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1 Zusammenfassung

Ziele der Arbeit

Bei radioonkologischen Patienten werden eine Vidlzan Bestrahlungsreaktionen beobachtet. Deren
Auftreten ist je nach bestrahltem Organ zeitlicld umterindividuell verschieden. Der Doppelstrang-
bruch der DNA (DSB) durch ionisierende Strahlungdwals ein biologisch bedeutsamer Schaden
angesehen. Eine gestérte DSB-Reparatur gefahrden édrganismus. Einer der ersten Reparatur-
schritte ist die Phosphorylierung der DSB-nahen Ma#istone. Diese strahleninduzierten Einheiten,
ionizing radiation induced foci (IRIF), werden #$12AX-IRIF bezeichnet. Fir die vorgelegte Arbeit
war es ein Ziel ein Verfahren zur QuantifizierurapDSB in dem Normalgewebe Niere zu etablieren.
Des Weiteren sollte Uberprift werden, ob die Methadr Vorhersage der DSB-Reparaturkapazitat
bei klinisch relevanter Strahlenbelastung geeiggtet

Material und Methoden

Fur die DSB-Induktion wurden reparaturprofizientaldtypmause (C57BL/6) einmalig mit einer
Dosis von 0,1 Gy, 0,5 Gy, oder 1 Gy bestrahlt. Br ¥ersuchsreihe zur DSB-Reparaturkinetik
wurden unterschiedlich reparaturprofiziente Mausst&é (C57BL/6, BALB/c, AT und SCID) einer
Bestrahlung von 2 Gy unterzogen. Die Analyse dewé&beschnitte erfolgte zur Induktions-
bestimmung nach 10 min, bei der ReparaturkinetilBgemin, 2,5 h, 5 h, 24 h und 48 h nach
Bestrahlung. Diey-H2AX-Gewebefarbung erfolgte qualitativ immunhisigisch und quantitativ
mittels Immunfluoreszenz.

Ergebnisse

Es gelang der Nachweis eines linearen Verhaltnisses definierten, geringen Strahlendosen zu
verursachtem Strahlenschaden. Mit der genutzterhddet konnten die Mause in ihrer Strahlen-
Empfindlichkeit deutlich voneinander unterschiedearden. In dem Beobachtungszeitraum zeigte
sich bei allen Mausstammen eine Abnahme der stiafulezierten DSB. Je Mausstamm in unter-
schiedlicher Auspragung und Verlauf.

Diskussion

Bei klinisch relevanten Strahlendosen ist eine iBeaung der spezifischen Reparaturkapazitat von
Mausen mit definierten Defekten mdglich. Die fle dNiere gewonnenen Daten sind vergleichbar mit
denen in der Arbeitsgruppe bestimmten Werten vongeyu Gehirn, Dinndarm und Herz. Dass nur
Unterschiede in den Mausstdmmen und nicht in demeBen gefunden wurden, unterstitzt die These,
dass genetische Faktoren der DSB-Erkennung undarReep die individuelle Strahlensensitivitat
bestimmen und es keine gewebsspezifische DSB-Repajibt. Die geringe IRIF-Anzahl am Ende
des Beobachtungszeitraums lasst vermuten, dass Wisache der klinisch beobachteten
Strahlenreaktionen in der DSB-Reparatur nachgetstbal Prozessen liegt. Der DSB-Nachweis bei

geringer Strahlenbelastung unterstreicht die Beawuter Pravention durch den Strahlenschutz.
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Repair of DNA double-strand breaks in renal tisstimouse by C.E. Seifert

Summary

Purpose:

In patients receiving radiotherapy a plethora ahgeral different and interindividual radiation
induced reactions are observed. The double-stresaki{DSB) of DNA induced by ionizing radiation
is regarded as the most biological relevant damdgat's why a malfunctioning DSB-repair is
hazardous for the organism. One of the first stéfi3SB-repairing is the phosphorylation of the DSB-
near histon H2AX. This radiation induced unit, @ing radiation induced foci (IRIF) are also named
y-H2AX-IRIF. The intention of this study was to dsliah a method of DSB-quantification in normal
tissue of kidney. Furthermore the ability of theshinique for the prediction of DSB-repair capacity
was analysed for clinically relevant radiation esyne.

Methods:

For the DSB induction in repair-proficient wild typmice (C57BL/6) the kidney tissue was analyzed
10 min after whole body irradiation with 0.1 Gy505y or 1.0 Gy. For the DSB repair kinetics the
kidney tissue of repair-proficient mice (C57BL/G)darepair-deficient mouse strains (BALB/c, A-T
and SCID) were analyzed at 0.5 h, 2.5 h, 5 h, 2hd 48 h after whole body irradiation with 2 Gy.
y-H2AX immunohistochemistry angH2AX immunofluorescence analysis was used to nreaB$B
formation and repair in tissue of the different rs@strains.

Results:

A clear linear dose-correlation of irradiation imeéd damage by low dose exposition of ionizing
radiation was noticed. By the use of the estabtisheethod it was possible to discriminate the
radiosensitivity of each analysed mice strain anfiblow the decrease of the measured damage.
Conclusion:

The analysis of specific repair capacity of migaisis with predefined repair defects is possiblee T
data of kidney are comparable to the previous measent data of the research group for the tissues
of lung, brain, small intestine and heart. That tteasured data only differs in mice strains suggport
the thesis that genetic parameters, which cont8B{detection and -repair, determinate the individua
radiosensitivity. A special tissue DSB-repair id peesumably. The low IRIF-level at the end of the
observation period in kidney tissue hypothesize®rgin of the clinical responses on irradiation in
downstream processes. Even more the preventioragiation protection is necessary because in this

study it could be shown, that every low dosed iathn causes a detectable damage.
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2 Einleitung

2.1 Wirkung ionisierender Strahlung

Strahlenbiologisch wird das Model der stochastisctien der deterministischen Wirkung

ionisierender Strahlen unterschieden. Die stoct&®ti Strahlenwirkung ist die angenommene
Wahrscheinlichkeit eines Effekts bei einer bestieimDosis. Es wird von einer linearen

Dosisabhéangigkeit eines Schadens ausgegangen.hge di¢ Dosis, desto groRRer ist der
Schaden. Grundlage ist die so genannte Linear-Nwshold (LNT)-Hypothese. Es gibt

keine Mindest- oder Schwellendosis fur eine WirkuBglbst kleinste Dosen haben einen
Effekt. Jedoch bilden die Grundlage fur die LNT-lagipese Daten nach Exposition mit hohen
Strahlendosen und Langzeitbeobachtungen.

Das Modell der deterministischen Strahlenwirkunggribedet sich auf beobachteten

Veranderungen nach einer Strahlenexposition. Dikgb@gische Wirkung einer Bestrahlung

zeigt sich erst, nachdem eine Schwellendosis Ubetten wurde. Der Schweregrad der
Lasion nimmt mit steigender Dosis zu. Unterhalb 8ehwellendosis kommt es zu keinen
sichtbaren Veranderungen [DORR, HERMANN, 2006].

2.1.1 Akute und spéte strahleninduzierte Normaldpsaioxizitaten

Im klinischen Alltag der Radioonkologie wird die diapieplanung nach der beobachteten
deterministischen Strahlenwirkung ausgerichtet.| Zit es, die Schwellendosis des
bestrahlten Gewebes nicht zu Uberschreiten. Jetieheren die einzelnen Gewebe und
Organe unterschiedlich hohe Dosen an Strahlungef@ontdosen). Des Weiteren wird
beobachtet, dass die Symptome der Organe zu vedssten Zeitpunkten nach einer
Bestrahlung auftreten. Es kodnnen frih- von spateeagden Gewebe bzw. Organe
unterschieden werden. Ein friher angenommener Zusamang zwischen
Strahlenempfindlichkeit und der Proliferationsragmes Gewebes besteht nicht. Jedoch
zeigen schnell proliferierende Wechselgewebe frigherSymptome eines Strahlenschadens
als langsam proliferierende Dauergewebe. So kanmickg nur nach Tagen oder Wochen
sondern, erst nach Jahren zur Manifestation eitr@hl8nschadens kommen [SCHERER et
al., 1991; BECK-BORNHOLD et al., 1997; POTTER, DIERBANN 2006; STOVER,
FEYER, 2010].
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Wenn die Toleranzdosis uUberschritten wurde istedste sichtbare Eindruck das Bild einer
Entzindung. Die Zerstérung von Proteinkomplexenitiéwine Storung der Zellmembranen.
In Folge des resultierenden Wassereinstroms sobmvellie Zellen im  bestrahlten
Gewebeverband an. Frei werdende intrazellulare aBdstile stimulieren den
Entzindungsprozess. Weiter von Bedeutung ist ditedende Entzindung der Kapillaren
und der kleineren Gefalle. Diese Strahlenvaskugisinflusst alle durch die entziindeten
GefalRe versorgten Zellen und damit die radiogerendnlerungen im Gewebe. Es kommt zu
einem Einsickern von Plasmabestandteilen des Bintée Gefal3umgebung. Reaktiv kbnnen
zellulare Anteile wie Leukozyten folgen. Je nachsi3osind auch Einblutungen in das
Gewebe und thrombembolische Verschlisse maoglick. rBsultierende Minderversorgung
des Gewebes tragt zum Strahlenschaden bei [SCHERER, 1991; QUARMBY S et al.,
1999; ZAWASKI JA et al., 2011].

Tabelle 1:
Mikroskopisch sichtbarer zeitlicher Ablauf einera®ilennephrits nach Uberschreiten der
Toleranzdosis von 12 - 15 Gy [nach SCHERER e1881]:

Zeitraum Beobachtungen im Nierengewebe

bis 48 h In der akuten Phase werden eine kurzaestigiehrte Durchblutung

und ein interstitielles Odem gesehen (exsudatie{Faung).

bis Tag 8 Niere scheint sich nach auf3en wieder alozmverhalten.

Tag 5 - 32 Progressiver, nicht stoppender tubuldchiaden setzt ein:
Degeneration des Tubuluskonvulut, Harnzylinderhbilglu

beginnende Gewebsfibrosierung.

Tag 21 - 60 Fortschreitende Parenchymdegeneratidr:tsatz durch
Bindegewebe. Gelegentliche Regenerationsinseln von
Tubulusepithel. In dieser Periode werden die Glahais normal
beobacht.

Tag 60 — 230 In der letzten Phase mindet der $trabhaden in weiterem

Tubulusriickgang mit einzelnen Regenerationsinggdmerularer
Sklerose, bindegewebigen Umbau, radiogener Geféerwngen

und Gefal3neubildung.
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Nach dem Abschluss der akuten Entziindungsphase kasanzu einer Neubildung der

untergegangenen Zellen und Repopulierung des Gewdbies kann durch Zellen des
urspriinglichen Gewebes erfolgen, die dann die kamldes Organs wiederaufnehmen. Als
Beispiel ist hier die Darmmukosa zu nennen. Es leder auch zu einem fibrotischen Umbau
der untergegangen und nicht mehr ersetzbaren Gewamemen. Der chronische

Strahlenschaden ist der Ersatz von Funktionsgeveiveh Bindegewebe und damit der
dauerhaftem Funktionsverlust des Organs. Standig&ziBdungen stéren neben den
Organfunktionen auch die normalen zellularen Prezes Zellkern. So kdnnen dauerhafte
Entztndungsprozesse sekundar zu bdsartigen Ergaridiihren [QUARMBY S et al., 1999;

DORR, HERMANN, 2006; ZAWASKI JA et al., 2011].

2.1.2 Strahlenschéaden in der Niere

Die strahlensensible Niere z&hlt zu den spat reagieen Organen. Eine strahleninduzierte
Hypertonie oder eine chronische Niereninsuffiziegemt sich erst nach Jahren. Auch in der
Niere beginnen die primaren Verdnderungen an demeédt Gefallen. Es kommt zu einer
Vaskulopathie der Kapillaren und einer Glomeruldwepe. Der mdgliche makroskopische
sichtbare Endpunkt einer radiogenen SchadigundNaee ist der bindegewebige Umbau zu
einer Schrumpfniere. Diese ist meist anndhernd tfong&los und kann eine maligne

Hypertonie bedingen [SCHERER et al., 1991].

2.1.3 Klinische Symptomatik eines Strahlenschadedsr Niere

Die Symptomatik eines Strahlenschadens in der Nkaren sich in einer Strahlennephritis,
einer renaler Hypertonie oder einer asymptomatisdh@teinurie auRern [KRUHLMANN et
al., 2008]. Nach einer Gesamtstrahlendosisbelastangiber 15 bis 25 Gy manifestiert sich
die Strahlennephritis an den Gefal3endothelien (&tala) und dem Tubulusepithel in einem
Zeitraum von sechs Monaten bis zu zehn Jahrenal8ielt histologisch dem hamolytisch-
uramischen Syndrom mit primarem GefaRendothelschaddravasaler Gerinnung und
GefalRobliterationen. Die Auspragung ist neben desi® abhédngig vom bestrahlten
Nierenvolumen. So kann die Niere durch den pamlehufbau der Nierentubuli einen
Schaden bis zu 50 % nach aul3en hin kompensiereohdas hohe Kompensationsvermogen
konnen die Frihschéaden an der Niere ohne einebsiehklinische Symptomatik ablaufen.
[SCHERER et al., 1991; POTTER, DIECKMANN 2006; STER, FEYER, 2010].

10
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Die akute Strahlennephritis tritt sechs bis zwolbrMte nach einer Bestrahlung auf. Die
Symptome kénnen sich, neben einer allgemeinen BRdtaigssymptomatik, in einem
neuaufgetretenem Bluthochdruck, einer Proteinumizt @inem akuten Nierenversagen auf3ern.
Bei unzureichender antihypertensiver Therapie lstkpbmplikation der Ubergang in eine
maligne Hypertonie mdglich [COHEN et al., 1992].

Eine chronische Strahlennephritis entwickelt siets aer akuten Form oder entsteht als
eigenstandiges Krankheitsbild nach Jahren. Sielglén ihrem klinischen Erscheinungsbild
einer akuten Strahlennephritis. Eine chronischedxi@suffizenz mit renaler Andmie kann
folgen [KUHLMANN et al., 2008].

Zu einer milden renalen Hypertonie mit einem mdwic Ubergang in die maligne Form,
kann es bei ein- und beidseitiger Nierenbestrahlukgmmen. Bei einseitiger
Nierenerkrankung kann die Nephrektomie einer Scpfaorare zur Heilung der malignen
Hypertonie fihren. Bei der Therapie der Strahlehnép missen nephrotoxische Substanzen
vermieden, der arterielle Blutdruck auf niedrignatenWerte eingestellt, z.B. durch ACE-
Hemmer, und auf eine ausgeglichene Bilanz mit &tseader Flussigkeitszufuhr geachtet
werden. Bei akutem oder chronischem Nierenversdggm ein Nierenersatzverfahren
durchgefuhrt werden [COHEN et al., 1992; CLASSEMIet2003; HARRISON et al., 2008].
Die auftretende asymptomatische Proteinurie isZeishen erhohter Kapillarpermeablitat bei
Entztndungen allgemein. Grol3ere Proteine werdeieftlund nicht mehr resorbiert. Sie heilt
meist folgenlos aus. In der Regel kommt es aufgrdesl hohen Kompensationsvermégens
der Niere zu keiner Hypertonie oder Niereninsuéiia [KUHLMANN et al., 2008].

Neben den oben beschriebenen Symptomen einer esding\Nephritis treten, je nach Grofe
des Bestrahlungsfeldes, zum einen unspezifischegeAéinsymptome wie eine
Abgeschlagenheit oder eine verminderte Belastbarlaif. Zum anderen kbénnen
Schadigungen der Nachbarorgane die Gesamtsituaitbestimmen. Stenosierungen und ein
fibrotischer Umbau der ableitenden Harnwege korbespielsweise durch einen chronischen
Harnstau zu einem post renalem Nierenversagenrf(JBFEOVER, FEYER, 2010].

Des Weiteren ist durch seine anatomische Nahe zereNneist der Gastrointestinaltrakt
betroffen. Nausea, Emesis und eine Enteritis siyghgfome einer akuten Reaktion.
Schleimhautatropie, Ulzerationen, Stenosierungem Ufbrosierungen als chronischer
Schaden. Bei einer Bestrahlung der rechten Niered siHepatopathien mit
Leberfunktionsstérungen und einem Umbau bis zu reifiechose moglich [STOVER,
FEYER, 2010].

11
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Tabelle 2:

Die Tabelle gibt die Toleranzdosen (TD) fur untéredliche Organe nach konventioneller
fraktionierter Strahlentherapie an. Die TD 5/5- uii® 50/5-Werte geben die Gesamtdosis
einer Strahlentherapie an bei der 5 % bzw. 50 % liErandelte Patienten innerhalb von 5
Jahren die genannten Toxizitdten entwickeln. Digegebenen Dosen sind ein Konsens von
Erfahrungswerten bzw. Meinungen, keine Studienerigeb. Im Verlauf der Jahre wurden
die Dosen fur das Auftreten von Normalgewebet@éeit nach unten korrigiert. Die in einer
Therapie vertretbare Dosis ist von der Gesamtsituates Patienten abhangig [SCHERER

etal., 1991, POTTER, DIECKMANN 2006; STOVER, FEYBRO].

Organ Komplikation | 1% -5% 25% - 50 % bestrahltes
nach 5 Jahren | TD 5/5 (Gy) TD 50/5 (Gy) Volumen

Haut Ulzera, Fibrose| 45-50 70 10 cm3

Dunndarm Ulzera, 40 65 10 cm3
Stenosen

Leber Leberversagen, 25— 30 40 vollstandig
Ascites

Niere Nephritis, 12 - 15 28 vollstandig
Nierenfibrose

Lunge Pneumonitis, | 40 60 Lungenfligel
Fibrose

Knochen, Nekrosen, 60 150 10 cm?

ausgewachsen | Frakturen

Knochenmark Hypoplasie 10 (1-2) 40-50 lokal

Kornea Kreatinitis 50 <60 vollstandig

Linse Katarakt 5 12 vollstandig

Gonaden Infertilitat 2-3 vollstandig

12
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2.2 Die Niere in der Strahlentherapie

Die Strahlentherapie von soliden Tumoren ist imtigem klinischen Alltag fest eingebunden
in das multimodale Therapiekonzept aus Operatidmenttherapie, Immunotherapie und
Bestrahlung. Zur Qualitatssicherung erfolgt einditgengerechte Krebstherapie heute meist
in Studien oder anlog von Studienprotokollen. Diesketen sich nach dem Ausmalf3 bzw. dem
Stadium der Krebserkrankung und der Histologie @emors [POTTER, DIECKMANN
2006; STOVER, FEYER, 2010].

Das Nephroblastom oder Wilms-Tumor ist der hauéigbtierentumor im Kindes- und
Jugendalter (Inzidenz von 1 pro 100.000). An didsebserkrankung lasst sich gut die
Bedeutung der Strahlentherapie im Laufe der Jabkabdchten. Das sehr strahlensensible
Nephroblastom wird heute nur noch selten bestralinerhalo von 30 Jahren
(Therapiestudien SIOP 1 bis SIOP 9) reduzierte dexhAnteil der bestrahlten Patienten von
uber 80 % auf unter 20 %. Diese Entwicklung istereleiner friheren Diagnose durch
verbesserte Bildgebung, vor allem aber durch die twiEklung effektiver
Chemotherapiekozepte bedingt. Die auch das ges@wleebe besonders schadigende
Strahlentherapie wurde reduziert. Als problematisan nennen ist bei Kindern mit
Nephroblastom besonders die Bestrahlung der im Yach befindlichen Wirbelsaule.
Bestrahlt wird heute nur noch zur lokalen Risikaigtbn bei héhergradigem Stadium und
selten bei Lungenmetastasen [GRAF, REINHARD 200%)®ER, FEYER, 2010].

Das haufigere Nierenzellkarzinom (Inzidenz 10 pf®.000) hat seinen Haufigkeitsgipfel
nach dem 50. Lebensjahr. Histologisch sind 80% A&arzinome (Klarzellkarzinome). Der
vom Epithel der Sammelrohre oder Tubuli ausgehéhg®wor kann kausal nur durch eine
Nephrektomie behandelt werden. Chemo- und Strdigespie sind ohne heilenden Effekt
[HARRISON et al., 2008; BECKER et al., 2009; HEROEDal., 2010; STOVER, FEYER,
2010].

Die Niere wird, wie oben beschrieben, heute nuesehls Zielorgan bestrahlt. Jedoch kann
das strahlensensible Organ im Bestrahlungsfel@idere Organe liegen. Dieses kann in der
aktuellen Therapie von soliden Tumoren des Abdonfeas Beispiel die rechte Niere bei
Leber- und Gallentumoren), sowie abdominellen od&roperitonaler Lymphomen und
Sarkome [STOVER, FEYER, 2010], bzw. der Bestrahludgs retroperitonealem
Abflussgebietes von Hodentumoren der Fall sein [GBRE et al, 2010].

Da Sarkome, bis auf die Sonderform des Kaposi-®asko eine geringe
Strahlenempfindlichkeit besitzen, ist die Theragee Wahl eine Operation. Je nach Stadium
der Erkrankung erfolgt zur lokalen Tumorkontrollénee neoadjuvante oder adjuvante

13
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Strahlentherapie mit einer Gesamtdosis bis zu 50 @yraoperative Radio- oder
Brachytherapie ist moglich [STOVER, FEYER, 2010].

Fur das Hodgkin-Lymphom gibt es in allen Stadierer@ipieschema mit Chemo- und
Strahlentherapie. Bei einer Gesamtdosis von 30 46isGy ist eine Schéadigung der
lymphomnahen Organe und Gewebe wahrscheinlich. NDmsHodgkin-Lymphom (NHL)
besitzt eine hohe Strahlen- und Chemosensibilié. Primartherapie richtet sich nach dem
der Ann-Arbor-Klassifikation entsprechendem Kraritdstadium, dem Allgemeinzustand des
Patienten und der Histologie des Lymphoms. Diesestebé nach den meisten
Studienprotokollen zu Beginn aus einer Chemo- umhuintherapie. Nach der systemischen
Therapie kann eine Radiotherapie des Restlymphaofoigen. [REINARTZ et al., 2006;
HEROLD et al., 2010; STOVER, FEYER, 2010; www.Lynaphe.de].

14
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2.3 Schadigungen und Reparatur der Desoxyribomsdeire

Eine gestorte Integritat des Erbinformationstradei gefahrdet die Lebensfahigkeit einer
Zelle. Zu den die DNA beeinflussenden ProzessergehVeranderungen an den einzelnen
Basen (Dimerisierung, Cytosindesaminierung), Venas Basen, die Schadigung des DNA-
Grundgerustes (Desoxyribose und Phosphat) durcheEinnd Doppelstrangbriiche (ESB/
DSB), sowie Intrastrangveranderungen durch unplygische Cross-Links [DIEGWEED,
SPERLING, 2007].

Cytosindesaminierung Pyrimidin-Verlust
200/Z/T Einzelstrangbruch  g00/7/T Pyrimidindimer
55.000/Z/T

W

Purin-Verlust 12.000/Z/T Doppelstrangbruch 9/Z/T  Crosslink 8/Z/T

Abbildung 1:
Die abgebildete Grafik gibt die natlrlich vorkommden Schaden der DNA-Doppelhelix
wieder (Schaden: Vorkommen/ Zelle/ Tag) [nach DIEERN, SPERLING, 2007]

Zu den endogenen Ursachen der genannten DNA-Schgelaren unter anderem die
Vorgange auf Zellebene. Zu nennen sind Teilungs- Regenerationsvorgange direkt an der
DNA. Des Weiteren systemische Prozesse des Korper$orm von beispielsweise
Entztndungen. In ihrer Bedeutung erforscht wurden allem die Schaden in der DNA-
Replikation. Dies insbesondere in den Bereichen deellteilung und der somatische
Rekombination mit der V(D)J-Rekombination [KHANNAACKSON 2001; VAN GENT et
al., 2001; BASSING et al., 2002; YIN et al., 2009].

Exogen schadigen vor allem Chemikalien, Chemotleer#ia und ionisierende Strahlung.
Chemotherapeutika, die zur Zytostase in der Krebagiie verwendet werden, verandern die
DNA insoweit, dass eine erfolgreiche DNA-Replikatipur Zellteilung nicht mdglich ist. Sie
wirken in der DNA-Synthese durch Schadigung derrMat(Alkylantien und zytostatische
Antibiotika), der Synthese der DNA-Bausteine (Méthrat als Hemmstoff der
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Tetrahydrofolsdure-Synthese) oder durch die Eirsching falscher DNA-Bausteine (Purin-
und Pyrmidinantimetabolite). Hingegen schadigenilkkde und ionisierende Strahlung direkt
die Struktur der DNA und stdren hierdurch das Asishg) der Erbinformation [AKTORIES K
et al, 2009; JACKSON SP, BARTEK J., 2009].

lonisierende Strahlung besteht aus direkt ionisgee Teilchenstrahlung (alpha- oder beta-
Strahlung, Elektronen, Positronen) oder indirekiniserenden Photonen (je nach
Energiegehalt als Rontgen- odeiStrahlung bezeichnet). Die namengebende Eigertschaf
beruht in der Fahigkeit in Wechselwirkung mit destrahlten Materie zu treten kénnen. Je
nach Energiegehalt der Strahlung kann es auf atymBbene durch unterschiedliche
Vorgange (Paarbildung, Photoeffekt oder Comptomi&jfzur Herauslésung von Elektronen
aus dem getroffenen Atom kommen. Das bestrahltenAdder Molekuhl bleibt als positiv
geladenes lon (Kation) zurtick. Bei einem Elektraiefang dndern sich auch die chemischen
Eigenschaften des betroffenen Atoms. Durch die dedien Ladungen brechen die Atome
aus der bestehenden Verbindung und ein zerstorigsravholekil wie die DNA kann
zurlickbleiben. Ebenfalls kdbnnen hochreaktive Molekd.B. aus Wasser Hydroxylionen, neu
entstehen. Diese Radikale greifen dann die zedolarStrukturen an. Da die
Wabhrscheinlichkeit in einer Zelle auf ein WassemRdl zu treffen sehr hoch ist und durch
das ionisierende Teilchen auf seiner Bahn nichteine lonisation erfolgt, wird der meiste
Schaden durch Hydroxylionen nach einer Bestrahluagursacht [KRIEGER H, 2007;
FOLKERTS KH 2010].

Grundsatzlich richtet sich die Summe der EffekieeeiBestrahlung nach der verwendeten
Dosis. Diese ist definiert als die absorbierte Bigepro Masse. Die Energiedosis wird in der
Einheit Gray angegeben. Deren relative biologistiigksamkeit ist abh&ngig von der
Strahlenart, der Bestrahlungszeit, dem durchstahedium und dem Abstand zur
Strahlenquelle. Roéntgenstrahlung verursacht beéreidosis von 1 Gy pro Zelle ca. 35
Doppelstrangbriche. Alpha-Strahlung ca. 63 DSB. ZAtergleichbarkeit wurde die
Aquivalentdosis eingefiihrt. Sie entspricht der Biestosis mit einem Gewichtungsfaktor.
Ihre Einheit ist Sievert. Die effektive Dosis bekéichtigt zusatzlich die beobachtete
Empfindlichkeit der unterschiedlichen Organe gedemlionisierender Strahlung an. Die
theoretische Grol3e berechtet sich aus den einzgein@osen HT und den Wichtungsfaktoren
WT fur einen idealen Korper. Die Wichtungsfaktorererden von der internationalen
Strahlenschutzkommission auf Grundlage statistiscieiswertungen von atomaren
Katastrophen wie Hiroshima und Tschernobyl vorgeggn [KRIEGER H, 2007,
FOLKERTS KH 2010].
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Die in einem Organismus durch Strahlung geschéadigtkromolekiile und Proteine werden
durch Neubildungen ersetzt. Der InformationsspeicB&NA hingegen wird repariert.

Phylogenetisch haben sich die ReparaturmechanismeGenom wenig verédndert. Neben
spezifischen Reparaturmechanismen, die Verandenung@ den Basen (Basen-
Exzisionsreparatur), oder kurzen DNA-Abschnitten ukModid-Exzisionreparatur,

Fehlpaarungs- oder Missmatch-Reparatur) behebe @i et al., 2000; ANDRESSOO et

al, 2006; MURKEN et al., 2006; DIEGWEED, SPERLINEQQ7], gibt es die Mechanismen
der Rekombinations-Reparatur. Bei Eukaryonten girdhomologe Rekombination und das
nicht homologe End-joning zu unterscheiden. lhreuptaufgabe ist die Korrektur von
Doppelstrangbrichen [HOEIJEMAKERS, 2001; CHRISTMANN al., 2003; SPERLING,

DIEGWEED, 2007].
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2.4 DNA-Doppelstrangbruch

Durch die zentrale Position der DNA als Informasispeicher besitzen die DNA-
Reparaturprozesse von DSB einen hohen Stellenwi2ieses spiegelt sich in der
molekularbiologisch beobachteten strengen Konsemge der Reparaturgene im Genom
wieder. Zelltypus und Lebensabschnitt eines Orgauss bestimmen die Bedeutung der
Reparaturwege fur die einzelne Zelle [ZAFAR et 2010].

Neben dem Verlust von Erbinformation direkt am DS®nn es zu einer Stérung des
Ausleserasters an den codierenden DNA-Sequenzem&omZur Folge hatte beides eine
veranderte Proteinexpression in der Zelle. Je nAbbse des Zellzyklus kdnnen auch
kondensierte Chromosomen geschadigt werden. Eilthes&Chromosomenaberration kann
den Verlust ganzer Chromosomenabschnitten bewirkiéggrdurch besteht eine potentielle
Gefahrdung des Genoms in seiner Gesamtheit. Na@anasichtbare mdgliche Effekte bei
chromosomalen Umlagerungen sind Dysregulation vamnaRtivitdt und unerwinschte
Fusionsproteine von gegebenenfalls systemubergoefa Ausmal3. Weiter kann es je nach
Mutationsart zum Tod oder zur Teilungsunfahigkeier dZelle kommen. Bei einer
UberschieBenden Teilung ist eine Ausbildung von dnem moéglich BEKKER-JENSEN S,
MAILAND N, 2010; ZAFAR et al., 2010]. Phylogenetisch hat sich eirchtfferenzierter
Signalprozess als Antwort auf einen DSB entwickiRkkben dem Erkennen des Schadens
beinhaltet dieser die Regulation der Zellantwoletdie ausgeloste Proteinkaskade wird je
nach Schadensausmal die DNA repariert, die Zelleigeeinen Zellzyklusarrest Gber oder in
dem Prozess der Apoptose zugrunde [KHANNA, JACKSZIN1; BARTEK J, LUKAS J,
2007;BEKKER-JENSEN S, MAILAND N, 201D

exogenous agents \ / endogenous agents
*IR \)(] ] "‘l{]‘/ \ﬂ {fl‘/ « oxidative damage
» chemotherapeutics I-y{l\[h -I/\ DsB Iyd\[h .I/\ « replication

 chemicals programmed rearrangements
‘ sensors * meiotic DSBs

‘ transducers

o ‘ effectors \

cell cycle arrest DNA repair apoptosis

Abbildung 2:
Signalprozess nach einem DNA-Doppelstrangbruch [&#$ANNA, JACKSON 2001].
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2.4.1 Homologe Rekombination

Die DSB-Reparatur durch die homologe RekombinafidiR) findet vor allem in Phasen des
Organismuswachstums und Mitose statt [ORIl et a@006]. Hier kann durch den
Reparaturmechanismus in der spaten S- bzw. G2-Ridisbe originale Sequenzinformation
des homologen Schwesterchromatids [WEST et al.3;Z0BACKER et al., 2004], die durch
den DSB verloren gegangen ist, zurtickgegriffen eerdamit ist dieser zeitlich begrenzte
Mechanismus im Vergleich zum nicht homologen Eridim exakter [KINNER et al.,
2008]. Fur Eukaryonten bzw. Saugetierzellen sirer velevante HR-Modelle beschrieben
[PAQUES, HABER 1999HUERTAS 2010].

Tabelle 3:
Fur Saugetiere relevante Modelle der homologen Rskioation [nachHUERTAS 2010]

- ,double-strand-break-repair* (DSBR) -Modell,

- ,Synthesis-depent-strand-annealing” (SDSA) -Modell,
- ,break-induced replication“ (BIR) -Modell,

- ,single-strand annealing” (SSA) -Modell.

Als Startpunkt aller Reparaturmodelle ist die Aldiang der Proteinkinase Ataxia
telangiectasia-mutated (ATM) zu sehen. Dies erfalgich den MRN-Komplex (aus den
Proteinen MRE11, Rad50 und NBS1) in der Rekrutigrdes inaktiven ATM an den offenen
Doppelstrangbruch. Parallel kommt es zur Entwinddag DNA-Doppelhelix am DSB und
der Phosphorylierung der vor Ort befindlichen H2Altone [KINNER et al., 2008]. Der
nachste beobachtete Schritt ist eine AufbereitugrgBluchstelle (DNA-resection) durch die
Bildung von einem 3’-Uberhang aus langen DNA-Eisttéinge an der Bruchstelle. Diese
ssDNA wird von der 5’ - 3’-Exonuklease-Untereihééts MRN-Komplexes und der Nuklease
CtIP erzeugt. An den Enden mit ssSDNA bindet dann ,Replication protein A*(RPA)-
Proteinkomplex und stabilisiert die EinzelstrangeNNER et al., 2008HUERTAS 2010]

Bis auf das ,single-strand annealing” nutzen diei dnderen Reparaturwege der homologen
Rekombination die ssDNA um entsprechende DNA-Regioim Genom des homologen
Schwesterchromatids (Donorsequenzen) als Matritzénzlen. Danach unterscheiden sich
auch diese drei Reparaturwege [KINNER et al., 26083=RTAS 2010]
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Am besten erforscht sind das ,double-strand-breglair* und das ,synthesis-depent-strand-
annealing“. Dabei werden im Verlauf RPA gegen dekdibinationsfaktor RAD51 und die
als RAD51-Paraloge (RAD51B, RAD51C, RAD51D, XRCCAduXRCC3) bezeichneten
Proteine ausgetauscht. Erleichtert wird dies duR&D52, RAD54 und dem essentiellen
.Breast Cancer susceptibility-protein 2“ (BRCA2)HELEGRINI et al., 2002; WEST et al.,
2003; KINNER et al., 2008; KINNER et al., 2008{JERTAS 2010

Als nachstes bildet sich der displacement loopom). In einer Verschiebungsreaktion
(strand invasion) kommt der ssDNA-Einzelstrang mebdem komplementaren und
vollstandigen Einzelstrang des Schwesterchromatizism liegen. Die gebildete
Verdrangungsschlaufe (d-loop) aus zwei DNA-Dupleler DNA-Einzelstrangen wird als
~.double Holliday-junction“ bezeichnet. Beteiligtnsl die RAD54- und RAD51c-Komplexe
[LIU et al., 2004; WYMAN et al., 2004; KINNER et.aR008].

An den freien 3’-OH-Ende des DNA-Bruchs wird dien8yese der neuen DNA gestartet und
die Licke aufgefilllt. Der SyntheseprozeR ist miteeiUberkreuzung (branch migration)
assoziiert. Der Reparaturprozess endet mit derngigier ,double Holliday-junction®. In der
Auflésung unterscheiden sich die beiden HR-Moddiledem SDSA hybridisieren die neu
gebildeten Einzelstrange miteinander. Hingegen wedd-Loop im DSBR durch Nukleasen
aufgelost. Durch das Schneiden der Uberkreuzendéh-Strange kommt es hier zu einem
Cross-Over. Bei der ,break-induced replication* kotres nur an einem Ende des Bruches
zur ,strand-inversion“. Hier startet der Replikatsprozess bis die fehlende Sequenz bis zum
Chromosoenende erneuert ist [KINNER et al., 2008].

Bei dem ,single-strand annealing” sind homologe iBragn in der DNA zu beiden Seiten des
DSB notig. Diese Regionen werden freigelegt undssieNA-Uberhange nahern sich an. In
dem folgenden Prozess der Liuckenauffullung kanmuegerlust oder einem Einfligung von
DNA-Sequenzen kommen. Aus diesem Grund scheins&#sbei hoheren Eukaryonten und
sonst funktionstichtigen HR-Wegen selten DSB zuaniepen [KINNER et al., 2008;
FRANKENBERG-SCHWAGER et al., 2009].

Bis auf das SSA arbeiten alle der beschriebenenREparaturwege fehlerfrei, wenn das
homologe Schwesterchromatid als Matrize vorlietdrt8t einer dieser HR-Prozesse ohne das
homologe Schwesterchromatid kann es zu groben dsomalen Umlagerungen kommen.
Diese werden als gross chromosomal rearrangem&@Rg) bzw. gross chromosomal
aberrations bezeichnet und besitzen durch die &goder Stabilitat des Genoms eine grof3e
zerstorerische biologische Wirkung [KINNER et é#2Q08; HUERTAS 2010; BEKKER-
JENSEN S., MAILAND N, 201Q]
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DSB
- ATM; MRBRN complex
f DNA end ’ ’
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DNA synthesis
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Abbildung 3:
Schematische Darstellung der homologen RekombmE{kiNNER et al., 2008].

Weitere folgende Aspekte der homologen Rekomtonatiaben sich aus Studien ergeben.
Essentiell fur die Effektivitat der homologen Rekunation ist der vorgeschaltete Signalweg.
Der Zellzyklus schreitet erst dann voran, wenn BIfB repariert sind. An der Regulation
beteiligte Proteine sind vor allem ATM und ATR (&ia telangiectasia and Rad3 related)
[ABRAHAM et al., 2001; DUROCHER, JACKSON, 2001; CROSCOLL, JEGGO, 2006].
Auch gibt es Hinweise, dass die homologe Rekomianah teilungsfahigen Zellen NHEJ-
refraktare DSB-Untergruppen repariert. Hier durdirde das Uberleben nach einer erhohten
DSB-Belastung, beispielsweise nach einer Bestrghtles Gewebes, erhoht [KINNER et al.,
2008;HUERTAS 2010.
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2.4.2 Nicht homologe End-joining

Das nicht homologe End-joining (NHEJ) nutzt keirewvb nur begrenzt Sequenzhomolgien
zur DSB-Reparatur und kann ohne das Vorliegen elmmaologen Schwesterchromatids
ablaufen. Zufallige Basenpaarungen der nicht komplgaren Strange kdnnen vorkommen.
Dies wird als Mikrohomologie gerichtetes End-joimibezeichnet [COLLIS et al., 2005]. Es
besteht keine Beschrankung auf eine bestimmte yidligphase. Das NHEJ ist damit der
Hauptmechanismus zur DSB-Reparatur in den Funkilmesen des Zellkerns (G1/ GO-Phase)
und im adulten Organismus [VAN GENT et al., 200IERER et al., 2003; KOBAYASHI et
al, 2008].

In der Literatur wird das NHEJ als ein ungenauepd®aturmechanismus diskutiert. Durch
das Fehlen der DNA-Sequenzvorlage des Schwestenatids im haploiden
Chromosomensatz [HOEIJEMAKERS, 2001; CHRISTMANN ak, 2003] und der
Aufarbeitung (DNA resection) der primar nicht liggaren Bruchenden kann es potentiell zu
einem Verlust oder dem Einfugen von Nukleotiden k@n. Eine Veradnderung der
Erbinformation ist damit denkbar [LEES-MILLER et.,al2003; LIEBER et al., 2003;
O'DRISCOLL M, JEGGO PA, 2006].

Neben dem gut erforschten DNA-Proteinkinase (DNA-R#bhangigen NHEJ (D-NHEJ)
berichten neuere Studien von einem backup-NHEJe8y$B-NHEJ) [WINDHOFER et al.,
2007; MLADENOV E, ILIAKIS G, 2011]. Dieses wird dcin hoheren Eukaryonten bei
Defekten des D-NHEJ zur DSB-Reparatur genutzt. éseht hier kein Zusammenhang mit
der homologen Rekombination. Das B-NHEJ soll jedactder Reparatur von Basenschaden
und Einzelstrangbriichen beteiligt sein [ILIAKIS adt, 2004; KINNER et al., 2008]. Weiter
scheint das B-NHEJ ein energetisch ungunstiger lRRegpaveg zu sein, so dass die meisten
DSB nach dem D-NHEJ behoben werden [LOBRICH M, JBG& A, 2005]. Ebenfalls ist
eine reduzierte Effektivitat wahrscheinlich, deridu&etierzellen mit einem Defizit der DNA-
Proteinkinase sind sehr strahlensensibel [MAHANANEL et al., 2009].

Wann welcher Reparaturweg startet, wird von derzeotration funktionstiichtiger Enzyme
am DSB bestimmt. Diese andert sich je nach Zeligydhase oder durch genetisch
determinierte Proteindysfunktionen. Hier durch wadch bestimmt, ob ein DSB von dem
NHEJ oder der homologe Rekombination repariert wivéénn in gesunden Eukaryonten die
Untereinheit KU der DNA-PK am DSB binden kann, ttadie (D)-NHEJ. Ist jedoch in der
DNA-resection die DNA-Bruchstelle durch den MRN-Kplex und die Nuklease CtIP mit
ssDNA versehen worden, kann KU nicht binden. Dimblmge Rekombination beginnt statt
des (D)-NHEJHUERTAS 2010; MIMITOU EP, SYMINGTON LS, 2011]
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Abbildung 4:

Die Abbildung [aus KINNER et al., 2008] zeigt daNAPK-abhangige nicht homologe End-
joining. Die freien DNA-Bruchenden werden durch #as$-Protein (aus Untereinheiten KU
70 und KU 80) besetzt, damit stabilisiert und varkidasen geschitzt [DEFAZIO et al.,
2002; MAHANANEY BL et al., 2009]. Durch den Eindluder Proteine PNKP und Tdpl,
rekrutiert KU die DNA-PKcs-Molekille zum DSB undbédet sich das vollstdndige Enzym
DNA-PK (Ku 70/ Ku 80/ DNA-PKcs) an der DNA [KINNERal., 2008]. In diesem Prozess
kommt es zur Autophosphorylierung und Aktivierurey &@NA-PK. Die Bruchliicken-
Aufbereitung (DNA resection) wird durch Auffilleleiker Licken und das Entfernen von
nicht legierbaren Basen fortgefuihrt. Je nach Bryphsind die Enzyme Artemis (als 5'-3'-
Endonuklease hier), DNA-Proteinkinase p udd Polynukleotidproteinkinase (PNKP),
Werner syndrom protein (WRN) beteiligt (hier nieltile abgebildet) [MAHANANEY BL et
al., 2009]. In einem folgenden Umlagerungsprozegsemer Entfernung den DNA-PK von
DSB kann ein Komplex aus DNA-Ligase IV/ XRCC4/ Xli# Verbindung der Enden
vermitteln. Die DNA-Polymerase p uddillen die Bruchliicke dann auf. Die Histone H2AX
der angrenzende Nukleosomen werden zum Reparatonbegrallel durch die DNA-PK
phosphoryliert [LIEBER et al., 2003; O'DRISCOLL NEGGO PA, 2006; KINNER et al.,
2008].
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Abbildung 5:

In der obenstehenden Abbildung [aus KINNER et 2008] ist ein alternativer Weg des
NHEJ abgebildet. Uber das B-NHEJ besteht derzaitbegrenztes Wissen. Es scheint durch
eine funktionsfahige DNA-PK unterdriickt zu werdeRERRAULT et al., 2004].
Die DNA-PK-Untereinheiten KU70/80 hemmen das Higtdnund PARPIMLADENOQV E,
ILIAKIS G, 2011]. PARP-1 erkennt bei Fehlen der BDRIA den DSB und lagert sich an. Als
zentraler Reparaturkomplex fungiert ein Komplex des Proteinen PARP-1/ DNA-Ligase
[l XRCC1 [AUDEBERT et al., 2004; WANG H et al.008]. Mediatoren des
Reparaturvorgangs sind das Histon H1 und das Pmot&/RN [ROSODI et al., 2008,
MLADENOV E, ILIAKIS G, 2011].
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2.5 Zentrale Proteine der DSB-Reparatur

2.5.1 Histony-H2AX

Im Zellkern von Eukaryonten ist das Nukleosom daniste strukturelle Organisationseinheit
der kondensierten DNA. Es bildet damit das Grunisterdes Chromatins bzw. eines
Chromosoms [PRUSS et al., 1995]. Zusammengesetdtern Nukleosom aus Histonen und
DNA: jeweils zwei gleiche Histone einer Familie (A2H2B, H3 und H4) fligen sich zu

einem Oktamer zusammen [LUGER et al., 1997]. UnsalieOktamer lagert sich die DNA in
einer Lange von 145 bis 147 Basenpaaren [bp] an.ddgibt eine relative Atommasse von
206.000 fur ein Nukleosom [KINNER et al., 2008].

147 bp
per nucleosome

11 nm I: ‘

30 nm fibre

20-80 bp
linker-section

Abbildung 6:
Aufbau des Chromations aus Nukleosomen [aus KIN&ER, 2008].

Histone werden bei den Saugetieren durch eine afiblzon Genen kodiert. Diese sind
aufgrund ihrer Bedeutung gut konserviert im Gendsmter anderem durch repetitives
Vorkommen [CELESTEet al 2002 Aber auch werden die kodierenden DNA-Sequenzen n
dann ausgelesen, wenn wahrend der S-Phase neuagg&hlédet wird. Die Gensequenzen der
Histone scheinen phylogenetisch sehr alt zu seab8sitzen keine Introns und es erfolgt
kein posttranskriptionelles Processing der ausgeks mRNA vor der Translation (kein

SpleiBen, kein Capping, kein Poly-A-Schwanz). Di&dlASequenz entspricht in ihrer

Abfolge der kodierten Aminosaurensequenz [HEINTZIet2003]. Dieses ist bei den meisten
Proteinen im menschlichen Korper nicht der Fall.

Weiter bemerkenswert ist, dass die Histone der @npi2B, H3 und H4 sich nur in wenigen
Aminosauren unterscheiden. Bei Gruppe der H2A-Hestchingegen koénnen in den

charakteristischen ~ Aminosauresequenzen drei  Suldami differenziert werden:
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H2A1-H2A2, H2AZ und H2AX. Ihre Gensequenzen wurdsolutiondr unabhangig vererbt
und sind nicht gekoppelt [WEST et al., 1980; THATERI et al., 1994]. Fur das Histon
H2AX ist das Sequenzmotiv von Ser-GIn-Glu (SQE)@erminus typisch [REDON et al.,
2002; SEDELNIKOVA et al., 2002].

Entry and exit point H2A(X) C-term
of DNA from nucleosome o
core particle

H3 P-S139 H3
C-term ¢
DNA Histone-
folds
\ %
H2B H2A(X) H2B
Abbildung 7:

Aufbau eines Nukleosoms mit phosporyliertem H2AsteHi[aus KINNER et al., 2008]

Nach einer ionisierenden Bestrahlung wurde an derclistelle des DNA-Doppelstrangs
beobachtet, dass die dort befindlichen Histone viyp H2AX innerhalb von Minuten
phosphoryliert werden. Dies erfolgt redundant dumble genannte spezifische DNA-
abhéangige Proteinkinase oder die ATM-Proteinkif@#RK et al., 2003]. Die Uberlappende
Funktion der beiden Enzyme wird in Wirbeltierzelleon Maus und Mensch gefunden
[STIFF et al.,, 2004]. Nach der Anlagerung einesaargchen Phosphatrestes an die
Aminosaure Serin-139 des Histons wird diesesydli AX bezeichnet [ROGAKOU et al.,
1998; SEDELNIKOVA et al., 2002]. Die Ausdehnung d#2AX-Phosphorylierung um eine
Bruchstelle (Doppelstrangs oder Einzelstrangs) kawischen einer und zwei Millionen
Basenpaare (1-2 Megabasen) grof3 sein [ROGAKOU,et398 und 1999].
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Die y-H2AX-Bildung ist eine der ersten Stufen in der riitkaskade der DNA-
Schadensantwort. VoprHA2X ausgehend, werden die nachgeschalteten Reparateine
[SEDELNIKOVA et al., 2003; FERNANDEZ-CAPETILLO et.a2004] RAD 50, RAD 51,
.Breast Cancer susceptibility-protein 1* (BRCA1)duB3PB1 aktiviert. Durch ihre ortliche
Nahe zur DNA und zum Bruch haben sie neben Reparauch Checkpointfunktionen
[FURUTA et al, 2003; HUYEN et al., 2004]. Das Hist y-H2AX fordert das
Zusammenwirken der Proteine und starkt die Effzider DNA-Reparatur [KINNER et al.,
2008]. Eine Erhéhung dey-H2AX-Konzentration am Ort des Doppelstrangbruckhesd
durch das Mediator-DNA-Schadens-Checkpoint-Protéin(MDC1) bewirkt [STUCKI,
JACKSON, 2004]. Dieses erfolgt durch die BindunghweH2AX in einer Domaine am
C-terminalen Ende von MDC1 [STUCKI et al., 2005; W@t al., 2006].

Mit einem spezifischen Antikorper, der an einenrgnien Antikorper gegeprH2AX bindet,

ist es mdglich, DSB optisch wahrnehmbar zu macbesse nach ionisierender Bestrahlung
induzierten punktférmigen Signale, beispielsweiseder Fluoreszenzmikroskopie sichtbar
gemacht, werden als ,ionizing-radiation induced‘f¢iRIF) bezeichnet BEKKER-JENSEN

S, MAILAND N, 2010] Zuvor wurden DNA-Doppelstrangbriiche unter anderaih der
Pulsfeldgelelektrophorese (PFGE) nachgewiesen. Na@wdr Aufarbeitung der bestrahlten
Zellen werden hierbei die entstandenen DNA-Fragmemér Masse nach aufgetrennt.
Verlassliche Daten sind mit diese Methode nachreRingenbestrahlung von ca. 5 Gy zu
erhalten [CHU et al, 1986]. Dass ein IRIF, giH2AX-Focus, einem Doppelstrangbruch
entspricht, konnte durch vergleichende Untersucbaongit einer 95 keV Roéntgenstrahlung
gezeigt werden [SEDELNIKOWA et al., 2002; ROTHKAM#&t LOBRICH, 2003]. Mit der
antikorperbasierten Methode ist nun moglich, DSBeldi im Zellkern durch eine
histologische Untersuchung nachzuweisen und zu dwmddbén. Durch die Nutzung der
y-H2AX-Methode in der Immunofluoreszenzmikroskopiebnken DSB in einem
Dosisbereichen von 0,001 Gy bis 5 Gy nachgewiesanden [ROTHKAMM et LOBRICH,
2003; KINNER et al., 2008]. Dies gelingt erfolgreibei exogenen verursachten DSB durch
Bestrahlung oder Agenzien und bei endogen z.B.hdDiGA-Umlagerungen entstanden DSB
[BURMA, 2001; CHEN et al., 2000; PETERSEN et a002; MAHADEVIAH et al., 2001].

In weiteren Studien wird berichtet, dass eine Phosgierung des Histons H2AX durch die
DNA-Protinkinase in Form und Intensitat schwacheeen-Foci ergeben als eine durch ATM
[BURMA et al., 2001; PAUL et al., 2000].

Eine durch UV-Licht oder Replikationsstress verahda H2AX-Phosphorylierung formt
keine eindeutigen Foci. Entstandene Einzelstrargiieribewirken eine ATR-Aktivierung
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ohne signifikanteny-H2AX-Foci-Anstieg [KINNER et al., 2008]. NebeprH2AX bilden
weitere Proteine der DSB-Reparatur nach einer Blelsting an der Bruchstelle der DNA IRIF
aus. Klar abgrenzbar sind die Proteine MDC1, ATMI &3 BP1 [CELLEST et al., 2002;
STUCKI, JACKSON, 2004; KITAGAVA et al., 2004; BEKKEEJENSEN et al., 2006].

83 Nucleosome (with H2AX) P Phosphate residue ("] Ubiquitin

Abbildung 8:

Die Abbildung zeigt den initialen Prozess nach eineSB. Es kommt zur Aktivierung von
¥H2AX durch die Kinasen ATM oder DNA-PK. Nach delagerung von MDC1 apgH2AX
bindet der MRN-Komplex aus MRE11, RAD50 und NB$le Eeedbackschleife entsteht
durch die gesteigerte ATM-Aktivitat mit weiterer AXPhosphorylierung und dem
Einbeziehen von 53PBl. Dem folgt die Rekrutierurap \RNF8 mit der MDC1-
Phosphorylierung. Essentiell fur die Bindung vond28/BARDL1 ist die Polyubiquitinierung
von pH2AX [aus KINNER et al., 2008]
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2.5.2 ATM-Proteinkinase und MRN-Komplex

In gesunden Saugetierzellen hat das Protein degigatelangiectasia-mutated“-Gen (ATM)
eine zentrale Rolle in der Erhaltung der genomiscBbilitat. Neben dem Einfluss auf die
Doppelstrangbruchreparatur (Start von NHEJ und hoges Rekombination) wirkt es durch
die Phosphorylierung von Effektorproteinen auf (dpeints des Zellzyklus. Nachgewiesen
wurde eine Wirkung mit dem MRN-Komplex auf die Riioe P53, ,Structural maintenance
of chromosomes-protein 1“ (SMC1), Checkpointkinag€HK2) und BRCA1 [SHILO 2001;
KURZ et al., 2004].

ATM besitzt als eine Serin-Threonin-Proteinkinadie, Fahigkeit der Autophosphorylierung
an der Aminosaure Serin-1981. In der Nahe einespBlsfrangbruches geht das inaktive
ATM-Dimer in das aktive Monomer uber. Dieser ATM+4Akerungsprozess ist abhangig
vom MRN-Proteinkomplex [ANDEGEKO et al., 2001; BANIST et, 2003].

Neben der beschriebenen Endonukleaseaktivitat del&nten DNA-Protein-Verbindungen
[HARTSUIKER et al., 2009] und der DNA-resection der BruchstellfHUERTAS 2010]
kann der MRN-Komplex aus den ProteintRE11, Rad50 und ,Nijmwegen Breakage
Syndrom-Protein 1“ (NBS1) [D’AMOURS et al., 2002ERTRINI et al., 2003; VAN DEN
BOSCH et al., 2003] durch seine dreidimensionalelk8ir an einen DSB binden, die
Bruchenden stabilisieren und die ATM-Aktivierungnikken [MORENO-HERRERO et al.,
2005; WILLIAMS et al.,, 2005]. In diesem Prozess e zentrale Funktion der als
Zinkfinger bezeichnetet Proteinbereich der MRN-Ueiteheit RAD50 [HOPFNER et al.,
2002; WILTZIUS et al., 2005]. Durch eine Konforn@isanderung bei DNA-Kontakt wird
die ATM-Anlagerung an den Komplex ermdglicht.  Ein rofinabschnitt
(Aminosaurensequenz FXF/Y-Motiv) der MRN-UntereinhldBS1 leitet dann ATM zum
DNA-Schaden und es kommt zur ATM-Aktivierung [FALGK al., 2005; FERNANDES et
al., 2005].

Bei Zellen mit fehlerhaftem MRN-Komplex bestehteeweranderte regionale Anordnung von
ATM am DSB. Hierdurch resultiert eine vermindert€ M-Autophosphorylierung und damit
eine gestorte Aktivierung und Regulation der nashpelteten Effektorproteinen [CARSON
et al; 2003; UZIL et al., 2003; KITAGAWA et al., @8, LEE et al., 2004;
DIFILIPPANTONIO et al., 2005]. Potentiell bestehegthalb ein erhdhtes Risiko einer DSB-
Persistenz und die damit verbundenen Folgen [PETERiEIl., 2003; SEDELNIKOVA et al.,
2003; SHILOH et al., 2003; VAN DEN BOSCH et al.03) KITAGAWA et al., 2004].

Das durch eine ATM-Proteindysfunktion oder einerhl&e von ATM verursachte komplexe
Krankheitsbild besitzt aus historischen Grinderckutas seltene Auftreten des Syndroms
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mehrere Bezeichnungen. Neben dem Begriff Ataxianggkctasia werden Boder-Sedgwick-
Syndorm oder Louis-Bar-Syndrom synonym verwendde Butosomal-rezessiv vererbte
Systemerkrankung wird zu den Phakomatosen und dermn@somenbruchsyndromen
gezahlt. Bei Uber 400 Mutationen des ATM-Gens (@losom 11) ist Préavalenz fur
heterozygote Mutationstrager relativ hoch, fir &omozygotes Auftreten der gleichen
Mutation des ATM-Gens sehr gering. Die Inzidenzeartten Neugeborenen von 1: 100.000
bis 1: 200.000 gibt dies wieder [SITZMANN, NEUHAURE2007].

Nach dem gultigen ICD-Standard der WHO fir Deutsetilist das Syndrom definiert als
eine zerebrellare Ataxie mit defektem DNA-Repamystem (ICD-10: G 11.3). Wie die
meisten genetisch bedingten Erkrankungen zeigénssioon in der Kindheit Symptome. Im
Vordergrund stehen neurologische und immunologis¢dginderungen [CHUEN, GATTI,
2004; SITZMANN, NEUHAUSER, 2007]. Es kommt durctedierebrellare Ataxie zu einer
kleinhirnbedingte Gang- und Standunsicherheit wstahen Bewegungsstorungen. Noch vor
dem 10. Lebensjahr sind die meisten Kinder aufreRellstuhl angewiesen. Die Atrophie des
Kleinhirns im Bereich der Vermis zeigt sich auflakrer Ebene in einer Reduktion der
Purkinje- und Granulazellen. Pathognomonisch unchamsgebend sind weiter die als
Teleangiektasien bezeichneten Erweiterungen degéfiéde in der Haut. Meist im Gesicht
und den Bindehauten. Die erhohte Infektanfalligietr Kinder ist auf eine verminderte
Immunkompetenz durch T-und B-Lymphozytendefektaiekzufiihren. Die Symptome sind
interindividuell verschieden stark ausgepragt. Biittel der AT-Patienten entwickeln im
Leben Neoplasien. Kinder und Jugendliche sind lemavon Lymphomen und Leukamien
betroffen. Altere Patienten haben ein erhohtes kRision Mamma- und kolorektalen
Karzinomen [DIEGWEED, SPERLING 2007; SITZMANN, NEWSER, 2007].

Eine ATM-Defizienz zeichnet sich ebenfalls durcmecierhéhte Empfindlichkeit fir die
Folgen von ionisierenden Strahlen und DSB-erzeug&tiemikalien aus. Allerdings besteht
keine erhohte Sensibilitat fir andere DNA-schadigenNoxen. Die gesteigerte
Chromosomenbrichigkeit ist charakteristisch. Verelin kommt es zu Fusionen der
Chromosomenenden (Telomerfusionen). Bei bestraklodgzierten DSB kommt es in der
S-Phase nicht wie bei Gesunden zu einem Zellzy&ogp, sondern eine radioresistente
DNA-Synthese findet statt. Die DSB-Reparatur, issielere die HR, und die DNA-
Schadenssignalkaskade sind gestort [SWIFT et 81;18ATTI et al, 1991; ROTMAN G,
SHILOH Y 1998; SANDOVAL et al, 1999; DIEGWEED, SPERIG 2007].
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2.5.3 Ataxia telangiectasia-like disorder

Die Ataxia telangiectasia-like disorder (ATLD) isine sehr seltene Erkrankung. Klinisch
zeigt sie ein dem Louis-Bar-Syndrom vergleichbaBélsl, einschliel3lich der neuronalen
Degeneration. Ein Anstieg der Tumorerkrankungen Wwes AT-Patienten wird nicht
beobachtet. Auf molekularer Ebene konnte bishex Bypomorphe Exprimierung der MRN-
Untereinheit MRE11 nachgewiesen werden. Das exprimimutierte Allel des MRE11-Gens
ist im Phanotyp schwécher ausgebildet als im WildBiese fuhrt zu einer Funktionsstérung
von MRE11 und scheinbar gegenregulatorisch zu eiaanehrten Produktion der anderen
Bestandteile des MRN-Komplexes [TAYLOR et al., 2D04

lonisierende Strahlen, somatische und meiotische Rekombination, DNA-Replikation

'

Doppelstrangbruch WM

MRE 11

RAD 50

NBS 1

MRE 11 MRE 11 MRE 11-p

RAD 50 RAD 50 RAD 50
NBS 1 NBS 1

NBS 1-p

DNA Reparatur

-

| Gl S-Phase | G2 M

'

| Apoptose |

Abbildung 9:

Die Abbildung gibt die zentrale Rolle des MRN-(MRERad50/ NBS1)-Proteinkomlexes
nach einem DSB wieder. Die Aktivierung der naclg@otien Protein-Signal-Kaskade durch
ATM/ MRN-Phosphorylierung, der Einfluss auf denlZ#dus und die Checkpoints an den
Ubergéangen der einzelnen Zellzyklusphasen ist hensg¢Abbildung nach DIEGWEED,
SPERLING, 2007].
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2.5.4 DNA-abhangige Proteinkinase

In ihrer Funktion als Enzym ist die DNA-abhangigetinkinase (DNA-PK) eine Serin-
Threonin-Kinase [LEES-MILLER, 1990]. Sie gehért mATM und ATR zu der
Proteinfamilie der Phosphatidylinositol-3-Kinasewandten Proteine (phosphatidyl inositol-
3-like kinase proteins = PILK) [Hartley et al., BJ9Wie berichtet, nehmen diese Kinasen
eine zentrale Stellung in der DSB-Reparatur undSilgnerung der genomischen Stabilitat ein
[DASIKA et al., 1999]. Die DNA-PK reguliert nebened Aufgaben in der NHEJ, die
Effektorproteine ,cysteinyl-aspartate specific pae 3“ (Caspase 3), ,Checkpoint-Kinase 1*
(CHK1), ,Heat shock factor protein 1“ (HSF1), uneénd Natrumbicarbonat-Transporter
NBC1 [Collins et al., 2005]. Zusatzlich scheint dNA-PK eine Funktion wahrend der
DNA-Replikation zu besitzen, denn das Protein kamrdieser Zellphase zusatzlich zum
Zellkern auch im Zytoplasma nachgewiesen werdeb $SION et al., 1999].

Saugetierzellen mit dem Severe Combined Immunaeéefiy Disorder (SCID)-Syndrom
(ICD10: D 81.1) kdnnen eine Funktionsstorung derABRK aufweisen. Es kommt unter
anderem zu einer Stérung in der V(D)J-RekombinalidBBER, 2008; MAHANEY et al.,
2009]. Fur das autosomal-rezessiv vererbte Syndsimd eine Vielzahl von genetischen
Ursachen bekannt. Es konnten Mutationen in 10 @&denen Genen nachgewiesen werden,
die das Syndrom unabh&ngig von einander auslosemekd Spontanmutationen sind haufig.
Die Mutation des als Artemis-Gen bezeichnetem DN#séhnittes auf Chromosom 11 geht
neben einer schweren Immundefizienz mit einer adroempfindlichkeit fir die Folgen von
ionisierender Strahlung einher. Dies wird als radrsensitive SCID (RS-SCID) bezeichnet.
Etwa 10 % der DSB in humanen Fibroblasten-Zellhnwerden von der Nuklease Artemis
abhangig repariert [ BUCKLEY RH 2004; RIBALLO et,a2004].

Weltweit erkrankt ein Neugeborenes von 50.000 166.000 an dem Syndrom [HUANG,
MANTON 2004]. Die Sauglinge fallen in den ersterbeasmonaten durch vermehrte Infekte
auf. Begrindet ist dies in einer Stérung der hutearand zellularen Immunantwort. Es sind
neben den B-Lymphozyten und den natirlichen Kidéen, vor allem die T-Lymphozyten
betroffen [KALMAN et al., 2004; ROBERTS et al., Z00Diese sind entweder defekt oder
fehlen ganz. Die betroffenen Kinder leiden an badéllen Infektionen wie Pneumonien oder
Otitis media, Candidosen und Diarrh6en. Danebendeverdie Kinder auffallig durch
Entwicklungs- und Wachstumsstérungen. Das schweemée SCID-Syndrom fuhrt ohne

Therapie meist innerhalb eines Jahres zum Tod @egliSgs.
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Die symptomatische Therapie besteht in der Miniomgr des Infektionsrisikos durch

Isolation und antiinfektive Prophylaxe. Die Betmien leben unter sterilen Bedingungen.
SCID wurde durch David Vetter (1971-1984) als ,blebboy disease” bekannt. Kausal kann
die Erkrankung nur durch eine allogene Knochenn&tdmmzell-Transplantation geheilt

werden. Jedoch kann es zu Folgeerkrankungen dueclngénsive Behandlung kommen.

Unter anderem durch die Chemotherapie zur Abtotdeg urspriinglichen und kranken
Knochenmarks. Im Versuchstadium befinden sich Thieemsatze der Gentherapie
[BUCKLEY RH 2004; SITZMANN, 2007].
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2.6 Ziele der Arbeit

Bei den Patienten in der Radioonkologie werden &fiedzahl von Bestrahlungsreaktionen
gesehen. Neben den aktuell objektivierbaren Fakt@es Therapieschema (Tages- und
Gesamtdosis, Fraktionierung und Anzahl der Besirgjén, Kombination mit einer
Chemotherapie) und dem Zielgebiet (bestrahltes iQrgagrenzendes und durchstrahltes
Gewebe), gibt es interindividuelle Unterschiedaedar Auspragung der Symptome und dem
zeitlichem Auftreten einer Bestrahlungsreaktiondem einzelnen Patienten.

Genetische determinierte Unterschiede in der DNAdRatur, insbesondere bei den
biologisch bedeutsamen DNA-Doppelstrangbriichen sindunehmen. Da ebenfalls eine
Differenz in der Bestrahlungstoleranz der einzel@¥gane zu beobachten ist, konnte eine
gewebespezifische DSB-Reparatur angenommen werden.

Die Phosphorylierung der Histone H2AX gilt als Altepunkt fir einen stattgefunden DSB.
Durch den Nachweis dieser IRIF kbnnen Unterschiadder DSB-Reparatur belegt werden
[LOBRICH et al. 2005].

Vor diesem Hintergrund wurden Mause mit einer wstieiedlichen, genetisch definierten
Strahlenempfindlichkeit und DSB-Reparatur nach reBestrahlung mit dey-H2AX-IRIF-
Methode untersucht. Die verwendeten Strahlendoagenl in dem im klinischen Alltag
gebréauchlichen Dosisbereich von 0,1 Gy bis 2 GyrcbBbuTiere mit einer nattrlichen
Strahlensensibilitat (Mausstamm C57BL/6) wurde d¥SB-Induktion ermittelt. Eine
vergleichende Analyse der DSB-Reparaturverlaufe dewurbei reparaturprofizienten
(C57BL/6) und reparaturdefizienten (BALB/c-, AT-du$CID) Mausstammen durchgefihrt.
Ausgewertet wurde das strahlenempfindliche OrgaareNi

Die vorgelegte Arbeit versucht einen Beitrag zgéolden Fragen zu leisten:

1. Ist es mdoglich, einen Schaden durch Klinisch reieaStrahlendosen in dem
Normalgewebe Niere nachzuweisen und zu quantiénf@r

2. Gibt es einen Zusammenhang zwischen Dosis und wgmtitptiv messbaren DSB?

3. Ist es mdglich, die spezifische DSB-Reparaturkagazion Mausen mit definierten
Reparaturdefekten bei klinisch relevanten Dosebeatimmen?

4. Wie ist der zeitliche Verlauf einer DSB-Reparatuden ersten 48 Stunden nach einer
Bestrahlung? Gibt es Unterschiede bei den Mauss&ram

5. Wie unterscheidet sich die Reparaturkapazitat deersuchten Niere von denen

anderer Organe? Gibt es eine gewebespezifischead&epa
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3 Material und Methoden

3.1 Mausstamme

In den Versuchen der vorgelegten Arbeit wurden Mt&usme mit genetisch definierten
Unterschieden in der DSB-Reparatur eingesetzt. idewendete Mausstamm C57 black 6
(C57BL/6) ist einer der am haufigsten in der Fowsach als Modellorganismus fir
menschliche Errankungen genutztes Versuchstiem &mnom war weltweit das zweite
vollstdndig sequenzierte einer Saugetierspezis [BRITON et al., 2002]. Die Zuchtlinie
gehort der Taxonomie nach zu den Hausmausen (Masutus). Sie ist leicht zu zichten und
zeichnet sich durch eine Robustheit aus. Aufgrudes natlrlichen Strahlentoleranz diente
dieser Mausstamm als Modell fiur eine funktionieendSB-Reparatur und damit als
Kontrollgruppe. Verglichen wurde dieser Stamm miéidden mit einer anerkannten DSB-
Reparatureinschrankung.

Die strahlenempfindlichsten Tiere in den Versucihene waren die Mause mit dem SCID-
Syndrom. Dieser Mausstamm wird in der Grundlagestfoung zum Immunsystem, zu
Krebs- und Saugetiererkrankungen verwendet. Duretollen beschriebene Mutation (siehe
Kapitel 2.5.4) besteht neben einem schweren Dafekimmunsystem eine gestorte DSB-
Reparatur.

Die Mause vom Typ Ataxia telangiectasia besitzemdéwygot das mutierte ATM-Gen. Wie
beim Menschen besteht eine Pradisposition fur maligrkrankungen und eine erhohte
Sensibilitat fur ionisierende Strahlung. Ursachlialivd die zentrale ATM-Rolle in den
einzelnen Reparaturwegen angenommen. Bei in Zallikylenommenen Fibroblasten mit
dem mutierten ATM-Protein konnte nicht nur ein R#fieines Zellzykluscheckpoints,
sondern auch ein DSB-Reparaturdefekt als Ursachedifti Strahlensensibilitdt bestimmt
werden [KUHNE et al., 2004].

Der vierte verwendete Mausstamm ist BALB/c. Es agt seit 1920 in Tierversuchen
erfolgreich eingesetzter durch Inzucht erhalterMausstamm. Er findet Verwendung in der
Krebs- und immunologischen Forschung. Die Albinosgwentwickeln gehauft bosartige
Erkrankungen wie Lungen- und Nierenkarzinome. Dieslildung von Neoplamen kann
durch exogene Einflisse stimuliert werden. Nebeftst®Bifen kann dies durch ionisierende

Strahlung geschehen [Mouse Genome Informatics].
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Aufgrund der genetischen determinierten Eigensehader Versuchstiere mussten diese unter
besonderen Bedingungen gehalten werden. Zur Minimgedes Infektionsrisikos erfolgt die
Zucht in apathogen Raumen mit gefilterter und gdeder Luftzufuhr, Luftfeuchtigkeit bei
55 % (+/- 10%), Raumtemperatur von 22 °C (+/- 2, ¥mem Tage-Nachtrhythmus von 12 h
zu 12 h und 4 bis 5 Tieren pro Ké&fig.

Die Mausstamme C57BL/6 (Genotyp: Wildtyp, C57BL/6GINCBALB/c (BALB/c, AnNCirl)
und SCID (CB17/Icr-Prkdc, scid/Crl) wurden von ééma Charles River Wiga Deutschland
GmbH (Sulzfeld, Deutschland) bezogen. Die homozmgy&T-Mause (129S6/SvEvTac-A-T-
tm1Awb-/J, homozygot rezessiv atm-/-) von der Firdeckson Laboratory (Bar Harbor,
Main, USA) importiert.

Fiur die Versuche wurden weibliche und mannlichereTien Lebensalter von 12 Wochen
verwendet. Vor der Versuchsdurchfihrung wurde ddaren eine Woche Zeit zur
Eingew6hnung gegeben.

Tabelle 4:
Anzahl der je Versuch verwendeten M&ause pro Mammssta Zeitpunkt der Gewebe-

probenentnahme nach Bestrahlung:

Versuch Maustamm Anzahl Dosis (Gy) Zeitpunkt (h)
DSB- C57BL/6 20 2 0,5,2,5,5, 24, 48
Reparaturkinetik 4 0 Kontrolle
BALB/c 15 2 0,5,2,5,5, 24, 48
3 0 Kontrolle
AT 8 2 0,5,2,5,5, 24, 48
2 0 Kontrolle
SCID 15 2 0,5,2,5,5, 24, 48
3 0 Kontrolle
DSB-Induktion | C57BL/6 9 0,1/0,5/1 0,1
3 0 0,1
SCID 3 0,1/0,5/1 0,1
1 0 0,1
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3.2 Versuche

Fur eine homogene Dosisverteilung wurden alle Maeseger Ganzkoérperbestrahlung
unterzogen. Der Bestrahlungsplan wurde mit dem ABFAGhacle-System der Firma ADAC
Laboratories (Milpitas, Kalifornien, USA) fur dremdensionale Bestrahlungsplanung erstellt.
Die Dosisverteilungsanalyse ergab eine 95% Verigilder Isodosen auf das gesamte Tier.
Als Quelle fur die ionisierende Strahlung diente kinearbeschleuniger (Modell MDX der
Firma Siemens).

Die Versuchstiere wurden in Vollnarkose bestralitie Narkose erfolgte durch eine
biologisch titrierte Allgemeinanasthesie Uber dimteaperitoniale Applikation von 1 ml einer
10 ml Lésung aus Rompun ® 2%ig (Wirkstoff: Xylazimd 0,75 ml Ketamin (1 Ampulle:
500 mg Ketamin/ 10 ml Tragerlésung) auf 10 ml ma&@\l 0,9% aufgefillt. Diese Form der
Anasthesie wurde in letaler Dosis auch wahrend d@rganentnahme zur
Gewebeprobengewinnung verwendet.

Wahrend der Bestrahlung wurden die Mause in speaiegefertigten Plastikzylindern
(Durchmesser von 20 cm und H6he von 5 cm, Matégids von 1,5 cm) untergebracht.
Durch die Gewebeaquivalenz des Plastikmaterialsteorine akzeptable Dosisuniformitét

erreicht werden.
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Abbildung 10:

Teil 1 des Bestrahlungsplans der Versuche fur diezBorperbestrahlung der Mause.
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Fur die Untersuchung der DSB-Induktion wurden Mauss Stamme C57 und SCID
bestrahlt. Die Strahlendosis betrug je Maus eirgm@Ji Gy, 0,5 Gy oder 1 Gy. Nach einem
Intervall von 10 min wurden die Organe der Tierseagiert.

Zur Gewinnung der DSB-Reparaturkinetiken wurdenTdexe der vier Mausstamme mit je 2
Gy bestrahlt. Zu den Zeitpunkten 30 min, 2,5 h,,24 h und 48 h nach der Bestrahlung
wurden die Organe entnommen. Pro Zeitpunkt wurdeei Ziere vom AT-Stamm (bei 30
min und 2,5 h ein Tier) und drei Tiere von den Ma#simen C57BL/6, BALB/c, SCID
ausgewertet.

Die unbestrahlten Méause der Kontrollgruppen wurderter den gleichen Bedingungen
gehalten. Sie durchliefen den Experimentaufbau olBestrahlung, den Tierschutz-
bestimmungen entsprechend, ohne die belastendemdimanasthesie. Durch sie wurde die
Strahlenbelastung durch die naturliche Radioaktiviter Umgebung bestimmt. Mit diesen
Werten konnte der Schaden der definierten Strabkesrd durch den Beschleuniger ermittelt
und die Plausibilitat der Versuchsergebnisse sgestellt werden.

Alle Versuche wurden entsprechend den internatemnaékitlinien der ,Institutional Animal
Care and Use Guidlines* durchgefuihrt. Das Protoktdl Versuche wurde von dem
Landesamt fur Soziales, Gesundheit und Verbrauchets (Saarbriicken, Saarland) Gber die

Tierschutzbeauftragte der Universitat des Saarkgderuft und genehmigt.

Tabelle 5:

Bestrahlungsparameter:

Strahlungsenergie: 6 MeV durch Photonen
Dosisleistung: 2,0 Gy/ min
Bestrahlungszeit: entsprechend der gewiinschters Dos

Quellen-Haut-Abstand
99 cm
(Source-skin-distance = SSD):

GrolR3e der Betrahlungsflache: 30cm x 30 cm
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Viewing Window Set [14—21] _Pinnacle v6.2b
File Options Global 2D Helpl

20 3D 20 D | 0 o | & |

;= -12,070 MAEUSE 1 Slic 2,67 S 3 2= -13,120 MAEUSE 1 £ -13,570 HAEUSE 1

Slice 913 Z = -14,020 MAEUSE 1 Slic 1 20 Slice 963 2 = -14,770 MAEUSE 1 Slice 99: Z = 20 MAEUSE 1

Abbildung 11:
Teil 2 des Bestrahlungsplans der Versuche: 95 %sttosen verteilen sich auf den Korper

der Maus bei einer Bestrahlung mit 2 Gy.
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3.3 Gewebeprobengewinnung

Im Prozess der Gewebegewinnung wurde zuerst Blat dam linken Herzventrikel per
Punktion entnommen. Die weiteren Organe wurden imschAluss asserviert. Es erfolgte fur
Gehirn, Lunge, Milz, Niere, Dinndarm, Herz und Hodgne Fixierung in neutralgepufferter
4% Formalinldsung bei Raumtemperatur Uber Nacht. Deschnitt und die Einbettung
wurden am Folgetag durchgefiihrt. Vor der EinbettumBaraffin wurden die Gewebsproben
durch eine Verdunnungsreihe in aufsteigender Kamaton aus Ethanol in Wasser und dann
aus Dimethylbenzol entwassert. Die Niere wurde ianf&n eingebettet. Zur Analyse der
Organgewebe wurden die Gewebeschnitte in einecBichtcke von 4 pm angefertigt.

3.3.1 Immunbhistologische Farbung wai2AX-IRIF

Der Farbung vorgeschaltet war die Entparaffinierung Rehydrierung der Gewebeschnitte
in zwei Badern aus Dimethylbenzol Uber 10 min ur@ad®&n aus Ethanol in Wasser mit
absteigender Konzentration (100%, 96%, 90%, 80%%j00ber 2 min. Abschliel3end in
einem reinen Wasserbad Uber 1 min.

Fur die Antigendemaskierung wurden die Schnitteeimem Bad aus Zitratpuffer (DAKO
Retrieval puffer, S#-2031, Glostrup, Danemark; pHs;0) tber 60 min bei 96° C erhitzt.
Abgeschlossen wurde der Prozess durch ein Badner @hosphatgepufferten Salzlésung
(phosphate buffered saline; PBS) auf einem Schiitder 5 min.

Die endogene Peroxidaseaktivitat wurde durch eithiBe8% Wasserstoffperoxidlésung tber
30 min geblockt. Ein Wasserspilbad tber 2 min betenden Prozess.

Den nachfolgenden Farbeschritten waren je dreilfpi@r der Schnitte mit PBS tber 10 min
zwischengeschaltet. Die unspezifischen Antigenbiggtellen wurden zuerst geblockt. Dies
erfolgte durch die Inkubation der Schnitte mibrmal-Rabbit-Serun{cat. #642921 ICN,
Irvine, Kalifornien, USA) Uber 60 min bei Raumtemgteir.

In einem Verhaltnis von 1:800 in PBS wurde dann pemare Antiy-HA2X-Antikdrper
(Antiphospho-H2AX an Serin 139; Upstate BiotechiggloLake Placid, USA) verdinnt und
die Schnitte mit der Antikorperlésung tber Nacheiner Feuchtkammer bei 4° C inkubiert.
Nach der Beendigung der Inkubation durch drei Wasgkn mit PBS tber 10 min, erfolgte
die Inkubierung der Schnitte nBoat-anti-Rabbit-Antikdrperiinvitrogen, cat. #A11001) in
einer Verdinnung mit PBS (1:200) in einer Feuchtkemiber 60 min bei Raumtemperatur.
Anschlie3end folgte eine Inkubation mit dem Avi@rmtin-Peroxidase Komplex (ABC
complex, Dako, Glostrup, D&nemark) tber 30 minReumtemperatur und zwei Spilungen
der Schnitte Uber 10 min mit PBS.
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Abgeschlossen wurde dieH2AX-Markierung mit einer Diaminobenzidinanfarbu(AB,
Sigma) bis sich eine braune Farbe zeigte. Die Reakturde dann mit einem PBS-Bad
gestoppt. Die Gegenfarbung der Schnitte erfolgteHamatoxylin fir 45 s.

Nach dem Abspilen der nicht gebundenen Farbstaffe den Schnitten unter flieRendem
Wasser, erfolgte die Dehydrierung durch eine aigfstele Alkoholverdiinnungsreihe.
Abschliel3end wurden die wasserfreien Schnitte rainh cEinschlussharz Entellan (Merck,

Darmstadt, Deutschland) konserviert.
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3.3.2 Immunfluoreszenz-Gewebefarbung yai#2AX-IRIF

Analog zur y-H2AX-Immunhistologischen Farbung wurden im erst&chritt die
paraffinierten Gewebeschnitte entwachst. Beginnartdzwei Dimethylbenzol-Badern tber
10 min, einer Rehydrierung in Badern mit einer eaigenden Ethanol-Wasser-
Verdunnungsreihe (100%, 96%, 90%, 80%, 70%) Ubem2und reinem Wasser Uber 1 min.
Fur die Wiederherstellung der Antigenbindungsstelleirden die Schnitte in einem Bad aus
Zitratpuffer (DAKO Retrieval puffer , S#-2031, Gliwap, Danemark; pH = 6,0) Gber 60 min
bei 96° C erhitzt. Danach folgte ein Bad in PBSe&nem Schiittler Gber 5 min.

Wie bei dery-H2AX-Immunhistologischen Farbung waren den nag#nten Farbeschritten
je drei Spilbader der Schnitte mit PBS tUber 10 zmiischengeschaltet.

Im nachsten Schritt wurde fir die Blockung der wzsfischen Bindungsstellen die Schnitte
Uber 60 min bei Raumtemperatur nmibrmal-Goat-Serum(cat. #642921, ICN, Irvine,
Kalifornien, USA) inkubiert.

Uber Nacht bei 4° C in einer Feuchtkammer wirkt@rdaer primare monoklonale Maus-
Antikorper gegeny-H2AX (Antiphospho-H2AX an Serin 139; Upstate Bicheology, Lake
Placid, USA) im Verhaltnis 1: 1600 in PBS auf diehSitte ein.

Am nachsten Tag erfolgt die Inkubation mit dem Fészenzantikdrper. Genutzt wurde der
biotinylierten Goat-anti-Mouse-1gG-Antikorpevom Typ Alexa Fluor 488-konjugiert (cat.
#A11001, Invitrogen). Absorptionsmaximum bei 495 und Emmissionsmaximum bei einer
Wellenlange von 519 nm. Dies geschah in der Verdigrl: 200 in PBS und tber 60 min
bei Raumtemperatur in einer lichtgeschitzten Féwachiner.

Die Gegenfarbung der Schnitte erfolgt mit dem Fdsaenzfarbstoff DAPI (46’-Diamidino-
2-phenylindol) bei 4° C Uber Nacht im Dunkeln. Afg@mnsmaximum bei 358 nm und
Emmissionsmaximum bei einer Wellenlange von 461 rAbgeschlossen wurde die
Flouroeszenzfarbung der Gewebsschnitte durch dgieréingsprozess im Einschlussharz

Entellan (Merck, Darmstadt, Deutschland).
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3.3.3y-H2AX-IRIF Analyse

Die Gewebeschnitte wurden mit dem Mikroskop ,E60CDepi-fluorescence” der Firma
Nikon ausgewertet. Das Mikroskop war mit einer ygjeacompled divice* (CCD)-Sensor-
Kamera und einer Akquisitions-Software flr PC astajtet.

Die Untersuchung der Gewebeschnitte mity\dBI2AX-Immunhistologischen Farbung erfolgt
per Durchlichtmikroskopie. Eine Differenzierung dgrH2AX-IRIF wurde in einer
VergroRerung am Okular von 12,5fach und den Obhjektivon 60facher und 100facher
VergroRerung durchgefihrt. Zur Auflosungssteigerwigde mit Immersionsol gearbeitet.

Fur die Quantifizierung den-H2AX-IRIF wurde das Verfahren der Epifluoreszenz-
mikroskopie genutzt und digH2AX-immunfluoreszenzgefarbten Schnitte ausgeweAts
monochromatische Lichtquelle diente eine Quecksiil@pflampe. In den VergréRerungen
von 750fach und 1250fach wurden die einzelget2AX-IRIF mit dem Auge gezahlt. Bei
einer Wellenlange um die 519 nm erscheinen dieaagyin. Als echter DSB wurde nur ein
IRIF gewertet, der sich bei einer Wellenlange um41 nm in dem umschlossenen Bereich
der mit DAPI blaulich gegengefarbten Zellkernen bder DNA/ RNA befand.

Aufgrund der Zellstruktur wurden im Nierengewebe atlem IRIF in den Zellkernen des
Tubulussystems gewertet. Diese sind rundlich usdela sich Uber mehrere Ebenen in den
Gewebsschnitten verfolgen. Die einzelnen IRIF sind von einander zu differenzieren. In
kleineren Zellen war es nicht mdglich, zwei IRIFnveinander abzugrenzen.

Fur eine statistisch fundierte Aussage wurden im @ewebeschnitten der Niere mindestens
100 Zellen, bzw. 100 IRIF bei geringer IRIF-Anzapézahlt. Dabei wurde auf eine
gleichmallige Verteilung der ausgewerteten Zellen @Gewebeschnitt geachtet. Die
gewonnene Anzahl wurde zu den ausgewerteten ZieleWerhaltnis gesetzt. Von diesen so
erhaltenen Daten wurden zu den einzelnen Zeitpunkeech der Bestrahlung die in den

Kontrollen bestimmten Werte der nattrlichen Hintargistrahlung subtrahiert.
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4 Ergebnisse

Mit den verwendeten antikbrperbasierten Farbemethodar es moglicly-H2AX-IRIF in
den untersuchten Nierengewebeschnitten nachzuweisedem komplexen Organsystem
Niere konnte die Induktion und die Reparatur vonADDBloppelstrangbriichen nach einer
Bestrahlung beobachtet werden. Es gelang, die Methés ein quantitatives und qualitatives
Untersuchungsinstrument im Bereich klinisch reléganDosen zu etablieren. Mit der
verwendeten diey-H2AX-Immunohistochemie war es mdglich die IRIF uddmit die
Doppelstrangbriche mit der sie umgebenden mikraskbpn Anatomie qualitativ zu
beobachten. In den angelegten Dauerpréaparatenimeagenaue ldentifizierung der einzelnen
Zelltypen moglich. Fur die Quantifizierung deH2AX-IRIF wurde die lichtempfindliche

y-H2AX- Immunfluoreszenz-Gewebefarbung genutzt.

Abbildung 12 :

ImmunhistologischeysH2AX-Farbung der Niere des Mausstamms C57BL/6 gi@ai-
VergroBerung 750fach): In den Gewebsschnitten in Darchlichtmikroskopie ist der
histologische Aufbau der Niere klar zu erkennerbulusgewebe ist von GefaRendothel und
Erythrozyten gut zu differenzieren. Das unbestealllormalgewebe zeigt fast keine
¥H2AX-IRIF. Nach einer Bestrahlung mit 2 Gy sipti2AX-IRIF erkennbar als bréaunliche
Granula in den Zellkernen. 30 min nach Bestrahlfinget man, wie hier abgebildet, in fast
jedem KernygH2AX-IRIF.
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4.1Induktion von DNA-Doppelstrangbriichen in der Niere

In den Versuchen zur DSB-Induktion wurden Mause vB@&7BL6- und SCID-Stamm
einmalig mit 0,1 Gy, 0,5 Gy oder 1 Gy bestrahlte Biuswertung dey-H2AX-IRIF erfolgte
zum Zeitpunkt 10 min nach Bestrahlung und wurdeckludas Zahlen der IRIF in der
y-H2AX-Immunofluoreszenz-Gewebefarbung durchgefihrt.

Es zeigt sich bei dem Mausstamm C57BL/6 ein lirearerhaltnis von nachgewiesenen
y-H2AX-IRIF zu steigender Dosis. Bei 0,1 Gy wurdemo Zelle im Durchschnitt 0,74 IRIF
(+/- 0,06), bei 0,5 Gy 3,90 IRIF (+/- 0,1) und leGy 7,94 IRIF (+/- 0,02) gesehen.

Die gefundene Dosiskorrelation bei SCID-Mausen ngtht abgebildet. Die Anzahl der
analysierten Tiere war zu gering. Die Tendenz zuoermi linearen Verhdaltnis von
Bestrahlungsdosis (0,1 Gy: 1,50 IRIF, 0,5 Gy: 7)J80F und 1 Gy: 15,54 IRIF im

Durchschnitt pro Zelle) zu nachgewiesen Schaderawbeinem héherem Niveau gegeben.

—0— Niere

Foci (Anzahl/Zelle)

0 0,5 1

Dosis (Gy)

Abbildung 13:
Induktion von DSB der Niere bei C57-Méausen.
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(14a) ohne Bestrahlung. (14b) nach einer Bestradplonit 0,1 Gy.

(14c) nach einer Bestrahlung mit 0,5 Gy. (14d)memer Bestrahlung mit 1 Gy.

Abbildungen 14:

Induktion von DSB der Niere bei C57-Mausempii2AX-Immunofluoreszenz Gewebeféarbung
in Kombination mit DAPI-Fluoreszenzfarbung von DNRNA (in Uberlagerungstechnik;
OriginalvergréRerung 1250fachyzH2AX-IRIF sind hellgrin, DNA/ RNA hellblau). Zthse
sind Schnitte (14a) ohne und nach einer Bestrahlonig(14b) 0,1 Gy, (14c) 0,5 Gy und
(14d) 1 Gy zum Zeitpunkt 10 min nach Bestrahlung.
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4.2DSB-Reperatur in der Niere

Zur Untersuchung der DSB-Reparatur in der Mausnveweden diey-H2AX-IRIF zu den
Zeitpunkten 30 min, 2,5 h, 5 h, 24 h und 48 h neicler Bestrahlung mit 2 Gy ausgewertet.
Das Maximum der IRIF war bei den untersuchten M@mssien nach 30 min zu finden. Eine
weitere Gemeinsamkeit aller Mausstamme war dereiwghmete Rickgang der IRIF im
Beobachtungszeitrum.

Die reperaturprofizienten C57BL/6-Mause zeigtenMergleich die geringsten IRIF-Zahlen.
Nach einer halben Stunde betrug im Durchschnitt dagimum 11,16 IRIF (+/- 0,2) pro
Zelle. Nach 2,5 h 7,19 IRIF (+/- 0,1), nach 5 hl4|RIF (+/- 0,1) und nach 24 h 1,10 IRIF
(+/- 0,04) pro Zelle. Die IRIF-Anzahl 48 h nach Baklung betrug 0,67 IRIF (+/- 0,04) pro
Zelle. Im Gegensatz dazu hatten die Mausen des -STdBms bei den nachgewiesen
H2AX-IRIF zu allen untersuchten Zeitpunkten die lh&ten Werte. Nach 30 min war das
Durchschnittsmaximum der IRIF 18,16 (+/- 0,18) grdle. Des Weiteren hoben sie sich auch
im Reparaturverlauf deutlich von denen der andétansstamme ab. Nach 2,5 h 12,14 IRIF
(+/- 0,16), nach 5 h 9,3 IRIF (+/- 0,04) und naegh27,27 IRIF (+/- 0,02) pro Zelle. Die
IRIF-Anzahl 48 h nach Bestrahlung betrug 5,27 IR(ff/- 0,03) pro Zelle. Im
Beobachtungszeitraum erreichten sie damit nichtrrdeh Ausgangswert der unbestrahlten
Mause 0,03 IRIF (+/- 0,002) pro Zelle.

20 -

18
—e—SCID

16 —&— Balb/C-Mause
—t— ATM

14 | —e—C57BL6

Foci (Anzahl/Zelle)

Zeit (h)

Abbildung 15:

Reparaturkinetik der unterschiedlichen Mausstamawhreiner Bestrahlung mit 2 Gy.
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Der Primarschaden des Mausstamms BALB/c an DSBQ@agin nach der Bestrahlung bei
IRIF 12,73 (+/- 0,08) pro Zelle. Im Verlauf des Baghtungszeitraums nach 2,5 h bei 8,19
IRIF (+/- 0,09), nach 5 h bei 6,15 IRIF (+/- 0,1)d nach 24 h bei 2,19 IRIF (+/- 0,06) pro
Zelle. Nach 48 h konnten 0,84 IRIF (+/- 0,04) pell& gezahlt werden.

Bei dem vierten untersuchten Mausstamm ATM konmieft alle Zeitpunkte nach einer
Bestrahlung mit 2 Gy mehrfach untersucht werdendodle zeigte sich in dem
Beobachtungszeitraum der Versuche eine den and&tansstammen vergleichbare
Entwicklung der IRIF. Es wurden nach 30 min 11,B9H, 2,5 h 9,225 IRIF, nach 5 h 7,31
IRIF (+/- 0,1), nach 24 h 4,08 IRIF (+/- 0,08) undch 48 h 2,91 IRIF (+/- 0,07) pro Zelle

bestimmt.
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(16a) ohne Bestrahlung.

(16b) 24 h nach Bestrahlung.

Abbildungen 16:
yH2AX-Immunofluoreszenz Gewebefarbung in Kombinatnit DAPI-Fluoreszenzfarbung
der DNA/ RNA in der Niere von SCID-Mausen (in Ubgérungstechnik; Original-

VergroRerung 1250fach). Zu sehen sind Schnitte )(bBae und (16b) 24 h nach einer
Bestrahlung mit 2 Gy.
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(17a) ohne Bestrahlung.

(17b) 24 h nach Bestrahlung.

Abbildungen 17:
yH2AX-Immunofluoreszenz Gewebefarbung in Kombinatinit DAPI-Fluoreszenzfarbung
der DNA/ RNA in der Niere von ATM-Mausen (in Ubgeaingstechnik; Original-

VergroRerung 1250fach). Zu sehen sind Schnitte)(bfme und (17b) 24 h nach einer
Bestrahlung mit 2 Gy.
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(18a) yrH2AX-Immunofluoreszenz Gewebefarbung bei 519 nm.

(18b) DAPI —Fluoreszenzgewebefarbung bei 461 nm.

Abbildungen 18:

Gewebeschnitt der Niere einer ATM-Maus von Tubpitisel und Glomerulus mit
Erythrozyten zum Zeitpunkt 30 min nach einer Basiray mit 2 Gy (Originalvergré3erung
1250fach). (18ay-H2AX-Immunofluoreszenz Gewebefarbung bei 519 nrtertfiedliche
GroRRe der Zellkerne und mangelnde Abgrenzbarkeit Zlkernen im Kapillarepithel.
Fehlgebundene Sekundarantikdrper. (18b), 4’-Diamidino-2-phenylindol (DAPI) -
Fluoreszenzgewebefarbung bei 461 nm. Die DNA/ RNrellblau gefarbt.
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5 Diskussion

Fur die vorgelegte Arbeit wurden die Induktion uddr Reparaturverlauf von DSB bei
klinisch relevanten Einzeldosen ionisierender S$tnadpy untersucht. Ziel war es, genetisch
definierte Unterschiede der Strahlempfindlichk@iteinem Normalgewebe zu bestimmten.
Als ,in vivo* -Modell dienten vier Mausstamme mitkannter Profizienz und Defizienz in
der Reparatur von DNA-Doppelstrangbrtichen. Nackrddestrahlung wurden die Nieren der

Mause mit dey-H2AX-IRIF-Methode analysiert.

5.1 Beobachtungen zur Methodik

Bei der Planung der Versuche war es vorgesehensgemaie Auswertung der Versuche in
einer y-H2AX-immunhistologischen Gewebefarbung durchzuéithr Die Vorteile der
einfacheren Farbemethode, der lichtbestandigererd umstologisch eindeutigeren
Dauerpraparate konnten jedoch aufgrund der fehfe@ientifizierbarkeit dey-H2AX-IRIF
nicht genutzt werden.

Fur die quantitative Analyse dgtH2AX-IRIF gelang es eine Gewebefarbung auf Basis d
Immunfluoreszenz zu etablieren. Hier konnten dieenen IRIF in den Zellkernen sicher
von einander getrennt werden. Bei dieser Methodshtedig war, neben der reduzierten
anatomischen Auflosung, das Ausbleichen der Prégdrach einen &uf3eren Lichteinfall und
das Auswerten mit dem Fluoreszenzmikroskop.

In dem Prozess der Etablierung wurden unterschteelljantigen-retrieval“- Agenzien und
verschiedene Mischverhaltnisse von Antikérpern atesget bis ndherungsweise 100% der
Zellen in der Niere sich positiv farbten. Eine edntige Auswertung war in dem Dosisbereich
von 0,1 Gy bis 2,0 Gy und in dem Zeitraum von 1@ ims 48 h nach Bestrahlung méglich.
Das Optimum konnte bei einer einmaligen Bestrahlenitigder Dosis von 2 Gy nach 30 min
erreicht werden. Zu Zeitpunkten unter 10 min wadém IRIF nicht immer eindeutig zu
erkennen und eine optimale Asservierung aller Megaste nicht moglich. Aus den
Vorversuchen hatte sich ebenfalls ergeben, dassegriisentativer Vergleich der DSB-
Reparatur bei den gewdahlten Mausstammen nur ber dosis von 2 Gy und einem
Beobachtungszeitraumes von 48 h gegeben ist. B&dgm@ise waren bei einer geringeren
Strahlendosis bei dem Maustyp C57/BL6 nach 48 h Kame vermehrte IRIF-Anzahl im
Vergleich zu unbestrahlten Tieren zu finden. Behdrén Dosen waren die IRIF bei den
bekannt DSB-reparaturdefizienten Mausstammen zufdéren Zeitpunkten aufgrund der

hohen Anzahl nicht immer eindeutig zu trennen. Eemeigte sich in den Vorversuchen zu
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welchen Zeitpunkten es eine aussagekraftige Dynamder IRIF-Anzahl zu sehen ist. So
wurde auf eine Analyse der Zeitpunkte 12 h und 8@c¢h der Bestrahlung verzichtet.
Einschrankungen in der IRIF-Auswertung in der Niergaben sich durch die Besonderheiten
der histologischen Struktur. Durch ihre Funktiontemscheiden sich die verschiedenen
Zelltypen der Niere stark in Form und Grof3e. Imgleich von Zellen des Tubulussystems
mit denen des Nierenkorperchens, fallen besondersbestehenden Unterschiede in der
GroRRe der Zellkerne und der Kern-Plasma-Relatidn @eshalb war beim Mikroskopieren
eine sichere visuelle Trennung der Kerne meist inuden Zellen der Tubulussystems
gegeben. Fur das Erstellen einer reproduzierbarantgativen Analyse wurde aus den oben
genannten Grunden die Auswertung im Allgemeinen dak gleichmaf3ig verteilte
Tubulusepithel begrenzt. Plattenepithlien bzw. bebtwurde bei hoher IRIF-Anzahl im
Gewebe ausgeschlossen. In die Wertung einbezogedewain Focus nur, wenn er sich
eindeutig im DAPI-gegengefarbten Zellkern befand.

Von weiteren Epiphdnomen ist zu berichten: Bei mirmufélligen Ungleichgewicht in der
Farbung der Schnitte kam es vor, dass sich beimrddilopieren der Eindruck eines
~Sternenhimmels” durch fehlgebundenen Fluoreszdikiaper prasentierte. So war die
optische Diskriminierung der einzelnen IRIF nicither durchzufihren. Ebenfalls kritisch
war die Analyse von Schnitten, bei denen sich kdéiomogene Farbung aller Zellen einer
Zellart zeigte. Bei guter Farbung war ein IRIF duroehrere Schichten eines Schnittes zu
verfolgen und seine dreidimensionale Struktur klaerkennen. Im Verlauf des beobachteten
Reparaturprozesses nach einer Bestrahlung verthohtch die erst wolkig scheinenden
IRIF, wurden dann kleiner, bis sie schlie3lich gawerblassten. Bei den genannten
Abweichungen wurde ein IRIF nicht gewertet bzw. gamnlgefarbter* Schnitt verworfen.
Bemerkenswert ist auch die Tatsache, dass eine pRake nach Abschluss der
Immunfluoreszenz-Gewebefarbung von 24 h die Scehmitfen lie3 und die Analyse der
Gewebsproben verbesserte. Im Ansatz deutlich wdedesrwartete Unterschied in der IRIF-
Struktur von Gewebeschnitten der Tiere mit ATM-R&fhz. Durch das Enzym DNA-PKcs
erzeugtey-H2AX-IRIF waren kleiner und schwacher ausgeprdgAUL et al., 2000;
BURMA et al., 2001].
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5.2 Diskussion der Versuchsergebnisse

Mit friher gelaufigen Methoden der DNA-Analyse &$ nicht mdglich, den Schaden an
seinem Entstehungsort im Zellkern darzustellen. Zeéen und Gewebe missen aus ihrem
natirlichen Verband herausgelost und zerstort wwerd®it dem Verfahren der
Pulsfeldgelelektrophorese kann erst nach einer éxeftung und der Auftrennung der DNA-
Fragmente der Masse nach der DNA-Schaden untersuarten. Bei geringeren
Energiedosen als 5 Gy sind die DNA-Fragmente nachAdftrennung nicht eindeutig [CHU
et al, 1986]. Die Chromosomenanalyse auf Genomderangen mit der Fluoreszenz-,in
situ“-Hybridisierung (FISH) erfolgt auch mit denatrter DNA. Sie arbeitet mit definierten
DNA-Sonden und kann so spezifische Genomveranderurmpkannter DNA-Sequenzen
nachweisen. Eine (gleichzeitige Quantifizierung rallestrahlungsbedingter DNA-
Doppelstrangbriche ist nicht moglich [COLUMNA et 2006].

Mit der fiar diese Arbeit verwendetet Gewebefarbufigy y-H2AX-IRIF kdnnen
Doppelstrangbriche ,in vivo* nachgewiesen werden. gelang eine Quantifizierung des
Schadenausmalfies bei klinisch relevanten Einzeldos&ierender Strahlung. Zwar ist das
Verfahren durch den Nachweis von phosphoryliertastdden indirekt, jedoch kann im
physiologischen Gewebeaufbau die Entstehung undzeiiiche Reparaturablauf von DSB
beobachtet werden.

Durch die Wahl der Organkonservierung in einer Fddehydlosung und der
Paraffineinbettung war es moglich, die Ergebnissgz der Verwendung einer lichtsensiblen
und damit instabilen Immunfluoreszenzfarbung, Zaraduzieren. Der denaturierende Effekt
dieser Methode war wahrend der Analysen nicht bisdeu Veranderte Zellen an den
Randern der Schnittpréparate wurden nicht ausgetvert

Der reprasentative Nachweis von bestrahlungsinderieDSB wurde durch den gewahlten
Versuchsaufbau gewahrleistet. Dafiir war es notwgndndere Ursachen fiy-H2AX-
Ansammlungen H2AX-Foci) im Zellkern auszuschlie3en. Durch dieistvertung von
y-H2AX-IRIF im Dauergewebe Niere konnte die Anzaldler physiologischer Foci anderer
Ursachen reduziert werden. Zu beachten waren enddd8B in Geweben mit einer erhthten
meiotischen und mitotischen Aktivitat. Beispielhaitd hier Hodengewebe [HAMER et al.,
2003; MAHADEVAIAH et al., 2001] und Tumorzellen [WRTERS et al, 2005;
MAHRHOFER et al., 2006; YU et al., 2006] zu nennEbenfalls in Zellen mit somatischer
Rekombination, wie den Zellen des Lymphsystem nat ®(D)J-Rekombination, treten
vermehrt echte DSB auf [YIN et al, 2009]. Des Wigitekann es im Prozess der Apotose, der
DNA-Fragmentierung zu einer H2AX-Phosporylierungrknen [MUKHERJEE et al., 2006].
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Durch die Auswertung von unbestrahlten Kontroléreder einzelnen Maustamme und dem
zu einander in das Verhaltnis setzen mit den bestra Tiere wurde der Einfluss zum
Versuchszeitpunkt unbekannter DSB-erzeugender Agenauf die Versuchsergebnisse
reduziert. Die bei den unbestrahlten Tieren bestenmH2AX-Werte war sehr gering und
bei allen Mausen in etwa gleich hoch. Der Ursprdeg dennoch gefundengrH2AX-Foci
liegt am ehesten in der natlrlichen Hintergrundidimag. Somit haben die fir die bestrahlten
Tiere bestimmten IRIF-Werte ihren Ursprung in demncth den Beschleuniger verursachten
Schaden.

Bei der Bewertung der Versuchsergebnisse ist edtigjcdie Dynamik des zellularen
Prozesses dgrH2AX-IRIF-Induktion zu bertcksichtigen [KINNER ei., 2008;BEKKER-
JENSEN S, MAILAND N, 201p Aus diesem Grund hinterfragen manche Autorendieb
IRIF-Werte zu den Zeitpunkten unter einer Stundelere DSB entsprechen oder nur
Ausdruck der initierten metabolischen Veranderwsigd. Da jedoch die Werte in den
Frihphasen nach Bestrahlung bei den einzelnen Mamssen konstant waren und fir jeden
Mausstamm spezifisch hoch waren, kdnnen diese dénals Vergleichsparameter fur die
DSB-Reparaturkapazitat genutzt werden. Auch in d@rsuchsteil DSB-Induktion war es
nicht Ziel absolute Werte zu gewinnen, sondern dachgewiesenen Schaden und dessen
Verhaltnis zur Dosis zu ermitteln. Dies gelang wad nachweislich zu reproduzieren.

Die Aussagekraft der Versuchsergebnisse wurde tietz teilweisen Beschrankung auf
Tubulusepithelzellen in der Auswertung durch didéndnzahl der untersuchten Zellen und
ihrer Verteilung im Schnittpraparat gewahrleistddie gewonnen Daten aus dem
Versuchsaufbau DSB-Dosiskorrelation bestatigen déashlenbiologische Modell der
stochastischen Wirkung ionisierender Strahlungk&mte ein lineares Verhaltnis zwischen
Dosis und verursachtem Schaden im Mausgewebe Narkgewiesen werden. Neben den
fundierten Werten fur C57/BL6-Mause bestétigen diesals Stichprobe zu bezeichnenden
Daten der reparaturdefizienten SCID-Mause.

In dem Versuchsaufbau der DSB-Reparaturkinetik ngelas bei den Mausstammen die
Unterschiede in der DSB-Entstehung durch ionisideeBestrahlung nachzuweisen. Auch
konnte der Reparaturverlauf und die UnterschiedeMBusstamme beobachtet werden. Im
verwendeten Mausmodell zeigten die bekannt strableiblen SCID-M&ause im Vergleich
mit dem, mit natirlicher Strahlenresistenz ausgiestan, Mausstamm C57BL/6 durchgehend
hohere IRIF-Werte. Der deutlich langsame Reparaflauf war gut zu sehen. Das

Ausgangsniveau wurde im Beobachtungszeitraum eickicht.
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Des Weiteren gelang es, den geringen UnterschietbirStrahlensensibilitat zwischen den
Mausstammen C57BL/6 und BALB/c nachzuweisen. Deklssache eine im Vergleich beim
letztgenannten Maustyp nur eine hypomorphe Exmes$es nicht-homologen Endjoning ist
[OKAYASU et al., 2000; MORI et al., 2001].

Die Ergebnisse fur den Mausstamm ATM sind nichalten Zeitpunkten reprasentativ, da in
den Versuchen zu den einzelnen Zeitpunkten niclsteathend ATM-Mause untersucht
werden konnten. Im Vergleich zu C57/BL6 féllt aumdi ihnen der erhdhter Primarschaden
auf. Aufgrund des Rilckgangs der IRIF ist, wenn docNergleich verzogert, eine Reparatur
anzunehmen.

In der Zusammenschau gelang es in den VersucheArfeit im Dauergewebe Mausniere
bei klinisch relevanten Einzeldosen reprasentatévgeénetisch definierten Unterschiede in der
Strahlensensibilitdt und der DSB-Reparatur der @mme nachzuweisen und ihren Verlauf
zu beobachten. Es konnte auch deutlich gemachtenedhss der beobachtete Schaden in
einem linearen Verhaltnis zu der auslésenden Bielst und es damit keine Schwellendosis

fur einen DSB in der Niere gibt.

56



Reparatur von DNA-Doppelstrangbriichen in murinemrélgewebe

5.3 Vergleich der Ergebnisse mit anderen Mausgemwebe

Die fur die Mausniere gewonnen IRIF-Werte der St&m@b7BL/6, BALB/c, SCID und
ATM gleichen im Grundsatz denen, die flr anderadsolGewebe und Organe durch die
Arbeitsgruppe Frau Prof. Rilbe [RUBE C E et al.,80fefunden wurden. Auch ahnelt die
DSB-Reparaturkinetik der Niere in Ihrem Verlauf den Blutlymphozyten [KUHNE et al.,
2004].

Die Organe eines Mausstammes zeigen einen ahniibenhprimaren Schaden und einen
vergleichbaren Reparaturablauf. Dies stutzt dies€éhelass alle Zellen eines Organismuses
eine grundlegend gleiche, genetisch determiniertapftadlichkeit fur DSB durch
ionisierende Strahlung bzw. eine vergleichbare D&paraturkapazitat besitzen. Eine
spezifische Reparaturkapazitat der einzelnen Ngewatbe scheint es nicht zu geben. Da
Reparaturkapazitat der soliden Gewebe vergleichiiadenen der peripheren Blutzellen ist,
konnte sich hier eine Methode der biologischen Desiie ergeben.

Dass in den durchgefihrten Experimenten die bekaSohwache des ATM-Stamms in der
DSB-Reparatur beim Organ Niere nicht zu allen Zmiiggen nachzuweisen war, ist
moglicherweise auf einen Mangel in der Farbetechihék Auswertung oder die geringe Zahl
der ausgewerteten Tiere pro Zeitpunkt zurtickzufithre

Bei dem Vergleich aller Mausgewebe féllt auf, dassEnde des Beobachtungszeitraums bei
den reparaturprofizienten Mausen C57/BL6 nur sedmige DSB in Form vog-H2AX-IRIF
nachzuweisen waren. Wenn der DSB als der biologisbbdeutsamste DNA-Schaden
anzusehen ist, hatten dies, bei den spat Sympteigermlen Organen wie Niere oder Herz
und dem deutlichen primaren Schaden, mehr seinekbriba bei der strahlenempfindlichen
Niere keine im Vergleich zu anderen Organen sptifierhbhten DSB-Werte gefunden
wurden, kann angenommen werden, dass sich die biegkarorganspezifische
Strahlenempfindlichkeit aus der DSB-Reparatur nasbhalteten oder beeinflussten
Prozessen ergibt. Zu diesen nach UberschreiteMaleranzdosen die Normalgewebstoxizitat
auslosenden nachfolgenden Prozessen gehdrt waimigdhedie histopathologisch und
immunhistologisch beschriebene chronische Entzimdun den Geweben auf zellularer
Ebene [SCHERER et al, 1991; OKUNIEFF P et al., 20D% Unterschiede scheinen in den
einzelnen Geweben auch durch genetische Polymonghisund die dadurch bestimmte
Reaktion auf oxidativen Stress und Entziindungenbeginflusst zu werden [POPANDA O
et al., 2009].
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5.4 Vergleich der Ergebnisse mit der Literatur

Es gibt nur eine geringe Anzahl von Studien, dig-1iRon DSB in soliden Dauergeweben mit
Hilfe eines Tiermodells untersuchen. Meist werdeaw&bekulturen verwendet. Dort konnte
gezeigt werden, dagsH2AX-IRIF sich in den Versuchen vergleichbar alcdm wie 53BP1-
IRIF [MARKOVA et al., 2007]. In einer neueren Stadiiber die DSB-Reparatur in
spermatogonalen Stammzellen bestétigte die Gleitigkeit der IRIF vony-H2AX und
53BP1 [RUBE C E et al.,, 2011]. Zwar unterscheidieh $n der letztgenannten Studie die
y-H2AX-IRIF der spermatogonalen Stammzellen von dene Normalgewebe Niere, jedoch
sind die dort angegebenen Werte fur 53BP1-IRIANidrmalgewebe vergleichbar mit denen
in dieser Studie bestimmten Werte fur die Niere.

In einer anderen Studie zu dermalem Mausgewebeenulé genetisch determinierte DSB-
Reparaturkapazitat und der Reparaturverlauf von DS8nem Beobachtungszeitraum von
sieben Tagen untersucht. Unter anderem zeigterdsitimach einer Bestrahlung mit 2 Gy in
Gewebeproben der Haut von den Mausstammen SCIDB#&id/c zu den Zeitpunkten
30 min und 24 ly-H2AX-IRIF-Werte, die mit der Niere vergleichbandi[BHOGAL et al.,
2010].

Ausgangspunkt fur die durchgefiihrten Versuche diesebeit waren die in der
Strahlentherapie beobachteten klassischen, inteidsluell verschiedenen Empfindlichkeiten
fur ionisierende Strahlung [SCHERER et al., 199TOSER, FEYER, 2010]. In dem
definierten Rahmen aus Dosis und genetischer Disposn der DSB-Reparatur konnte diese
prospektive Arbeit im Mausmodell reproduzierbarzaigen, dass die H2AX-IRIF-Methode
in der biologischen Dosimetrie verwendet werdennkabieses gilt insbesondere flr die
frihen Phasen nach einer Belastung mit geringaeah®mdosen. Zur Untersuchung der sich
anschlielBenden Prozesse bei spatreagierenden Qrgartie Methode aktuell alleine nicht
geeignet. Die Sensibilitat dey-H2AX-IRIF-Methode als Verfahren der biologischen
Dosimetrie wurde in Studien zu unterschiedlicheagdostischen Malinahmen (CT und
Angiographie) [LOBRICH M et al. 2005; KUEFNER MA at., 2009] und therapeutischen
Malnahmen (Radiojodtherapie) [LASSMANN M et al, @Pgezeigt.

Weiter konnte in der Arbeit dargelegt werden, dasssierende Strahlung auch in geringer
Dosis DNA-Schéaden in Form von DSB verursacht. Diasdische Begriff Schwellendosis
hingegen beschreibt nur, ab wann ein klinisch bet#r Schaden auftritt. Deshalb ist die
Indikation fUr eine strahlenbelastende Untersuckangder eine Strahlentherapie eng zu
stellen und je nach Patient individuell anzupasBés Priméarpravention steht an erster Stelle,

denn von einer effektiven DSB-Reparatur kann nicimher ausgegangen werden.
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