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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

1.1  Zusammenfassung

Ziel: Das Ziel dieser Arbeit war es, die Reparatur von strahleninduzierten DNA-
Doppelstrangbriichen (DSB) bei Kindern mit malignen Erkrankungen zu untersuchen, um
mogliche Defizite in der DNA-Reparaturkapazitit zu erkennen und nachzuweisen. Hierbei
bildete die Untersuchung von DNA-Doppelstrangbriichen den Schwerpunkt, da diese auf den
Organismus ein potentiell hohes Risiko zur Krebsentstehung besitzen. Um die DNA-
Reparaturkapazitdt von Zellen durch den spezifischen Nachweis nicht reparierter DNA-
Doppelstrangbriiche analysieren zu kdnnen, wurde als Nachweismethode die gut etablierte
Immunfluoreszenzmikroskopie (IFM) angewendet. Diese Methode ermoglicht die Analyse
von DNA-Reparaturfaktoren, die in groBer Anzahl in unmittelbarer Umgebung des Bruches
rekrutiert werden. Ferner wurden verschiedene Reparaturproteine mittels IFM nachgewiesen

und hinsichtlich ihrer Sensitivitit untersucht.

Material und Methoden: Es wurden Lymphozyten von 45 Kindern mit malignen

Erkrankungen im Alter von einem bis 19 Jahren untersucht. Zusitzlich wurden Lymphozyten
von 5 gesunden Kontrollkinder als Vergleich hinzugezogen. Die aus den Blutproben der
Kinder isolierten Lymphozyten wurden ex-vivo mit 1 oder 2 Gray mit einer einzelnen
Fraktion homogen bestrahlt. Im Anschluss an eine immunologische Markierung der
Reparaturfaktoren (ATM, 53BP1, yYH2AX) wurden 15 Minuten, 8 Stunden und 24 Stunden
nach der Bestrahlung die Anzahl vorhandener Foci mittels Immunfluoreszenzmikroskopie
quantitativ erfasst. Es wurde die Darstellung durch die Markierung von ATM, 53BP1 und
YH2AX miteinander sowie die DSB-Reparaturkinetiken von Kindern mit malignen

Erkrankungen mit denen von gesunden Kindern verglichen.

Ergebnisse: Es zeigten sich Hinweise auf Defizite in der DNA-Reparaturkinetik von
erkrankten Kindern gegeniiber gesunden Kontrollkindern. Insbesondere in der
Einzelbetrachtung der untersuchten Proben fielen deutliche Unterschiede auf. Die drei
betrachteten Reparaturproteine zeigten einen &hnlichen zeitlichen Verlauf der DNA-
Reparatur. Es konnten geringe Unterschiede in der Anzahl der Foci bei ATM und 53BP1
gegeniiber der YH2AX Antikorperfarbung gezeigt werden.

Schlussfolgerung: Die in dieser Arbeit untersuchten Kinder mit malignen Erkrankungen

zeigten zum Teil Einschrinkungen in der DSB-Reparaturkapazitit die im oberen

-1-
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Toleranzbereich lagen. Es liegt die Vermutung nahe, dass Kinder mit malignen Erkrankungen
Einschrinkungen in der Reparatur von DSB aufweisen konnen. Dabei scheint die
Aufbewahrung der Zellen durch Kryokonservierung moglicherweise einen selektiven Einfluss
auf die isolierten Lymphozyten auszuiiben. Die markierten Reparaturproteine stellten im

Vergleich miteinander den Verlauf der DNA-Reparaturkinetik zuverldssig dar.
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1.2 Abstract

DNA-Damage repair in lymphocytes of children treated for pediatric

malignancies

Purpose: The origin of pediatric malignancies in healthy children remains largely unclear.
The purpose of the current doctoral study is the investigation of the DNA repair capacity in
children diagnosed with cancer, and the identification of potential deficiencies in the repair of
DNA. The study focused on DNA double strand-breaks (DSBs) due to their potential high
risk of carcinogenesis. To analyse the DNA repair capacity of DSBs the research used the
immunofluorescence analysis to quantify DNA damage response proteins by light microscopy
(foci). This allows to analyze the kinetic of DNA damage response proteins that are located

nearby the DSB.

Material and Methods: Kinetics of DSB repair in lymphocytes of 45 children with

histologically confirmed tumors or leukemias was compared to that of 5 healthy children. In
order to generate DSBs in the DNA, isolated lymphocytes were irradiated with single doses of
1 or 2 Gray. The repair proteins Ataxia teleangiectasia mutated (ATM), p53-binding protein 1
(53BP1) and YH2AX were visualized as foci. This was followed by counting the foci by
means after 15 minutes, 8 hours and 24 hours. After that the study compared the mean of foci
of the children with pediatric malignancies with the healthy children and we compared the
repair kinetics of the three different colorings of antibodies.

Results: The test results showed slighty differences in mean DSB repair capacity between
children with pediatric malignancies and healthy control-children. Three different colorings of
antibodies broadly reflected the same temporal course of DNA repair kinetics; however, slight
differences could be noticed in the absolute rate of double strand breaks in ATM and 53 BP1
towards the YH2AX coloring of antibodies.

Conclusion: Some of the children affected by malignant diseases who were subject of this
study still showed impaired DSB repair kinetics within the upper tolerance levels. This leads
to the conclusion that children with pediatric malignancies can show signs of impaired
kinetics of DSB repair. Here, the keeping of cells using cryopreservation appears to have a
potential selective influence on the isolated lymphocytes. The comparison of the marked

repair proteins illustrates the DNA repair kinetics with sufficient reliability.
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2 Einleitung

2.1 Entstehung maligner Erkrankungen im Kindesalter und Epidemiologie

Die Atiologie maligner Erkrankungen bei Kindern unterscheidet sich insbesondere durch die
Priadisposition von Noxen im Kindesalter im Vergleich zu Erwachsenen. Wihrend bei
Erwachsenen Risikofaktoren wie Alter, Zigarettenrauch, Alkohol und Erndhrung zur
Entstehung bosartiger Tumore beitragen, spielen diese Faktoren bei Kindern eine

untergeordnete Rolle (ERBAR, 2002).

Da Kinder im Vergleich zu Erwachsenen aufgrund ihres Alters eine geringere Exposition
gegeniiber Noxen aufweisen, ist die Ursache flir Tumorerkrankungen im Kindesalter hiufig
genetisch bedingt. Exogene Einfliisse, wie ionisierende Strahlung und Chemikalien, scheinen
nur zu einem sehr geringen Teil an der Atiologie maligner Krankheiten im Kindesalter

beteiligt zu sein (ROBERT- KOCH INSTITUT, 2008).

Es sind eine Vielzahl von genetischen Verdnderungen bekannt, die mit Tumorerkrankungen
im Kindesalter assoziiert sind. Liegt die Verdnderung in einem Gen, dass fiir die Reparatur
von DNA-Doppelstrangbriichen (DSB) verantwortlich ist, kdnnen bereits in jungen Jahren
Krankheitsbilder wie Ataxia telangiectasia oder die Fanconi Andmie entstehen, die unter
anderem auch durch vermehrte Krebsentstehung gekennzeichnet sind (GORTNER L, 2012).
Diese Patienten reagieren im Vergleich zu gesunden gleichaltrigen Kindern deutlich sensitiver
auf ionisierende Strahlung, da die Einschrinkung in der DNA-Reparaturkapazitit vermutlich
zu Akkumulation von DSB und somit schneller zu Mutationen fiihrt (CUNLIFT et al., 1975;
RUBE CE, 2009).

Klinisch zeigen die Patienten die unter Ataxia telangiectasia leiden eine Vielzahl
verschiedener Krankheitsbilder. So entwickeln die meisten Patienten bei dieser autosomal
rezessiv vererbten Erkrankung bereits im Kleinkindalter eine Kleinhirnatrophie, welche zu
Ataxien fiihrt. Es bilden sich hdufig Teleangiectasien im Bereich der Bindehdute und des
Gesichts (BODER, SEDGWICK, 1958; CHUN, GATTI, 2004; SEDGWICK, BODER,
1960). AuBerdem sind die Patienten aufgrund einer eingeschriankten Immunkompetenz
anfilliger fiir Infekte insbesondere der Atemwege. In ihrer Entwicklung sind die Patienten

héufig geistig und korperlich retardiert (BODER, SEDGWICK, 1958).
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Auffillig ist auBlerdem, dass die Wahrscheinlichkeit zur Entwicklung maligner
Tumorerkrankungen circa 100 mal hoher ist als gegeniiber gleichaltrigen und gesunden
Kindern (MORRELL et al., 1986). Dabei treten Leukdmien vom ALL-Typ und Lymphome
vom Non-Hodgkin Typ besonders haufig auf (SANDOVAL, SWIFT, 2003). Die Privalenz
mit der Ataxia Telangiectasia Auftritt ist, abhdngig von der Herkunft, unterschiedlich hoch

und wird mit 1:40000 bis 1:100000 angegeben (SWIFT et al., 1986).

In Deutschland betrdgt die Anzahl der neudiagnostizierten Krebserkrankungen bei Kindern
bis zum 15. Lebensjahr ca. 1800 pro Jahr (KINDERKREBSREGISTER, 2016). Die
Wahrscheinlichkeit eines Neugeborenen an einer malignen Erkrankung zu erkranken liegt bei
0,2%, dabei erkranken Jungen in etwa 1,2mal hédufiger als Madchen. Im Jahresbericht von
2016 erkrankten vor dem fiinften Lebensjahr 782 Kinder, und vom fiinften bis zum 15.ten

Lebensjahr 977 Kinder (KINDERKREBSREGISTER, 2016).

Mit gut einem Drittel aller malignen Erkrankungen im Kindesalter sind die Leukdmien
(30,4%) am héaufigsten vertreten; die akute lymphatische Leukédmie (ALL) ist die hdufigste
Form der Leukdmie im Kindesalter (KINDERKREBSREGISTER, 2016). Die Tumore des
zentralen Nervensystems (ZNS) folgen mit 23,6%; hierbei tritt das Astrozytom am héufigsten
auf. Weitere maligne Erkrankungen im Kindesalter sind Lymphome (14,3%), periphere
Nervenzelltumore (5,7%), Weichteilsarkome (5,9%), Nierentumore (4,7%), Knochentumore

(5,2%) und Keimzelltumore (4,1%) (KINDERKREBSREGISTER, 2016).

Im Allgemeinen gilt, dass Kinder mit malignen Erkrankungen eine bessere Prognose haben
als Erwachsene. Die fiinfzehn Jahresiiberlebensrate fiir Krebserkrankungen vor dem 15.
Lebensjahr liegt bei 82%, beim Vorliegen einer lymphatischen Leukidmie sogar bei 90%. Die
beste Prognose hat das Retinoblastom und das Hodgkin Lymphom (5 Jahresiiberlebensrate
99%) (KINDERKREBSREGISTER, 2016).

2.2 Grundlagen der Tumorentstehung

Bei der Entstehung von Tumorerkrankungen liegen héufig Defizite in der adéquaten
Reparatur von Zellschidden wéhrend des Zellzyklus (Abbildung 1) oder der Einleitung des

programmierten Zelltods, Apoptose, vor.
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Der Zellzyklus kann in die Mitosephase (M-Phase) und die Interphase unterteilt werden, die
wiederum aus der G;-Phase, der Synthese-Phase (S-Phase) und der G,-Phase besteht. In der
Gi-Phase bereitet sich die Zelle auf die Replikation der DNA vor, welche in der S-Phase
stattfindet. In der sich anschlieBenden G,-Phase regeneriert sich die Zelle bis zum Eintritt in

die M-Phase, in der sich die Zelle dann teilt (ALBERTS B, 2005).

Am Ubergang von G; zur S-Phase befindet sich ein Kontrollpunkt, der den Zellzyklus in der
G-Phase stoppen und iiber komplexe Signalkaskaden fiir eine ausreichende Vorbereitung auf
die bevorstehende S-Phase sorgen kann. Durch die Aktivierung spezifischer Cyclin-
abhingiger Kinasen (Cdk) kann die Zelle in die nichste Phase des Zellzyklus iibergehen. Bei
UnregelmiBigkeiten wird die Aktivierung der Cdk verhindert und somit der Zellzyklus in der
jeweiligen Phase angehalten, bis eine korrekte Fortsetzung gewihrleistet ist. Zwischen G2
und M-Phase liegt ein weiterer Kontrollpunkt, an dem die Uberpriifung auf vollstindige
Duplizierung und Intaktheit der DNA stattfindet. AnschlieBend tritt die Zelle in die M-Phase
ein, in der die Teilung der Zelle zu zwei Tochterzellen erfolgt (ALBERTS B, 2005;
PAWLIK, KEYOMARSI, 2004).

. M-PHASE
. Mitose

v (Kern- Cytokinese
\ teilung) (Teilung des

G,-PHASE Cytoplasmas)

INTERPHASE

-PHASE
S-PHASE By

(DNA-Replikation)

Abbildung 1:Der Zellzyklus (ALBERTS B, 2005).
Bei der Zellteilung einer gesunden Zelle wird die DNA wéhrend der DNA-Replikation in der
S-Phase des Zellzyklus kopiert um sie der Tochterzelle weiterzugeben. Dabei kann es zu
Fehlern kommen, welche sich mit der Zeit akkumulieren und somit die Wahrscheinlichkeit

zur Entartung einer gesunden Zelle erhoht (ALBERTS B, 2005).
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Die DNA kann auBlerdem durch externe Noxen beschiddigt werden, welches ebenfalls die
Wahrscheinlichkeit zur Entartung erhoht. Dabei ist die Zelle wéahrend der spdten G2 und M-
Phase vermutlich besonders vulnerabel gegeniiber &duBleren Einfliissen wie beispielsweise

ionisierender Strahlung (PAWLIK, KEYOMARSI, 2004).

Wihrend des Zellzyklus sorgen Kontrollpunkte dafiir, dass fehlerhaft duplizierte DNA
erkannt und repariert oder der Zelltod durch Apoptose eingeleitet wird. Meist fithrt die
Schidigung von DNA zu einem Zellzyklusstopp, indem unter anderem das
Tumorsupressorprotein 53 (p53) hochreguliert wird. Dies induziert eine vermehrte
Transkription von Cyclin-abhéngigen Kinase-Inhibitorproteinen (Cdk-Inhibitorprotein) und
hindert die Zelle in die nédchste Phase des Zellzyklus einzutreten. Ist der DNA-Schaden
irreparabel, so kann die Zelle mittels komplexer Kaskaden die Apoptose einleiten und somit
verhindern, dass die geschiadigte DNA an die Tochterzelle weitergegeben wird (ALBERTS B,
2005; WANG et al., 2002). Dabei spielt p5S3 insbesondere fiir den intrinsischen Weg der
Apoptose eine wichtige Rolle, bei dem, iiber die Aktivierung von Mitgliedern der Bcl-2
Familie, Cytochrom ¢ aus den Mitochondrien freigesetzt wird und so weitere pro-apoptotische
Faktoren aktiviert werden (ADAMS, CORY, 2007; CORY, ADAMS, 2002; ELMORE,
2007).

Mutationen im p53-Gen konnen unter anderem zu einer Stérung und insbesondere zum
Verlust von Kontrollmechanismen wéhrend des Zellzyklus fithren. Dies hat zur Folge, dass
die Zelle unkontrolliert proliferiert, DNA-Schdden akkumulieren und letztendlich durch
Entartung auch Krebs entstehen kann (SCHMOLL HIJ, 2006). In iiber 50% aller Krebsarten
konnte seit Entdeckung des p53-Gens Verluste der Funktion von p53 nachgewiesen werden

(OZAKI, NAKAGAWARA, 2011).

2.3 lonisierende Strahlung

Durch Strahlung wird Energie auf Materie transferiert. Von ionisierender Strahlung (ionizing,
IR) wird gesprochen, wenn die transportierte Energie ausreichend ist, um aus den elektrisch
neutralen Atomen dieser Materie positiv und negativ geladene Teilchen zu erzeugen
(Ionisation). Eine Einteilung der unterschiedlichen Strahlungen erfolgt aufgrund ihrer
Bestandteile (Photonen, Teilchen etc.), Quelle (Kernzerfallsprozess, technische Erzeugung
etc.) und Wirkung (Eindringtiefe, Ionisationsdichte etc.). Elektromagnetische Strahlung

besteht aus Lichtteilchen (Photonen) die keine Masse besitzen, weshalb ausschlieBlich

-7 -
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Energie transportiert wird. Abhéngig von ihrer Erzeugungsart und Wellenldnge wird in
elektromagnetische Strahlung (technische Erzeugung in einer Rontgenréhre) und y-Strahlung

(Freisetzung bei radioaktiven Kernzerfallsprozessen) unterteilt (HARTEN, 2011).

Beim Durchdringen von Materie ilibertragen die Photonen ihre Energie auf die Elektronen der
Materie  (Ionisationsereignisse). In  Abhéngigkeit von der Entfernung dieser
Ionisationsereignisse und deren Verteilung wird zwischen locker und dicht ionisierender
Strahlung unterschieden. Rontgenstrahlung induziert entlang ihrer Wegstrecke gleichméafig
verteilte und weit voneinander entfernte lonisationsereignisse, weshalb sie der locker

ionisierenden Strahlung zugeordnet wird.

Wie viel Energie pro Wegstrecke entlang der Bahn abgegeben wird, beschreibt der Lineare
Energietransfer (LET). Der LET ist hierbei nicht konstant, sondern ein indirektes MaB fiir die
Zahl der Ionisationen pro Strecke, der sich bedingt durch die abnehmende Energie und
Geschwindigkeit der Photonen/ Teilchen mit deren Eindringtiefe verdndert. Die Photonen der
Rontgenstrahlung besitzen einen niedrigen LET, da sie ihre Energie durch die rdumlich weit
entfernten lonisationsereignisse nur langsam verlieren, weshalb sie tief in die Materie bzw.
das Gewebe eindringen konnen (INTERNATIONAL COMMISSION ON RADIATION,
MEASUREMENTS, 2011).

In Abhéngigkeit von der Anfangsenergie der Photonen werden in der Materie durch die
Ionisationsereignisse Sekundirelektronen auf unterschiedliche Weise erzeugt: durch den
Photoeffekt (niederenergetische Photonen, 10-100 keV) und durch den Comptoneffekt

(hoherenergetische Photonen, mehrere MeV).

Beim Photoeffekt trifft ein niederenergetisches Photon auf ein Atomkern-nahes Elektron,
welches eine hohe Bindungsenergie besitzt. Das Photon iibertrdgt deshalb seine gesamte
Energie auf das Elektron, setzt dieses frei (Sekundérelektron), und wird selbst ausgeldscht

(HARMS V, 2006).

Der Compton-Effekt tritt beim Zusammensto3 eines hochenergetischen Photons mit einem
Atomkern-fernen Elektron auf. Dabei wird die Energie des Photons zum Teil auf das Elektron
iibertragen. Wegen der Entfernung des Elektrons zum Atomkern besitzt dieses nur eine
niedrige Bindungsenergie, wodurch das Elektron aus seiner Bahn freigesetzt wird. Das
Photon selbst setzt seinen Weg mit abgelenkter Richtung und groferer Wellenlidnge fort und
kann weiter ionisieren (HARMS V, 2006). Diese Art von Energielibertragung tritt
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iiberwiegend wiéhrend einer Bestrahlung mit ionisierender Strahlung, wie sie wihrend einer

Strahlentherapie stattfindet, auf.

2.4 Direkte und indirekte Strahlenwirkung

Es wird zwischen direkter und indirekter Strahlenwirkung unterschieden, welche beide zu
einer DNA-Schédigung fiihren konnen. Beim direkten Strahleneffekt (Abbildung 2) wird eine
Schéadigung durch Sekundirelektronen, die beim Zusammensto3 eines hochenergetischen
Photons mit einem Atomkern-fernen Elektron entstehen, hervorgerufen (HARMS V, 2006).
Sie beruht auf dem Absorptions- und dem Compton-Effekt der Rontgenstrahlung auf Materie
(HARMS V, 2006). Losen sich dabei die Verbindungen im Phosphodiestergeriist der DNA
auf, fihrt dies zur Bildung von DNA-Doppelstrangbriichen (DSB) und DNA-
Einzelstrangbriicken (SSB). Schitzungsweise 30% der durch Rontgen- und vy-Strahlung
verursachten DNA-Schidden sind auf diesen Mechanismus zuriickzufiihren (CHAPMAN et
al., 1973; VAN DER SCHANS et al., 1973).

Beim indirekten Strahleneffekt trifft das Sekundérelektron auf ein H,O-Wassermolekiil und
iibertrdgt seine Energie, was zur Radiolyse des Wassers fiihrt. Hierdurch werden Ionen,
Radikale und Peroxide erzeugt. Radikale sind sehr reaktiv und konnen maximal 10 nm
Wegstrecke zuriicklegen. Peroxide hingegen entstehen vermehrt, wenn molekularer
Sauerstoff in der Umgebung vorhanden ist und sind selbst keine Radikale. Sie konnen ldngere
Wegstrecken vom Entstehungsort bis zur DNA zuriicklegen und radikalisieren die DNA-
Bruchenden durch H'-Abstraktion. Diese Briiche konnen nur sehr schwer repariert werden

(ALBERTS B, 2005; CHAPMAN et al., 1973; JEGGO P, 2009; ZEECK A, 2005).

|

I

(a) (b)

Abbildung 2: Schematische Darstellung der direkten (a) und der indirekten (b) Strahlenwirkung auf die DNA (KRIEGER H, 2009).
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2.5 Reparaturmechanismen fiir DNA-Doppelstrangbriiche

Ionisierende Strahlung verursacht eine Vielzahl unterschiedlicher DNA-Schiden. Die
schwerwiegendsten Schédden sind hierbei die DNA-Doppelstrangbriiche (DSBs), da diese
unrepariert den Zelltod bedeuten konnen. Bei der Reparatur von DSBs kann zwischen zwei
Reparaturwegen, der homologen Rekombination (HR) und der nicht-homologen End-zu-End-

Verkniipfung (NHEJ) unterschieden werden (Abbildung 3).

. DSB .
3" 5’
NHEJ / \ HR

)
KU Bindung / Verkiirzung des S’Endes\ ~—

. . P> @NAD -~
—— 00— ——
3’ (34 3’ 5’
KU70-KU80 «---EXOD
Rekrutieren de .
D;}x ;K“ ' RPA bindet
“HRES ¥ DNA-PKcs RPA| Y L
5 m 375 Qoo 3’
3 5 3 Q0000 5
) RADS51
Rekrutieren von Pro- paralogues |
i A0
zessnerungsfaktorﬁ:n ¥ gread N
5 C PNKP 0 3 RADS51-Filament-
3 5 .
C - \{ bildung
Artemis . RADS1 . v
Rekrutieren von l 3 aoaco 5
XRCC4-XLF-LIG4 ¥
cC
31 0' z Ausbildung eines D-Loop am
RC! ¥ homologen Schwesterchromatid
5’ ' 3’
Direkter Verkniipfungsversuch l 3 5
5 3’ —_ Q ?—
3 5
Austausch des DNA-Strangs Ausbildung von Holl+
und Verkniipfung day-Intermediaten
5 3 5 SEREEEEt 3
3 <---- 5 3 5
—_— /- ~—
Reparatur Reparatur
l Kein Austausch von DNA (engl. Non-crossover) l
5 e e e > 3 -eYeennes 3
3 =oe /\ o ¥ — 5
Kein Austausch von DNA (engl. Non-crossover) Austausch von DNA (engl. Crossover)
5 o 3% :
N — o —

Abbildung 3: Model der Reparatur von DSBs mittels NHEJ (links) und HR (rechts) (PANIER, BOULTON, 2014).
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2.5.1 Homologe Rekombination

Durch einen Vergleich mit dem intakten und sequenzhomologen Bereich des
Schwesterchromatids wird durch die Homologe Rekombination (HR) eine prédzise und
fehlerfreie Reparatur des DSBs ermdglicht. Da fiir diesen Reparaturweg das Vorhandensein
des Schwesterchromatids als ,,Kopiervorlage* essentiell ist, kann er nur in der spéten S- und

der G2-Phase stattfinden.

Direkt nach der Induktion eines DSBs wird dieser durch Sensorproteine, dem Mrel1-Rad50-
Nbsl-Komplex (MRN-Komplex) erkannt. Dieser vermittelt die Prozessierung der
Bruchenden, wodurch einzelstriingige 3‘-Uberhiinge entstehen, an die das Replikationsprotein
A (RPA) zum Schutz der freien Enden bindet. Das RPA an den einzelstringigen Uberhingen
wird durch BRCA1 und BRCA2 (breast cancer susceptiblity gene 1/2) ersetzt und bildet
mithilfe von RADS51 ein Nukleoproteinfilament (RICHARDSON, 2005; SONG, SUNG,
2000; TING, LEE, 2004; YANG et al., 2002). Nun erfolgen durch die Rad52-Epistasisgruppe
und Rad54 eine Adenosintriphosphat (ATP)-abhidngige Suche nach der homologen Sequenz
des Schwesterchromatids und die anschlieBende Stranginvasion (BAUMANN et al., 1996;
GUPTA et al., 1997, MOYNAHAN, JASIN, 2010). Dabei wird eine D-Schleife gebildet.
Hierdurch und unter Bildung von Holliday-Intermediaten (x-formige Strukturen, holliday
junction) ist sowohl die Synthese des eingedrungenen Stranges sowie die am 3°-Ende des
nicht-invasiven Stranges moglich (Abbildung 3). Die entstandene Kreuzungsstelle der Stringe
(brand migration) wandert wihrend des Reparaturprozesses bis die Trennung der Strukturen
erfolgt. Der synthetisierte Strang wird von der Kopiervorlage geldst und die entstandenen

Liicken durch Ligase I verbunden(BARNES et al., 1992; GOETZ et al., 2005).

Da bei der HR eine mdglichst exakte Rekonstruktion der Bruchstelle erfolgt, gehen in der
Regel keine Nukleotidsequenzen und somit keine Geninformationen verloren (ALBERTS B,

2005).

2.5.2 Nicht-homologe End-zu-End Verkniipfung (NHEJ)

Die NHE] ist ein schnell ablaufender Prozess der freie DSB-Bruch-Enden direkt miteinander
verbindet (LIEBER et al., 2003). Da kein Schwesterchromatid als Vorlage notwendig ist,
kann NHEJ in jeder Phase des Zellzyklus ablaufen (BURMA et al., 2006; ROTHKAMM et
al., 2003; ROTHKAMM, LOBRICH, 2003) insbesondere auch in der GO/G1-Phase
(MOORE, HABER, 1996; TAKATA et al., 1998).
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Die DNA-abhéngige Proteinkinase (DNA-PK), die sich aus der regulatorischen Untereinheit
Ku70, Ku80 und der katalytischen Untereinheit DNA-PKcs sowie XRCC4/DNA-Ligase IV-
Komplex zusammensetzt, sind die Kernkomponenten des NHEJ (JACKSON, 2002; JEGGO,
1998). Direkt nach der Detektion eines DSBs bindet das Ku70/Ku80-Heterodimer (Ku-

Komplex) selektiv an die freien Bruchenden und stabilisiert diese.

An den Ku-Komplex konnen sich nun weitere Reparaturenzyme anlagern. Durch die
Rekrutierung der DNA-PKcs wird das aktive DNA-PK-Holoenzym gebildet. DNA-PK fiihrt
die beiden DNA-Enden aneinander und rekrutiert durch Phosphorylierung weitere
Reparaturproteine, wie Artemis und XRCC4 (Abbildung 3) (KOIKE M, 2011; MARI et al.,
2006).

Beim NHEJ werden die DSB-Bruchenden ohne Zuhilfenahme eines homologen
Doppelstranges zusammengefiigt. Dadurch kann es an den reparierten Genabschnitten zu
Insertionen oder Deletionen von Nukleotiden kommen. Die Fehlerrate betrigt dabei 107

(PARDO B, 2009).

2.6 Reparaturfaktoren und deren Nachweis mittels

Immunfluoreszenzmikroskopie

2.6.1 Immunfluoreszenzmikroskopie (IFM)

Mit Hilfe der IFM konnen DNA-Reparaturfaktoren die in unmittelbarer Ndhe eines DSBs
akkumulieren dargestellt werden. Hieraus lassen sich Riickschliisse iiber Anzahl und Kinetik
von DSBs ziehen. Dabei erfolgt der Nachweis von Proteinen iiber verschiedene
Einzelschritte. Uber eine Antigen-Antikorper-Reaktion bindet ein primirer Antikdrper
spezifisch an das nachzuweisende Protein. Dabei begiinstigt die hohe Affinitdt des priméren
Antikorpers ein sicheres und schnelles Anlagern. AnschlieBend erfolgt der spezifische
Nachweis des Primédrantikdrpers durch einen Fluorchrom-gekoppelten Sekundérantikdrper
und die Darstellung des Sekundérantikorpers durch Fluoreszenz (Signalverstirkung). Das
Fluorochrom wird durch eine Lichtquelle mit geeigneter Wellenldnge im Mikroskop angeregt,
wobei der Nachweis des Antikorper-gebundenen Reparaturfaktors visuell durch die
fluoreszierenden, fokalen Strukturen, auch ,Foci“ (radiation induced foci, RIF) genannt,

erfolgt (ROGAKOU et al., 1999).
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Mithilfe von Primédrantikdrpern unterschiedlicher Spezifitit in Kombination mit
Sekundérantikdrpern, deren Fluorochrom sich anhand der Emissionswellenldnge
unterscheidet (=unterschiedliche Fluoreszenzfarbe) ist es moglich zwei unterschiedliche
Reparaturfaktoren in einer Probe nachzuweisen. Mittels solch einer Doppelmarkierung kann
beispielsweise iiberpriift werden, ob zwei unterschiedliche Reparaturproteine am gleichen Ort

nachweisbar sind (= Kolokalisation).

Zur Untersuchung der DNA-Reparatur mittels IFM wird oftmals die Histonvariante H2AX
verwendet, die nach dem Auftreten eines DSBs innerhalb von Sekunden und iiber mehrere
Megabasenpaare an Ser139 phosphoryliert wird. Diese wird dann als YH2AX bezeichnet. In
der Literatur wird umfangreich beschrieben, dass die Anzahl an YyH2AX-Foci mit der
applizierten Strahlendosis korreliert und mit zunehmender Reparaturzeit sich die Anzahl an
Foci wieder vermindert (ROTHKAMM, LOBRICH, 2003). In Untersuchungen mittels
Pulsfeldgelelektrophorese (PFGE) und neutralen Comet-Assay konnten ebenfalls DSBs
dargestellt werden (MIRZAYANS et al, 2006; ROTHKAMM, LOBRICH, 2003;
SEDELNIKOVA et al., 2002). Jedoch sind fiir eine DSB-Reparatur-Analyse mittels dieser
Nachweismethode teilweise sehr hohe Strahlendosen (bis zu 100 Gy) erforderlich. Die
Quantifizierung von Foci im Zellkern kann mittels IFM hingegen nach Applikation von

Dosen bis zu 2 Gy erfolgen.

2.6.2 Genauere Beschreibung von Reparaturproteinen

Abbildung 4: Reparaturproteine (YH2AX und 53BP1) wurden in dem abgebildeten Fibroblast mittels Antikérper markiert und durch IFM
visualisiert (BHOGAL N et al., 2009).
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Werden einzelne Reparaturproteine mit Antikorpern markiert, so konnen diese unter dem
Fluoreszenzmikroskop als Foci visualisiert und quantifiziert werden. Die in Abbildung 4
(eckiger Rahmen, oben) exemplarisch mittels [IFM dargestellte Zelle (Fibroblast) zeigt nach
der Markierung der Reparaturfaktoren YH2AX und 53BP1 strahleninduzierte Foci (BHOGAL
N et al., 2009). Das darunter gezeigte Modell verdeutlicht die groe Zahl der verschiedenen
Proteine, die an der Reparatur eines DSBs beteiligt sind. Es wurden sowohl Proteine die beim
NHEJ als auch bei der HR nachgewiesen werden konnten dargestellt, wobei das Augenmerk
fur diese Arbeit insbesondere bei ATM, YH2AX und 53PB1 liegt. Direkt am DSB
stabilisieren beim NHEJ die Kernkomponenten Ku70, Ku80 und DNA-PKcs die Bruchenden

und verhindern zusitzlich das Auseinanderdriften bis zur Religation (Kapitel 2.5.2).

Bei der HR wird ebenfalls ATM rekrutiert und eine komplexe Signalkaskade verschiedener
Reparaturproteine wie Rad51, BRCA2 und dem MRN-Komplex aktiviert (Abbildung 4, ATM
phosphoryliert am Ser1981) (Kapitel 2.5.1) (BHOGAL N et al., 2009).

2,63 yH2AX

Histonproteine sorgen fiir die strukturelle Organisation von DNA, so dass diese eng verpackt
als Chromatin im Zellkern vorliegt. Die DNA wird dabei um ein Histonprotein, bestehend aus
je zwei Histonmolekiillen H2A, H2B, H3 und H4 gewunden. Dabei werden 146
Nukleotidpaare, bestehend aus Phosphat, Zucker und einer Base, in 1,65 Windungen um das
Histonoktamer aufgewickelt. Zusammen bilden Histone und DNA das Chromatin, welches in
Euchromatin und Heterochromatin vorliegen kann. Wéihrend das Euchromatin eine
aufgelockerte Form darstellt und eine hohe Genaktivitit aufweist, ist das Heterochromatin

stark kondensiert und beinhaltet Gene, die wenig abgelesen werden (ALBERTS B, 2005).

In circa 20% der Fille ist das H2A durch die Variante H2AX ersetzt, welche ein zusétzliches
Carboxyl-Ende besitzt (REDON C, 2002). Diese hoch konservierte Aminosiduresequenz
besteht aus den Aminosduren Serin, Glutamin und Glutaminsdure und wird auch als SQE-
Motiv bezeichnet (MANNIRONI C, 1989). Bei der Induktion eines DSB wird das Histon
H2AX friihzeitig am Serin 139 phosphoryliert und dann als Histonmodifikation yYH2AX
bezeichnet. Die Phosphorylierung erstreckt sich iiber 1-2 Megabasenbaare und ermdglicht mit
Hilfe der Immunfluoreszenz eine indirekte Darstellung von DSBs (ROGAKOU et al., 1999).
Somit sind ebenfalls Riickschliisse auf die Reparaturkinetik von DSBs nach IR mdglich
(ROTHKAMM, LOBRICH, 2003).
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Frithestens drei Minuten nach Bestrahlung kann yH2AX mittels IFM als Foci detektiert
werden. Die maximale Anzahl kann 30 min nach Bestrahlung nachgewiesen werden
(STASZEWSKI O, 2008). Daher wird hédufig der erste Untersuchungszeitpunkt, die
sogenannte Induktion, 15 min oder 30 min nach Bestrahlung gewihlt, um die maximale Foci-
Anzahl zu betrachten. Wéhrend der Reparatur akkumulieren weitere Proteine im direkten
Umfeld des DSBs. Eine Kolokalisation und Interaktion mit dem Protein 53BP1 konnte durch

Doppelmarkierungen beider Reparaturfaktoren nachgewiesen werden (WARD IM, 2003).

2.6.4 Ataxia-telangiectasia mutated kinase

Die Ataxia-telangiectasia mutated (ATM) Kinase ist ein Enzym, welches entscheidenden
Einfluss auf die Reparatur von DSBs hat, und unter anderem im Zellzyklus, wéhrend der
Apoptose und bei der Regulierung von Genen nachgewiesen werden konnte (KURZ EU,

2004).

ATM gehort zur Gruppe der Phosphoinositol-Kinasen (PIKK), deren katalytische
Untereinheit ca. 300 Basenpaare umfasst und die in der Ndhe des C-Endes lokalisiert ist. Die
Mehrzahl der PIKKs werden durch die PIKKs-Lipide phosphoryliert. Bei strahleninduzierten
DSBs zerfillt das inaktive ATM-Dimer in zwei aktivierte Monomere und sorgt dabei fiir die
Initialisierung der Reparaturkaskade. Nach Bestrahlung und DSB-Induktion erfolgt eine
Autophosphorylierung von ATM {iber den Energietrager ATP an Serinresten, wie dem Serin
1981 (CZORNAK et al., 2008; KOZLOV S, 2003). Es besteht ein enger Zusammenhang
zwischen der Aktivierung von ATM durch 53BP1, die iiber die Untereinheit Rad50 des
MRN-Komplex vermittelt wird (PANIER, BOULTON, 2014). Dieser Komplex gibt nach
Aktivierung durch die Rekrutierung an DSB-Bruchenden Riickmeldung an den Zellzyklus,
um diesen wahrend des Reparaturvorgangs gegebenenfalls anzuhalten (Zellzyklusarrest) und
den Eintritt in die Zellteilung (Mitose) zu verhindern (ASSENMACHER, HOPFNER, 2004;
D'AMOURS, JACKSON, 2002).

ATM ist wiahrend des NHEJ in der GIl- und der G2 Phase des Zellzyklus von grofer
Bedeutung fiir die Reparatur von DSBs im Heterochromatin. Es konnte gezeigt werden, dass
ATM ebenfalls Einfluss auf die HR wihrend der G2-Phase des Zellzyklus hat und sowohl
beim NHEJ, als auch an der HR im Heterochromatin beteiligt ist (GOODARZI et al., 2010).

Beeintrachtigungen des ATM koénnen zu massiven Einschrankungen in der DNA-Reparatur
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fithren, wie es beispielsweise bei dem Krankheitsbild der Ataxia Teleangiectatica beobachtet

werden kann (Kapitel 2.7).

2.6.5 53BP1

53BP1 ist ein weiteres Protein, welches bei der Signalkaskade zur Reparatur von
strahleninduzierten DSBs beteiligt ist. Es kann bereits kurz nach Bestrahlung im direkten
Umfeld von DSBs nachgewiesen werden, wo es an histongebundenes Chromatin bindet und
Teil des DNA-Reparaturkomplexes ist (WANG et al., 2002). Bedingt durch die
Akkumulation nach Bestrahlung und seines Aufbaus kann 53BP1 mittels [IFM markiert und
als Foci unter dem Fluoreszenzmikroskop visualisiert werden. Es kommt nach
strahleninduzierten DSBs zu einer Kolokalisation von 53BP1 und yH2AX, welche sich
ebenfalls mittels IFM darstellen und vergleichen ldasst (FERNANDEZ-CAPETILLO et al.,
2002).

Es wird angenommen, dass 53BP1 mehrere Funktionen bei der Reparatur von DSBs
ibernimmt. So wird vermutet, dass 53BP1 nach Anlagern an das Chromatin weitere
Reparaturproteine rekrutiert und eine Interaktion mit p53 stattfindet (HUANG et al., 2007)
(MUNOZ et al., 2007). Der daraus entstehende p53-53BP1 Komplex kann sich an die DNA-
Bruchenden anlagern und aktiviert wiederum die Transkription von p53 (HUANG et al.,
2007). Zusitzlich konnte gezeigt werden, dass durch das Anlagern von 53BP1 an DSBs eine
erhohte Flexibilitdt und Beweglichkeit des Chromatins ermdglicht wird. Man vermutet, dass
dadurch die Bruchenden rdumlich niher zueinander gefiihrt werden, so dass sich der DNA-

Reparaturkomplex an den DSB Anlagern kann (DIMITROVA et al., 2008).

AuBerdem verstirkt 53BP1 wahrscheinlich die Aktivitit von ATM insbesondere in Zellen mit
wenigen DSBs. Dies fiihrt bei fehlender oder eingeschriankter Funktion des 53BP1 dazu, dass
ATM assoziierte Reparaturproteine wie BRCA1 und p53 nicht ausreichend phosphoryliert
und aktiviert werden kénnen (PANIER, BOULTON, 2014; WANG et al., 2002).

2.7 Defiziente DNA-Reparatur am Beispiel der Ataxia Teleangiectasia

Als vererbte Krankheit tritt Ataxia Telangiectasia (AT) in Deutschland mit einer Inzidenz von
1: 40000 pro Jahr duBerst selten auf. Ursache ist meist eine Deletion oder Punktmutation, die

zu Verdnderungen im ATM-Gen und somit zu Funktionseinschrankungen fiihrt. Treten
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Mutationen auf beiden ATM-Allelen auf, so besitzt das ATM-Protein nur noch eine
eingeschriankte oder gar keine Funktion, wodurch die nachfolgenden Proteine der DSB-
Reparaturkaskade nur teilweise aktiviert werden (ROTHBLUM-OVIATT et al., 2016).
Zudem wird p53 nicht mehr hochreguliert, was zu einer gestorten Zellzykluskontrolle fiihrt.
Somit treten Einschrinkungen bei der DSB-Reparatur auf, die vermehrt zu Mutationen und

letztlich auch zu Krebs fiihren konnen (MORRELL et al., 1986).

Klinisch &uBlert sich die Erkrankung in einer zerebelldren Ataxie bedingt durch einen
Untergang der Purkinje-Zellen im Kleinhirn und einer damit verbundenen Kleinhirnatrophie,
weshalb die meisten Patienten ab dem jugendlichen Alter auf einen Rollstuhl angewiesen sind
(BODER, SEDGWICK, 1958; ROTHBLUM-OVIATT et al., 2016). Dariiber hinaus treten
hiufig Teleangiektasien im Gesicht und den Bindehduten auf und durch eine anormale
Entwicklung oder das Fehlen des Thymus kommt es auferdem zu Einschrinkungen im
Immunsystem. Diese duern sich durch Lymphopenie mit Erniedrigung der CD4+, CD8+ T-
Zellen und der B-Zellen, mit daraus resultierenden rezidivierenden Atemwegsinfekten

(ROTHBLUM-OVIATT et al., 2016).

Aufgrund der komplexen Rolle des ATM wihrend des Zellzyklus kommt es iiber multiple
Einschriankungen von Signalkaskaden zu Ausbildung der neurologischen, immunologischen
und onkologischen Krankheitserscheinungen. Zurzeit gibt es keinen kurativen Therapieansatz,
so dass symptomatische Behandlung und Prophylaxe vor Infektionen im Vordergrund stehen

(HEROLD, 2011; ROTHBLUM-OVIATT et al., 2016) .

Auf molekularer Ebene konnten Unterschiede in der Reparaturkinetik von DSBs im
Euchromatin und Heterochromatin festgestellt werden. Wahrend die Reparatur von DSBs im
Heterochromatin {iber einen Zeitraum von 24 h Reparaturaktivititen aufweist, ist die
Reparatur von DSBs im Euchromatin nach 4-6 h weitestgehend abgeschlossen (GOODARZI
et al., 2010). Anndhrend 85% der DSBs werden mittels schneller Reparaturkinetik und ca.
15% mittels langsamer Reparaturkinetik repariert (GOODARZI et al., 2010; ILIAKIS et al.,
1991; LOBRICH et al., 1995). Dabei konnen die Reparaturproteine ATM, der MRN-
Komplex, 53BP1 und die Histonvariante YH2AX der langsameren Reparaturkinetik
zugeschrieben werden, wihrend XRCC4, DNA-Ligase IV, KU70/80 und DNA-PKcs sowohl
bei der schnelleren Reparatur im Euchromatin und der langsameren Reparatur im

Heterochromatin beteiligt sind (GOODARZI et al., 2010).

Liegt eine defiziente Reparaturkapazitdt aufgrund von Einschrinkungen des ATM vor, hat
dies Konsequenzen fiir die Beseitigung von Schiden im Heterochromatin, mdglicherweise
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auch, da dieses nicht gedffnet werden kann und deshalb unzugénglich fiir weitere
Reparaturproteine bleibt (GEUTING et al., 2013; LORAT et al., 2012). Desweiteren scheint
eine Relation der Reparaturkapazitit von DSBs im Heterochromatin in Bezug auf die
Strahlendosis zu bestehen. So werden vermutlich DSBs die durch hochenergetische Strahlung
verursacht wurden schlechter repariert, als Schiddigung durch Strahlung im

Niedrigdosisbereich (LORAT et al., 2016).

2.8 Lymphozyten als geeignetes Untersuchungsmaterial

Lymphozyten sorgen fiir die Ausbildung des humoralen und des zelluliren Immunsystems
und werden in T- und B-Lymphozyten unterteilt. Dabei bilden die Lymphozyten einen Anteil
von 20-45% der Leukozyten im Blut. Im Thymus erhalten die T-Lymphozyten ihre Pragung
und reifen zu Gedichtniszellen und T-Effektorzellen, wie beispielsweise den zytotoxischen T-
Lymphozyten, heran. Diese greifen korperfremde Strukturen wie Viren und Bakterien an und
dienen der natiirlichen Immunabwehr. Die B-Lymphozyten werden im Knochenmark gepréigt
und sorgen mittels Ausreifung zu Plasmazellen fiir die Bildung spezifischer Antikdrper gegen

Fremdmaterial (HEROLD, 2011).

Lymphozyten sind mittels Blutentnahme mit weniger Aufwand zu isolieren als
Gewebeproben und erlauben zuverldssig Riickschliisse auf die Reparaturkinetik von DSBs

nach ionisierender Strahlung.

2.9 Ziel der Arbeit

Bis heute ist die Atiologie maligner Erkrankungen im Kindesalter weitgehend unklar. Es ist
bekannt, dass bereits geringe Einschrdnkungen in der DNA-Reparaturkapazitit zu einer
Akkumulation von fehlerhaft reparierten oder irreparablen DNA-Schiden fithren konnen.
Durch die daraus resultierende genomische Instabilitdt wird moglicherweise die Entstehung
von Tumorzellen begiinstigt. Daher wurde in dieser Arbeit die DSB-Reparaturkapazitét in
Lymphozyten von Kindern mit malignen Erkrankungen mittels IFM untersucht, und die
Quantifizierung von Foci fiir unterschiedliche Reparaturproteine ATM, 53BP1 und YH2AX
miteinander verglichen. Ziel dieser Arbeit war es zu untersuchen, ob die erkrankten Kinder

Einschriankungen in der DNA-Reparaturkapazitit aufweisen.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

Gerite
Name Hersteller
Autoklave Systec 3870 ELV Systec GmbH, Wettenberg
Brutschrank Haraeus, Heracell Kendro Laboratory Products,

Hanau

Elektronische Pipettierhilfe

Pipetus-Akku

Hirschmann Laborgerite

Fluoreszenz-Mikroskop

Nikon Eclipse E600

Nikon, Diisseldorf

Kamerasystem

Nikon DS 2MBWc¢ (s/w)
Nikon DS Fil (Farbe)

Nikon, Diisseldorf

R

Pipetten (verschiedene Eppendorf Research® Eppendorf AG, Hamburg

GroBen)

Rontgenrdhre Philips PW2148/00 Philips, Hamburg

Sterilwerkbank Heraeus Hera safe Kendro Laboratory Products,
Hanau

Vortexer Vortex Genie 2 Scientific Industries, NY
USA

Wirmebad GFL, Burgwedel

Wippeltisch Shaker S4 ELMI, Riga, Lettland

Zentrifuge Biofuge 13 Heraeus Kendro Laboratory Products,
Osterode

Zentrifuge Eppendorf Centrifuge 5810 Eppendorf AG, Hamburg

Verbrauchsmaterialien und Behélter

Eigenname

Hersteller

Blutentnahmeréhrchen

S-Monovette, NHs-Heparin

Sarstedt, Niimbrecht

Butterfly-Kaniile

Safety-Multifly“-Set

Sarstedt, Niimbrecht

Deckglédschen @12 mm Deckgléser Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Dewargetdl3 Isotherm KGW-Isotherm, Karlsruhe

Einfriersammelbox 5100 Cryo 1°C Freezing Nalgene® Labware, Roskilde
Container "Mr. Frosty" Didnemark

Kryoréhrchen Nunc Cryotube Vials Nunc, Roskilde, Ddnemark

Objekttrager SuperFrost Carl Roth GmbH, Karlsruhe
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Parafilm

Laboratory Film

Pechiney, Plastic Packaging,
Chicago, USA

Pipetten 2 ml, 5 ml, 10 ml,
25 ml

serologische Pipetten

Sarstedt, Niimbrecht

Pipettenspitzen
(verschiedene Grof3en)

Verschiedene Hersteller
(VWR international, West
Chester, PA, USA; Sarstedt,
Niimbrecht)

Zellkulturflasche, 25 cm?

Nunclon Surface

Nunc, Roskilde, Ddnemark

Zellkultur-Petrischale Petrischalen Greiner Bio-One,

145/20 mm Kremsmiinster

Zellkulturplatten 6 Well Cell Culture Plate Greiner Bio-One, Carl Roth
Cellstar ® GmbH, Karlsruhe

Zellschutz Cellsafer Biozym Scientific GmbH,

Hessisch Oldendorf
Zentrifugenréhrchen 15 ml, Sarstedt Niimbrecht
50 ml
Chemikalien

Funktion Hersteller

Aceton Zellfixierung und SAV LP, Flintsbach
Permeabilisierung

Dimethylsulfoxid (DMSO) | Kulturmedium, Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Lymphozyten-
Kryokonservierung

Fetal bovine serum (FBS)
Superior

Supplement bei Zellkulturen

Biochrome AG, Berlin

Ziegenserum (NS)

Blockierung unspezifischer
Bindungsstellen vor der
Farbung

PAA, Pasching, Osterreich

Lymphozytenseparations

Lymphozytenseparation im

PAA, Pasching, Osterreich

Medium (LSM) 1077 Dichtegradient
(Percoll)
Methanol Zellfixierung VWR BDH Prolabo, Briare,

Frankreich

Mounting Medium
(Vectashield) mit DAPI/
ohne DAPI

Minderung der Ausbleichung
der immunhistochemischen
Farbung

e mit DAPI: Blaufarbung
der Zellkerne in
der Immunfluoreszenz

Vector Laboratories,
Burlingame, CA USA
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Nicht essentielle NEAA Biochrome AG, Berlin
Aminosiuren

Phosphat balanced salt Zellreinigung Klinikapotheke
solution (PBS)

Penicillin/Streptomycin

Supplement (Antibiotikum)

Biochrome AG, Berlin

Propidiumiodid Differenzierung der Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Zellzyklusphase
RPMI 1640 Kulturmedium Biochrome AG, Berlin
Fluoreszenzantikorper
PrimédrantikOrper
Epitop Name Verdiinnung/Inkubationszeit

H2AX (Serin 139)

Anti-phospho-Histone
H2AX (Ser139), clone
JBW301, mouse monoclonal
IgG1/Upstate/Millipore,
Billerica, MA USA

1:1000 in PBS/NS tiiber Nacht
bei 4°C

53BP1 53BP1 IHC-00001 Ab, rabbit | 1:1000 in PBS/NS iiber Nacht
polyclonal, Bethyl Lab.Inc., | bei 4°C
Monthomery, TX USA
ATM (phospho S1981) Mouse monoclonal antibody | 1:1000 in PBS/NS iiber Nacht
to ATM (10H 11.E12) bei 4°C
phosphor Ser1981, Rockland
Sekundérantikdrper
Epitop Name Verdiinnung/Inkubationszeit
Mouse IgG Alexa Fluor® 488 goat 1:500 in PBS/NS 1 h im
antimouse IgG (H+L), Brutschrank
Invitrogen
Rabbit IgG Alexa Fluor® 488 goat 1:500 in PBS/NS 1 h im
antirabbit IgG (H+L), Brutschrank
Invitrogen
Mikroskop Filtersétze fiir Fluorophore
Fluorophor Anregungsfilter Teilerspiegel Sperrfilter
DAPI 340-380 nm 400 nm 435-485 nm
FITC 465-495 nm 505 nm 515-555 nm
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Exzitationsmaximum und Emissionsmaximum

Farbstoff Exzitationsmaximum | Emissionsmaximum
Alexa Fluor ® 488 | 495 nm 519 nm

358 nm 461
DAPI

3.2 Patientenkollektiv

Die Probanden waren Kinder mit malignen Erkrankungen, die im Zeitraum von Mai 2009 bis
Mairz 2011 vornehmlich im Universitdtsklinikum des Saarlandes behandelt wurden. Moglichst
vor Einleitung einer Chemo- und Strahlentherapie wurden Blutproben von 45 kranken
Kindern fiir die Studie entnommen und untersucht. Da einige wenige Patienten innerhalb des
betrachteten Zeitraums an Rezidiven erkrankten, wurde ihr Blut mehrmals untersucht. Vor
Therapiebeginn wurden 22 Proben abgenommen, vier Proben mit Beginn der Therapie, fiinf
Proben wéhrend der Therapie sowie flinf Proben in Therapiepausen und zwei nach der
Therapie. Die verbleibenden sieben Proben stammen von Kindern die zum Teil weder
Chemotherapie noch eine Radiatio erhielten aufgrund des Krankheitsbildes. Weiterhin wurde
das Blut von fiinf gesunden Kindern untersucht und als Kontrollgruppe herangezogen. Die
Untersuchung wurde durch die lokale Ethikkommission der Arztekammer des Saarlandes
genehmigt und die Patienten, bezichungsweise deren gesetzliche Vertreter, wurden vor ab

iiber die Verwendung der Proben und Daten aufgeklért.

3.3 Aufbereitung der Blutproben und Kryokonservierung

Aus den entnommenen Blutproben wurden zunichst die Lymphozyten isoliert und in einem

weiteren Schritt kryokonserviert.

Um die Lymphozyten aus dem Blut zu isolieren, wurde das abgenommene Blut vorsichtig
iiber Percoll geschichtet. Nach der Zentrifugation bei 1200 rpm fiir 20 min bei
Raumtemperatur (RT), waren die Bestandteile des Blutes nach ihrem Dichtegradienten
geordnet. Am Boden setzte sich ein Pellet aus Erythrozyten ab, dariiber lagerte sich das
Percoll. Darauf kamen die mononuklearen Zellen zum Liegen und die oberste Schicht bestand

aus Serum.
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Die Lymphozytenschicht wurde abpipettiert und zweimal mit jeweils 2 ml PBS 10 min bei
RT gewaschen. Es erfolgte eine weitere Waschung mit 2 ml PBS fiir 10 min bei 250 rpm und
RT.

Im Anschluss daran wurden die Lymphozyten in Medium mit RPMI, 20% FBS, 1% P/S und
10% DMSO aufgenommen. Als Frostschutzmittel schiitzte das DMSO vor Eiskristallbildung,
da diese die Zelle schddigen kann. In einem mit Isopropylalkohol gefiillten Gefa3 wurden die
Proben langsam auf -80°C heruntergekiihlt, um sie anschliefend in fliissigem Stickstoff {iber

einen ldngeren Zeitraum zu lagern.

Diese Kryokonservierung ermdglichte es, zundchst eine ausreichende Anzahl
unterschiedlicher ~ Blutproben zu sammeln und diese dann innerhalb eines
zusammenhdngenden Zeitraums kollektiv auf mogliche DNA-Reparatureinschrankungen zu
untersuchen. Die Akquirierung der Lymphozyten konnte mit diesem Verfahren iiber einen

Zeitraum von circa zwei Jahren stattfinden.

Vor Versuchsbeginn wurden die Proben nach Bedarf in einen 37°C warmen Wasserbad ziigig
aufgetaut. Da das DMSO zytotoxisch ist, wurden die Zellen direkt unter sterilen Bedingungen
in Zentrifugenrdhrchen pipettiert und 37°C warmes Medium (1000 ml RPMI 1640 Medium +
60 ml FBS + 5 ml Streptomycin) zugegeben.

AnschlieBend wurden die Proben fiir 10 min bei 300 rpm zentrifugiert, der Uberstand
verworfen, das am Boden haftende Zellpellett mit Medium resuspendiert und in
Kulturflaschen umgefiillt. Dieser Arbeitsschritt erfolgte ebenfalls unter einer Sterilbank, um
die Zellkulturen vor Kontamination zu schiitzen. Die Lymphozyten wurden bis zur

Bestrahlung im Brutschrank bei 37°C und 5% COs-inkubiert.

3.4 Bestrahlung der Lymphozyten

Die Lymphozyten wurden ex-vivo mit unterschiedlichen Dosen bestrahlt, um die Induktion

von DSB und deren zeitabhéingige Reparatur zu analysieren.

Vor der Bestrahlung wurde die Lymphozytensuspension in Teilmengen gleichen Volumens
unterteilt. Hierdurch war es mdglich, eine unbestrahlte Kontrollprobe, ein Reparaturzeitpunkt
direkt (15 min) nach der Bestrahlung, die sogenannte Induktion, sowie 8 h und 24 h post IR

auf die Anzahl vorhandener DSBs zu untersuchen. Um eine homogene Dosisverteilung
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wihrend der Bestrahlung zu gewihrleisten, wurden die Zellkulturflaschen mit je 5 ml

Medium auf einen gleichen Fiillstand gebracht.

Die Bestrahlung wurde mit einer Rontgenréhre vom Typ Philips PW2184/00 durchgefiihrt
(Anode: Wolfram, Ausgangsfenster: Beryllium, 0,02 mm Dicke). Der Abstand zu den Proben
(Lymphozyten in den Kulturflaschen) betrug aufgrund der Berechnung iiber das Abstands-
Quadrat-Gesetz 40 cm. Es wurde mit einer Dosisleistung von 1,45 Gy/min, einer
Beschleunigungsspannung von 90 kV und einem Heizstrom von 25 mA bestrahlt. Unter
diesen Voraussetzungen ergab sich eine Bestrahlungszeit fiir I Gy von 41 s, bei 2 Gy betrug

sie 82 s.

Die Induktion von DSBs wurde nach der Applikation einer Dosis von 1 Gy analysiert. Fiir die
iibrigen Reparaturzeitpunkte wurden 2 Gy gewdhlt. Die Induktion, also die Auszdhlung der
Foci nach 15 min, diente dem moglichst direktem Nachweis von DSBs nach deren
Entstehung. Da die Visualisierung von Foci durch die Akkumulation von
fluoreszenzmarkierten Reparaturproteinen im Umfeld des DSBs folgt und diese eine gewisse
Zeit bendtigt, wurde die maximale Anzahl an Foci nach 15-30 min gezdhlt. Aus diesem
Grund wurde fiir die Induktion eine Dosis von 1 Gy gewdhlt, damit diese maximale Anzahl an
Foci zuverlédssig quantifiziert werden konnte. Bei hohen Dosen wiirden sich hingegen die
Fluoreszenzsignale rdumlich naher Foci iiberschneiden, wodurch sie nicht mehr klar zu

differenzieren wiren, und so die tatsachliche Anzahl unterschitzt wiirde.

Bei der Behandlung von Tumorerkrankungen durch Strahlentherapie liegt die therapeutische
Dosis hidufig bei 2 Gy pro Tag. Um die Reparaturkinetik der DSBs im Vergleich zu einer
solchen Therapie zu untersuchen, wurde der 8 und der 24 Stunden-Reparaturzeitpunkt
ebenfalls mit einer Dosis von 2 Gy bestrahlt. Nach der Bestrahlung wurden die Proben bis

zum gewiinschten Reparaturzeitpunkt im Brutschrank inkubiert.

Anschliefend wurde die Probe in ein Zentrifugenréhrchen pipettiert und bei RT fiir 10 min
mit 300 rpm zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das entstandene Zellpellet mit 300 pl
PBS resuspendiert. Dann wurden je 100 ul der Probe auf drei Deckglédschen aufgetropft, um
drei verschiedene Antikorperfarbungen durchzufiihren. Hierbei wurden Pipettenspitzen mit
ausreichend groBem Durchmesser verwendet, da Scherkrifte an herkdmmlichen

Pipettenspitzen moglicherweise zur Zerstorung von Lymphozyten fiihren kdnnen.

Damit sich die Suspensionszellen am Boden des Deckglases absetzen konnten, erfolgte die

Fixierung der Zellen erst nach 20 min Standzeit durch -20°C kaltes Methanol.
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Zundchst wurde vorsichtig 1 ml Methanol pro Well hinzugegeben um ein erneutes
Aufwirbeln bereits sedimentierter Lymphozyten zu vermeiden. Im Anschluss wurde jedes

Well auf 3 ml aufgefiillt und die Proben fiir 30 min bei -20°C inkubiert.

Nun erfolgte die Permeabilisierung der Lymphozytenmembran fiir 1 min mittels -20°C kalten
Aceton. Im Anschluss wurden die Lymphozyten bei RT zweimal in jeweils 3 ml PBS fiir 10
min auf dem Schiitteltisch mit einer Frequenz von 15 rpm gewaschen. Nachfolgend wurden
unspezifische Bindungsstellen durch den Einsatz von Ziegenserum und in PBS fiir 30 min

blockiert.

3.5 Immunfluoreszenz-Fiarbungen

Mit Hilfe der Immunfluoreszenz kénnen DNA-Reparaturproteine spezifisch {iber
Antikorperbindungen nachgewiesen werden. Hierzu wurden die fixierten und
permeabilisierten Zellen bei 4°C iiber Nacht in einer Feuchtkammer mit verschiedenen
primdren Antikorpern inkubiert. Die Feuchtkammer bestand aus einer Petrischale, in die mit
Wasser angefeuchtetes Zellpapier und Parafilm gelegt wurde. Genutzt wurden, im Verhiltnis
1:1000 in PBS/NS, fiir die ATM-Firbung monoklonale anti-ATM-Antikérper (10H 11. E12)
(phospho S1981), fiir die 53BP1 Féarbung anti-53BP1-Antikdrper und fiir die YH2AX-Féarbung
Anti-phospho-Histone H2AX (Ser 139) (Maus monoklonal IG G1) (siche Kapitel 3.1).

Am néchsten Tag wurden die Proben bei RT erneut fiir 10 min, in 3 ml PBS/NS gewaschen.
Dieser Schritt wurde ein weiteres Mal durchgefiihrt und anschlieBend mit PBS wiederholt.
Nachfolgend wurden die Zellen mit sekundéren, Fluoreszenz-gekoppelten Antikorpern in
einer Feuchtkammer fiir 1 h bei RT inkubiert. Verwendet wurden hierbei fiir den Nachweis
von ATM und YH2AX Maus IgG Alexa Fluor 488 Ziege-anti-Maus IgG und von 53BP1
Kaninchen IgG Alexa Fluor 488 Ziege-anti-Kaninchen IgG in der Verdiinnung 1:500 mit PBS
und NS.

Nach einer Stunde erfolgten weitere vier Waschschritte mit jeweils 3 ml PBS fiir 10 min, zur

Entfernung unspezifischer Riickstdnde.

Um die nun mittels Immunofluoreszenzmarkierung sichtbaren Foci den einzelnen Zellkernen
zuordnen zu konnen, erfolgte eine Gegenfiarbung mit DAPI direkt auf dem Objekttriger.

DAPI interkaliert zwischen den Basen von Nukleinsduren und wird verwendet um die
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Unversehrtheit des Zellkerns aufzuzeigen, sowie Anomalien der Form oder des Umfangs

sichtbar zu machen.

Hierzu wurde Mounting-Medium mit DAPI im Verhiltnis 1:1 gemischt und jeweils 3 pl pro
Deckglas auf einen Objekttriager aufgetragen. Das Deckglas wurde mit der zellbehafteten
Seite nach unten vorsichtig auf den Tropfen Mounting-Medium gelegt. Das Mounting-
Medium schiitzte den Fluoreszensfarbstoff vor dem Ausbleichen wéhrend der Belichtung, so
dass eine addquate Zeitspanne zur Untersuchung der Zellen unter dem Mikroskop bestand.
Die fluoreszenzmarkierten Proben wurden auf ihrem Objekttriger in Sammelmappen

einsortiert und im Kiihlschrank bei 4°C gelagert.

3.6 Quantifizierung der Foci

Das Zahlen der Foci erfolgte mittels eines 60er Objektivs (600facher Vergroferung) im
abgedunkelten Raum mit einem Fluoreszenzmikroskop (Nikon Eclipse E600). Auf den zu
untersuchenden Objekttrager wurde ein Tropfen Mikroskopierdl gegeben, um den
Brechungsindex zwischen Luft und Objekttriger herabzusetzen und somit die hohere

VergroBerung zu erreichen.

Mit Hilfe von Anregungsfiltern im Mikroskop (Nikon Eclipse E600) konnte Licht mit
spezifischer Wellenldnge passieren, welches zur Anregung der Fluoreszenzfarbstoffe fiihrte,

wihrend Licht mit anderer Wellenldnge blockiert wurde.

Das Alexa-Fluor-488 des sekundidren Antikorpers, welches die Visualisierung der Foci
ermOglichte, hatte sein Absorptionsmaximum bei A = 495 nm und sein Emissionsmaximum
bei A = 519 nm. DAPI hingegen hatte bei einer Wellenldnge von A = 358 nm sein
Absorptionsmaximum und emittierte Licht mit einer Wellenlénge von A = 461 nm, wodurch

die DNA der Zellkerne unter dem Fluoreszenzmikroskop blau leuchteten.

Zur ,,Verblindung® wurden die Proben mit Nummern codiert damit die Auszdhlungen unter

dem Mikroskop ohne Kenntnis weiterer Informationen erfolgten.

Zur Quantifizierung wurden mindestens 40 Foci oder 40 Zellen gezihlt. Bei den unbestrahlten
Kontrollen wurde deshalb eine grole Anzahl an Zellen gezdhlt, um die erforderlichen 40 Foci
zu erfassen. Im Gegensatz hierzu wurden bei der Induktion, mindestens 40 Zellen gezihlt, da
eine Vielzahl an Foci pro Zellkern vorhanden war. Zellen, die unregelméfig geformte

Zellkerne oder tiberméBig stark angefdrbt waren, wurden nicht berticksichtigt.
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Um die Reparaturkinetik der durch Bestrahlung entstanden Foci zu untersuchen, wurde der
Hintergrund der in den unbestrahlten Kontrollen gezéhlt wurde von der Anzahl der Foci nach

0,25 h, nach 8 h und nach 24 h abgezogen.

Die Fluoreszenzaufnahmen wurden mittels einer Nikon DS Fil Kamera, die an das
Fluoreszenzmikroskop angeschlossen war, angefertigt. Mit dem Programm ,,Nikon NIS
Elements BR Software* konnten die Kamera Einstellungen via Computer verédndert werden.

Die entstandenen Aufnahmen wurden mittels ,,Photoshop* bearbeitet.

3.7 Statistische Auswertung

Fiir die deskriptive Statistik wurden Mittelwerte, Mediane und Standardfehler ermittelt.

Als Testverfahren fiir die statistische Auswertung wurde der Mann-Whitney-Test
durchgefiihrt, um zu belegen, dass mogliche Unterschiede zwischen den Reparaturkinetiken
von gesunden und erkrankten Kindern signifikant waren. Voraussetzung fiir den Test war die
gleiche Verteilungsform der Variablen nrymor und ngontoile, jeédoch Symmetrie oder die
Normalverteilung wurden nicht vorausgesetzt (WEIS, 2008). Bei dem Test betrugen die
Stichprobenumfinge nrymer = 45 und Nkontrole = 5 Proben. Die Daten wurden als signifikant

angesehen, wenn p < 0,05 betrug.

Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Programm ,,SigmaStat 3.5“. Die Graphiken

wurden mit ,,Microsoft Excel* erstellt.
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4 Ergebnisse

4.1 Verteilung maligner Erkrankungen in dem untersuchten Patientenkollektiv

Bei den Patienten handelte es sich um 45 Kinder, Jugendliche und junge Erwachsene
zwischen 1 und 22 Jahren mit einer malignen Erkrankung. Von ihnen waren 27 ménnlich, 18
weiblich, ihr durchschnittliches Alter bei Erstdiagnose lag bei 9,16 Jahren. Dariiber hinaus

wurden 5 Proben von gesunden Kontrollkindern ausgewertet.

Mit einem Anteil von zusammen 30% waren die Leukdmien am héufigsten vertreten.
Vergleicht man die Verteilung der unterschiedlichen malignen Erkrankungen aus unserer
Versuchsreihe mit der Verteilung des Robert- Koch- Instituts aus dem Kinderkrebsregister
von 2016 zeigt sich eine anndhrend gleiche Verteilung fiir das Auftreten einer bestimmten
Erkrankung (Abbildung 6) (KINDERKREBSREGISTER, 2016). Dies bedeutet, dass der
Stichprobenumfang in dieser Studie die Verteilung der Tumorerkrankungen in der Gruppe der

gleichaltrigen Kinder widerspiegelte.

Bei den Probanden traten 13 Leukdmien (C-ALL, AML und ALL), 8 ZNS-Tumore
(Glioblastom, Astrozytom, Neuroblastom, Medulloblastom, Ependymom und Opticusgliom),
6 Lymphome (NHL und Morbus Hodgkin), 1 peripherer Nervenzelltumor (Retinoblastom), 1
Weichteilsarkom (Rhabdomyosarkom), 4 Nierentumore (Nephroblastom), 6 Knochentumore
(Ewing Sarkom und Osteosarkom), 1 Keimzelltumor (Hoden-Karzinom) und 5 weitere
Tumorarten (Lipom Granulom, Plattenepithel-Karzinom, Rhabdoid-Karzinom, Fokale

noduldre Hyperplasie, Phdochromozytom) auf.

1 M 3,43 AKIC Stuttgart Stuttgart
59,4Gy 4 1,8 Gy u. 39,6Gy a
2 M 12,98 AITB Glioblastom 1,8 vor Therapiebeginn
3 F 550 BRBY Astrozytom nein nein
4 M 3,195 BRNO NHL nein Blut zu Therapiebeginn
5 M 7,48 BNLC Osteosarkom IV geplant Blut wahrend Therapie
6 F 8,21 BUEI Nephroblastom nein Blut wahrend Therapie
7 M 6,89 BRRN NHL nein Blut nach Therapieende
8 M 2,71 CAFO c-ALL nein Blut vor Therapiebeginn
9 F 12,18 DRLE Glioblastom 59,441,8u.50,441,8 Blut vor Therapiebeginn
10 M 5,193 DRMN c-ALL nein Blut vor Therapiebeginn
11 M 6,93 EKSI Neuroblastom IV nein Blut nach Therapieende
12 M 5,75 GRJN Medulloblastom  35,2Gy & 1,6 u.19,8Gy boost Blut vor Therapiebeginn
13 F 14,75  GSLA Osteosarkom nein Blut vor Therapiebeginn
15Gy a1,5Gyu.15Gy a
14 M 2,96 HNLT WilmsTumor 1,5Gy Blut in Therapie
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Abbildung 5: Patientenkollektiv

22,11
15,42
14,79
1,05
7,81
6,29
17,35
16,97
3,02
3,61
11,56
12,66

4,55
15,00
5,46
15,01
5,15
14,49
9,39
8,32
6,23
2,64
17,56
8,62

1,73
5,35
6,16
19,65
13,96
8,20
15,89
10,31

HZFC
HFLA
HNLA
HRTS

KIDA

KSLS
KNML
KSVA
KNCA
KNCA
KLVA
KTMZ

LEDN
MRAN
MACR
MKTS
MRNO
MRME
NZBT
NLKN
PUJN
PLIE
RSML
SRAA

HYSD
SKAE
SRMA
SBNE
SMDL
SSJA
WRBN
YZMD

c-ALL nein

cALL nein
Astrocytom nein
Retinoblastom ja
Osteosarkom nein
AML Ganzhirn 3*2Gy + 6 * 2Gy

ALL nein

ALL 12Gy (2x2Gy)

ALL nein

)9, 0.9,0.9.0.0.0.0ID.9,.9.9.9.9,.0.9.9.9,.0.9.9.9.0.9.9.9.0.94
ALL nein

HodenCA nein
19,8Gy a1,8 und 12Gy

Nephroblastom a1,5Gy
M.Hodgkin nein
Ependymom geplant
M.Hodgkin nein
Ewing Sarkom 41,4 Gy (1x1,8Gy)
ALL nein

ALL nein

FNH nein
Opticusgliom nein
EWING-Sarkom nein
Osteosarkom nein
NHL nein

24Gy (1x1,6Gy)+54,6

Rhabdoid-CA (1x1,8Gy)
Nephroblastom nein
Rhabdomyosarkom 45 Gy (1x1,8Gy)
Plattenepithel CA nein
Lipom, Granulom keine
CcALL ZNS Bestrahlung 12Gy
Phaochromocytom nein
ALL nein
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Sonstige Diagnosen
11% (6,1% RKI)

Keimzelltumore 2%
(4,1% RKI)
Knochentumore

14% (5,2% RKI) \‘ I
Nierentumore 9%
(4,7% RKI)
Weichteilsarkome
2% (5,9% RKI)

Periphere
Nervenzelltumore 2%
(5,7% RKI)

Leukdamien 30%
(30,4% RKI)

ZNS-Tumore 18%
(23,6% RKI)

Lymphome12%
(14,3% RKI)

Abbildung 6: Verteilung der malignen Erkrankungen des untersuchten Patientenkollektivs. In Klammern ist die durchschnittliche Verteilung
gemif Kinderkrebsregister von 2016 des Robert-Koch Instituts (RKI) angegeben (KINDERKREBSREGISTER, 2016).
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4.2 Reparaturproteine mittels IFM zu unterschiedlichen Zeitpunkten und

Strahlenexposition

control control control

Abbildung 7: Fluoreszenzaufnahmen von Lymphozyten (600fache VergroBerung) nach spezifischer Markierung verschiedener
Reparaturproteine (griin) an unterschiedlichen Zeitpunkten nach der Bestrahlung mit 2 Gy. Blau: Zellkern, markiert mit DAPI

In Abbildung 7 sind die Foci an verschiedenen Zeitpunkten nach der Bestrahlung dargestellt.
Durch die dreidimensionale Beschaffenheit der Zelle war es nicht mdglich, alle Foci in einer
Ebene gleichzeitig abzubilden, weshalb eine zweidimensionale Ebene der
Fluoreszenzaufnahmen betrachtet wurde. Deutlich zu erkennen war ein Grofenunterschied
zwischen ATM- und 53BP1-Foci im Vergleich zu den yYH2AX-Foci. Hingegen unterschied
sich die Anzahl der Foci pro Zellkern trotz GroBenunterschied in Bezug auf die jeweilige

Antikorpermarkierung nur geringfligig.
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4.3  Verteilung der Foci innerhalb der Probe

Aus jeder Probe pro Zeitpunkt wurde der Mittelwert der vorhandenen Foci berechnet, um
deren stochastische Verteilung in Form einer Poisson-Verteilung auszudriicken. Abbildung 8
zeigt die Poisson-Verteilung innerhalb einer Probe fiir die Induktion nach 15 min und fiir den
Reparaturzeitpunkt 8 h post IR. Je mehr sich die Anzahl der Foci an die ermittelte Poisson-
Verteilung anndherte, desto reprdsentativer war der ausgezdhlte Probenausschnitt in Bezug
auf die gesamte Probe. Bis auf wenige ,,Ausreiler” niherten sich die gezdhlten Foci der
theoretisch ermittelten Zahl an. Dies sprach fiir eine ausreichende Anzahl gezdhlter Zellen

und fiir einen repréasentativen Probenausschnitt (Abbildung 8).

. d ATM 8h
&= ATM 15 Minuten

. —Poisson
——Poisson

Zellzahl
o
Zellzahl

7 8 9 0 1 213 ¥ 15 16 17 2 3 4 5 6 7
Zahl der Foci Zahl der Foci

Abbildung 8: Poisson-Verteilung. Die beiden Graphen zeigen exemplarisch die Verteilung der ATM-Foci innerhalb der Probe CAFO nach
15 min (links) und 8 h (rechts)

Aufgrund zu geringer Zellzahlen konnten die Proben mit der ID HYSD und SBNE
(Abbildung 5) nicht mit in die statistische Auswertung einbezogen werden, so dass 43 Proben
von Kindern mit malignen Erkrankungen und zum Vergleich 5 weitere Proben von gesunden

Kindern ausgewertet wurden.

4.4 DNA-Reparaturkinetik von Kindern mit Tumorerkrankungen im Vergleich

zu gesunden Kontrollkindern

Um mogliche Unterschiede in der DNA-Reparaturkinetik von Kindern mit einer
Tumorerkrankung und gesunden Kindern zu untersuchen, wurden beide Gruppen miteinander
verglichen. Zunédchst wurden die Ergebnisse der Markierungen fiir yYH2AX, 53BP1 und ATM

an den Reparaturzeitpunkten gesondert betrachtet und erst spéter eine Gegeniiberstellung mit
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den Proben der gesunden Kinder vorgenommen. Da die Kinetik der durch Bestrahlung
entstanden Foci untersucht werden sollte, wurde der in den unbestrahlten Proben gezdhlte

Hintergrund von den Proben nach 0,25 h, nach 8 h und nach 24 h abgezogen.

4.4.1 Quantitative Erfassung der DSB-Reparaturkinetik mittels
ATM-Immunfluoreszenzmarkierung

Die durchschnittliche Focizahl und der zugehorige Standardfehler der ATM-Reparaturkinetik
betrug in der Gruppe der Tumorkinder fiir die Kontrolle 0,21 + 0,01 Foci, fiir die Induktion
nach 0,25 h 11,37 + 0,1 Foci, nach 8 h 4,94 + 0,08 Foci und nach 24 h 1,7 + 0,07 Foci. In der
Vergleichsgruppe mit den gesunden Kontrollkindern wurden durchschnittlich in der Kontrolle
0,19 + 0,01 Foci, nach 0,25 h 10,28 + 0,11 Foci, nach 8 h 4,98 + 0,11 Foci und nach 24 h 1,55
+ 0,14 Foci gezdhlt (vgl. Tabelle 1).

Tabelle 1: Durchschnittliche Focizahl und zugehdrige Standardfehler der ATM-Reparaturkinetik und Ergebnis
des Mann-Whitney Tests, Signifikant ab p < 0,05 (*)

Kontrolle 0,25h 8h 24 h

Tumorkinder |0,21+0,01 |11,374+0,1 [494+0,08 |1,74+0,07

Kontrollkinder | 0,19 + 0,01 10,28+ 0,11 [4,98 +0,11 1,55+0,14
Mann-
Whitney Test | p = 0,664 p =0,002* p=0,385 p=0,353

Bei der Auszdhlung der Lymphozyten 15 min nach Bestrahlung zeigte sich in der Gruppe der
gesunden Kinder durchschnittlich 1,09 Foci weniger als in der Gruppe der Tumorkinder.
Dieser Unterschied wird ebenfalls in der graphischen Darstellung der beiden DNA-
Reparaturkinetiken sichtbar (Abbildung 9).

Der Mann-Whitney Test ergab fiir diesen Unterschied eine Signifikanz (p < 0,05) mit
p = 0,002. Es sind folglich signifikant mehr Foci in der Induktion bei den Tumorkindern

gezéhlt worden, als in der gesunden Kontrollgruppe.

24 h nach Bestrahlung lag die Anzahl der Foci in der Gruppe der Tumorkinder mit 1,7 + 0,07
iiber der Anzahl der Foci in der gesunden Kontrollgruppe mit 1,55 + 0,14. Fiir die 8 h und
24 h Reparaturzeitpunkte konnte jedoch kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden

Gruppen nachgewiesen werden.
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Abbildung 9: Vergleichende Darstellung der ATM-Reparaturkinetik zwischen der gesunden Kontrollgruppe und den Tumorkindern mit

eingezeichnetem Standardfehler. Das * entspricht dem signifikantem Unterschied von p = 0,002 zwischen den beiden Gruppen in der
Induktion nach 0,25 h.

4.4.2 53BP1-Reparaturkinetik

Betrachtet wird nun die durchschnittliche Focizahl und ihr zugehdriger Standardfehler fiir die
53BP1-Antikorpermarkierung. Bei den Tumorkindern wurden folgende Werte ermittelt: Fiir
die Kontrolle 0,23 + 0,15 Foci, nach 0,25 h 10,93 + 0,07 Foci, nach 8 h 4,89 + 0,08 Foci und
nach 24 h 1,73 + 0,05 Foci. Bei den Kontrollkindern wurden in der Kontrolle 0,25 + 0,01
Foci, nach 0,25 h 10,31 + 0,07 Foci, nach 8 h 4,98 + 0,13 Foci und nach 24 h 1,52 + 0,07 Foci
gezdhlt. Nachweisbar waren wie zuvor bei der ATM-Farbung ein Unterschied von 0,62 Foci
nach 0,25 h.

Tabelle 2: Durchschnittliche Focizahl und zugehdrige Standardfehler der 53BP1-Reparaturkinetik und Ergebnis
des Mann-Whitney Tests, Signifikant ab p < 0,05 (*)

Kontrolle 0,25h 8h 24 h
Tumorkinder |0,23+0,15 |10,93+0,07 {4,89+0,08 |1,73+0,05

Kontrollkinder | 0,25 + 0,01 10,31 +0,07 {498 +0,13 |1,52+0,07
Mann-
Whitney Test |p=0,032% p = 0,005* p=0,287 p=0,178

In Abbildung 10 wurden die durchschnittliche Anzahl an 53BP1-Foci und die zugehdrigen
Standardfehler der untersuchten Proben von Tumorkindern und der gesunden Kontrollgruppe
graphisch dargestellt. Wie bereits in der ATM-Immunfluoreszensfarbung konnte auch hier ein

geringfligiger Unterschied, 15 min nach Bestrahlung, zwischen den gesunden Kontrollkindern
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und den erkrankten Kindern gezeigt werden. Dieser ldsst sich mittels Mann-Whitney Test
statistisch mit einer Signifikanz von p = 0,005 nachweisen. 24 h nach Bestrahlung lag wie
bereits in der ATM-Antikorperfarbung eine erhdhte Anzahl an Foci in der Gruppe der
Tumorkinder mit 1,73 + 0,05 Foci gegeniiber der gesunden Kontrollgruppe mit 1,52 + 0,07

Foci vor. Auch hier war der Unterschied nach 24 h nicht signifikant.
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Abbildung 10: Vergleichende Darstellung der 53BP1-Reparaturkinetik zwischen der gesunden Kontrollgruppe und den Tumorkindern mit
eingezeichnetem Standardfehler. Das * entspricht dem signifikanten Unterschied zwischen den beiden Gruppen in der Induktion nach 0,25 h.

4.4.3 yH2AX-Reparaturkinetik

Fiir YH2AX betrug die durchschnittliche Focizahl und ihre Standardfehler in der Gruppe der
Tumorkinder fiir die Kontrollen 0,22 + 0,02 Foci, fiir die Induktion 10,83 + 0,09 Foci, nach 8
h 4,75 + 0,08 Foci und nach 24 h 1,49 £ 0,05 Foci. In der Gruppe der Kontrollkinder wurden
durchschnittlich fiir die unbestrahlten Kontrollen 0,175 + 0,01 Foci, nach 0,25 h 10,72 + 0,08
Foci, nach 8 h 5,15 £ 0,05 Foci und nach 24 h 1,225 + 0,11 Foci gezdhlt (Tabelle 3).

Tabelle 3: Durchschnittliche Focizahl und zugehorige Standardfehler der yYH2AX-Reparaturkinetik und
Ergebnis des Mann-Whitney Tests, Signifikant ab p < 0,05 (*)

Kontrolle 0,25h 8h 24 h
Tumorkinder |0,22+0,02 |10,83+0,09 |4,75+0,08 |1,49+0,05

Kontrollkinder | 0,175+ 0,01 | 10,72 +0,08 |5,15+0,05 |1,225+0,11
Mann-
Whitney Test | p = 0,988 p =0,555 p =0,05 p =0,038*

Wie in der graphischen Darstellung ersichtlich wird, verlaufen die Reparaturkinetiken der
Gruppe der erkrankten Kinder und der Gruppe der gesunden Kontrollkinder #hnlich
(Abbildung 11). Die YH2AX-Induktion ergab, wie bereits fiir ATM und 53BP1 nachgewiesen
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wurde, einen leicht erhohten Wert um 0,11 Foci bei den Tumorkindern (0,25 h post IR) im
Vergleich zu der Kontrollgruppe, jedoch lag mit p = 0,555 keine Signifikanz (p < 0,05) vor.
Nach 24 h konnten in der Gruppe der Tumorkinder durchschnittlich noch 1,49 Foci gezéhlt
werden, wéhrend in der Gruppe der gesunden Kontrollkinder nur noch 1,225 Foci

nachweisbar waren. Der Unterschied zwischen den beiden Gruppen war mit p = 0,038

signifikant.
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Abbildung 11: Vergleichende Darstellung der yYH2AX-Reparaturkinetik zwischen der gesunden Kontrollgruppe (Kontrollkinder) und den
Tumorkindern mit eingezeichnetem Standardfehler.

4.5 Vergleich der unterschiedlichen Antikérperfarbungen

Zum Vergleich der unterschiedlichen Antikorperfirbungen miteinander wurden die Proben aller
Probanden betrachtet. In den Proben wurden nach der ATM-Markierung durchschnittlich in der
Kontrolle 0,21 + 0,01 Foci, nach 0,25 h 11,27 + 0,1 Foci, nach 8 h 4,94 + 0,08 Foci und nach 24 h
1,69 + 0,07 Foci nachgewiesen. Fiir 53BP1 konnte durchschnittlich in der Kontrolle 0,23 + 0,01
Foci nach Induktion 10,88 + 0,07 Foci, nach 8 h 4,9 + 0,08 Foci und nach 24 h 1,73 + 0,05 Foci
gezédhlt werden. Fiir YH2AX konnten durchschnittlich in der Kontrolle 0,21 £+ 0,01 Foci, nach
0,25 h 10,82 + 0,29 Foci, nach 8 h 4,79 + 0,08 Foci und nach 24 h 1,41 + 0,09 Foci detektiert
werden. (Tabelle 4)
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Tabelle 4: Durchschnittliche Foci-Anzahl pro Zellkern und dazugehériger Standardfehler

Kontrolle 1 Gy\0,25h |2Gy\8h 2 Gy\24 h
ATM 0,21+0,01 |11,27+0,1 [4,94+0,08 |1,69+0,07
53BP1 0,23+ 0,01 |10,88+0,07 |4,9+0,08 1,73 £0,05
YH2AX 0,21+0,01 |10,82+0,29 [4,79+0,08 |1,41+0,09

Abbildung 12 zeigt die Foci-Anzahl an den unterschiedlichen Reparaturzeitpunkten mit den
zugehorigen Standardfehlern fiir alle untersuchten Proben. Die Quantifizierung von DSBs durch
ATM/53BP1/yH2AX-Foci die
Reparaturzeitpunkte sehr dhnlich. Jedoch wurden durch die Markierung von ATM und 53BP1

den Nachweis von war  flr jeweils  betrachteten

geringfiigig mehr Foci detektiert als bei YH2AX.
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Abbildung 12: Vergleich ATM, 53BP1 und yH2AX. Dargestellt wurde die durchschnittliche Foci-Anzahl der Kontrolle, der Induktion nach
15 min, nach 8- und nach 24 h mit den zugehorigen Standardfehlern. * markiert signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen
Ergebnissen.

Diese Ergebnisse wurden mit dem Mann-Whitney-Test statistisch nachgewiesen. Fiir ATM
und YH2AX wurden mit p = 0,042 in der Kontrolle, mit p = 0,001 in der Induktion und mit
p = 0,025 nach 24 h signifikante (p < 0,05) Unterschiede bei der Quantifizierung der Foci
nachgewiesen. Beim Vergleich von 53BP1 mit YH2AX lag bei den Kontrollen mit p = 0,002

und nach 24 h mit p = 0,001 eine Signifikanz vor. AuBerdem zeigte sich ein signifikanter
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Unterschied zwischen ATM und 53BP1 15 min nach Induktion, welcher bei den spiteren

Kontrollzeitpunkten nicht mehr nachweisbar war.

Im direkten Vergleich zwischen den drei Reparaturfaktoren bedeutet dies, dass fiir yH2AX

geringfligig weniger Foci gezdhlt wurden, als fiir 5S3BP1 und ATM.

Tabelle 5: Mann-Whitney Test zum Vergleich der drei Antikdrperfarbungen untereinander,

Signifikant ab p < 0,05 (*)

ATM vs. yH2AX 53BP1 vs. yH2AX ATM vs. 53BP1
Kontrolle p=0,042* p=0,002* p=0,173
15 min p=0,001* p=0,392 p=0,013*
8h p=0,117 p=0,194 p=0,79
24 h p =0,025* p=0,001* p=0,168
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5 Diskussion

Als mogliche Ursache fiir die Entstehung von malignen Erkrankungen im Kindesalter wird
eine Einschrankung in der DNA-Reparatur, und die damit verbundene Akkumulation von
DNA-Schidden und Mutationen diskutiert. Diese Hypothese wurde in der vorliegenden Arbeit
durch einen Vergleich der DSB-Reparaturkapazitit mittels Immunfluoreszenzmikrosopie bei
Kindern mit Tumorerkrankungen und gesunden Kindern nach ex-vivo Bestrahlung der

Blutlymphozyten iiberpriift.

Dariiber hinaus war das Ziel dieser Arbeit der Vergleich unterschiedlicher an der Reparatur
von DSBs beteiligter Proteine, die moglicherweise zur Etablierung eines pradiktiven Tests zur
frithzeitigen Erkennung von unerkannten Defekten in der DNA-Reparatur genutzt werden
konnen. Dies konnte dazu beitragen das Risiko von Nebenwirkungen, die im Rahmen der
Strahlentherapie zu schwerwiegenden Komplikationen fithren kdnnen, vor Therapiebeginn

besser einzuschétzen.

Das in dieser Arbeit untersuchte Patientenkollektiv zeigte eine Tendenz zur vermehrten
Ausbildung von Foci nach Bestrahlung im Vergleich zu gesunden Patienten. Da die
gemessenen Werte im oberen Normbereich lagen und teilweise Signifikanzen aufwiesen liegt
die Vermutung nah, dass Kinder mit malignen Erkrankungen mdglicherweise
Einschriankungen in der Reparatur von DSBs aufweisen. Hierbei ldsst jedoch die geringe
Anzahl an Probanden nur eine eingeschriankte Aussage iiber die Reparaturkinetik von Kindern
mit malignen Erkrankungen zu. Dariiber hinaus wurden drei Reparaturfaktoren der DSB-
Schadensantwort analysiert und miteinander verglichen. Diese stellten jede fiir sich

zuverléssig den Verlauf der DNA-Reparatur mittels Darstellung durch Foci dar.

5.1 Kiritische Betrachtung der eigenen Untersuchungen

5.1.1 Vergleich der DSB- Reparaturkinetik von Kindern mit malignen
Erkrankungen mit der nicht bestrahlten Kontrollgruppe

Vor der Bestrahlung konnten in der Antikorperfarbung mit 53BP1 signifikante Unterschiede
zwischen gesunden Kontrollkindern und erkrankten Kinder festgestellt werden. Dabei ist zu
beriicksichtigen, dass mit 0,23 + 0,15 Foci fiir die Gruppe der Tumorkinder und 0,25 + 0,01

Foci fiir die Kontrollgruppe der Unterschied in der Anzahl der Foci vor Bestrahlung sehr
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gering ist. Dies ist moglicherweise auf die Darstellung von Foci in der 53BPI
Antikorperfarbung zuriick zu fiihren, bei der es gelegentlich zum Anfarben von Hintergrund

kommt, der keinen DSB darstellt.

Die Lymphozyten der Gruppe der Tumorkinder wurden moglichst vor Chemo- oder
Strahlentherapie entnommen, so dass Einfliisse auf die DSB-Reparatur und die Anzahl der
Foci, die durch die Therapie hervorgerufen werden konnen, moglichst niedrig gehalten wurde.
Die Induktion, die mit 1 Gy durchgefiihrt wurde, wies in der Gruppe der kranken Kinder mehr
Foci im Vergleich zur Gruppe der gesunden Kontrollkinder auf. Da jedoch in einigen dieser
Proben nur eine verminderte Anzahl an Lymphozyten auf den Objekttrdgern fixiert werden
konnte, wurde zu Gunsten einer besseren Auswertbarkeit das Versuchsprotokoll wéihrend der
laufenden Studie gedndert. Die Verdopplung der Fixierzeit von 10 min auf 20 min hatte
moglicherweise einen Einfluss auf die quantitative Analyse, da in den hiervon betroffenen
Proben eventuell eine Selektion von Zellen stattgefunden hat. Bereits geschéidigte
Lymphozyten mit vermehrten Foci waren hierdurch méglicherweise nicht mehr vorhanden
und nachweisbar, was in einen niedrigeren Foci-Gesamtwert nach Induktion im Vergleich zu
den Tumorkindern resultierte. Dieser Unterschied war nach 8 h und 24 h jedoch wesentlich
geringer, wodurch er nicht mehr nachweisbar war. Es ist zu beriicksichtigen, dass die
Induktion mit 1 Gy in erster Linie dem Nachweis von durch Strahlung entstandenen Foci im
Sinne von DSBs dient und das wesentliche Augenmerk dieser Arbeit in der Reparaturkinetik

von DSBs, also nach 8 h und 24 h, lag.

Es konnten 8 h nach Bestrahlung &hnlich viele Foci in der Gruppe der erkrankten
Tumorkinder und der Gruppe der Kontrollkinder gezéhlt werden. Dabei wiesen einzelne
Proben immer wieder deutlich erhdhte Foci Zahlen in allen drei Antikorperfarbungen auf. Die
Proben GRIN, GSLA, KNCA und MRNO =zeigten dabei durchweg erhohte Anzahlen von
Foci. Bei dem Patient GRIN wurde mit 5,75 Jahren ein Medulloblastom, bei dem Patienten
GSLA mit 14,75 Jahren ein Osteosarkom, bei dem Patient KNCA mit 3,02 Jahren eine ALL
und bei dem Patient MRNO ein Ewing Sarkom diagnostiziert. Alle Blutproben wurden vor

Einleitung einer Radio- oder Chemotherapie abgenommen und untersucht (vgl. Abbildung 5).

Der Patient GRIN erhielt nach Diagnose eines Medulloblastoms, eine kombinierte Radio-
Chemotherapie unter der der Patient eine Leukenzephalopathie mit letalem Ausgang
entwickelte. Es liegt die Vermutung nahe, dass die erhohte Anzahl an gemessenen Foci und
die mogliche Einschrinkung der DSB Reparatur im Rahmen der Radio- Chemotherapie, in

direktem Zusammenhang stehen und so zu ausgeprigten Nebenwirkungen gefiihrt haben.
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Untersuchungen am gleichen Patientenkollektiv, die die Nebenwirkungen unter Radio-
Chemotherapie in Zusammenhang mit Einschrankungen der DSB-Reparaturkinetik betrachtet
haben, konnten klinisch Strahlenschdden vom Grad 4, also lebensbedrohlich, bei den
Patienten GRIJN, HFLA, MRME und SHAA feststellen (SCHULER et al., 2014). Die Proben
HFLA, MRME und SHAA wiesen keine Auffélligkeiten in der Betrachtung der Foci 8 h und
24 h nach Bestrahlung auf.

An dieser Stelle soll der Fall der Patientin DRLE (Probe Nr. 200053, vgl. Abbildung 5)
exemplarisch diskutiert werden. Mit 12 Jahren wurde ein Glioblastoma multiforme Grad IV
mit einem Durchmesser von 6 cm x 4 cm x 6 cm und ein Astrozytom Grad I diagnostiziert.
Nach Tumorresektion mit positivem Resektionsrand wurde eine Chemotherapie eingeleitet,
die zu Konsolidierung der Erkrankung fiihrte. Auerdem wurde mit einer Bestrahlung des
Kopfes begonnen, die auf eine Gesamtreferenzdosis von 59,4 Gy angelegt war und auf 33
Fraktionen mit je 1,8 Gy verteilt wurde. Sieben Monate nach der Erstdiagnose wurde
auflerdem eine cALL mit hochgradiger Infiltration von Leukdmiezellen im Knochenmark,
mehr als 95%, diagnostiziert, worauthin die Chemotherapie studiengerecht umgestellt wurde.
Besonders auffallend bei der Patientin war die positive Familienanamnese. Beide Elternteile
waren zum Zeitpunkt der Erstdiagnose gesund und hatten keinerlei Vorerkrankungen. Der
zwel Jahre jiingerer Bruder der Probandin verstarb jedoch kurz zuvor an einem Glioblastom.
AuBerdem sind sowohl véterlicherseits, als auch miitterlicherseits Tumorerkrankungen bei
nahen Verwandten bekannt, unter anderem ein malignes Melanom, ein Meningeom und eine
Leukémie. Die weiterfilhrende Diagnostik der Humangenetiker ergab keinen Hinweis der die
Erkrankung der Patientin und ihres Bruders an der gleichen Tumorart erkldren konnte. Es
handelt sich hierbei wahrscheinlich um eine noch nicht bekannte, seltene rezessiv vererbte
Erkrankung. Auch die Untersuchungen im Rahmen dieser Arbeit mittels
Immunfluoreszenzmikroskopie erbrachte keinen eindeutigen Hinweis auf eine Einschrankung
der DSB-Reparatur. So waren nach der Markierung von ATM in der unbestrahlten Kontrolle
0,18 Foci, nach Induktion 11,98 Foci, nach 8 h 5 Foci und nach 24 h 2,24 Foci vorhanden.

Diese Werte zeigen somit keinen eindeutigen Anhalt fiir einen Reparaturdefekt der DNA.

Im Vergleich dazu zeigte eine vorhergegangene Pilotstudie mit einem deutlich kleineren
Probenumfang signifikante Unterschiede zwischen gesunden Kontrollkindern (2 Gy: 2,840,2)
und der Gruppe der Tumorkinder (2 Gy: 3,840,2) unter Bestrahlung von 2 Gy nach 8 h
(RUBE CE, 2009). Dabei konnte insbesondere in 3 von 23 untersuchten Kinder eine deutlich
erhdhte Anzahl von Foci 8 h nach Bestrahlung nachgewiesen werden (RUBE CE, 2009). Bei
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ndherer Betrachtung dieser drei Kinder konnten Erkrankungen wie beispielsweise das Turcot-
Syndrom diagnostiziert werden, welches mit der fehlerhaften Replikation von DNA
einhergehen und somit einen Hinweis fiir erhdhte Anzahl an Foci liefern kann (RUBE CE,

2009).

Im Vergleich zu einer weiteren Studie, in der homozygote Kinder mit AT gegeniiber
heterozygoten Patienten mit AT und gesunden Kontrollen verglichen wurden, konnten mittels
der ATM, der 53BP1 und der yYH2AX-Antikorperfarbung deutliche Unterschiede zwischen
den Gruppen dargestellt werden (SCHULER et al., 2014). So konnten in der Gruppe der AT-
Kinder 6,52 Foci nach 8 h und 5,57 Foci nach 24 h mit YH2AX-Antikorperfarbung dargestellt
werden, was einen signifikanten Unterschied gegeniiber der gesunden Kontrollgruppe
ausmachte. Bei den heterozygoten Patienten konnten 4,94 Foci nach 8 h und 2,94 Foci nach
24 h gezihlt werden, wihrend bei den gesunden Kontrollen 3,94 Foci nach 8 h und 2,19 Foci
nach 24 h vorlagen (KAISER, 2012). Im Vergleich zur vorliegenden Arbeit lag die Anzahl
der Foci in der Gruppe der gesunden Kontrollen 8 h nach Bestrahlung bei 3,94 Foci
gegeniiber 5,15 Foci und 24 h nach Bestrahlung bei 2,19 Foci gegeniiber 1,23. Es zeigte sich
somit ein Unterschied von 1,21 Foci nach 8 h und 0,96 Foci nach 24 h. Da das
Probenkollektiv der vorliegenden Arbeit liber mehrere Jahre gesammelt und zunichst
kryokonserviert wurde, ist zu diskutieren, ob die Kryokonservierung und spitere
Aufbereitung FEinfluss auf die Anzahl der gezdhlten Foci nimmt und ob moglicherweise
dadurch nicht nur DSBs, sondern auch weitere Strukturen als Foci dargestellt werden.
Verglichen mit den erkrankten Kindern aus dieser Arbeit lag ebenfalls ein signifikanter
Unterschied 24 h nach Bestrahlung mit p = 0,038 in der YH2AX-Antikorperfarbung vor. So
waren 1,49 + 0,05 Foci in der Gruppe der erkrankten Kinder gegeniiber 1,225 + 0,11 Foci in
der gesunden Kontrollgruppe darstellbar (vgl. Tabelle 3).

5.1.2  Wahl der Reparaturzeitpunkte und Strahlendosen

In Studien konnte gezeigt werden, dass die Reparatur von DSBs nach 24 h anndhrend
abgeschlossen ist (GOODARZI et al., 2010). Ebenfalls wird in der Literatur beschrieben, dass
die Betrachtung iiber einen Zeitraum zwischen einem Tag und vier Wochen nach Bestrahlung
keinen signifikanten Unterschied in der Anzahl der nachgewiesenen und verbliebenen Foci
ergab. Zellen, die mit 2 Gy bestrahlt wurden und nach mehreren Tagen in Apoptose gingen,
zeigten keine Anhdufung beziiglich der Ausbildung von 53BP1 und yH2AX Foci
(MARKOVAE, 2011).
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Um die Reparaturkinetik zu betrachten, wurden in dieser Arbeit die Proben mit 2 Gy bestrahlt
und nach 8 h und 24 h analysiert. Dies bietet den Vorteil, dass ebenfalls Riickschliisse auf die
therapeutische Strahlentherapie gezogen werden konnen, da die Strahlendosis bei

fraktionierter Bestrahlung im Bereich von 1,8 Gy- 2,0 Gy liegt.

Ferner erfolgte die Quantifizierung nach 15 min und 1 Gy Bestrahlung um die Anzahl an
induzierten DSBs zuverldssig nachzuweisen. Bei hohen Dosen wiirden sich hingegen die
Fluoreszenzsignale rdumlich naher Foci iiberschneiden, wodurch sie nicht mehr klar zu

differenzieren wiren, und so die tatsachliche Anzahl unterschitzt wiirde.

5.1.3 Quantifizierung der Foci

Es gibt verschiedene Verfahren, um DSBs zu quantifizieren: die Pulsfeldgelelektrophorese

(PFGE), der Komet-Assay und die Immunfluoreszenzmikroskopie (IFM).

Wiéhrend bei PFGE und Komet-Assay sehr hohe Strahlendosen (zwischen 20-100 Gy)
erforderlich sind, ist der Nachweis von DSBs durch Immunfluoreszenzmikroskopie weitaus

sensitiver. Bereits 10 mGy konnen anhand der Quantifizierung von DSBs durch Foci

detektiert werden (ROTHKAMM, LOBRICH, 2003).

Die Histonvariante YH2AX kann als Foci mittels IFM fiir die Darstellung der Lokalisation
von DSBs verwendet werden. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass ein groBBer Unterschied
zwischen der Betrachtung der Reparaturkinetik mittels PFGE und der Auszdhlung von Foci
besteht (KINNER A, 2008). Mit der IFM-Methode wird die Lokalisation von DSBs mittels
Foci sichtbar gemacht und kann so den Verlauf der Reparatur von DSB veranschaulichen. Die
PFGE weist hingegen die DSBs physikalisch nach und bietet keine Aussage iiber die
Lokalisation von DSB innerhalb der Zelle (KINNER A, 2008).

Die Auszéhlung der DSBs erforderte einen hohen zeitlichen Aufwand. Da die Foci-
Erkennung abhéngig vom Untersucher war, wurden die Proben einer Studie stets von der
gleichen Person quantifiziert, um die individuelle Abweichung mdoglichst gering zu halten.
Insbesondere die Abgrenzung zwischen dem Hintergrundsignal und den Foci fiihrt zu
Unterschieden in den Ergebnissen, die auf die individuelle Zéhlweise des Untersuchers
zuriickzufiihren sind. Deshalb ist der kinetische Verlauf der Reparatur von grofler Bedeutung

und nicht die absolute Zahl der Foci.
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Mit Hilfe der Lymphozyten aus problemlos zuginglichen Blutproben von Patienten kdnnen
Riickschliisse auf die Reaktionen anderer Gewebe unter Bestrahlung gezogen werden (RUBE
et al., 2008). In einer experimentellen Studie an Méusen wurde die Reparaturkinetik von
DSBs nach Bestrahlung mit 2 Gy an Herzmuskel, Diinndarm, Lunge und Lymphozyten
untersucht. Dabei zeigte sich, dass bei Markierung mit YH2AX-Antikorpern die Reparatur
von Foci in den unterschiedlichen Gewebearten dhnlich schnell erfolgt und miteinander
vergleichbar ist (RUBE et al., 2008). AuBerdem konnten Miuse mit eingeschrinkter DNA-
Reparaturkinetik anhand der Anzahl von Foci deutlich von Miusen mit suffizienter DNA-
Reparatur unterschieden werden (RUBE et al., 2008). Vor diesem Hintergrund und um die
Belastung der Kinder mdglichst gering zu halten wurden keine invasiven Maflnahmen wie
beispielsweise Probenbiopsien durchgefiihrt, sondern im Rahmen der regulidren Blutentnahme
zusétzliches Blut entnommen, um die Lymphozyten fiir die Versuchsreihe mittels IFM zu

analysieren.

In aktuellen Forschungsprojekten wird der Nachweis von Reparaturfaktoren und die
Quantifizierung von DSBs mit Hilfe der Transmission-Elektronen-Mikroskopie (TEM)
untersucht. Diese Methode bietet aufgrund des wesentlich hoheren Auflosungsvermdgens die
Moglichkeit, Zellstrukturen, die wenige Nanometer grof3 sind, zu untersuchen. Dabei konnten
Unterschiede zwischen einer schnelleren Reparatur von DSBs im Euchromatin im Gegensatz
zum Heterochromatin beschrieben werden (GOODARZI et al., 2009; RUBE et al., 2011).
Man vermutet, dass aufgrund des hochgradig organisierten Aufbaus des Heterochromatins die
Reparaturproteine langsamer an den DSB anlagern konnen, als dies im Euchromatin der Fall
ist. Mittels goldmarkierter Antikdrpern gegen Reparaturproteine (53BP1, ATM, DNA-PKcs,
pKu70) und Hetero- beziehungsweise Euchromatin spezifischen Histonmodifikationen, wie
H3K9me3 und H3K9ac, konnten chromatinabhdngige Unterschiede in der Reparaturkinetik
mittels TEM visualisiert und analysiert werden (LORAT et al., 2012). Das TEM bietet den
Vorteil, auf molekularer Ebene systematisch Ansammlungen von unterschiedlichen
Reparaturproteinen wéhrend der Reparatur, sogenannte Cluster, zu analysieren. Auch ist es
moglich zwischen ,,aktivierten d.h. phosphorylierten Reparaturproteinen und anderweitig
modifizierten Reparaturfaktoren zu unterscheiden (LORAT et al., 2012; RUBE et al., 2011).
Erste Ergebnisse zeigten, dass DSBs im Heterochromatin moglicherweise unvollstindig
repariert werden, da Tage nach der Bestrahlung (> 48h) 53BPl in sogenannten
,»GroBclustern®  persistiert, ohne dass weitere Bestandteile eines ,aktiven®

Reparaturkomplexes, wie die DNA-PKcs und pKu70 nachweisbar sind (LORAT et al., 2012).
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Solche Unterschiede konnen aufgrund der begrenzten Auflosung mittels Foci-Auszéhlung
unter dem Fluoreszenzmikroskop nicht betrachtet werden. Daher lassen sich die exakte

Lokalisation und Dynamik des DSB mittels IFM nur annéhrend beurteilen.

Mittels TEM konnte auBerdem gezeigt werden, dass der lineare Energietransfer (LET), also
die Energie, die ein ionisiertes Teilchen an Materie beim Durchdringen abgibt, zu
unterschiedlich stark ausgeprigten Bildung von Clustern fithrt (LORAT et al., 2016). Im
Vergleich von Bestrahlung durch Kohlenstoffionen, welche einen hohen LET aufweisen, zur
Bestrahlung mit Photonen, welche einen niedrigen LET aufweisen, zeigten sich Unterschiede
in der Reparaturkinetik. Bei Bestrahlung mit hohem LET konnten nach 5 h deutlich mehr
Cluster nachgewiesen werden, als bei Bestrahlung mit niedrigem LET. Im Vergleich dazu
reduzierte sich die Anzahl an Cluster bei Bestrahlung mit niedrigem LET, so dass nach 5 h
die Reparatur der DSBs anndhrend abgeschlossen war. Dabei zeigten sich im
Heterochromatin komplexere Cluster als im Euchromatin (LORAT et al., 2016). Es wird
daher vermutet, dass Schdden durch hohen LET langsamer und unzureichend repariert werden

und somit eine hoheres Potential besitzen die DNA dauerhaft zu Schidigen.

5.1.4 Betrachtung von Unterschieden der Foci-Detektion

Die an der Behebung von DSBs beteiligten Reparaturproteine ATM, 53BP1 und die
Histonmodifikation YH2AX wurden fiir unterschiedliche Reparaturzeitpunkte mittels der [IFM
nachgewiesen, um mogliche Unterschiede in der Detektion von DSBs zu analysieren. Die
Markierung von YH2AX wies im Gegensatz zu ATM und 53BP1 signifikant weniger Foci in
den nicht bestrahlten Kontrollen, 15 min und 24 h nach Bestrahlung auf (vgl. Tabelle 5). 8§ h
nach Bestrahlung lag die Anzahl der Foci in der YH2AX-Antikorperfarbung mit 4,79 Foci
unter der von ATM mit 4,94 Foci und 53BP1 mit 4,9 Foci, der Unterschied war hier jedoch
nicht signifikant (vgl.

Tabelle 4).

Hierbei ist vor allem die Lokalisation von H2AX, 53BP1 und ATM von Bedeutung. Wihrend
die Histonmodifikation YH2AX im Megabasen grofen Bereichen phosphoryliert wird,
akkumulieren ATM und 53BP1 nur im ,,direkten” Umfeld des DSB (ROGAKOU et al.,
1998). 53BP1 und ATM werden somit als akkumulierte Reparaturproteine am DSB markiert,
hingegen wird durch YH2AX eine Ausbreitung von phosphorylierten H2AX dargestellt. Diese
Unterschiede zeigten sich insbesondere durch die Form und Darstellung der Foci.
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53BP1-Foci waren unter dem Fluoreszenzmikroskop im Vergleich zu YH2AX-Foci deutlich
besser darstellbar und daher leichter auszuzdhlen. Bei der yH2AX-Markierung war, im
Vergleich zur ATM- und 53BP1-Féarbung, mehr Hintergrund vorhanden, was die Auszdhlung
der Foci erschwerte und eine mdgliche Erkldrung fiir die verminderte Anzahl an gezéhlten
YH2AX-Foci liefert. Diese Unterschiedliche Darstellung unter den Antikdrperfarbungen
erklart moglicherweise auch den signifikanten Unterschied zwischen der Anzahl an 53BP1-
Foci und ATM-Foci 15min nach Bestrahlung. Dabei lag die absolute Anzahl der Foci nach 15
min in der ATM-Férbung bei 11,27 und in der 53BP1-Férbung bei 10,88 Foci.

Dariiber hinaus war das verwendete Fluorchrom zur Markierung von yH2AX
lichtempfindlicher, was zu einem schnelleren Ausbleichen unter der Lichtquelle des
Mikroskops fiihrte und hierdurch moglicherweise kleine YH2AX Foci nicht ausreichend

darstellte.

Betrachtet man jedoch die Reparaturkinetiken der unterschiedlichen Reparaturfaktoren
innerhalb einer Probe, so bilden diese anndhrend denselben Reparaturverlauf ab. In der
Literatur wird beschrieben, dass ATM, 53BPl und yH2AX Foci bei DSBs in
Kolokalisationen auftreten. Dabei bilden sowohl ATM und 53BP1 Foci (SUZUKI et al.,
2010), als auch ATM und YH2AX Foci (SATO et al., 2010) und 53BP1 und yH2AX Foci
Kolokalisationen am DSB aus (FERNANDEZ-CAPETILLO et al., 2002; GROESSER et al.,
2011). Es liegt also nah, dass die Foci in den unterschiedlichen Antikorperfairbungen, DSBs

im untersuchten Patientenkollektiv zuverléssig als solche darstellten.

5.2 Vergleich der eigenen Ergebnisse mit denen aus der Literatur

In einer grof3 angelegten Studie aus dem Jahr 2009 zeigten sich Hinweise dafiir, dass Kinder,
die eine maligne Erkrankung iiberleben, eine erhohte Wahrscheinlichkeit fiir eine erneute
maligne Erkrankung im Erwachsenenalter aufweisen (OLSEN JH, 2009). In einer Folgestudie
wurden 47 697 Kinder und Jugendliche, die zwischen 1943 und 2005 an Krebs erkrankt
waren, erneut untersucht. Dabei zeigte sich ein deutlich erhdhtes Risiko fiir eine erneute
Krebserkrankung im spiteren Leben, gegeniiber der gesunden Bevolkerung (OLSEN JH,
2009). Die Ursachen hierfiir sind unzureichend verstanden, lassen jedoch einen
Zusammenhang zwischen Tumorentstehung und genetischer Pradisposition vermuten. Da bis
heute ungeklirt ist, weshalb Kinder im Vergleich zu Erwachsenen an Tumoren erkranken,

wurden verschiedene Theorien entwickelt und erforscht. Eine davon ist die in der
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vorliegenden Arbeit untersuchte These, dass Kinder mit malignen Erkrankungen
moglicherweise eine Einschrinkung in ihrer DNA-Reparaturkapazitit besitzen, wie es

beispielsweise bei Kindern mit AT der Fall ist.

In einer vorangegangenen Pilotstudie des Labors wurden Hinweise auf einen Zusammenhang
zwischen Defekten in der DNA-Reparatur und der Entstehung solider Tumore gezeigt (RUBE
CE, 2009). Es wurde die DNA-Reparaturkapazitdt von 23 Kindern mit soliden Tumoren,
moglichst vor Beginn einer Chemo- oder Strahlentherapie, untersucht. Wie in der
vorliegenden Arbeit wurde die DSB-Reparatur mittels [IFM in Lymphozyten analysiert. Die
Bestrahlung wurde mit einer Dosis von 2 Gy durchgefiihrt und nach 8 h die vorhandenen
YH2AX-Foci gezéhlt. In der Gruppe der Tumorkinder wurden durchschnittlich 3,8 + 0,2 Foci
pro Zelle nachgewiesen, was im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe einen signifikanten
Unterschied darstellte (p = 0,006). AuBerdem fielen 4 Kinder durch eine deutliche
Einschrinkung in der DSB-Reparaturkinetik auf. Zwei der betroffenen Kinder entwickelten
infolge der Bestrahlung lebensbedrohliche, beziehungsweise letale Komplikationen, eine
radiogene Pneumonitis und eine letale Riickenmarksnekrose. Bei diesen auffilligen Kindern
wurden auflerdem Syndrome diagnostiziert die mit einer eingeschrinkten DNA-Reparatur
oder der fehlerhaften Zellteilung einhergehen, wie das Turcot-, das Li-Fraumeni Syndrom und
die Fanconi Andmie. Die Ergebnisse der Pilotstudie lieBen einen Zusammenhang zwischen
der Entstehung maligner Erkrankungen im Kindesalter und einem DSB-Reparaturdefizit
vermuten, welche dariiber hinaus auch fiir eine erh6hte Strahlensensibilitidt verantwortlich
sein kénnte (RUBE CE, 2009). Die Arbeit ldsst vermuten, dass durch das friihzeitige
Erkennen einer eingeschrankten DNA-Reparatur die Therapie, insbesondere die Bestrahlung,

besser angepasst werden kénnte (RUBE CE, 2009).

Im Vergleich zur vorherigen Studie konnte in der hier vorliegenden Arbeit trotz erweitertem
Patientenkollektiv (n = 45) nur geringe Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen
Tumorerkrankung und eingeschrinkter DNA-Reparatur gezeigt werden. Da die gezdhlte
Anzahl an Foci in der Gruppe der kranken Kinder jedoch insbesondere 24 h nach Bestrahlung
im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe erhoht war, liegt die Vermutung nah, dass
moglicherweise in Gruppe der kranken Kinder Einschriankungen in der Reparatur von DSBs
vorlagen. Einzelne Proben wiesen eine deutlich erhohte Anzahl an Foci 8 h und 24 h nach

Bestrahlung auf (vgl. Kapitel 5.1.1).

Zu bertiicksichtigen sind die unterschiedlichen Aufbereitungsarten der Blutproben. So wurden

in der vorangegangenen Studie die isolierten Lymphozyten direkt untersucht und ausgewertet,
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wohingegen in der vorliegenden Arbeit eine Probenaquirierung und Kryokonservierung iiber
einen Zeitraum von 2 Jahren erfolgte. Die Bestrahlung und Untersuchung der Lymphozyten
fand nach Auftauen und Lagerung in entsprechendem Medium statt. Durch die
Kryokonservierung erfolgte moglicherweise eine Selektion zwischen Zellen mit und ohne
DNA-Schiaden, wodurch bereits geschddigte Zellen die Prozedur des Auftauens und

Kultivierens vermutlich nicht tiberlebten.

In der vorliegenden Arbeit konnten bei zuvor kryokonservierten Lymphozyten, die 15 min
nach Bestrahlung mit 1 Gy fixiert wurden, 10,82 + 0,29 Foci pro Zelle mit YH2AX-
Antikdrpermarkierung detektiert werden. Ahnliche Versuchsaufbauten an direkt nach
Entnahme bestrahlten Lymphozyten ergaben bei 1 Gy nach 30 min 9.31 + 1,1 Foci
(SCHERTHAN H, 2008). Diese Ergebnisse zeigen im Vergleich eine gemeinsame Tendenz

in der Ausbildung von Foci trotz unterschiedlich gewihlter Messzeitpunkte fiir die Induktion.

In der Pilotstudie von 2009 wurden die Kontrollkinder beziiglich des Alters passend zu den
Tumorkindern ausgesucht. Dies erfordert einen groBen Rekrutierungsaufwand, weshalb in
dieser Versuchsreihe darauf verzichtet und auf einen bestehenden Pool von gesunden
Kontrollkindern zuriickgegriffen wurde. In der Literatur wird jedoch beschrieben, dass die
Anzahl der Foci mit dem Alter pro Zelle zunimmt. In einem &hnlich aufgebauten Versuch
konnte ein signifikanter Unterschied in der DNA-Reparaturkinetik und dem Auftreten von
DSBs vor Bestrahlung zwischen Stammzellen aus Nabelschnurblut von Neugeborenen und
Knochenmark von iiber 50-jihrigen festgestellt werden (RUBE CE, 2011). Im
Nabelschnurblut der Neugeborenen konnten in CD34+ Zellen 0,102 = 0,006 Foci, in CD34+
Zellen von unter 50-jdhrigen Erwachsenen 0,184 + 0,015 Foci und in CD34+ Zellen von {iber
50-jéhrigen Erwachsenen sogar 0,245 + 0,023 Foci nachgewiesen werden. Es lagen zwischen
den einzelnen Vergleichsgruppen signifikante Unterschiede vor, die die Vermutung nahe legt,
dass sich DSBs iiber die Lebenszeit akkumulieren (RUBE CE, 2011). In den untersuchten
Proben der vorliegenden Arbeit lag die Anzahl der Foci vor Bestrahlung in der Gruppe der
erkrankten Kinder fiir die ATM-Antikérpermarkierung bei 0,21 + 0,01 Foci, fiir die 53BP1-
Antikdrpermarkierung bei 0,23 + 0,15 Foci und fiir die YH2AX-Antikorpermarkierung bei
0,22 + 0,02 Foci. Diese Ergebnisse zeigten im Vergleich zur oben genannten Studie ebenfalls
eine gemeinsame Tendenz von bereits vor Bestrahlung bestehenden Foci, aufgrund von
technischer Ausstattung, Probenmaterial und individueller Zahlweise jedoch Unterschiede in

der absoluten Anzahl der Foci.
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Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die Reparaturkinetik von DSBs unterschiedlich schnell
verlauft. So werden zu Beginn der DNA-Reparatur DSBs scheinbar schneller repariert, als
24 h nach der Bestrahlung. Zu noch spéteren Zeitpunkten findet kaum noch eine Reparatur
von DSBs statt (SEDELNIKOVA OA, 2008). Es wird kontrovers diskutiert, ob dies
moglicherweise auf die Schwere der DNA-Schidden zuriickzufiihren ist, so dass zundchst die
vielen einfacheren Schédden repariert werden und anschlieBend die Gravierenderen (REDON

CE, 2009).

5.3 Schlussfolgerungen

Bei dem untersuchten Probenkollektiv konnten geringe Unterschiede in der Anzahl der Foci
8 h und 24 h nach Bestrahlung zwischen Kontrollgruppe und erkrankten Kindern festgestellt
werden. Dabei fielen vor allem in der Einzelbetrachtung Proben auf, die eine durchschnittlich
erhohte Anzahl an Foci in allen drei Antikdrperfarbungen aufwiesen. Die Tatsache, dass die
Anzahl der Foci in der Gruppe der erkrankten Kinder 24 h nach Bestrahlung erhoht war, lasst
vermuten, dass es moglicherweise Einschridnkungen in der Reparaturkinetik von Kindern mit
malignen Erkrankungen gibt. In der yH2AX-Antikorpermarkierung war der Unterschied
zwischen Tumorkindern und gesunder Kontrollgruppe 24 h nach Bestrahlung mit p = 0,038
sogar signifikant. Es empfiehlt sich in weiterfiihrenden Studien zu Untersuchen inwieweit
kryokonservierte Zellen gegeniiber sofort untersuchten Zellen Unterschiede in der Anzahl der
Foci aufweisen und ob Unterschiede zwischen Kindern mit malignen Erkrankungen und
gesunden Kindern, durch Erhdhung des zu untersuchenden Kollektivs, besser dargestellt

werden konnen.
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