzelfraktionen vory 26 funf aufeinander folgenden Tagen
immer zur selben Tageszeit unterzogen. Dies eptdprieinem standardmalRligen
Fraktionierungsschema in der Strahlentherapie. Astee Tag einer Bestrahlungsserie
wurden die Mause mit 1 x 2Gy bestrahlt und 0,5Hkiion) und 24h nach Bestrahlung
getotet und deren Organe fur die Analyse entnomimach Bestrahlung mit 3 x 2Gy (6Gy
24h-Punkt) wurden die Méause 24h nach Bestrahlungtege Fir den 10Gy 24h- und 72h-
Punkt (5 x 2Gy) wurden die Tiere an funf aufeinanidéggenden Tagen mit Einzeldosen von
2Gy bestrahlt und deren Organe 24h und 72h nactraBésng entnommen. Der 72h-Punkt
imitiert dabei die klinisch relevante Bestrahlungisge am Wochenende. Verglichen wurden
diese Ergebnisse mit unbestrahlten ATMATM " und SCID-Zellen.

Die Abbildungen 17 und 18 zeigen die quantifizierteoci in Lungen- und Nierenzellen von
ATM*™*, ATM*" und SCID-Zellen in Abhangigkeit von der Fraktiomieg und der
Reparaturzeit. Wie bereits in der Auswertung derzE&itbestrahlung erwéhnt, konnte kein
signifikanter Unterschied bezuglich der strahlenizidrten DSB-Reparatur zwischen AT
und ATM"-Zellen nach einmaliger Applikation von 2Gy detekti werden. Nach
fraktionierter Bestrahlung mit 3 x 2Gy und einepBraturzeit von 24h (6Gy 24h-Punkt) kam
es in den Lungen- und Nierenzellen sowohl bei d&MX" als auch bei den ATM-Mausen
zu einer deutlichen Akkumulation der unreparier@Bs. Zu diesem Zeitpunkt wurden in
den ATM"*-Zellen der Lunge rund 1,91 + 0,08 Foci pro Zeltelun der Niere ca. 2,13 +
0,12 Foci pro Zelle gezahlt. In den ATfZellen wurden zu diesem Zeitpunkt in der Lunge
ca. 2,95 + 0,27 Foci pro Zelle und in der Niere 289 = 0,17 Foci pro Zelle beobachtet.
Durch Akkumulation der residuellen DSBs nach eingktionierter Bestrahlung mit 3 x 2Gy
konnte ein signifikanter Unterschied in der Reparabn strahleninduzierten DSBs zwischen
ATM*™* und ATM"-Zellen detektiert werden. Nach fraktionierter Baktung mit 5 x 2Gy
und einer Reparaturzeit von 24h (10Gy 24h-Punkink® dieser Reparaturdefekt noch etwas
starker beobachtet werden. Am deutlichsten kristafte sich der Unterschied nach einer

fraktionierten Bestrahlung mit 5 x 2Gy und einempRe&turzeit von 72h heraus. Nach einer
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Gesamtdosis von 10Gy und einer Reparaturzeit vdn kéZn es zu einer Abnahme der
Focizahl in den Lungen- und Nierenzellen in bei@Gmotypen. Wahrend es in den ATH
Zellen zu einer Focireduktion auf 1,59 + 0,13 FHor@ Zelle in der Lunge und auf 1,49 £ 0,25
Foci pro Zelle in der Niere kam, fand in den ATMzellen eine deutlich geringere Reparatur
der strahleninduzierten DSBs statt. Die Lungenmetler ATM™-Mause wiesen zu diesem
Zeitpunkt 4,03 £ 0,12 Foci pro Zelle und die Niezelen ca. 3,84 = 0,22 Foci pro Zelle auf.

Die SCID-Zellen zeigten unter fraktionierter Bektuag ebenfalls eine Akkumulation von
residuellen DSBs. Diese war jedoch deutlich staeterbei den untersuchten AT-Zellen zu
beobachten. Zum 2Gy 24h-Punkt (1 x 2Gy) wurdenéan &CID-Lungenzellen ca. 5,66 *
0,17 Foci pro Zelle und in den Zellen des Nierengl®g rund 5,03 + 0,28 Foci pro Zelle
ermittelt. Nach einer fraktionierten Bestrahlung Bix 2Gy und einer Reparaturzeit von 24h
wurden in den SCID-Lungenzellen ca. 12,44 + 0,28i oo Zelle und in den Zellen des
Nierengewebes rund 12,80 Foci = 0,27 Foci pro Zgleantifiziert. Einen sehr kritischen
Experimentpunkt stellte die Bestrahlung mit 5 x 2@y einer Reparaturzeit von 72h dar.
Von vier SCID-Mausen Uberlebte nur ein Tier diedexperimentpunkt. Daher sind im
Diagramm zu diesem Zeitpunkt keine Fehlerbalkenegeben. In den Zellen der Lunge
wurden bei dieser Maus ca. 10,24 Foci pro Zelle mnder Niere ca. 10,92 Foci pro Zelle
gezahlt. Die beobachteten Werte dieser SCID-Massela darauf schlieen, dass SCID-
Zellen nach langeren Reparaturzeiten (72h) weitefer Lage sind, die residuellen DSBs zu

reparieren.
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Abbildung 17: Vergleich der fraktionierten Bestrahlung in ATl ATM*" und SCID-Lungenzellen. Bestrahlt
wurde mit Einzelfraktionen von 2Gy. Die ermitteltEoci sind in Abhéngigkeit von der Fraktionierungdwler

Reparaturzeit angegeben.
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Abbildung 18: Vergleich der fraktionierten Bestrahlung in ATRI ATM* und SCID-Nierenzellen. Bestrahlt
wurde mit Einzelfraktionen von 2Gy. Die ermitteltBoci sind in Abhéngigkeit von der Fraktionierungdwler

Reparaturzeit angegeben.
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Die Prufung der Signifikanz erfolgte in Kooperationt der Biometrie der Universitat des
Saarlandes mittels des Mann-Whitney-Tests. In dapelle 7 ist die exakte Signifikanz
(1-seitig) der jeweiligen Experimentpunkte fur Lengnd Niere dargestellt. Ist dieser Wert
< 0,05, so besteht ein statistisch signifikanter eisthied in der Reparatur von

strahleninduzierten DSBs zwischen ATMund ATM™"-Zellen.

2Gy 24h | 6Gy 24h 10Gy 24h 10Gy 72h
Lunge 0,464 0,025 0,025 0,014
Niere 0,184 0,029 0,029 0,029

Tabelle 7: Fraktionierte Bestrahlung mit 2Gy. Darstellung @sakten Signifikanz (1-seitig) berechnet nach

dem Mann-Whitney-Test fir die einzelnen Experimeitpminkte. Es wurden die Ergebnisse innerhalb der
Lungen- und Nierenzellen von ATM und ATM"-Tieren verglichen. Ist der Wert der exakten Signifikanz

(1-seitig) < 0,05, so besteht ein signifikanter Unterschiedlén strahleninduzierten DSB-Reparatur zwischen
ATM** und ATM""-Zellen.

Mit den Experimenten der Einzeitbestrahlung kortdi¢egeringe DSB-Reparaturdefizienz der
ATM*"-Mé&use nicht signifikant detektiert werden. Untexkfionierter Bestrahlung kam es in
ATM**, ATM*" und SCID-Zellen zu einer Akkumulation der residerel DSBs, wobei

gezeigt werden konnte, dass selbst geringe Einskhngen in der DSB-Reparatur zu einem
Uberproportionalen Anstieg von strahleninduzierte®Bs fuhren, wodurch der DSB-
Reparaturdefekt in ATKf-Mausen detektiert werden konnte. Beim Vergleich BSB-

Reparatur zwischen Lunge und Niere konnte jedoahsignifikanter Unterschied beobachtet
werden, so dass anzunehmen ist, dass die Repavatur strahleninduzierten DSBs

organunabhangig verlauft.

Um die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zu beg#f wurde 53BP1 ein weiterer hoch
signifikanter Biomarker fir DSBs verwendet. Die Adbngen 19 und 20 zeigen
reprasentative Beispiele dgf2AX/53BP1-Doppelfarbung in Lunge und Niere von AT
ATM™" und SCID-Zellen nach fraktionierter Bestrahlung sk 2Gy und einer Reparaturzeit
von 24h. Die 1:1 Kolokalisation dgH2AX- und 53BP1-Foci konnte sowohl im Lungen- als
auch im Nierengewebe demonstriert werden. Die Hngeb bestéatigen die Annahme, dass
selbst geringe DSB-Reparatureinschrankungen eirsvidkung auf die Akkumulation von
strahleninduzierten DSBs nach fraktionierter Bédtnag besitzen und somit eine mdgliche

Ursache fir die sehr variablen Frih- bzw. Spatitaten im Normalgewebe darstellen.
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Abbildung 19: 53BP1fH2AX-Doppelfarbung in Lungenzellen von AT, ATM*" und SCID-Mé&usen nach
einer fraktionierten Bestrahlung mit 5 x 2Gy undegi Reparaturzeit von 24h. Als Kontrollen sind witahlte
ATM*"*-Zellen dargestellt.
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Abbildung 20: 53BP1#H2AX-Doppelfarbung in Nierenzellen von AT, ATM*" und SCID-Mausen nach
einer fraktionierten Bestrahlung mit 5 x 2Gy undegiReparaturzeit von 24h. Als Kontrollen sind wthkshlte
ATM*"*-Zellen dargestellt.



Diskussion

5. Diskussion

5.1.Relevanz der Fragestellung

In der vorliegenden Arbeit wurde die Auswirkung gesch definierter DSB-
Reparaturkapazitaten wahrend Klinisch relevantektionierungsschemata untersucht. Als
Ziel der Arbeit galt der Nachweis von DSB-Reparadgédekten als Hinweis auf eine erhéhte
Strahlenempfindlichkeit. Die Untersuchung erfolgtm ATM™*, ATM*- und SCID-
Mauszellen, welche stellvertretend fur weitere Bnkungen, die mit DSB-Reparaturdefekten
assoziiert sind, stehen.

Die Untersuchung erfolgte in Hinblick auf die Beobtng der Reparatur von DSBs
innerhalb der jeweiligen gewebespezifischen Umggbutie fur die Ausbildung von
strahleninduzierten Nebenwirkungen verantwortliadnds um diese in Zukunft besser

erkennen und verstehen zu kénnen.

Die individuellen Auspragungen der zellularen Se&abmpfindlichkeit bei klinisch
unauffalligen Patienten, die sich einer Strahleratpie unterziehen, unterscheiden sich in der
unterschiedlichen Auspragung von Frih- bzw. Spéiiéten. In einer prospektiven Studie
von Turesson et al. 1996 wurde die Strahlenseraibiton Brustkrebspatienten, die eine
identische Behandlung erfahren haben, verglichema&Arend 70% der unterschiedlichen
Toleranzen konnten Turesson et al. nicht mit vagleshden Komorbiditaten erklaren, so
dass angenommen werden muss, dass diese untelistigiedloleranzen durch genetische
Pradispositionen wie Mutationen oder Polymorphismeterminiert sind.

Bereits 1975 war bekannt, dass Defekte in Proteidenin der DSB-Reparatur involviert

sind, zu erhohter Strahlensensibilitat fuhren (®gyl1978). Zunehmende Hinweise

unterstitzen die Beobachtung, dass Patienten métigehen Alterationen in Proteinen, die
an der DNA-Schadensantwort beteiligt sind, ein bté$ Risiko besitzen, schwere radiogen
induzierte Toxizitaten im Normalgewebe auszubil@@ernet et al., 2004; Rieger et al., 2004;
Svensson et al., 2006).

Besonders dramatischer Ausdruck einer genetischadidposition ist die extrem erhohte

Strahlensensibilitat von Patienten, welche an Ataelangiectatica (AT) erkrankt sind und

eine Strahlentherapie erhalten haben. Es sind seiMebenwirkungen bis hin zu Todesfallen
bei AT-Patienten aufgrund einer Strahlentherapeckweeben. Genetische Syndrome, die mit

Einschrankungen in der DSB-Reparatur einhergehem sehr selten. Heterozygote
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Mutationen in Genen der DNA-Schadensantwort sinddén Normalbevélkerung jedoch
immer haufiger vertreten (Pollard et al., 2009). &6 bekannt, dass Menschen, die
heterozygote Mutationen in Genen der DSB-Repardiasitzen, im Rahmen einer
Strahlentherapie haufiger schwere Komplikationeteigen (Lobrich et al., 2003) und
ebenfalls ein erhdhtes Risiko fur die Ausbildung\airahleninduzierten Zweitmalignomen
besitzen (Chistiakov et al., 2008).

Da die Strahlentherapie eine wichtige Therapieoptio der Behandlung von malignen
Tumoren darstellt, ist es von grossem klinischderésse die Auswirkung unterschiedlicher

Reparaturkapazitaten nach klinisch relevanten knaierungsschemata zu untersuchen.

5.2.Betrachtungen zur Methodik

5.2.2. Quantifizierung von DSBs mittelsyH2AX-
Immunfluoreszenzfarbung

Die Messung von DSBs erlaubt die ReparaturkapaxdétZellen zu beurteilen. Es stehen
derzeit verschiedene Verfahren zum Nachweis von DMNBs zur Verfligung. Die
Pulsfeldgelelektrophorese (PFGE) ist eine Methadie,der DSBs durch den physikalischen
Nachweis von DNA-Fragmenten nach ionisierenderhBirey gemessen werden kénnen. Der
Nachteil ist, dass diese Methode den Nachweis vdBB<D nur nach sehr hohen
Bestrahlungsdosen (60-80Gy) erlaubt. Im Vergleielzudzeichnet sich der Nachweis von
strahleninduzierten Foci durch eine deutlich erb68ensitivitat aus und kann nach sehr
geringen und damit physiologischen Bestrahlungsddsechgefuhrt werden (Rothkamm und
Lobrich, 2003). Jedoch wird beim Nachweis von fesaenzmarkierten Foci der DSB nicht
direkt, sondern es werden Proteinagglomerate, idie an einem DSB befinden, gemessen.
Ein in der Forschung haufig verwendetes Proteindist phosphorylierte Histonvariante
H2AX, die sehr schnell nach Induktion von ionisreder Strahlung am DSB nachzuweisen
ist. Die Anzahl anyH2AX-Foci korreliert mit der applizierten Dosis unmgimmt mit
zunehmender Reparaturzeit ab. In vergleichendererirpnten mit PFGE (Sedelnikova et
al., 2002, Rothkamm und Lébrich 2003) konnte gedzeigrden, dass die Abnahme der
yH2AX-Foci mit der fortschreitenden DSB-Reparatureidnstimmt. Jeder Focus enthalt
mehrere hunderfH2AX-Molekile und die Foci-Anzahl korreliert eng thder Anzahl an
vorhandenen DSBs, so dass man annehmen kannedas®SB durch eineyfH2AX-Focus
dargestellt werden kann (Sedelnikova et al. 200032Rothkamm und Lobrich 2003).
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Eine weitere Mdglichkeit zur Messung von DSBs ist Analyse von Chromosomenschaden
nach vorzeitiger Kondensation. Diese Methode ber@htf dem Nachweis von
Chromosomenbrichen und kann mit sehr niedrigenr&ddangsdosen durchgefuhrt werden.
Allerdings fuhrt nicht jeder DSB zu einem Chromosmioruch, so dass die Gefahr besteht,
die tatsachlich vorhandene Anzahl an DSBs zu uctiétzen.

Vor diesem Hintergrund ist der Nachweis wdti2AX-Foci ein geeignetes Verfahren, um in
vivo induzierte DSBs wahrend klinisch relevanteal&ionierungsschemata zu erfassen. In
der Literatur wird bei manueller Auszahlung voH2AX-Fluoreszenzsignalen eine
Sensitivitatsgrenze der Methode von 1 mGy angegéBethkamm und Ldbrich 2003), so
dass dieses in vivo Modell die Analyse der Induktiond der Reparatur von DSB im
komplexen Normalgewebe wahrend fraktionierter Bddtmg mit Einzelfraktionen von 2Gy
erlaubt.

Anzumerken ist jedoch, dass die Quantifizierung 8Bs mittelsyH2AX-Foci auf Zellen
beschrankt ist, in denen der ReparaturmechanismsidNHEJ stattfindet. Somit werden nur
Zellen sichtbar, die sich entweder in der GO od&fRBase des Zellzyklus befinden. Um die
Reparatur von DSBs mit Hilfe der yH2AX-Immunfluoreszenzfarbung
zellzyklusphasenspezifisch untersuchen zu konnemn kdie zusétzliche Detektion von
Proteinen, deren Auftreten auf bestimmte Zellzyghesen beschrénkt ist, vorgenommen
werden. So kdnnen z.B. Zellen, die sich in der Gade des Zellzyklus befinden, durch ein
pan-nukleares Signal, das so genannte Centromeiprbt (CENP-F), identifiziert werden.
Dieses Centromerprotein F ist nur in der spateur+ G2-Phase im Zellkern vorhanden
(Liao et al., 1995). Die betrachteten Zellen desidan- und Nierengewebes befinden sich
jedoch hauptsachlich in der GO oder G1l-Phase delHizykles, so dass eine
zellzyklusphasenspezifische Detektion nicht notvigmdar.

Da die yH2AX-Agglomeration am DSB eine Art ,Plattform” fidie Akkumulation und
Retention von anderen an der DSB-Reparatur bewgiligroteine darstellt, bestehen weitere
Moglichkeiten, DSBs mittels Immunfluoreszenz siétbzu machen. yH2AX-Foci
kolokalisieren mit Proteinen, die in der DNA-Schaskentwort involviert sind und ebenfalls
in Form von Foci an DNA-DSBs akkumulieren (Paullatt, 2002). Zu diesen Proteinen
gehoren z.B. das Produkt des Tumorsupressor-GerGABRbreast cancer susceptibility
gene 1), 53BP1 (p53-binding protein), MDC1 (mediadb DNA damage-checkpoint 1),
Rad51 und der MRN-Komplex (Paull et al., 2002; 3izhat al., 2000; Stewart et al., 2003;
Bekker-Jensen et al., 2006). Als Beispiel ist as€li Stelle MDC1 genannt. NFBD1/MDC1

(mediator of DNA damage checkpoint 1) ist ein nékég Faktor mit einer aminoterminalen
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FHA (forkhead-assiciated) Doméne und sich wiedenmdén BRCT-Domanen (breast cancer
susceptibility gene-Xarboxyl terminus). Physiologisch assoziiert MDCit &TM, p53,
Komponenten des MRN-Komplexes upid2AX (XU und Stern, 2003)Die Darstellung von
DSBs mittels MDC1-Antikorper wird derzeit im Labofir Strahlentherapie und
Radioonkologie des Universitatklinikums des Saaltan etabliert. Zurzeit stellen die
Immunfluoreszenzfarbungen sowohl migH2AX als auch mit 53BP1-Antikorpern
gleichrangige und gut durchfuihrbare Verfahren zeteRtion von DSBs dar.

Wahrend der Farbeprozesse konnten naturlich inmefldeitsschritt Fehler auftreten, die zu
schlecht auswertbaren Farbungen fihrten. Ausschlbeygl fir gute Farbungen waren die
Waschschritte und die richtige Konzentration desrddden Antikdrpers. Fehlerquellen in
diesen Schritten resultierten in schlechten Farennmd mussten wiederholt werden, so dass
die auftretenden Fehler in der verwendetd2AX-Immunfluoreszenzfarbung keinen grof3en
Einfluss auf die Ergebnisse dieser Arbeit besitz2Zm. Uberpriifung der Ergebnisse der
yH2AX-Immunfluoreszenzfarbung wurde 53BP1, ein weitesignifikanter Biomarker fur
DSBs, eingesetzt. Die 1:1 Kolokalisation ddd2AX- und der 53BP1-Foci bestatigt die
Ergebnisse deiyH2AX-Immunfluorszenzfarbung. Demnach ist der Nacisweon DSBs
mittels yH2AX-Immunfluoreszenzfarbung und die manuelle Audweg der Foci ein
glaubhaftes in vivo Modell fur die Erfassung vorakteninduzierten DSBs.

Es ist jedoch zu beachten, dass die manuelle AwsmlderyH2AX-Foci sehr zeitaufwendig
und vor allem personenabhangig ist und somit nitetabsoluten Ergebnisse der Arbeit,
sondern die Relationen zueinander betrachtet werdesen.

Eine weitere Problematik besteht in der UberlaggruonyH2AX-Fluoreszenzsignalen nach
Applikationen von hoheren Strahlendosen. Diese |IBnositik wird bei manueller Foci-
Quantifizierung ab einer Dosis von 2Gy beschrie®ogakou et al., 1999). Nach
Applikation von hoheren Strahlendosen kann es zwerldgerung von Fluoreszenzsignalen
kommen, die dann nicht mehr als getrennt liegeral®@ A Erscheinung treten. Dies wirkt
sich umso deutlicher aus, je mehr Foci pro Zellkesrliegen (Rogakou et al., 1999; Bocker
und lliakis, 2006). Zur Minimierung dieser Fehleetja wurden laborinterne Kriterien fur die
manuelle Auswertung dgH2AX-Foci festgelegt.

Eine Alternative zur manuellen Auswertung stell@flautomatische Bildanalysesysteme dar,
durch die das Problem der Uberlappung von zweinedieneinander liegenden Foci durch die
Anwendung mathematischer Filter behoben werden K&tcker und lliakis, 2006)Die
einheitliche Verwendung dieser Bildanalysesysteiienke somit eine gute Vergleichbarkeit

der Daten aus unterschiedlichen Laboratorien destedenn ein generelles Problem beim
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Vergleich der von verschiedenen Arbeitsgruppen bwnueller Foci-Quantifizierung
ermittelten Ergebnisse besteht sowohl in den Manah der verwendeten mikroskopischen
Ausstattung als auch in der Subjektivitat der suehungen (Redon et al., 2008; Scherthan
et al., 2008). Vor diesem Hintergrund ware der &ins von automatischen
Bildanalysesystemen eine Mdglichkeit, um g2 AX-Quantifizierung weiter optimieren zu
kbnnen.

Unabhangig mit welcher Methode die Fociquantifiaiey stattfindet, besteht der Vorteil
dieses verwendeten in vivo Modells in einer diraki€orrelation zwischen unreparierten
DSBs und gewebespezifischen pathomorphologischend upathophysiologischen
Mechanismen nach einer Strahlentherapie. In degamgenen Jahren haben eine Vielzahl
von Studien bewiesen, dass die Antwort im Normakgsvauf Bestrahlung nicht auf ein
einfachen Zelluntergang zu reduzieren ist, sondeximehr ein flieRender pathogenetischer
Prozess existiert, der durch Zellproliferation, |diéferenzierung sowie durch ein komplexes
Zusammenspiel aus verschiedenen zellularen Kompemanit der extrazellularen Matrix
gekennzeichnet ist (Rube et al., 208%Bng et al., 2007; Rodier et al., 2009). Diesesiwo
Modell erlaubt die Analyse der DSB-Reparaturkagaaron Zellen, ohne die komplizierten
Mechanismen genau beleuchten zu missen. Dabestedi@ases Modell nur die kurzfristige
Wirkung ionisierender Strahlung auf die Zellen ukdine pathophysiologischen oder
pathomorphologischen Prozesse, die erst Wocheldisate nach Bestrahlung auftreten und
zu sichtbaren histolopathologischen Korrelationgmrdn.

Mit diesem in vivo Modell wird es in Zukunft mdglicsein, das strahlentherapeutische
Wissen wahrend anderer klinisch relevanter Fraldromgsschemata wie der
Hyperfraktionierung oder der Akzelerierung zu etesi. Die Methode deryH2AX-
Immunfluoreszenz lasst sich aber auch in anderemapieoptionen wie der Chemotherapie
einsetzten, um die Sensibilitat der Zellen aufjeweeilige Noxe zu untersuchen. Die Analyse
von DSBs mittels deyH2AX-Immunfluoreszenzfarbung wird somit auch in Zuok eine
bedeutende Rolle in der experimentellen als audeirklinischen Medizin spielen.

5.2.3. Wabhl des Induktionszeitpunktes

In ersten Experimenten zgH2AX-Immunfluoreszenz-Farbung konnten drei Minuteach
Bestrahlung kleineyH2AX-Foci beobachtet werden. Neun Minuten nach Bédting
erschienen diese Foci heller und gré3er. IThre mabein®rof3e und Helligkeit erreichten die
YyH2AX-Foci 30 Minuten nach Bestrahlung (Bonner et, &008). Weitere Studien an
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Saugerzellen haben gezeigt, dass bereits eine dMiradgh Bestrahlung die Halfte der H2AX-
Histone und nach 10 Minuten die gesamte Anzahl @AXdHistonen phosphoryliert ist
(Rogakou et al., 1997)n der Literatur werden fur die Induktion von stetinduzierten
DSBs in AT-Zellen sowohl Zeiten von 10 Minuten alsch von 30 Minuten angebeben.

In der vorliegenden Arbeit wurde fir die Induktiomt 2Gy ein Induktionspunkt von 30
Minuten gewahlt. Aufgrund dessen mussten die Ti@ralie Bestrahlung nicht anasthesiert
werden, sondern konnten nach dieser zur Organenmimdtetaubt werden. Somit wurde das
Risiko minimiert, dass Mause aufgrund der Anasthesir Abschluss der Experimente
verstarben. Desweiteren wurde fur die Praparatamn Entnahme der Organe eine Dauer von
5-10 Minuten benétigt. Bei einem Induktionspunkt nvdl0 Minuten wirde diese
Praparationszeit einen grof3en Einfluss auf denkitraluszeitpunkt nehmen. Der Einfluss der
Praparationszeit von 5-10 Minuten auf einen Induidpunkt von 30 Minuten ist
demgegenuber deutlich geringer. Vor diesem Hintergrwurde die Induktion in der
vorliegenden Arbeit nach 30 Minuten gemessen. Dathess jedoch beachtet werden, dass 30
Minuten nach Bestrahlung ein geringer Anteil aralggninduzierten DSBs schon wieder

repariert worden sein kann.

5.3.Betrachtung der Versuchsergebnisse

5.3.2. Unterschiede in der DSB-Reparaturkinetik zwischen AM **- und
ATM *"-Zellen nach Einzeitbestrahlung

Im ersten Teil der Arbeit wurden AT und ATM"-Zellen mit Einzelfraktionen von 2Gy
bestrahlt. Mit den Ergebnissen der Arbeit konnteeggt werden, dass sowohl ATN+Zellen
als auch ATM’-Zellen einen Anteil von ca. 6% an strahlenindueierDSBs 24h nach
Bestrahlung unrepariert lassen. Von Kato et al.620urde die Reparaturkinetik von
menschlichen ATM -Fibroblasten nach Einzeitbestrahlung mit 1Gy imrg#eich zu
gesunden Fibroblasten analysiert. Die Beobachtungem Kato et al. gehen mit den
Ergebnissen dieser Arbeit konform, denn sowohl AEM* als auch die gesunden
Fibroblasten lie3en einen Anteil von 5% an resiéneDSBs 12 h bzw. 24h nach Bestrahlung
zurtick. Die geringe Abweichung von einem Prozenini@glicherweise durch die bei Kato et
al. verwendete unterschiedliche Methode der Auswegrimittels PSI Bildanalyse-System im

Vergleich zur manuellen Auszahlung begriindet. Aadsits tritt das Problem deH2AX-
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Fluoreszenzsignallberlagerung bei einer geringBestrahlungsdosis von 1Gy weniger stark

in Erscheinung.

Kato et al. konnten jedoch im Gegensatz zur voelegn Arbeit einen signifikanten
Unterschied in der Reparaturkinetik zwischen ATMund gesunden Fibroblasten im
Zeitraum zwischen 45 Minuten und 60 Minuten naclstidnlung beobachten. Dies ist auf
einen verzogerten Anstieg dgi2AX-Foci bei ATM™-Fibroblasten nach ca. 20-60 Minuten
im Vergleich zu gesunden Zellen nach ca. 20 Minutenickzufiihren. Eine mdgliche
Erklarung, warum dieser Unterschied in der vorlregn Arbeit nicht beobachtet werden
konnte, ist die unterschiedliche Auswahl des Indug- als auch der weiteren
Reparaturpunkte, die in dieser Arbeit im Verglemh Kato et al. sehr viel langer gewéahlt
worden sind, so dass dieser Unterschied in dermaepkinetik zwischen ATM-Zellen und
ATM*"-Zellen in der vorliegenden Arbeit nicht beobachtetden konnte.

Die Ergebnisse der Arbeit sowie weitere Studien alestrieren, dass selbst gesunde Zellen
strahleninduzierte DNA-Schaden wéhrend der klinigtavanten Bestrahlungspause von 24h
nicht vollstandig reparieren (Ribe et al., 2008 Daten der Arbeit zeigen jedoch, dass 48h
nach Bestrahlung die ATK-Zellen in der Lage sind, den Anteil von 6% nach 24f 2% zu
reduzieren. Die ATM™-Zellen hingegen kénnen den Anteil von 6% an residn DSBs
nicht weiter reparieren. Es wird vermutet, dass #8kh Bestrahlung der Defekt in den
ATM*-Zellen im langsamen und ATM-abhdngigen Reparatgnzem Tragen kommt
(Lébrich und Jeggo, 2005).

Homozygote ATM-Zellen (Abbildung 21), die einen schweren Defektler DSB-Reparatur
aufweisen, lassen einen Anteil von ca. 10% an wuedeh DSBs uber einen langeren
Zeitraum unrepariert (L6brich und Jeggo, 2005; Kaiknhal., 2004). Dies konnte sowohl nach
sehr hohen Strahlendosen von 80Gy und AuswertunitelmiPFGE als auch nach sehr
geringen Strahlendosen von 0,02Gy 0,2Gy und 2Gy Anodwertung mittelsyH2AX-
Immunfluoreszenzfarbung beobachtet werden (Kihra. e2004). Ein heterozygoter Defekt
im ATM-Gen resultiert hingegen in einem geringefearteil an residuellen DSBs (ca. 5-6%)
und wird somit erst nach langeren Reparaturzeite#8f) sichtbar. In den Experimenten zur
Einzeitbestrahlung konnte somit ein geringer, jédogicht statistisch signifikanter
Unterschied in der Reparatur zwischen ATMind ATM"-Zellen beobachtet werden. Mit
einer groReren Anzahl an Experimenten wirde digsenge Unterschied mdglicherweise an
statistischer Signifikanz gewinnen.
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Abbildung 21: Ubersicht der Reparaturkinetiken in Fibroblastenit nverschiedenen DNA-
Reparaturdefekten nach Einzeitbestrahlungen mit AGgbrich und Jeggo, 2005Die Fibroblasten von
ATM"-Mausen zeigen intial nach Bestrahlung eine ahnliReg@araturkinetik wie Wildtyp-Fibroblasten.
Nach 4 -24h nach Bestrahlung wird der DSB-Repadatigkt in den ATM-Fibroblasten sichtbar.
Artemis defiziente Fibroblasten weisen ein ahnlgelReparaturverhalten von strahleninduzierten DSBs
auf. ATM- und Artemis defiziente Zellen lassen &in@nteil von ca. 10% der induzierten DSBs Uber
einen langen Zeitraum unrepariert. DNA-PKcs defitée Zellen zeigen initial nach Bestrahlung einen

grolRen Reparaturdefekt, der nach 4-24h immer nebh stark ausgepragt ist.

Da sowohl ATM™ als auch ATM"-Zellen nach langeren Reparaturzeiten einen gewisse
Anteil an strahleninduzierten DSBs unrepariert dassscheint es sich um eine besondere
Klasse von DSBs zu handeln. Wird die Reparatur meris defizienten Fibroblasten
(Abbildung 21) betrachtet, so lassen diese eben&ilen gewissen Anteil an DSBs uber
einen langen Zeitraum unrepariert. Die Ahnlichkeitder Reparaturkinetiken und der
Strahlensensibilitaten zwischen ATMund Artemi€ -Fibroblasten (Abbildung 21) lassen
vermuten, dass sowohl ATM als auch Artemis am bkic Weg in der DNA-
Schadensantwort beteiligt sind. Die Nuklease Arsenbesitzt eine Einzelstrang-
Exonukleaseaktivitat, die von 5’ in 3' Richtung aitet. In Abhangigkeit von ATM und der
DNA-PKcs erhalt Artemis eine zusatzliche Endonugésktivitat (O’Driscoll et al., 2004).
Die Nukleaseaktivitdt von Artemis deutet darauf,hilass es sich bei diesen DSBs um
komplexe Briiche handelt, denn Artemis ist in degeLainzelstrangige DNA-Uberhange, die
im Fall von komplexen DSBs auftreten und mehrerseBachéaden enthalten, zu prozessieren.
Die Reparatur von solchen DNA-Schéaden ist deuthciplizierter als bei einfachen DSBs
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(Dianov, 2001), so dass eine Prozessierung desi8cbaor der Reparatur notwenig ist. Und
fur diesen Prozessierungsschritt scheint die Nskl@atemis verantwortlich zu sein.

In weiteren Experimenten von Riballo et al. (Ribadt al., 2004) konnte bewiesen werden,
dass die Nuklease Artemis und ATM am selben DSBaR#prweg fungieren. Unter
Anwendung eines ATM spezifischen Inhibitors (KU-839 wurde die Reparaturkapazitéat
von KU-53933 behandelten Artemis defizienten Zellanbehandelten ATK+Zellen und
KU-53933 behandelten ATNtZellen verglichen, wobei alle drei Zelltypen idisohe

Reparaturkinetiken aufwiesen.

5.3.3. Einschrankungen in der DSB-Reparatur als mdgliche tsache von
strahlenbedingten Nebenwirkungen

Im zweiten Teil der Arbeit wurde an SCiDund AT-Tieren die Akkumulation von DNA-
Schaden nach klinisch relevanten Fraktionierungsselta untersucht. Die Ergebnisse der
Arbeit zeigen, dass Reparatur defiziente Mause ausgesprochen starke Akkumulation von
DSBs nach fraktionierter Bestrahlung aufweisen. $éke Kumulation der DSBs bei SCID
-Mausen korreliert mit der sehr hohen Strahlenendtithkeit der Tiere. Diese
Strahlenempfindlichkeit fuhrte im 10Gy 72h-PunktX®2Gy) dazu, dass nur eine von vier
SCID-Mausen den Experimentpunkt tberlebt hat. Dester hohe Strahlenempfindlichkeit
wurde ebenfalls von Riballo et al. 2004 in Experites an SCID-Fibroblasten beobachtet.
Nach Applikation von Einzelfraktionen von 2Gy unide¥ Reparaturzeit von 24h lieRen die
Fibroblasten einen Anteil von ca. 15% an residueldSBs unrepariert. Die SCIBZellen
dieser Arbeit lieRen einen Anteil von ca. 30% areparierten DSBs nach 24h Reparaturzeit
zurick. Die Abweichung im Anteil an residuellen DSBst mdglicherweise darauf
zuruckzufiihren, dass Riballo et al. einen um didtél&lrzeren Induktionszeitpunkt von 15
Minuten gewahlt haben und zu diesem Zeitpunkt dguthehr Foci im Zellkern analysiert
werden konnten. Diese Beobachtung lasst darauiefan, dass moglicherweise 30 Minuten
nach Bestrahlung bereits ein gewisser Anteil aaht#ninduzierten DSBs repariert ist. Zum
anderen wurde die Analyse der DSBs mittels aut@tiagr Bildanalysesysteme durchgefihrt,
in der zu jedem Reparaturzeitpunkt deutlich mehei Fm Vergleich zu der vorliegenden
Arbeit gezahlt worden sind, so dass die Abweichungglicherweise auch auf die
unterschiedliche methodische Auswertung zurtckzetiilst.

Die Ergebnisse der Arbeit zeigen weiterhin, das®itse geringe Einschrankungen in der

DSB-Reparatur (ATM-Zellen) zu einem signifikanten Anstieg der resitkre DSBs nach
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fraktionierter Bestrahlung fuhren. Selbst in Wilditydusen fuhrt die fraktionierte Bestrahlung
zu einem Uuberproportionalen Anstieg an strahlerdieten DSBs. Die wahrend jeder
Bestrahlung induzierten DSBs kdnnen in den Bestrgjgpausen von 24h nicht vollstandig
repariert werden und summieren sich mit jeder éemeBestrahlung auf. Die Ergebnisse der
Arbeit liefern somit einen moglichen Ansatz, mitddie stark variablen Nebenwirkungen im
Normalgewebe bei Patienten nach fraktionierter rabging erklart werden kénnen. Mit dem
Wissen, dass bereits geringe Einschrankungen in O&B-Reparatur zu einem
Uberproportionalem Anstieg an unreparierten DSBsefii, konnen die bereits beschriebenen
Korrelationen zwischen ATRM-Merkmalstrager und schweren Strahlennebenwirkungen
maoglicherweise erklart werden. Weiterhin existietdmweise dafiir, dass je starker die
Akkumualtionen von DSBs ist, desto mehr ,misrepidireDSBs vorliegen, die zu
Chromosomenaberrationen filhren und somit ein eesoiisiko fir Tumorentstehung
darstellen (Scherthan et al., 2008).

Derzeit existieren nur begrenzt Daten zur Klinisth&trahlensensibilitat von AT
heterozygoten Patienten. Der Brustkrebs ist, wieitseerwahnt, der am besten untersuchte
solide Tumor bei AT-Patienten. Die klinische Steafdensibilitat von heterozygoten AT
Brustkrebspatientinnen wird in Studien &ufRerst tawars diskutiert. Weissberg et al. 1998
berichten Uber 11 AT heterozygote Brustkrebspatiaeh, bei denen keine gesteigerten
strahlenbedingten Akut- und Spattoxizitaten nachvientionell fraktionierter Bestrahlung
beobachtet werden konnten. Dagegen postuliert lmnet al. 2002 eine Analyse, die
eindeutig gesteigerte subkutane Spattoxizitatem mstrahlung bei drei AT heterozygoten

Patientinnen, die Trager von seltenen AT Missensiakibnen waren, zeigt.

Allen Studien gemeinsam ist das Problem der genAuéscthlisselung der ATM Mutationen
bzw. Polymorphismen. Bis zum heutigen Stand ders@/ischaft sind Gber 400 Mutationen
im ATM Gen bekannt, so dass sich der Nachweis efisammenhangs zwischen dem Gen
und erhdhter Strahlensensibilitat als schwierigajes.

Dennoch weisen die Ergebnisse der Arbeit daraufhii@ss geringe DSB-
Reparatureinschrankungen zu einem UberproportionAlestieg an residuellen DSBs fuhren
und dies moglicherweise ein Hinweis fir eine erbdkitnische Strahlensensibilitat ist, die

sich in der Ausbildung von schweren Akut- bzw. $péritaten dussert.
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5.3.3.1. Zukunftige klinische Konsequenz

Unter Berlcksichtigung der erhdhten Strahlenempiihkeit sowie des erhéhten
Krebsrisikos bei geringen DSBs-Reparatureinschragén ware es winschenswert,
Patienten, die sich einer Strahlentherapie unteeneniissen, diese im Vorfeld einer Therapie
auf DSBs-Reparaturdefekte hin zu untersuchen. Seicld praklinische Untersuchung auf
DNA-Reparatureinschrankungen mdusste jedoch an oidggli gut zuganglichen Zellen
durchgefuhrt werden, um eine zusatzliche BelastlgrgPatienten zu vermeiden. Im Labor
fur Strahlentherapie und Radioonkologie des Unitéisklinikums des Saarlandes wurde in
weiterfihrenden Experimenten die Reparatur von hkrnenduzierten DSBs in
Blutlymphozyten im Vergleich zu Zellen des Normalgdes von SCID-, BALBc-, AT- und
C75BL/6 Mausen analysiert. Dabei war die Reparatum strahleninduzierten DSBs in
peripheren Blutlymphozyten mit der Reparatur im iNalgewebe vergleichbar (Ribe et al.,
2008). Vor diesem Hintergrund kdnnte die Analysa weenschlichen Blutlymphozyten vor
einer strahlentherapeutischen Behandlung in Zukemnfie routinemaf3ige Untersuchung
darstellen. Die sich im peripheren Blut der Paganbefindenden Lymphozyten werden im
Labor isoliert, bestrahlt und mit deyH2AX-Immunfluoreszenz-Farbung gefarbt, um
daraufhin strahleninduzierten DSBs zu quantifizierBur Patienten, die im Rahmen einer
solchen Untersuchung auffallig werden, missen dagzeM-Risiko-Verhaltnis einer
Bestrahlung sowie die verabreichten Bestrahlungsdogenau abgewogen werden, um

ausgepragte Strahlennebenwirkungen zu vermeiden.

Andererseits gibt es Hinweise daflr, dass zugruretgeende heterozygote Mutationen in
DSB-Reparaturgenen (ATK+Zellen) méglicherweise aufgrund der eingeschramkte
Reparaturkapazitat strahleninduzierter Schadenhlstraensibilsierend auf Tumorzellen
wirken (Su und Swift, 2001). Aufgrund der gesteiger zellularen Strahlensensibilitat
kbnnten Patienten mit DSB-Reparaturdefekten von ereinDurchfihrung einer

strahlentherapeutischen Behandlung besondersiprefitund sich gerade deshalb fir Studien

zur Durchfuhrung einer Volumen- und Dosisredukupralifizieren.

5.4.0rganunabhangige Reparatur von strahleninduzierterDSBs

Die fraktionierte Bestrahlung gewéhrleistet eindi@wing des Normalgewebes, in dem die
gesunden Zellen einen gewissen Anteil an subletdlA-Schaden wahrend der

Bestrahlungspausen reparieren kénnen. Dabei axisiie deutlicher Unterschied zwischen
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frihreagierendem Gewebe, wie dem sehr strahlefdenddinndarm und spétreagierendem
Gewebe wie der Lunge und der Niere. Zwischen beiawebearten variiert die
Halbwertzeit, in der die Zellen den entstandenelis@l@gaden reparieren kénnen, so dass
frhreagierendes Gewebe sehr viel strahlensensibler spatreagierendes Gewebe st
(Thames, 1984). Aber auch innerhalb des spatreagien Normalgewebes bestehen
Unterschiede in Ausbildung und Schwere von Nebdawigen, die nach klinisch relevanten
Fraktionierungsschemata auftreten. Im Rahmen dpefiixente wurden sowohl die Organe
Lunge und Niere als zwei Vertreter von spatreagigeen Gewebe als auch der Dinndarm als
ein Vertreter des frihreagierenden Gewebes behiygliterschiede in der Induktion und der
Reparatur von strahleninduzierten DSBs analysiedt untereinander verglichen. Es konnte
jedoch zu keinem Reparaturzeitpunkt ein Unterscimeder DSB-Reparatur in Lunge, Niere

und Dinndarm wahrend klinisch relevanter Fraktinmgsschemata beobachtet werden.

Die klinische Strahlensensibilitat eines Organsrksomit nicht durch das Reparaturverhalten
von DSBs erklart werden. Experimente an C57BL/6-8&) in denen die Tiere mit 0,1Gy,
0,5Gy und 2Gy bestrahlt wurden, zeigen ebenfallsntidche und organunabhangige
Kinetiken in der yH2AX-Focireduktion (Rube et al., 2008). Die Annahnm#ass der
histologische Aufbau in Zellen ursachlich fur didraBlensensibilitat in frih- bzw.
spatreagierendem Gewebe verantwortlich ist, ist ré@m nicht zu beobachten. Die
Zerstorung der schnell proliferierenden Stammzedles Diinndarms nach Bestrahlung auf3ert

sich nicht in einer starkeren Akkumulation von desillen DSBs.

Die in dieser Arbeit analysierten Flimmerepithelzel der Lunge und die

Tubulusepithelzellen der Niere bestanden haupt&#ichlus Zellen, die sich in der GO oder
G1-Phase des Zellzyklus befinden. Zellen in dieBbasen des Zellzyklus scheinen DSBs
organunabhangig ohne erkennbaren Unterschied inD&B-Reparatur zu reparieren. Es
muissen dementsprechend andere Faktoren fiir diescimitedlichen Strahlensensibilitaten der
Organe eine Rolle spielen. Als Ursachen der veesglmen klinischen

Strahlenempfindlichkeiten der Organe scheinen eiReihe von Prozessen wie
unterschiedliche Regenerationsraten, Seneszenejtiing der Nekrose sowie epigenetische
Faktoren eine Rolle zu spielen. Zellen eines Vilee sind zwar genetisch homogen
angelegt, besitzen jedoch strukturelle und funidilen Heterogenitat bezuglich ihrer
unterschiedlich exprimierten Gene. Diese organ§ipehen Unterschiede sind fur die
Entwicklung und Differenzierung der Zellen von Batleng und werden als ,epigenetisch®

bezeichnet. Beispiele sogenannter epigenetischereBse sind DNA-Methylierung und
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Histonmodifikation (Jaenisch und Bird, 2003). Did3®zesse werden jedoch mit in dieser
Arbeit verwendetenyH2AX-Immunfluoreszenz-Farbung nicht betrachtet. Dé&iteren
wurden mit Wahl der Reparaturzeitpunkte nur Effelder kurzfristigen Wirkung

ionisierender Strahlung auf Zellen und keine laisgiien Effekte analysiert.
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6. Zusammenfassung

Mit Hilfe des in der Arbeit verwendeten in vivo Melts kann erstmalig gezeigt werden, dass
strahleninduzierte DSBs im Rahmen einer fraktideier Bestrahlung im Gewebe
akkumulieren. Die Arbeit zeigt, dass selbst geribgB-Reparatureinschrankungen zu einem
Uberproportionalen Anstieg an DSBs fuhren und diesnutlich fur die Ausbildung von
Nebenwirkungen im Normalgewebe verantwortlich Bieses in vivo Modell gewahrleistet
die Beobachtung der Reparatur von DSBs innerhalb jeleeiligen gewebespezifischen
Umgebung und stellt somit eine Grundlage dar, reinddie komplexen Interaktionen auf
molekularer und zellularer Ebene, die fur die Aldimg von strahleninduzierten
Nebenwirkungen verantwortlich sind, in Zukunft bEserkannt und verstanden werden

koénnen.
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