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1 Zusammenfassung/ Summary

Zielsetzung:
Eine fraktionierte Bestrahlung verursacht bei 5-10 % der Patienten schwere

Normalgewebstoxizitaten, die die Therapiedauer und damit den Behandlungserfolg limitieren.
Als Ursache von individuellen Unterschieden der Strahlensensitivitdt werden zunehmend
genetische Faktoren diskutiert, die an der Erkennung und Reparatur von DNA-
Doppelstrangbriichen (DSB) beteiligt sind. In einem murinen in vivo Modell sollte der
Einfluss genetisch determinierter DSB-Reparaturdefekte auf kumulative DNA-Schéden nach
fraktionierter Bestrahlung untersucht werden.

Material und Methoden:

Untersucht wurden Mause mit definierten Reparaturdefekten (ATM™" heterozygot; SCID™

+/+

homozygot) sowie reparaturprofiziente Wildtypmduse (ATM™ homozygot). Zunéchst
erfolgte eine Einzeitbestrahlung mit 2 Gy, in einem zweiten Versuchsansatz eine fraktionierte
Bestrahlung bis zu einer Gesamtdosis von 5 x 2 Gy. Zu definierten Zeitpunkten nach der
Bestrahlung wurden ein frih- (Dinndarm) und ein spéat-reagierendes (Herz) Organgewebe
entnommen und durch Auszédhlen von y-H2AX-Foci, die der Darstellung von DSB dienen,

ausgewertet.

Ergebnisse:

In reparaturdefizienten SCID”-Mausen zeigte sich im Laufe der fraktionierten Bestrahlung
eine deutliche Akkumulation strahleninduzierter DSB. Der geringe Reparaturdefekt von
ATM™-Mausen wurde nach Einzeitbestrahlung nicht nachgewiesen, fiihrte aber nach

+/+

fraktionierter Bestrahlung, verglichen mit reparaturprofizienten ATM™"-Mausen, zu einer
uberproportionalen Anhdufung unreparierter DSB. Hinsichtlich der Reparaturkapazitaten
konnten keine Unterschiede zwischen den unterschiedlichen Organgeweben festgestellt

werden.

Schlussfolgerung:

Sowohl in friih- als auch in spét-reagierenden Geweben akkumulieren strahleninduzierte DSB
nach fraktionierter Bestrahlung, wobei das Ausmaf der Akkumulation vom Genotyp und dem
daraus resultierenden DSB-Reparaturdefekt abhéngt. Somit kdnnen auch kleine, genetisch
determinierte Reparaturdefekte zu einer starken Anh&ufung von DNA-Schaden fuhren und

damit schwere Normalgewebstoxizitaten verursachen.
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Repair of DNA double-strand breaks in murine tissues after fractionated

irradiation

Purpose:
About 5-10 % of all patients develop severe normal tissue toxicities during the course of

fractionated irradiation, which limit therapeutic effectiveness. There is increasing evidence
that individual differences in radiosensitivity are caused by genetic factors participating in
recognition and repair of DNA double-strand breaks. In this murine in vivo model, we
analyzed the impact of genetically determined DSB repair defects on the cumulative DNA

damage after fractionated irradiation.

Material and methods:

Mice with defined repair defects (ATM™" heterozygous; SCID™ homozygous) as well as

+/+

repair proficient mice (ATM™" homozygous) were either irradiated with a single dose of 2 Gy
or treated by fractionated irradiation (5 x 2 Gy). At specific time intervals after irradiation,
one early-responding (small intestine) and late-responding tissue (heart) was analyzed by

counting y-H2AX foci, which represent DSBs.

Results:

Repair-deficient SCID™ mice showed a distinct accumulation of radiation-induced DSBs after
fractionated irradiation. After single dose treatment, no significant difference between ATM*"
and ATM*™* mice was detectable, whereas the subtle repair defect of ATM*" led to an excess
of unrepaired DSBs after fractionated irradiation. There were no differences in repair

capacities observed between both analyzed tissues.

Conclusion:

In the present study we could demonstrate an accumulation of radiation-induced DSBs after
fractionated irradiation in both early- and late-responding tissues. The extent of accumulation
depends on the genetic background and the resultant repair defect. Even minor, genetically
determined repair defects lead to pronounced DNA damage accumulation and may therefore

cause individual radiotoxicities of adjacent normal tissues after fractionated irradiation.
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2 Einleitung
2.1 DNA-Doppelstrangbriche
2.1.1 Strahlenbiologische Grundlagen

Die Integritdt der Desoxyribonukleinsdaure (DNA), Tréger der Erbinformation, ist ein
essentieller Bestandteil fur die Lebensfahigkeit einer Zelle. Unter physiologischen
Bedingungen treten allerdings standig Schéden an der DNA auf.

Ein Ausloser fir verschiedenste Formen von DNA-Schéden ist ionisierende Strahlung. Der
Begriff ,.ionisierende Strahlung* umfasst Teilchenstrahlung (z.B. Elektronen, Protonen, -
Teilchen) und elektromagnetische Strahlung, die ihrerseits abh&ngig von Herkunft und
Wellenlédnge in Rontgen- und y-Strahlung unterteilt wird. Stellt man sich energiereiche,
elektromagnetische Strahlung als Photonen-Strom vor, so kann jedes Photon eine lonisation
hervorrufen. Abhédngig von ihrer Energie fihren Photonen zu verschiedenen Effekten in der
bestrahlten Materie. Der Compton-Effekt wird durch hochenergetische Rontgenstrahlung
ausgelost. Dabei schlégt ein Photon ein Elektron aus der Hulle eines Atoms. Das Photon gibt
dabei einen Teil seiner Energie an dieses Elektron ab und wird von seiner Bahn abgelenkt. Es
kann, genauso wie das freigesetzte Elektron, das Sekundarelektron, weitere lonisationen
auslosen. Niederenergetischere Rontgenstrahlung fihrt meist zum photoelektrischen Effekt.
Dabei gibt das Photon seine gesamte Energie an ein kernnahes Elektron des absorbierenden
Atoms ab. Dieses Elektron kann nun, mit etwas geringerer Energie als das Photon, als
Sekundarelektron weitere lonisationen bewirken. Hat ein Photon eine Energie von mindestens
1,022 MeV, was der doppelten Ruheenergie eines Elektrons bzw. Positrons entspricht, so
kann es zur Paarbildung kommen. Dabei entstehen im elektrischen Feld eines Atomkerns aus
einem Photon ein Elektron und ein Positron. Man spricht von einer ,,Materialisierung des
Photons.

Die biologischen Effekte ionisierender Strahlung beruhen u.a. auf einer Interaktion mit der
DNA. Direkte lonisationen an der DNA fiihren direkt zu chemischen Veranderungen.
Indirekte lonisationen werden hdaufiger durch elektromagnetische Strahlen als durch
Teilchenstrahlen ausgel6st. Entstandene Sekundérelektronen kdnnen dabei tber die Bildung
von Hydroxylradikalen aus Wasser die DNA schédigen.

Radikale sind hochreaktiv und haben eine geringe Reichweite, sodass lokale Anh&aufungen
von Hydroxylradikalen zu multiplen DNA-Schéden (Basenschéden, Schéden des Zucker-
Phosphat-Gerusts) fuhren, die als Locally multiply damaged sites (LMDS) bezeichnet werden.
Ein Beispiel fir eine LMDS ist ein DNA-Doppelstrangbruch (DSB), bei dem das Zucker-
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Phosphat-Geruist beider Strange im Bereich von 10 bp durch Radikale oder direkte
lonisierung beschéadigt wird. DSB kdnnen allerdings nicht nur durch ionisierende Strahlung
und andere exogene Agenzien (Chemotherapeutika, Chemikalien), sondern auch im Rahmen
endogener Prozesse (Replikationsvorgange, V(D)J-Rekombination) entstehen (Khanna und
Jackson, 2001; van Gent et al., 2001). Obwohl die DSB dabei durch spezifische Enzyme
(RAG1 und RAG2 bei der V(D)J-Rekombination) gezielt induziert werden, scheint die
Ligation dieser Briiche uber die gleichen Reparaturwege zu erfolgen, die bei
strahleninduzierten DSB von Bedeutung sind.

Bleiben DSB fur ldngere Zeit unrepariert, so kénnen dauerhafter Zellzyklusarrest, Induktion
von Apoptose oder mitotischer Zelltod resultieren (Olive, 1998; Engels et al., 2007). Werden
sie fehlerhaft repariert, so kann dies zu direkt induzierten oder verzégerten chromosomalen
Umlagerungen fiihren und damit die Karzinogenese begunstigen (Morgan et al., 1998;
Hoeijmakers, 2001). Aufgrund dieser flir die Zelle bzw. den Organismus fatalen

Konsequenzen stellen DSB die schwerwiegendste Form von DNA-Schéaden dar.

Des Weiteren kann ionisierende Strahlung aber auch einfache Basenschéaden,
Basenfreisetzungen, Protein-DNA-Verbindungen und Einzelstrangbriiche hervorrufen. Immer
richten sich dabei die Effekte der Strahlung unter anderem nach der Dosis, die definiert ist als
absorbierte Energie pro Masse und in der Einheit Gy (Gray) angegeben wird (1 Gray=1 J/kg).
Die Bestrahlung mit 1 Gy fiihrt pro Zelle zu ca. 10° lonisierungen, 1000-2000
Einzelstrangbrichen und 40 DSB (Connell und Hellman, 2009). Der Effekt der Strahlung in
Abhangigkeit von der Dosis wird in sogenannten Dosis-Effekt-Kurven dargestellt. Abhéngig
von der jeweiligen Strahlenart kommt es mit zunehmender Dosis zu einem linearen bzw.

linear-quadratischen Anstieg an chromosomalen Aberrationen (Lloyd et al., 1976).

2.1.2 Reparatur von DNA-Doppelstrangbriichen

Die Reparatur von DSB erfolgt in Sdugetierzellen hauptséchlich Uber zwei verschiedene
Reparaturmechanismen: das Nicht-homologe End-joining (NHEJ) und die homologe
Rekombination (HR) (Kobayashi et al., 2008; van Gent et al., 2001). Das NHEJ benétigt nur
sehr begrenzte bzw. keine Sequenzhomologien und l4uft daher in allen Zellzyklusphasen ab
(Rothkamm et al., 2003). Die homologe Rekombination dagegen ist auf das Vorliegen eines
Schwesterchromatids angewiesen und findet daher nur in der spaten S- bzw. G2-Phase statt

(Wyman und Kanaar, 2006). In der Literatur wird sie oft als fehlerfreier
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Reparaturmechanismus bezeichnet, weil, im Gegensatz zum NHEJ, ein direktes Ablesen der
Sequenz am homologen Schwesterchromatid erfolgt. Die HR findet vor allem in der friihen
embryonalen Entwicklung statt, wenn ein fehlerfreies Ablesen zur Erhaltung der exakten
genomischen Information notwendig ist (Orii et al., 2006).

Beide Mechanismen wurden wéhrend der Entwicklung von Eukaryoten hochkonserviert. Sie
dienen gleichermalien, wenn auch mit unterschiedlichen Reparaturproteinen (O'Driscoll und
Jeggo, 2006), der Erhaltung der genomischen Integritat. In Hefen ist aufgrund ihrer
Polyploidie die HR der dominierende Reparaturmechanismus von strahleninduzierten DSB
(Shrivastav et al., 2008). In Sdugetierzellen kommt, bezogen auf nicht-replikationsassoziierte
DSB, dem NHEJ die grolRere Bedeutung zu (Branzei und Foiani, 2008). Lediglich die
wéhrend der Replikation bzw. in der G2-Phase auftretenden DSB kdnnen mithilfe der HR

repariert werden (Lobrich und Jeggo, 2007).

Das NHEJ gilt als fehleranféllig, weil es die DNA-Enden direkt miteinander ligiert. Dabei
mussen nicht-ligierbare Enden zuvor prozessiert werden, was zum Verlust von Nukleotiden
fihren kann. Der Vorgang des NHEJ kann prinzipiell in drei Schritte unterteilt werden
(Mahaney et al., 2009): Zunachst wird der DSB erkannt und die Bruchenden
zusammengehalten, dann kommt es zur Prozession dieser Enden, wobei beschadigte oder
nicht-ligierbare Gruppen entfernt werden. Als letzter Schritt erfolgt die DNA-Ligation
(Abb.1).

Beteiligt an diesem Vorgang sind eine Reihe von Schlisselproteinen, u.a. Ku (Ku 70/80-
Heterodimer), DNA-PKcs (katalytische Untereinheit der DNA-abhangigen Proteinkinase),
Artemis, XRCC4 (X-ray-complementing Chinese hamster gene 4) und DNA-Ligase IV.
Kommt es zur Inaktivierung einzelner dieser Proteine fuhrt dies zu einer deutlichen
Strahlensensibilitat sowie Defekten in der V(D)J-Rekombination (O Driscoll und Jeggo,
2006; Meek et al., 2004).

Die Reparatur von DSB mithilfe des NHEJ beginnt mit einer Anlagerung eines Ku-Proteins
an ein Bruchende. Ku besteht aus zwei Untereinheiten (Ku70 und Ku80), welche an die
Bruchenden binden und diese zusammenhalten (Cary et al., 1997; DeFazio et al., 2002). Es
kommt zur Translokation der Ku-Proteine zwischen die DNA-Enden, wodurch diese
zugénglich fur die Anlagerung von 2 DNA-PKcs-Molekilen sind (Yoo und Dynan, 1999).
Dieser Komplex aus DNA-PKcs (nach Anlagerung an Ku als DNA-PK bezeichnet) und Ku
soll die Bruchenden vor dem Angriff durch Nukleasen schiitzen (Mahaney et al., 2009). Die
DNA-PKcs ist ein 465 kDa Polypeptid, bestehend aus ber 4000 Aminosduren, und gehort
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zur Familie der Phosphatidyl-Inositol-3-Kinase ahnlichen Kinasen (PIKK) (Abraham, 2004).
Ein Verlust der katalytischen Untereinheit und die daraus resultierende Kinaseinaktivitét der
DNA-PKcs fiihrt bei Mé&usen zu dem Krankheitsbild des SCID (Severe combined
immunodeficiency) (Blunt et al., 1995; Peterson et al., 1995, Araki et al., 1997). Diese Méuse
sind gekennzeichnet durch einen schweren Immundefekt, der auf eine Dysfunktion von B-und
T-Zellen zuriickzufuhren ist, sowie durch eine deutlich erhohte Strahlenempfindlichkeit.

Die DNA-PKcs phosphoryliert ihre Substrate an Serin- bzw. Threoninresten, welche von
Glutaminresten gefolgt sind (Lees-Miller et al., 1992). Die Kinaseaktivitiat wird durch die
Anlagerung an doppelstrangige DNA (dsDNA) verstarkt (Gottlieb und Jackson, 1993). Die
DNA-PK ist in der Lage, sich selbst zu phosphorylieren, was nach heutigem Kenntnisstand
zur Dissoziation der DNA-PKcs von der DNA und Ku fuhren konnte. Die
Autophosphorylierung kénnte somit einen Regulationsmechanismus der Anlagerung und
Auflosung des DNA-PK-DNA-Komplexes darstellen (Chan und Lees-Miller, 1996; Merkle et
al., 2002).

In einem zweiten Schritt des NHEJ kommt es zur Prozession der Bruchenden, welche, je nach
Komplexitdt ~des DSB, das  Entfernen  nicht-ligierbarer =~ Gruppen  oder
Sekundarstrukturelemente und Auffullen von Licken beinhaltet. Je nach Bruch sind
verschiedene Prozessionsenzyme beteiligt, u.a. Artemis, DNA-Polymerase p und A, PNK
(Polynukleotidkinase), APLF (Aprataxin und PNF-like factor) und WRN (Werner protein)
(Mahaney et al., 2009).

Artemis hat eine 5'—3' Exonuklease-Aktivitdt und in Anwesenheit von DNA-PKcs und
Adenosin-Triphosphat (ATP) auch eine Endonuklease-Aktivitat. Eine Inaktivitat des Artemis-
Proteins fluhrt beim Menschen zum Krankheitsbild des rs-SCID (Radiosensitive-SCID)
(Moshous et al., 2001).

WRN, welches ein Protein der RecQ Helicase Familie ist, ist eine Exonuklease und fungiert
im Rahmen der Prozession auch als DNA-abhdngige ATPase und Helikase. Es wird DNA-
PK-abhangig phosphoryliert (Karmakar et al., 2002). Die DNA-Polymerasen p und A sind flr
das Auffullen von entstandenen DNA-Licken zustandig.

Die Ligation der DNA-Enden erfolgt in einem letzten Schritt. Daran beteiligt sind vor allem
ein Komplex aus XRCC4 und DNA-Ligase IV. XRCC4 verfligt selbst Uber keine
enzymatische Aktivitat, ermdglicht allerdings die Anlagerung anderer Reparaturproteine. Es
interagiert mit Ku, PNK, APLF, XLF und der DNA (Mahaney et al., 2009). XRCC4
stabilisiert dartiber hinaus die DNA-Ligase IV und stimuliert deren Aktivitat (Grawunder et
al., 1997).
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Bei dem NHEJ handelt es sich demnach um einen komplexen DSB-Reparaturmechanismus,
der eine Vielzahl von Reparaturproteinen einbezieht. Wie letztlich die Entscheidung gefallt
wird, tber welchen Reparaturweg ein DSB repariert wird, bleibt unklar und ist Gegenstand

der aktuellen Forschung.
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Abb. 1: DSB-Reparaturmechanismen (Einzelheiten siehe Text) (aus Pardo et al., 2009)
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2.2 Ataxia teleangiectasia
2.2.1 Molekulare Grundlagen der DNA-Schadensantwort

Um eine moglichst effektive DNA-Schadensantwort zu gewéhrleisten, muss die Reparatur mit
anderen Vorgéangen in der Zelle, wie dem Fortschreiten des Zellzyklus und der Apoptose,
koordiniert werden. Im Zentrum dieser komplexen Koordination steht das 370 kDa schwere
ATM-Protein (Ataxia teleangiectasia mutated) (Chen und Lee, 1996). Das atm-Gen liegt auf
Chromosom 11g22-23 (Gatti et al., 1988) und codiert fir eine Serin/Threonin-Kinase, die
neben der DNA-PKcs und ATR (ATM and Rad3-related protein) Mitglied der Familie der
Phosphatidyl-Inositol-3-Kinase ahnlichen Kinasen (PIKK) ist. Neuere Studien gehen davon
aus, dass mindestens 900 Phosphorylierungsstellen auf Uber 700 Substraten von ATM und
ATR phosphoryliert werden kénnen (Matsuoka et al., 2007; Linding et al., 2007).

PP2A,PP5, WIP1

P ser367 P Ser1893 P Ser1981
N SBS FAT Kinase FATC C
Ac

p53,NBS1, BRCAL
TIPG6O

Abb. 2: Schematische Darstellung von ATM

Die Kinase-Domane ist nahe dem C-Terminus lokalisiert. FATC fungiert als Bindungsstelle fiir die Acetyltransferase
TIP60, auBerdem gibt es eine FAT-Doméne sowie eine N-terminale Substratbindungsstelle. Kommt es zu Deletionen in
der SBS resultiert eine Inaktivitdt von ATM. ATM besitzt drei Autophosphorylierungsstellen (Ser 367, Ser1893,
Ser1981) und mehrere Ser- und Thr-Phosphorylierungsstellen (P). Drei Phosphatasen kontrollieren die Aktivitat von
ATM (PP5, PP2A, WIP1) (madifiziert nach Lavin, 2008).

Tritt ein DSB auf, kommt es zundchst zur Akkumulation des MRN-Komplexes (Mrell-
Rad50-NBS1) an der Bruchstelle. MRN bindet als heterotetramerer Komplex an die DNA und
sorgt fir eine rdumliche Néhe der geschadigten Enden des DSB (de Jager et al., 2001). Die
Akkumulation ist abhangig von dem Vorhandensein von MDC1 (Mediator of DNA-damage
Checkpoint protein 1). Der MRN-Komplex dient als Sensor fur die Rekrutierung von ATM
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zur Bruchstelle (Lee und Paull, 2005). ATM liegt im inaktiven Zustand in der Zelle als Dimer
vor. Wenn es zum DSB rekrutiert wird, kommt es zur Dissoziation in zwei Monomere, sowie
zur Autophosphorylierung, was der Erhaltung der ATM-Aktivitat dienen soll (Bakkenist und
Kastan, 2003). Sobald ATM aktiviert ist, kann es eine Vielzahl von Proteinen
phosphorylieren, die eingebunden sind in die DNA-Reparatur, DNA-Replikation und
Zellzykluskontrolle (Matsuoka et al., 2007).

Die ATM-abhangige Phosphorylierung der Histonvariante H2AX scheint das initiale Signal
zur Anhdufung von weiteren an der Schadensantwort beteiligten Proteinen zu sein. H2AX,
welches 2-25% der H2A-Histone ausmacht, wird von einem Mitglied der PIKK-Familie
(ATM, DNA-PKcs, ATR) an Ser-139 lokal phosphoryliert, sobald ein DSB in unmittelbarer
Né&he auftritt (Rogakou et al., 1998). Die phosphorylierte Form wird als y-H2AX bezeichnet.
Alle drei Mitglieder der PIKK-Familie verfugen ber die Madoglichkeit, H2AX zu
phosphorylieren, sodass in ATM-defizienten Zellen die DNA-PK die Phosphorylierung
vollstandig tbernehmen kann (Kinner et al., 2008; Stiff et al., 2004). Als weiteres ATM-
Substrat bindet nun MDC1 an y-H2AX und amplifiziert dessen Signal, moglicherweise durch
das Verhindern der y-H2AX-Dephosphorylierung (Stucki et al., 2005). Es folgen weitere
Reparatur-Proteine wie 53BP1 (p53 binding protein 1), MRN, Claspin, Britl/Mcphl und
BRCAL1 (breast cancer susceptibility protein-1), die im Rahmen der DNA-Schadensantwort
als Mediatoren bezeichnet werden (Harper und Elledge, 2007). Uber MDC1 kommt es zur
Polyubiquitinierung der DSB-Enden, sowie ber RNF8 (RING-Finger ubiquitin ligase) zur
Ubiquitinierung von H2AX, was zur Anreicherung von 53BP1 und BRCA1 fihrt (Lavin et
al., 2008).

53BP1 assoziiert mit methylierten Lysinresten an den Histonen H3 und H4, die unter
normalen Bedingungen unzuganglich sind und erst durch Chromatinstrukturverdnderungen im

Rahmen der Reparatur von strahleninduzierten DSB freigelegt werden (Huyen et al., 2004).

Neben dieser lokalen Anh&ufung von Mediatorproteinen kommt es auch zur
Phosphorylierung zahlreicher Effektorproteine durch ATM, vereinfachend dargestellt in Abb.
3. Diese Effektorproteine uUbernehmen Funktionen in der Zellzykluskontrolle, der DNA-
Reparatur, transkriptionalen und translationalen Abldufen, sowie in der Apoptose. Durch die
Aktivierung von Zellzyklus-Checkpoints kann beispielsweise die Zeit fiir eine Reparatur
verlangert werden. Ist diese Reparatur allerdings nicht moglich, so kann die Einleitung der
Apoptose erfolgen. Die Fahigkeit einer Zelle, diese Vorgange zu koordinieren, ist essentiell
fiir die Verhitung maligner Prozesse und somit flr die Lebensfahigkeit eines Organismus.
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Abb. 3: ATM-Aktivierung und Signalkaskade

[1] lonisierende Strahlung induziert einen DSB, der [2] vom MRN-Komplex erkannt wird. Es kommt zur Monomerisierung
und Aktivierung von ATM. Als initiales Mediatorprotein wird H2AX phosphoryliert. Es kommt zur Bildung von nukledren
v-H2AX-, 53BP1- und MDC1-Foci. [3] ATM phosphoryliert nach Interaktion mit MRN eine Vielzahl von Effektorproteinen,
die wiederum Einfluss auf Zellzyklus-Checkpoints sowie die DNA-Reparatur haben. Unter anderem wird NBS1
phosphoryliert und fungiert als Adapter fir weitere ATM-abhdngige Phosphorylierungen, u.a. von SMC1 (structural
maintenance of chromosomes protein-1). In der Kontrolle einzelner Prozesse, wie z.B. beim G1-S-Checkpoint, kommt es zur
Phosphorylierung von verschiedenen Proteinen, um eine strenge Regulation zu sichern. MDM2 (Murine double minute-2),
CHK2 (Checkpoint kinase-2), BRCA1 (Breast cancer susceptibility protein-1), CDC2 (Cell division control-2), FANCD2
(Fanconi anaemia complementation group D2).

(modifiziert nach Lavin, 2008)
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ATM hat allerdings auch einen direkten Einfluss auf die Reparatur von DSB. Ungefahr 90%
der DSB werden in der G1-Phase ATM-unabhéngig repariert. So konnte gezeigt werden, dass
ATM-defiziente Zellen einen DSB-Reparaturdefekt fir eine kleine Fraktion (10-25%) von
Brichen aufweisen (Foray et al., 1997; Riballo et al., 2004, Kihne et al., 2004). Neuere
Untersuchungen konnten zeigen, dass es sich bei diesen Brichen vermutlich um
Heterochromatin-assoziierte DSB handelt (Goodarzi et al., 2008).

Die lokale Anhdufung von an der DNA-Schadensantwort und DNA-Reparatur beteiligten
Proteinen kann mithilfe der Fluoreszenzmikroskopie sichtbar gemacht werden (Kobayashi et
al., 2008, Rogakou et al., 1999).

Da diese punktformigen Signale durch ionisierende Strahlung induziert werden, spricht man
von IRIF (ionizing-radiation-induced-foci). Aufgrund dieser Foci gelingt es, einzelne DSB
sichtbar zu machen. Ein in diesem Zusammenhang bedeutsames Protein ist y-H2AX.

Es konnte mithilfe vergleichender Untersuchungen mittels Pulsfeld-Gelelektrophorese
(PFGE) gezeigt werden, dass nach 95 kV Rontgenbestrahlung ein y-H2AX-Focus einem DSB
entspricht (Sedelnikova et al., 2002; Rothkamm und L6brich, 2003). Das Verschwinden der
Foci spiegelt die Dephosphorylierung von y-H2AX im Rahmen des Reparaturvorgangs wider
(Kinner et al., 2008). Im Gegensatz zur PFGE, die ab einer Rontgendosis von etwa 5 Gy
verldssliche Daten liefert, konnen DSB mittels der y-H2AX-Immunfluoreszenz-Methode in
einem Dosisbereich von 0,001 Gy bis 5 Gy detektiert werden (Rothkamm und Lébrich, 2003;
Kinner et al., 2008). Genau wie y-H2AX bilden unter anderem MDC1, ATM und 53BP1
diskrete Foci aus. Diese kolokalisieren mit y-H2AX Foci am Chromatin (Bekker-Jensen et al.,
2006; Celeste et al., 2002; Stucki und Jackson 2004; Kitagawa et al., 2004). Andere
Reparaturproteine wie Ku70/Ku80 und DNA-PK akkumulieren zwar an DSB, sind aber nicht
als abgrenzbare, diskrete Foci zu erkennen. Wiederum andere Proteine (Rad51, Rad52,
BRCA2, ATR) akkumulieren in Subchromatinkompartimenten (Bekker-Jensen et al., 2006).
Mithilfe der Immunfluoreszenzmikroskopie kann demnach eine Aussage Uber das Auftreten

von DSB sowie Uber die an der Reparatur beteiligten Proteine getroffen werden.
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2.2.2 Klinisches Bild

Kommt es bei Menschen zu einem genetisch bedingten kompletten Fehlen bzw. zu
vollstandiger Inaktivitdt des ATM-Proteins, so resultiert dies in der Erkrankung Ataxia
teleangiectasia (AT) (syn. Louis-Bar-Syndrom; Boder-Sedgwick-Syndrom). Bereits 1926
wurden von dem Internisten Ladislav Syllaba und dem Neurologen Kamil Henner von drei
Geschwistern im Jugendalter berichtet, die mit okuldren Teleangiektasien und
Choreoathetosen aufgefallen waren (Syllaba und Henner, 1926). Denise Louis-Bar beschrieb
15 Jahre spater ein neunjéhriges Madchen mit progressiver cerebellérer Ataxie, mentaler
Retardierung und beidseitigen oculokutanen Teleangiectasien (Louis-Bar, 1941). Die
Bezeichnung Ataxia teleangiectasia ist daher auf zwei Hauptsymptome zurlckzufihren und
wurde erstmals von Boder und Sedgwick 1958 eingefiuihrt (Boder und Sedgwick, 1958). Diese
autosomal-rezessive Systemerkrankung tritt homozygot mit einer Préavalenz von ca. 1:40000
auf und ist deshalb als seltene Erkrankung zu betrachten. Die Prévalenz heterozygoter Tréger
betragt jedoch 1:100, das heif’t, dass 1% der Bevolkerung betroffen ist.

Es sind Uber 400 verschiedene tber das gesamte atm-Gen verteilte Mutationen bekannt, wobei
beinahe in jeder betroffenen Familie eine eigene spezifische Mutation vorliegt. Dies fuhrt
einerseits dazu, dass homozygot Betroffene in der Regel auf jedem Allel eine andere Mutation
haben, also von jedem Elternteil eine andere Variante geerbt haben. Andererseits fiihrt die
Vielzahl der bekannten Mutationsvarianten dazu, dass ein sehr heterogener Auspragungsgrad
der Symptome resultiert, abhangig von der jeweiligen Mutation (Chun und Gatti, 2004). Bei
den meisten Mutationen (85%) handelt es sich um trunkierende oder Spleimutationen, die zu
kurzen, instabilen ATM-Proteinen fiihren. Bei ca. 10% liegen Missense-Mutationen vor. Aus
diesen Mutationen gehen stabile Proteine einer normalen GroRe, aber beeintrachtigter
Funktion hervor (Concannon, 2002).

Bei homozygoten Menschen kommt es in der Regel ab einem Alter von 2 bis 3 Jahren zum
Auftreten einer Ataxie bei zuvor normaler Kindesentwicklung. Viele Kinder bendtigen ab
dem zehnten Lebensjahr einen Rollstuhl. Es kann sich eine Dysarthrie sowie eine
okulomotorischen Apraxie, eine Storung der Augenbewegung, entwickeln. Einige Jahre nach
Auftreten der neurologischen Symptome entwickeln sich okulokutane Teleangiectasien. Oft
zeigen sich rezidivierende sinopulmonale Infekte, zurtickzufiihren auf eine Immundefizienz,
sowie eine Neigung zur Entwicklung maligner Tumore (Lebenszeitrisiko 30-40%). Dabei
stehen Leuk&mien und Lymphome im Vordergrund. Die Lebenserwartung ist sehr stark
abhangig von dem Auspragungsgrad der Symptome, allerdings ist es keine Seltenheit, dass

die Erkrankten das Erwachsenenalter erreichen (Meyn, 1999).
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Laborchemische und radiologische Auffélligkeiten umfassen neben der Mutation im atm-Gen
und der resultierenden Abwesenheit bzw. Dysfunktion des ATM-Proteins ein erhohtes alpha-
Fetoprotein (AFP), Translokationen zwischen Chromosom 7 und 14 in Lymphozyten, eine
deutlich  erhdhte  Radiosensitivitdt und eine  cerebellare  Atrophie in  der
Magnetresonanztomographie (Chun und Gatti, 2004). Es handelt somit sich um eine
monogene Erberkrankung mit pleiotropen Effekten. Diese lassen sich durch die komplexe
Funktion des ATM-Proteins bei der Regulation von verschiedenen Zellvorgéngen erklaren.

Im Gegensatz zu homozygoten Trégern zeigen heterozygot Betroffene keine AT-typischen
Symptome, aber schon 1976 gab es erste Hinweise auf ein erhéhtes Krebsrisiko dieser
Menschen, wobei das Spektrum der Malignome abweicht von dem der homozygoten Tréger
(Swift et al., 1976). Studien mit AT-Familien konnten zeigen, dass bei AT-heterozygoten
Menschen ein deutlich erhdhtes Brustkrebsrisiko vorliegt (Swift et al., 1991). Andere Studien
zeigten, dass AT-heterozygote Patienten nach Bestrahlung der Brust ein erhohtes Risiko flr
die Entwicklung von schweren Normalgewebsreaktionen haben (Ho et al., 2007; Angele et
al., 2003).
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2.3 Klinische Strahlentherapie

2.3.1 Grundlagen der Strahlentherapie

Die Strahlentherapie hat sich seit Entdeckung der ionisierenden Strahlung Ende des 19.
Jahrhunderts als feste Therapieoption neben Chemotherapie und Operation bei der
Behandlung maligner Tumorerkrankungen etabliert (Connell und Hellman, 2009). Sie findet
Einsatz bei mehr als jedem zweiten Tumorpatienten und kann dabei neoadjuvant, adjuvant
und primér kurativ angewendet werden. Der Erfolg der Behandlung ist dabei u.a. vom
Allgemeinzustand des Patienten und von der histologischen Entitat des Tumors (und damit
seiner Radiosensitivitat) abhangig. Des Weiteren wird der Erfolg mafgeblich beeinflusst
durch Normalgewebstoxizitaten, die auftreten, wenn umliegendes, gesundes Gewebe im
Bestrahlungsfeld liegt (Bentzen et al., 2006).

Wahrend des 20. Jahrhunderts gab es eine Reihe von konzeptionellen und technologischen
Verbesserungen, die heute die Grundlagen einer effektiven und sicheren
strahlentherapeutischen Behandlung darstellen. Dazu zahlt, neben technologischen
Fortschritten in der Herstellung und Applikation ionisierender Strahlung, Verbesserungen im
Bereich der computerbasierten Bestrahlungsplanung und Erkenntnissen der Tumorbiologie,
vor allem das Prinzip der Dosisfraktionierung. Nach diesem Prinzip werden Tumoren mit
taglichen Fraktionen uber Wochen bzw. Monate bestrahlt, wobei jede Fraktion aus einer
relativ geringen Dosis besteht (1,2-3 Gy). Dadurch scheint der geringe Uberlebensvorteil, den
umliegende Normalgewebszellen nach Strahlenexposition im Vergleich zu Tumorzellen
haben, verstarkt zu werden. Ein heute allgemein akzeptiertes Modell zur Erklarung dieses
Sachverhaltes grundet sich v.a. auf vier Vorgange, die unabh&ngig voneinander zwischen den
Fraktionen im bestrahlten Gewebe auftreten: (a) Effizientere Reparatur von subletalen
zellularen Schaden im Normalgewebe, (b) Uberfilhrung der Tumorzellen von
strahlenresistenten (spate S-Phase) in strahlensensitive Zellzyklusphasen (G,/M-Phase), (c)
Reoxygenierung von hypoxischen (und damit strahlenresistenen) Bereichen des Tumors, (d)
Migration von Normalgewebszellen in bestrahlte Bereiche und damit Repopularisierung
dieser mit gesunden Zellen (Connell und Hellman, 2009). Neben fraktionierter Bestrahlung
findet auch die Hyperfraktionierung in der Klinik Anwendung. Dabei ist die Dosis pro
Fraktion geringer, die Anzahl der Fraktionen dementsprechend hdoher, sodass eine
Bestrahlung zweimal taglich stattfinden kann. Der Zeitraum zwischen zwei Fraktionen sollte
mindestens sechs Stunden betragen, basierend auf der biologischen Beobachtung, dass die
meisten subletalen DNA-Schdden im Normalgewebe innerhalb von sechs Stunden nach
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Bestrahlung repariert werden. Dadurch wird das Prinzip der Dosisfraktionierung maximal
ausgenutzt und bei mdoglichst hoher Tumorkontrolle eine gréRtmdogliche Reduktion von
Normalgewebstoxizitaten erreicht.

2.3.2 Strahlenbiologie von Normalgeweben

Das Ausmall der Normalgewebsreaktionen unterliegt groflen interindividuellen
Schwankungen (Bentzen und Overgaard, 1994). Schwere Normalgewebstoxizitaten
entwickeln sich bei ca. 5-10% der Patienten, die als ,,over-responders® bezeichnet werden
(Begg, 2006). Nach heutigem Kenntnisstand sind Normalgewebsreaktionen immer
multifaktorieller Genese und werden hervorgerufen durch DNA-Schéden und Veranderungen
des Mikromilieus, wie Chemokinen, inflammatorischen Cytokinen und verénderten Zell-Zell-
Interaktionen (Barnett et al., 2009; Bentzen, 2006). Daher scheinen viele Gene aus dem
Bereich der DNA-Schadensantwort, der Apoptose, der Proliferation sowie von
inflammatorischen Prozessen von Bedeutung zu sein. Patienten mit Mutationen in Genen,
welche fir Proteine kodieren, die an der DNA-Schadensantwort beteiligt sind, haben somit
ein erhohtes Risiko, schwere Normalgewebsreaktionen nach Bestrahlung zu entwickeln
(Fernet und Hall, 2004; Ho et al., 2006).

Nach ihrem zeitlichen Auftreten unterscheidet man frihe, meist deterministische
Normalgewebsschaden von stochastisch auftretenden Spatfolgen. Typischerweise treten friihe
Strahlennebenwirkungen in schnell proliferierenden Geweben auf (Haut, Gastrointestinaltrakt,
blutbildendes System) und sind in der Regel reversibel.

Von besonderem Interesse ist in diesem Zusammenhang der Dunndarm, ein Organ mit hohem
Zellumsatz, dessen Epithelzellen sich aus einem fortwédhrend teilenden Stammzellpool
rekrutieren. Er liegt bei der Behandlung der meisten abdominalen Tumoren wie Blasen- oder
Rektumkarzinomen im Bestrahlungsfeld. Ab einer Dosis von 40 Gy treten Strahlentoxizitaten
in Form von Diarrhden auf. Dieser akuten Schleimhautschadigung liegt eine Erschopfung der
Vorléauferzellen in den Dinndarmkrypten zugrunde. Es kommt zur Nachschubinsuffizienz
und zum Verlust des Zottenepithels. Dieser Verlust des Schleimhautepithels fiihrt zum
Zusammenbruch der Schleimhautbarriere. Eine Heilung erfolgt durch die Proliferation
uberlebender Vorl&ufer- und Stammzellen.

Spéte Strahlentoxizitaten werden vor allem bei langsam proliferierenden Geweben beobachtet
(zentralnervoses System, Niere, Herz), in denen nur einzelne funktionelle Zellen die Fahigkeit

zur Teilung besitzen. Sie fuhren meist zu irreversiblen Effekten wie Atrophie, Fibrose und
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GeféaBRveranderungen (Wang et al., 2007). Das Herz beispielsweise wird meist im Rahmen der
Bestrahlung von Mediastinaltumoren und Mammakarzinomen in Mitleidenschaft gezogen.
Noch viele Jahre nach strahlentherapeutischer Behandlung kann sich eine Kardiomyopathie
entwickeln. Es wird angenommen, dass Zellen in spéat-reagierenden Geweben
strahleninduzierte DNA-Schéaden besser reparieren konnen als dies in frih-reagierenden
Geweben der Fall ist (Thames et al., 1984)
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2.4 Ziele der Arbeit

Nach strahlentherapeutischer Behandlung entwickeln 5-10% der Patienten schwere
Normalgewebstoxizitdten. Als eine Ursache fir interindividuelle Unterschiede in der
Strahlenempfindlichkeit werden genetische Faktoren, die an der Erkennung und Reparatur
von DNA-Doppelstrangbrtichen beteiligt sind, diskutiert.

Es gab bereits einige Untersuchungen zur Induktion und Reparatur von DSB im Gewebe
reparaturprofizienter und —defizienter Mduse nach Einzeitbestrahlung (Ribe et al., 2008a, b),
allerdings bleibt offen, wie sich die Reparatur von DSB in solchen Geweben nach
fraktionierter Bestrahlung verhalt. Von besonderem Interesse ist dabei der Einfluss Kkleiner,
genetisch determinierter DSB-Reparaturdefekte auf kumulative DNA-Schaden nach
fraktionierter Bestrahlung.

Zu diesem Zweck wurden in einem praklinischen in vivo Modell M&use reparaturprofizienter
(ATM*™") und —defizienter (ATM™; SCID™) Mausstamme fraktioniert bestrahlt und
anschlieBend deren Organgewebe hinsichtlich ihrer DSB-Reparaturfahigkeit untersucht. Um
maogliche Unterschiede zwischen strahlenbiologisch unterschiedlichen Geweben (friih-
reagierend vs. spat-reagierend) aufzudecken, wurden in dieser Untersuchung Dinndarm- und
Herzgewebe ausgewertet.

Die vorliegende Arbeit soll daher einen Beitrag zu folgenden Fragestellungen leisten:

1. Wie verhélt sich die DSB-Reparatur in reparaturprofizientem Normalgewebe nach
fraktionierter Bestrahlung?

2. Welchen Einfluss haben genetisch determinierte Reparaturdefekte auf kumulative
DNA-Sché&den nach fraktionierter Bestrahlung?

3. Lassen sich organspezifische bzw. gewebetypspezifische Unterschiede in der DSB-

Reparatur feststellen?
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3 Material und Methoden

3.1 Mausstamme

Es wurden heterozygote AT-Mause des Stammes 129S6/SvEvTac-Atm™ "%/ (ATM *) von
Jackson Laboratory (Bar Harbor, Maine, USA) bezogen. Bei diesen Mé&usen wurde das atm-
Gen durch einen Insertionsvektor unterbrochen. Dieser Vektor enthélt eine neo-Resistenz und
fuhrt zu einer trunkierenden Mutation an der gleichen Stelle, die bei menschlichen AT-
Patienten betroffen sein kann.

Aus einem Zuchtpaar dieses Stammes wurden Nachkommen verschiedenen Genotyps
hergestellt (ATM**, ATM™", ATM™).

SCID"-Méause des Stammes CB17/lcr-Prkdc™/Crl wurden von Charles River (Sulzfeld,
Germany) bezogen.

Jeweils 4-5 Mause wurden zusammen in einem Kafig unter keimarmen Bedingungen
gehalten, um das Infektionsrisiko zu reduzieren. Dabei fanden alle Mause die gleichen
Bedingungen (Temperatur 22 +2°C, Luftfeuchtigkeit 55+10%, Licht-Dunkel-Verhéltnis
12 h:12 h), sowie wéhrend des gesamten Versuchszeitraumes die gleiche Standard-Labor-
Nahrung und Wasser vor. Nach Anlieferung wurden die Méause mindestens sieben Tage vor
dem Experiment zur Akklimatisation im Tierstall gehalten. Zum Zeitpunkt der Experimente

waren alle Mause ca. 12 Wochen alt.

3.2 Bestrahlung der Versuchstiere

Die Einzeitbestrahlung von ATM*" - und ATM™* -Méusen erfolgte mit 2 Gy. Die Tiere
wurden 0.5h, 2.5h, 5h, 24 h und 48 h nach Bestrahlung getdtet und Herz und Dinndarm
wurden entnommen. Gemal} Tabelle 1 wurden zwischen 2 und 8 Experimente pro Zeitpunkt
nach Bestrahlung und Genotyp durchgefiihrt.

Die fraktionerte Bestrahlung wurde mit allen in Tabelle 1 aufgefihrten Genotypen (ATM*",
ATM™* SCID™) durchgefiihrt. Die Tiere wurden nach 2 Gy und 0.5h, 2 Gy und 24 h,
3x2Gy und 24 h, 5x2 Gy und 24 h sowie 5x2 Gy und 72 h Reparaturzeit getotet und
anschlieBend wurden wiederum Herz und Dunndarm entnommen. Die Reparaturzeitpunkte
beziehen sich auf die Zeit nach der letzten Fraktion. Zwischen zwei Fraktionen lag jeweils ein
Zeitraum von 24 h. Pro Zeitpunkt nach Bestrahlung und Genotyp wurden zwischen 1 und 3

Experimente durchgefiihrt. Als Kontrolle dienten unbestrahlte Méuse des gleichen Genotyps.
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Die Bestrahlung der Versuchstiere erfolgte in einem Plastikzylinder mit einem Durchmesser

von 20 cm, einer Hohe von 25 ¢cm und einer Dicke von 1,5 cm.

Tab. 1: Anzahl der Experimente (aufgeschlusselt nach Genotypen; Zahl vor dem Schrégstrich Herz/ Zahl nach dem
Schrégstrich Dinndarm; »:Betrahlung mit 2 Gy)

Gesamtdosis | 0 Gy 2Gy 2 Gy 2 Gy 2 Gy 2 Gy 6 Gy 10Gy 10Gy

A A

Reparaturzeit | - 0.5h 2.5h 5h 24 h 48 h 24 h 24 h 72 h
ATM */* 2/2 2/2 2/2 2/2 3/3 2/2 3/3 3/3  3/3
ATM *- 5/5 8/7 4/4 4/4 7/7 4/3 4/4 4/3 44
scID” 3/3 3/3 - - 3/3 - 3/3 33 11

Bevor die Bestrahlung mittels Linearbeschleuniger (MDX, Siemens) durchgefiihrt werden
konnte, musste zundchst ein genauer Bestrahlungsplan erstellt werden. Die Isodosenverteilung
wurde mithilfe des ADAC Pinnacle Systems fir 3-dimensionale Bestrahlungsplanung
festgelegt (Abb. 4). Aufgrund der Dosisverteilung konnte gewahrleistet werden, dass die

95%-1sodose den gesamten Korper jeder einzelnen Maus umfasst (Abb. 5).

Bestrahlungscharakteristika:

e Photonenenergie: 6 MV
e Dosisrate: 2,0 Gy/min
e Quelle-Haut-Abstand (source-skin-distance SSD): 99 cm

e GroRe des Bestrahlungsfeldes: 900 cm? (30 cm x 30 cm)
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3.3 Gewebegewinnung

Zunéchst wurden die Versuchstiere mit Xylazin und Ketamin, welches intraperitoneal
appliziert wurde, andsthesiert (1 ml Xylazin und 0.75 ml Ketamin in 8.25 ml 0.9%-iger
Natriumchloridlésung). AnschlieRend erfolgte eine Punktion des linken Ventrikels, wodurch
das Blut aus dem Herz und GefaRsystem nahezu vollstdndig entfernt wurde. Dann wurden
Diinndarm, Herz und, zur nachtraglichen Genotypisierung, auch die Leber zligig entnommen.
Die Organe wurden in kleinere Stlicke geschnitten, bevor sie tber Nacht bei Raumtemperatur
in 4% neutral gepuffertem Formaldehyd verblieben. Im Einbettautomaten wurden die Organe
in Paraffin eingebettet und im Anschluss mit einem Mikrotom in 4 pum dinne Schnitte
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geschnitten. Die Schnitte wurden danach auf Objekttrager (jeweils 2 Schnitte pro
Objekttrager; HistoBond®-Objekttrager; Marienfeld Laboratory; Lauda-Kénigshofen,
Germany) aufgebracht und 18 Stunden bei 37°C im Trockenschrank getrocknet.

3.4 Immunfluoreszenzfarbung
3.4.1 Prinzip

Bei der Immunfluoreszenzfarbung bindet ein Primérantikrper an dem zu markierenden
Antigen. Gegen diesen Primérantikérper ist wiederum ein Sekundérantikérper gerichtet,
welcher mit  einem  fluoreszierenden  Farbstoff  versehen ist  (Fluorochrom).
Fluoreszenzfarbstoffe werden durch Licht bestimmter Wellenldngen angeregt, woraufhin die
Elektronen auf ein hoheres Energieniveau angehoben werden. Bei der Ruckkehr der
Elektronen auf das Ausgangsniveau emittieren diese Licht einer Wellenlange, die langer ist
als die des Anregungslichtes (Stokes'sche Regel). Jeder Farbstoff hat spezielle Charakteristika
bezlglich der Wellenlangen des Anregungslichtes und des Emissionslichtes. In dieser Arbeit
wurden zwei verschiedene an Antikorper gekoppelte Farbstoffe verwendet. Alexa Fluor 488
absorbiert Licht mit einer Wellenlange von 495 nm und emittiert es mit einer Wellenlange
von 519 nm, wohingegen Alexa Fluor 568 Licht einer Wellenldnge von 578 nm absorbiert
und Licht einer Wellenlange von 603 nm emittiert. Bei den angegebenen Wellenlangen

handelt es sich um die Absorptions- bzw. Emissionsmaxima.

3.4.2 y-H2AX-Fiarbung

Die y-H2AX-Farbung ist eine Immunfluoreszenzfarbung, mit deren Hilfe man
phosphorylierte H2AX-Histone in Zellen nach Bestrahlung mit niedrigen Dosen nachweisen
kann (Rothkamm und Lébrich, 2003; Rogakou et al., 1998; Rogakou et al., 1999). Zu Beginn
der Farbung werden die auf den Objekttragern getrockneten Schnitte zweimal 10 min in
100% Xylol entparaffiniert. AnschlieBend erfolgt eine Rehydratation mittels einer
absteigenden Alkoholreihe (100% Ethanol, 96% Ethanol, 90% Ethanol, 80% Ethanol, 70%
Ethanol; jeweils 10 min pro Alkoholkonzentration). Es folgt eine Wasserung fur zweimal 5
min in Aqua dest..

Danach werden die Organschnitte bei 96°C 60 min im Wasserbad in einer Citratpufferlosung
(Dako REAL™ Target Retrieval Solution, $2031; Glostrup, Denmark; Verdinnung 1:9 in
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Aqua dest.) erhitzt. Dieser Schritt dient der Epitop-Demaskierung von formalinfixierten,
paraffineingebetteten Gewebeschnitten. Nach 30-minttigem Abkuhlen der Schnitte werden
diese in Aqua dest. 1 min gewaschen, um daraufthin 5 min in PBS (Phosphat-gepufferte
Salzlésung, pH 7,2-7,4) unter Rihren gewaschen zu werden. Im Anschluss werden die Proben
fiir 60 min in PBS/NS (PBS/Ziegen-Normalserum 100:1; PAA Laboratories GmbH, Pasching,
Osterreich) geblockt, um unspezifische Bindungsstellen zu séttigen.

Danach erfolgt die Inkubation mit dem Primé&rantikorper (Anti-Phospho-Histone H2AX [Ser
139], JBW 103, mouse monoclonal; Upstate, Temecula, CA, USA) fur mindestens 12
Stunden in einer feuchten Kammer bei 4°C. Der Antikoérper wird vorher im Verhaltnis 1:800
in PBS/NS verdlnnt, gevortext und anschlieBend fir 60 sec. bei 13000 rpm zentrifugiert
(Biofuge 13, Heraeus Instruments, Osterode, Deutschland). Zur Inkubation werden jeweils
200 pl auf einen Objekttrager aufgestrichen. Nach der Inkubation werden die Proben dreimal
je 8 min in PBS gewaschen, bevor sie 5 min in PBS/NS geblockt werden.

Es wird dann der Sekundarantikorper (Alexa Fluor 488, goat-anti-mouse IgG; Invitrogen
molecular probes, Oregon, USA) aufgetragen und die Proben werden bei Raumtemperatur in
einer feuchten Kammer 60 min im Dunkeln mit dem Antikdrper inkubiert. Der Antikdrper
wird vorher im Verhéltnis 1:200 in PBS/NS verdiinnt, gevortext und fiir 60 sec. bei 13000
rpm zentrifugiert. Es werden pro Objekttrager 200 pl aufgetragen. Die Schnitte werden im
Anschluss in drei weiteren Waschschritten in PBS je 5 min gewaschen.

Zum Schluss werden die Proben in einem Schritt mit DAPI (4',6-Diamidino-2-phenylindol)
gegengefarbt und in Mounting Medium ausgehartet (H-1500,Vectashield® Hard Set Mounting
Medium with DAPI; Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA). Die DAPI-Féarbung dient
der Markierung von DNA und damit indirekt der Sichtbarmachung von Zellkernen. Wird
DAPI durch ultraviolettes Licht (358 nm) angeregt, fluoresziert es mit blauer Farbe (461 nm).
Diese Farbung ist behilflich bei der Abgrenzung der im Gewebe dicht gelagerten Zellkerne
und somit bei der Zuordnung der y-H2AX-Foci zu einer Zelle.

Alle Féarbeschritte werden, falls nicht gesondert angegeben, bei Raumtemperatur

durchgefihrt.
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3.4.3 y-H2AX/ 53BP1-Doppelfarbung

Bei der y-H2AX/ 53BP1-Doppelfarbung wird neben y-H2AX auch 53BP1 markiert. Die
ersten Farbeschritte bis zum Auftragen des Primarantikdrpers sind die Gleichen wie bei der
oben beschriebenen vy-H2AX-Einzelfarbung. Allerdings wird zunédchst der 53BP1-
Priméarantikorper in der Verdiinnung 1:200 in PBS/NS aufgetragen (200 ul pro Objekttrager;
Rabbit-anti-53BP1; Ethyl Laboratories, Montgomery, TX, USA) und eine Nacht bei 4°C
inkubiert. Im Anschluss werden die Objekttrager dreimal 10 min unter Rihren in PBS
gewaschen. Dann erfolgt die Auftragung des Sekundarantikorpers in der Verdiinnung 1:400 in
PBS/NS (200 pl pro Objekttrager; Goat-anti-Rabbit 1gG Alexa Fluor 488, Invitrogen
molecular probes, Oregon, USA). Dieser wird 60 min bei Raumtemperatur inkubiert.
AnschlieRend werden die Proben erneut dreimal je 10 min in PBS gewaschen und danach 60
min in PBS/NS geblockt. Dann erfolgt die Auftragung des 1:200 in PBS/NS verdiinnten y-
H2AX-Primérantikdrpers (200 pl pro Objekttrager; Rabbit-anti-y-H2AX 1CH-000591; Bethyl
Laboratories, Montgomery, TX, USA). Die Inkubationsdauer des Antikorpers betragt 60 min
und erfolgt im Brutschrank bei 37°C. Danach werden die Objekttrager erneut in PBS 10 min
gewaschen bevor der Sekundarantikoérper aufgetragen wird und 60 min bei Raumtemperatur
inkubiert (1:400 in PBS/NS; 200 pl pro Objekttréger; Goat-anti-Rabbit 1IgG Alexa Fluor 568,
Invitrogen molecular probes, Oregon, USA). Es erfolgt ein weiterer Waschschritt in PBS fir
30 min. Dann werden die Schnitte, wie in der Einzelfarbung angegeben, in Mounting Medium
mit DAPI eingebettet.

3.5 Quantifizierung der Foci

Zur Quantifizierung der Foci wurde das Auflicht-Fluoreszenzmikroskop Nikon Eclipse E600
verwendet. Dieses ist ausgestattet mit drei Epifluoreszenzfiltersystemen. Bei der Auswertung
der Gewebeschnitte kamen folgende Filter zum Einsatz (EX: Anregungsfilter; DM:
Beamsplitter; BA: Emissionsfilter):

DAPI (4', 6-Diamidino-2-phenylindol): EX 340-380. DM 400. BA 435-495.

FITC (Fluorescein-5-isothiocyanat) : EX 465-485. DM 505. BA 515-555.
Zur Aufnahme der Fotos wurde auBerdem verwendet:

Tx Red (Texas Red, Sulforhodamin 101 Sulfonylchlorid): EX 540-580. DM 595. BA

600-660
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Das Mikroskop ist weiterhin verbunden mit einer Digitalkamera fir Mikroskope (Nikon
Digital Sight, DS-2 MBWc) und der entsprechenden Software (Nikon, Disseldorf, Germany)
zur Aufnahme und Bearbeitung von Bildern.

Die quantitative Analyse der Foci erfolgte unter Benutzung der VergrofRerungsobjektive von
x60 und x100. Es wurden pro Gewebeschnitt mindestens 80 Zellen und mindestens 40 Foci
ausgewertet. Dabei wurde darauf geachtet, dass die Zellen aus unterschiedlichen Bereichen
des Schnittes stammten, aber dem gleichen Zelltyp entsprachen. Aufgrund der Lokalisation
der Zellen, die ausgewertet wurden, konnte sichergestellt werden, dass Uberwiegend nicht-
proliferierende Go-Phase-Zellen in die Auswertung eingingen.

Beim Herz wurden lediglich die Kardiomyozyten im L&ngsschnitt ausgewertet, wenn eine
deutliche Querstreifung mit Glanzstreifen sichtbar war. In Kardiomyozyten im L&ngsschnitt
sind Foci sehr viel besser voneinander abgrenzbar.

Beim Dinndarm wurden die Zellen des einschichtig, prismatischen Oberflachenepithels der
Diinndarmzotten ausgewertet. In den Dinndarmkrypten befinden sich Stammzellen, die
aufgrund ihrer proliferativen Funktion einen variablen DNA-Gehalt haben und somit das
Ergebnis verfdlschen wirden. In die Auswertung gingen lediglich die Focizahlen von
mutmallich intakten Enterozyten ein, davon abzugrenzen sind die apoptotischen Epithelzellen
sowie die Becherzellen, welche nicht ausgezahlt wurden. Es wurden sowohl L&ngs- als auch
Queranschnitte des Dinndarms ausgewertet.

3.6 Genotypisierung

Die AT-Maduse, an denen die Experimente durchgefiihrt wurden, entstammten der eigenen
Zucht und waren die Nachkommen eines heterozygoten AT-Paares. Nach den Mendel schen
Regeln entstehen nach Paarung der Mause im Verhaltnis 1:2:1 homozygot kranke (ATM™),
heterozygote (ATM*") und homozygot gesunde (ATM**) Mause. Die ATM™-Mause lassen
sich phanotypisch gut erkennen. Die Unterscheidung zwischen ATM**- und ATM*"-M4usen

muss allerdings durch Genotypisierung mittels PCR (Polymerase-Kettenreaktion) erfolgen.

Die PCR erfolgte gemaB dem mitgelieferten Standard-PCR-Protokoll (Protokoll Atm™A"?)
des Jackson Laboratory (Bar Harbor, Maine, USA). Die DNA-Extraktion erfolgte geméald dem
Protokoll “Purification of total DNA from Animal Tissues (DNeasy 96 Protocol)” aus dem
Handbuch DNeasy® Blood & Tissue Handbook von QIAGEN. Als Gewebe diente entweder
die Leber der Tiere (ca. 25 mg), eine Ohrstanze oder die Schwanzspitze (0.4-0.6 cm). Es
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ergaben sich PCR-Produkte von 147 bp (Wildtyp-Allel) und 280 bp (mutiertes Allel). Die
Primersequenzen lieferte das Jackson Laboratory (Bar Harbor, Maine USA). Die Primer
wurden von Invitrogen bezogen (Invitrogen molecular probes, Oregon, USA).

Tab. 2: Primersequenzen

Primerbezeichnung Jackson Laboratory Name Sequenz (5" >37)

Wildtyp Primer A Atm wild type primer oIMR0640 | 5-GCT GCC ATA CTT GAT CCA TG-3’
Wildtyp Primer B Atm wild type primer oIMR0641 | 5-TCC GAA TTT GCA GGA GTT G-3’
Mutations-Primer A Neo generic primer oIMR0013 5°-CTT GGG TGG AGA GGC TAT TC-3’
Mutations-Primer B Neo generic primer oIMR0014 5'-AGG TGA GAT GAC AGG AGA TC-3’

3.7 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte in Zusammenarbeit mit dem Institut fur Medizinische
Biometrie, Epidemiologie und Medizinische Informatik des Universitatsklinikums des
Saarlandes. Zur Priifung der Signifikanz wurden zwei statistische Tests durchgefuhrt. Der
Mann-Whitney-Test fir unverbundene Stichproben prift mit der Nullhypothese, ob die
Mediane von zwei Stichproben gleich sind. Dieser Test kann angewendet werden, wenn es
sich um stetige Messwerte handelt, die nicht normalverteilt sind. Bei diesem Test werden alle
Werte der Grolie nach geordnet und anschliefend Rangen zugeteilt. Es wird die Summe aller
zu einer Stichprobe gehdrenden Rénge gebildet. Dann wird die kleinere Rangsumme mit dem
entsprechenden kritischen Wert verglichen, der fur ein definiertes Signifikanzniveau
statistischen Tabellen zu entnehmen ist. Es kdnnen p-Werte sowohl flr den zwei- als auch
einseitigen Test ermittelt werden, wobei das Signifikanzniveau auf a=5% (p < 0.05) festgelegt
wurde. Beim einseitigen Test wird geprift, ob einer der Mediane der beiden Stichproben
groler oder kleiner ist als der andere (A<B oder A>B), beim zweiseitigen Test wird gepriift
ob beide Mediane gleich sind (A=B).

Des Weiteren wurde ein Kruskal-Wallis-Test durchgefiihrt. Dieser stellt eine
Verallgemeinerung des Mann-Whitney-Tests auf mehr als zwei unabhangige Stichproben dar.

Auch hier wurde das Signifikanzniveau auf 0=5% (p < 0.05) festgelegt.
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4 Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit wurde die Reparatur von DSB in Organgeweben
reparaturprofizienter (ATM**) und —defizienter (ATM*; SCID™) Mause nach Einzeit- und
fraktionierter Bestrahlung untersucht. Die untersuchten Organe, Diinndarm und Herz, wurden
mittels der y-H2AX-Immunfluoreszenzfarbung geféarbt und unter dem Fluoreszenzmikroskop

ausgewertet.

4.1 Quantifizierung von y-H2AX-Foci

Die Auswertung der gefarbten Gewebeschnitte erfolgte durch das Auszihlen der y-H2AX-
Foci pro Zellkern. Dabei wurden pro Schnitt mindestens 80 Zellen und 40 Foci gezéhit.

Die Verteilung von DSB innerhalb eines Zellkerns bzw. einer Zellpopulation entspricht einer
Poisson-Verteilung. Dabei handelt es sich um eine diskrete Wahrscheinlichkeitsverteilung.
Sie liefert Voraussagen daruber, wie oft seltene, zuféllige und voneinander unabhangige
Ereignisse eintreten, wenn bereits zuvor bekannt ist, wie oft sie durchschnittlich erwartet
werden. Sind die Zahlenwerte flr die erwartete mittlere Haufigkeit klein, so ist die Poisson-
Verteilung asymmetrisch, werden die Zahlenwerte gréfer, so kommt es zur Annaherung an
eine GauB-Verteilung.

Entspricht die Verteilung der Focizahlen pro Zelle der Poisson-Verteilung, so kann davon
ausgegangen werden, dass reprasentative Ausschnitte des Gewebes ausgewertet wurden und
dass die Anzahl der ausgewerteten Zellen pro Gewebeschnitt ausreichend hoch ist.

In Abb. 6a/b sind exemplarisch die Anzahl der Zellen bei einer bestimmten Focuszahl pro
Zelle dargestellt. Die Kurven bilden die nach der Poisson-Verteilung erwarteten Werte ab.
Dargestellt sind die Werte nach 0.5 h und 24 h Reparaturzeit. Es ist zu erkennen, dass bis auf
einzelne AusreiRer (3 Foci pro Zelle nach 10 Gy/24 h; 13 Foci pro Zelle nach 2 Gy/0.5 h) die
tatsachlich ermittelte Haufigkeitsverteilung der statistischen Poisson-Verteilung sehr nahe
kommt. Dies kann als Hinweis auf eine reprasentative Auswahl der gezéhlten Zellen sowie

auf eine ausreichende Anzahl an ausgewerteten Zellen pro Gewebeschnitt betrachtet werden.
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Abb. 6a: Poisson-Verteilung/ Verteilung der Abb. 6b: Poisson-Verteilung/ Verteilung der
Anzahl der Zellen auf die Anzahl der Foci pro Anzahl der Zellen auf die Anzahl der Foci pro
Zelle (DUnndarm) Zelle (Herz)
Exemplarisch dargestellt sind die Werte des Exemplarisch dargestellt sind die Werte des
Diinndarms nach 10 Gy/24 h Reparaturzeit Herzens nach 2 Gy/0,5 h Reparaturzeit. Bei

groReren Mittelwerten kommt es zu Annéherung an
eine GauB-Verteilung.

4.2 Einzeitbestrahlung

Bei den Versuchen zur Einzeitbestrahlung wurden zundchst Maéuse verschiedener
Mausstimme (ATM**; ATM™) einmalig mit 2 Gy bestrahlt. Nach definierten
Reparaturzeitpunkten (0.5 h, 2.5 h, 5 h, 24 h, 48 h) wurden Dinndarm und Herz durch Zéhlen
von y-H2AX-Foci ausgewertet. Zu jedem durchgefiihrten Experiment wurde zusatzlich das

Gewebe einer unbestrahlten Maus geféarbt. Auch hier wurden y-H2AX-Foci gezahlt.

In den Abbildungen 7 und 8 ist die Anzahl der Foci pro Zelle in Abhangigkeit von der
Reparaturzeit dargestellt. Hierzu wurden die mittleren Focizahlen pro Zelle berechnet. Diese
ergeben sich aus den Focizahlen der einzelnen Experimente. Die Anzahl n der durchgefiihrten
Experimente finden sich in Tab. 1. Von diesen mittleren Focizahlen pro Zelle wurden die
mittleren Focizahlen der unbestrahlten Kontrollen abgezogen. Damit soll gewahrleistet sein,
dass tatsachlich nur strahleninduzierte DSB in der Auswertung Beachtung finden und nicht

solche, die als Hintergrund-DSB im Rahmen von physiologischen Zellvorgangen auftreten.
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Die Kurven fiir den homozygot gesunden (ATM**) und den heterozygoten (ATM™") Genotyp
verlaufen nahezu identisch. Es kommt bei beiden Genotypen mit zunehmender Reparaturzeit
zu einer deutlichen Reduktion von DSB. Dabei gibt es zunéchst eine 1. Phase der Reparatur
(0.5 h -5 h) mit einer schnellen Abnahme von DSB, gefolgt von einer langsameren Phase der
Reparatur (5 h—24 h). Im Zeitraum zwischen 24 h und 48 h kommt es nur noch zu einer sehr
geringen Abnahme von DSB.

Beim Dunndarm liegen die Mittelwerte bei beiden Genotypen nach 0.5 h Reparaturzeit
zwischen 11 und 12 Foci pro Zelle (ATM** ~11.85+1.15 Foci/ Zelle; ATM*" ~11.160.25
Foci/ Zelle). Nach 2.5 h bzw. 5 h Reparaturzeit liegen die Mittelwerte beider Genotypen
ahnlich dicht zusammen (5 h: ATM** ~7.27+0.79 Foci/ Zelle; ATM*" ~7.57+1.21 Foci/
Zelle) und nach 24 h Reparaturzeit liegt noch eine Differenz zwischen beiden Genotypen von
0.006 Foci pro Zelle vor (ATM** ~0.57+0.37 Foci/ Zelle; ATM™" ~0.57+0.20 Foci/ Zelle).
Die statistische Auswertung ergab zu keinem Reparaturzeitpunkt einen signifikanten
Unterschied zwischen ATM** und ATM*".

Beim Herz liegen die Mittelwerte nach 0.5 h Reparaturzeit bei ~11.54+0.36 Foci pro Zelle fur
ATM** und ~11.83+0.73 Foci pro Zelle fir ATM™". Mit zunehmender Reparaturzeit wird
dieser Unterschied geringer (24 h: ATM™"* ~0.63+0.27 Foci/ Zelle; ATM*" 0.83+0.27 Foci/
Zelle; 48 h: ATM** ~0.39+0.31 Foci/ Zelle; ATM™" ~ 0.5+0.29 Foci/ Zelle). Auch hier ergab
die statistische Prufung zu keinem Reparaturzeitpunkt einen signifikanten Unterschied
zwischen ATM™* und ATM™".

Auch die Werte der unbestrahlten Kontrollen beider Genotypen und Organe weisen nur eine
geringe Differenz auf, die statistisch nicht signifikant ist (Diinndarm: ATM** ~0.12+0.02
Foci/Zelle; ATM*" ~0.28+0.43 Foci/Zelle; Herz: ATM** ~0.12+0.03 Foci/Zelle; ATM*
~0.11+0.04 Foci/Zelle).

Der vermutete DSB-Reparaturdefekt AT-heterozygoter Méause konnte somit nach einer
Einzeitbestrahlung mit 2 Gy nicht klar detektiert werden. Ebenso gab es keinen statistisch
signifikanten Unterschied zwischen den beiden untersuchten Organgeweben Dinndarm und

Herz.
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Abb. 7: Ergebnisse der Einzeitbetrahlung (Diinndarm)
Foci pro Zelle in Abhangigkeit von der Reparaturzeit. Dargestellt sind die mittleren Focizahlen
sowie die dazugehdrigen Standardfehler (SEM).
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Abb. 8: Ergebnisse der Einzeitbestrahlung (Herz)
Foci pro Zelle in Abhéngigkeit von der Reparaturzeit. Dargestellt sind die mitleren Focizahlen
sowie die dazugehdrigen Standardfehler (SEM).
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Abb. 9 zeigt Dinndarm- und Herzgewebeschnitte nach einer Bestrahlung mit 2 Gy und einer
Reparaturzeit von 24 h, die nach der y-H2AX-Methode aufgearbeitet wurden. Es ist weder ein
Unterschied zwischen beiden Genotypen, noch zwischen beiden Organen sichtbar. Deutlich
zu erkennen ist, dass in den unbestrahlten Kontrollen kaum bzw. keine y-H2AX-Foci sichtbar
sind. Die Kontrollen sind somit klar abgrenzbar von den bestrahlten Geweben. Allerdings
lasst sich kein Unterschied in den Focizahlen zwischen ATM™*- und ATM*"-Mausen
erkennen. Ebenso ist kein Unterschied zwischen den beiden Organgeweben Dinndarm und

Herz sichtbar.
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Dinndarm

Kontrolle Kontrolle

Abb. 9: DAPI-/y-H2AX-Immunfluoreszenzfarbunng muriner Organgewebe nach 2 Gy/ 24h (x60 VergréRerung)
Links: Féarbung von Diinndarmgewebe verschiedener Genotypen. Die hier gezeigte Kontrolle ist dem homozygoten
Genotyp entnommen. Rechts: Farbung von Herzmuskelgewebe verschiedener Genotypen. Die hier gezeigte Kontrolle
ist dem homozygoten Genotyp entnommen. Bei den Aufnahmen wurden das DAPI-Bild und y-H2AX-Bild getrennt
voneinander aufgenommen und dann digital Ubereinandergelegt. Blau erscheinen die Zellkerne; die griinen Punkte
innerhalb der Zellkerne stellen y-H2AX-Foci dar und entsprechen DSB.
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4.3 Fraktionierte Bestrahlung

+/+

In einem zweiten Versuchsansatz wurden homozygot gesunde (ATM™), heterozygote
(ATM*") und SCID™-Mause nach fraktionierter Bestrahlung untersucht (3 x 2 Gy nach 24 h
Reparaturzeit; 5 x 2 Gy nach 24 h und 72 h Reparaturzeit). Die Mduse wurden, wie in der
Klinik tblich, mit 2 Gy pro Fraktion bestrahlt. Der Zeitraum zwischen 2 Bestrahlungen
betrug, ebenfalls angelehnt an klinische Bedingungen, 24 h und nach Bestrahlung mit 5 x 2
Gy zusétzlich 72 h, um die klinische Situation einer Bestrahlungspause wahrend des
Wochenendes zu imitieren.

Die Anzahl der Versuche n nach Genotyp aufgeschlusselt sind in Tab. 1 aufgefiihrt. Neben
ATM™™- und ATM*"-Mausen wurden auch SCID”-Mause, die einen Defekt in der DNA-
PKcs haben, fraktioniert bestrahlt. Vorherige Untersuchungen zu SCID”-Mausen zeigten
einen deutlichen DSB-Reparaturdefekt dieser Mause nach Einzeitbestrahlung (Rube et al.,
2008a). Der Einfluss eines solchen Reparaturdefektes auf mdgliche kumulative DNA-

Schéden nach fraktionierter Bestrahlung sollte in dieser Studie untersucht werden.

In den Abbildungen 10 und 11 sind die Ergebnisse zu den Untersuchungen von Herz- und
Diinndarmgewebe graphisch zusammengefasst. Aufgetragen sind die Mittelwerte sowie die
Standardfehler (SEM). Die Darstellung der Foci/ Zelle nach 2 Gy/ 24 h entspricht den Werten
der Einzeitbestrahlung.

Bei reparaturprofizienten ATM""
~0.57+0.37 Foci/ Zelle nach 2 Gy, bei ~1.65+0.12 Foci/ Zelle nach 3 x 2 Gy und bei

~2.14+0.11 Foci/ Zelle nach 5 x 2 Gy. Es kommt demnach auch bei diesem

-Méusen liegen die Mittelwerte fir den Dunndarm bei

reparaturprofizienten Mausstamm zu einer Kumulation von DSB nach fraktionierter
Bestrahlung, die Annahme widerlegend, dass der grof3te Anteil von DSB in Normalgeweben
innerhalb von sechs Stunden nach Bestrahlung repariert wird. Nach einer Reparaturzeit von
72 h nach Bestrahlung mit 5 x 2 Gy konnten im Mittel noch ~0.96+0.28 Foci/ Zelle gezéhlt
werden. Dieser Abfall an Foci pro Zelle spiegelt eine Form von Erholung der Zelle von
strahlen-induzierten DNA-Schaden wider. Allerdings wird der Ausgangswert der Kontrolle
nicht erreicht. Auch nach langen Reparaturzeiten sind noch strahleninduzierte DSB im
Zellkern vorhanden.

Gleiche Schlussfolgerungen lassen sich aus den Untersuchungen vom Herzgewebe ableiten.
Nach 2 Gy treten dort ~0.63+0.27 Foci/ Zelle, nach 3 x 2 Gy ~1.82+0.26 Foci/ Zelle und nach
5 x 2 Gy ~2.26+0.27 Foci/ Zelle auf. Ebenso kann hier ein Abfall an Foci pro Zelle nach 72 h
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auf ~0.86+0.16 beobachtet werden. Ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen
Diinndarm- und Herzgewebe konnte nach keiner Fraktion nachgewiesen werden.
Bei SCID™-Mausen verbleibt in beiden Organgeweben nach jeder Fraktion ein deutlich

+/+

grolerer Anteil der strahleninduzierten DSB unrepariert im Zellkern, als dies bei ATM™" der
Fall ist. Fruhere Studien, die die Anzahl von DSB in Lymphozyten innerhalb von 10 min nach
Bestrahlung gemessen haben, konnten zeigen, dass bei SCID™-Mausen die gleiche Anzahl an
DSB induziert wird, wie es bei reparaturprofizienten Méausen der Fall ist (Rube et al., 2008b).
Daher sind die hier beobachteten Unterschiede zwischen ATM** und SCID” auf
Reparaturunterschiede, und nicht auf Unterschiede in der Induktion von DSB zuriickzuftihren.
Die Mittelwerte liegen beim Dinndarm nach 2 Gy bei ~5.59+0.82 Foci/ Zelle (Herz:
~5.23+0.60 Foci/ Zelle), was dem ~10-fachen des Mittelwertes bei ATM** nach Bestrahlung
mit 2 Gy entspricht. Nach 3 x 2 Gy wurden ~9.37+0.53 Foci/ Zelle (Herz: ~9.58+0.45 Foci/
Zelle), nach 5 x 2 Gy/ 24 h ~11.81+0.41 Foci/ Zelle (Herz: ~12.68+0.81 Foci/ Zelle) und nach
5 x 2 Gyl 72 h ~11.27 Foci/ Zelle (Herz: ~11.75 Foci/ Zelle) gezéhlt. Diese starke
Akkumulation von DSB passt zu der Beobachtung, dass nur eine Maus das Zeitintervall bis

72 h nach Bestrahlung tberlebte (daher keine Angabe einer Standardabweichung).

Wie bereits in den Abbildungen 7 und 8 gezeigt, konnte nach Einzeitbestrahlung kein
signifikanter Unterschied in der DSB-Reparatur zwischen ATM™* und ATM*" festgestellt
werden. Jedoch unterscheiden sich die mittleren Focizahlen nach 3 x 2 Gy deutlich (ATM*"
Dinndarm: ~2.52+0.90 Foci/ Zelle, p=0.05; Herz: ~2.91+0.99 Foci/ Zelle, p=0.05). Auch
nach 5 x 2 Gy ist der Unterschied statistisch signifikant (ATM"" Diinndarm: ~3.28+0.49 Foci/
Zelle; Herz: ~4.29+0.78 Foci/ Zelle). Mit zunehmender Gesamtdosis kommt es bei ATM*" zu

+/+

einer starkeren Akkumulation von DSB als bei ATM™". In dem Zeitraum zwischen 24 h und
72 h nach Bestrahlung mit 5 x 2 Gy kommt es nur noch zu einer geringen Reduktion an Foci

(ATM'" 5 x 2 Gy/ 72 h ; Diinndarm: ~3.07+0.50 Foci/ Zelle; Herz: ~3.36+0.51 Foci/ Zelle).

Zusammenfassend kann daraus gefolgert werden, dass nach fraktionierter Bestrahlung ein in
der Einzeitbestrahlung nicht nachweisbarer DSB-Reparaturdefekt AT-heterozygoter Méuse
sichtbar wird. Auch kleine Reparaturdefekte kdnnen somit nach fraktionierter Bestrahlung
von klinischer Bedeutung sein.

Unterschiede zwischen den beiden untersuchten Organgeweben waren hingegen bei allen

Genotypen und nach allen Fraktionen statistisch nicht signifikant.
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Abb. 10: Ergebnisse der fraktionierten Bestrahlung beim Diinndarm
(Standardfehler bei SCID™ 10 Gy (72h) nicht ermittelbar, da nur ein Experiment durchgefiihrt
werden konnte)
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Abb. 11: Ergebnisse der fraktionierten Bestrahlung beim Herz
(Standardfehler bei SCID™ 10 Gy (72h) nicht ermittelbar, da nur ein Experiment durchgefiihrt
werden konnte)

In Abb. 12 und Abb. 13 sind Aufnahmen der Farbungen von Dunndarm und Herz nach
Bestrahlung mit 10 Gy und einer Reparaturzeit von 24 h dargestellt. Dazu wurde zusatzlich
zur y-H2AX-Farbung eine 53BP1-Farbung durchgefiihrt. 53BP1 gilt ebenso wie y-H2AX als
signifikanter Marker fir DSB (Bhogal et al., 2009). Eine 1:1 Kolokalisation von y-H2AX und
53BP1 soll verdeutlichen, dass es sich bei den gezahlten Foci tatsdchlich um DSB handelt.
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Dapi 53BP1 y-H2AX merged

Abb. 12: DAPI-, 53BP1- und y-H2AX-Farbung von Dinndarm nach 10 Gy/24h in der x100 VergroRerung
(Dinndarm)

DAPI stellt die Zellkerne dar, auf die sich in der (berlagerten Aufnahme die 53BP1- und y-H2AX-Faci projizieren. Zu
erkennen ist die Kolokalisation von 53BP1- und y-H2AX-Foci sowie die unterschiedliche Anzahl von Foci, abhéngig vom
jeweiligen Genotyp.

Dapi 53BP1 y-H2AX merged

ATM +/- ---
SCID ---

Abb. 13: DAPI-, 53BP1- und y-H2AX-Farbung vom Herz nach 10 Gy/24h in der x100 VergrofRerung (Herz)

DAPI stellt die Zellkerne dar, auf die sich in der Uberlagerten Aufnahme die 53BP1- und y-H2AX-Foci projizieren. Zu
erkennen ist die Kolokalisation von 53BP1- und y-H2AX-Foci sowie die unterschiedliche Anzahl von Foci, abhéngig vom
jeweiligen Genotyp.

SCID
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5 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde mithilfe eines in vivo Modells die DSB-Reparaturkapazitat
verschiedener reparaturprofizienter und —defizienter Mausstdamme nach fraktionierter
Bestrahlung untersucht. Dazu wurden ein im strahlenbiologischen Sinne friih-reagierendes
(Dinndarm) und spat-reagierendes (Herz) Organgewebe ausgewertet. Ziel war es, den
Einfluss genetisch bedingter Reparaturdefekte auf kumulative DNA-Schaden nach
fraktionierter Bestrahlung zu ermitteln.

Untersucht wurden reparaturdefiziente SCID”-Mause, bei denen es nach jeder Fraktion in
beiden untersuchten Organgeweben zu einer signifikanten Anhdufung von DSB kam. Im

+/+

Gegensatz dazu wurde bei reparaturprofizienten ATM™ -Mdausen nur eine sehr geringe
Akkumulation nach jeder Fraktion beobachtet.

Bei ATM*"-Mausen, deren genetisch determinierter geringer DSB-Reparaturdefekt in der
Einzeitbestrahlung nicht nachgewiesen werden konnte, akkumulierten auftretende DSB mit
zunehmender Anzahl an Fraktionen in Uberproportionaler Weise. Ein Kkleiner genetisch
bedingter DSB-Reparaturdefekt fuhrt demnach im Laufe einer fraktionierter Bestrahlung zu

einer starken Akkumulation von DNA-Schéaden in Normalgeweben.

5.1 Betrachtungen zur Methodik

Im Mittelpunkt der in der vorliegenden Arbeit angewandten Methodik steht die y-H2AX-
Immunfluoreszenzfarbung. Diese weist bei der Detektion von DSB zahlreiche Vorteile im
Vergleich zu physikalischen Methoden, wie der Pulsfeld-Gelelektrophorese (PFGE), auf. Der
grofite Vorteil ist, dass mittels y-H2AX DSB auch bei Dosen unter 5 Gy, also Dosen, die in
einem therapeutisch relevanten Bereich liegen, detektiert werden konnen (Rothkamm und
Lébrich, 2003). Zur Messung von DSB im Gewebe ist sie die derzeit sensitivste Methode.
Allerdings weist diese Immunfluoreszenzmethode auch Nachteile auf, die bei der Betrachtung
der Ergebnisse bedacht werden missen. Im Gegensatz zu direkt induzierten, stochastisch
verteilten DSB flhren auch einzelstrangige DNA-Bereiche in Replikationsgabeln tber eine
Aktivierung von ATR zur Phosphorylierung von H2AX (Ward und Chen, 2001). AulRerdem
kommt es wahrend der DNA-Fragmentation im Rahmen der Apoptose zur Phosphorylierung
von H2AX (Mukherjee et al., 2006). Auch im Rahmen aktiver Zellzyklus-Phasen werden vy-
H2AX-Foci beobachtet, die nicht im Zusammenhang mit DNA-Reparaturvorgangen zu sehen
sind (McManus et al., 2005). Damit spiegeln y-H2AX-Foci nicht in jedem Fall DSB wider.



5 Diskussion -42 -

v-H2AX bildet auBerdem nicht immer den aktuellen Status des DSB ab, sondern stellt
vielmehr metabolische Veranderungen dar, die im Rahmen der Initiierung einer optimalen
DSB-Reparatur auftreten. Dies wird ersichtlich aus der Kinetik von Auftreten und
Verschwinden der Foci (siehe Abb. 14).
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Abb. 14: y-H2AX-Kinetik
Vergleich der DSB-Reparaturkinetik ermittelt mit Pulsfeld-Gelelektrophorese mit der Entwicklung der y-H2AX Foci

anhand von Plateau-Phase A549 Zellen. Zu beriicksichtigen ist die unterschiedliche Dosis von 20 Gy bei der PFGE und 1
Gy bei der y-H2AX-Untersuchung. (aus Kinner et al., 2008)

v-H2AX-Foci kdnnen wenige Minuten nach Bestrahlung dargestellt werden. Das Maximum
der Phosphorylierung wird ca. 30 min spater erreicht. Bei der PFGE kdénnen DSB unmittelbar
nach Bestrahlung gemessen werden. Es kommt sofort zur Abnahme der DSB, sodass nach ca.
20 min noch 50% der induzierten DSB messbar sind. Somit ergibt sich zum Zeitpunkt von 1 h
nach Bestrahlung eine groRe Diskrepanz zwischen mit der PFGE gemessenen DSB und y-
H2AX-Foci. Diese Diskrepanz konnte sich durch chemische oder genetische Verdnderungen,
die die Phosphorylierungs-Kaskade von H2AX betrifft, vergroRern (Kinner et al., 2008).

Die verzogerte y-H2AX-Kinetik kann mit der bendtigten Zeit zur biochemischen Ausbildung
der Foci erklart werden. Bei der Betrachtung der absoluten Ergebnisse gilt es, diese
verzogerte Kinetik nach Induktion bzw. kurzen Reparaturzeitpunkten zu beachten. Nach
langen Reparaturzeitpunkten ergibt sich aus diesem Sachverhalt allerdings kein Problem. Da
in der vorliegenden Arbeit vor allem lange Reparaturzeiten von 24 h betrachtet wurden, ist
diese Problematik von geringerer Relevanz. Es kann davon ausgegangen werden, dass jeder
DSB durch je einen y-H2AX-Focus dargestellt wird.
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5.2 Diskussion der Versuchsergebnisse

Mithilfe des in dieser Arbeit gewdéhlten Versuchsaufbaus konnten unterschiedliche DSB-
Reparaturkapazitaten nach fraktionierter Bestrahlung bei verschiedenen Genotypen
aufgedeckt werden.

Bei SCID™-Mausen zeigte sich eine deutliche Akkumulation von DSB bereits nach 3
Fraktionen. Schon nach einmaliger Bestrahlung mit 2 Gy war ein signifikanter Unterschied in
der DSB-Reparatur zwischen SCID”-Mausen und den beiden anderen untersuchten
Genotypen (ATM™*: ATM*") erkennbar. Dies kann mit dem relativ groRen Reparaturdefekt
dieser Méause erklart werden, der durch eine DNA-PKcs-Defizienz entsteht und betont die
zentrale Stellung dieser Kinase in der DSB-Reparatur.

Interessanterweise wurde nach fraktionierter Bestrahlung auch in reparaturprofizienten
ATM"*-Mausen eine Akkumulation von DSB nach fraktionierter Bestrahlung gezeigt. Dies
erscheint zunéchst erstaunlich, da in dieser Arbeit die Reparaturzeit 24 h betrug und bislang
davon ausgegangen wurde, dass die meisten subletalen DNA-Schaden nach Bestrahlung
innerhalb von sechs Stunden repariert werden. Allerdings zeigte sich nach einem
bestrahlungsfreien 72 h-Intervall nach 5 x 2 Gy eine Erholung des Gewebes, sichtbar an einer
deutlichen Reduktion residueller DSB. Die Reparatur scheint demnach auch nach 24 h noch
nicht abgeschlossen zu sein.

Auch in ATM™"-Mausen kam es zu einer Summation nicht reparierter DSB im Rahmen einer
fraktionierten Bestrahlung. Obwohl sich, verglichen mit ATM**-Méausen, nach
Einzeitbestrahlung mit 2 Gy kein Unterschied in der DSB-Reparatur zeigte, konnte bereits
nach 3 x 2 Gy ein deutlicher, signifikanter Unterschied in der Akkumulation von DSB
nachgewiesen werden.

Es konnte jedoch keine Erholung nach 72 h festgestellt werden. Diese Beobachtung wird
gestitzt durch vorangegangene Untersuchungen, die zeigen, dass ATM-defiziente Zellen den
Groliteil der auftretenden DSB normal, eine bestimmte Subgruppe jedoch nicht reparieren
kénnen (Kihne et al.,, 2004). Dabei handelt es sich vermutlich um Heterochromatin-
assoziierte DSB (Goodarzi et al., 2008). ATM ermoglicht (iber die Phosphorylierung von
KAP1 (Kriuppel-associated box (KRAB)-associated protein (KAP)-1) den Zugang zum
Heterochromatin. Ist ATM in der Zelle nicht vorhanden, erfolgt keine Relaxation des
Heterochromatins und die DSB verbleiben unrepariert. Diese unreparierten DSB addieren sich
im Falle einer erneuten Bestrahlung zu neu induzierten DSB, von denen wiederum ein

gewisser Anteil nicht repariert werden kann.
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5.3 Ergebnisse im Kontext der Literatur
5.3.1 Bestrahlung von ATM*"-Mausen

Als eine Ursache von frih- und spéatauftretenden Normalgewebsreaktionen nach
strahlentherapeutischer Behandlung werden zunehmend genetisch-bedingte Veranderungen
von Proteinen, die an der DNA-Schadensantwort beteiligt sind, diskutiert.
Genpolymorphismen, die mit einer erhdhten klinischen Strahlensensibilitat assoziiert sind,
sind u.a. Mutationen im XRCC1-, ATM-, TGFB1- und NBS-Gen (Fernet und Hall, 2004).

Heterozygote Mutationen im ATM-Gen treten mit einer Pravalenz von 1 % auf (Swift et al.,
1991). Bei AT-heterozygoten Menschen konnte eine Neigung zur Entwicklung von
Malignomen, insbesondere ein erhthtes Brustkrebsrisiko, festgestellt werden (Swift et al.,
1976; Swift et al., 1991). Zusatzlich wurden in AT-heterozygoten Mausen verschiedenste
Formen von abnormen Reaktionen auf ionisierende Strahlung nachgewiesen (Worgul et al.,
2002; Worgul et al., 2005; Hall et al., 2005; Smilenov et al., 2001; Weil et al., 2001). In
klinischen Studien konnte bei AT-heterozygoten Patienten eine deutlich erhohte
Strahlensensibilitit in  Form  von  schweren  Normalgewebsreaktionen  nach
strahlentherapeutischer Behandlung gezeigt werden (Ho et al., 2007; Angele et al., 2003).
Kato et al. untersuchten in einer Studie Zellen AT-heterozygoter Madause mit einer
trunkierenden Mutation (Kato et al., 2006a). Diese Zellen wurden mit einer kontinuierlichen
Niedrig-Dosis-Bestrahlung von 100 mGy/h behandelt und anschlieend im y-H2AX-Assay
ausgewertet. Im Vergleich zu ATM**-Mausen und ATM™-Mausen respektive deren Zellen,
lagen die Werte fur AT-heterozygote Mé&use intermediér. In einer dhnlich konzipierten Studie
wurden Fibroblasten von Menschen aus AT-Familien untersucht (Kato et al., 2006b). Dabei
handelte es sich jeweils um einen ATM”-betroffenes Kind, dessen heterozygote Eltern sowie
Geschwister unterschiedlichen Genotyps. Dabei zeigte sich ein DSB-Reparaturdefekt AT-
heterozygoter Zellen. In beiden Untersuchungen konnte dieser Defekt nicht mittels einer 1 Gy
Hoch-Dosis-Bestrahlung aufgedeckt werden.

In der vorliegenden Studie handelt es sich, verglichen mit der Mausstudie von Kato et al., um
die gleiche trunkierende Mutation (Kato et al., 2006a). Allerdings wurde in dieser Arbeit
komplexes Normalgewebe untersucht. Die Induktion und Reparatur der DSB erfolgte in vivo.
Dies ist von Bedeutung, da Zell-Zell-Kontakte und physiologische Bedingungen in lebenden

Organismen Einfluss auf die DSB-Reparatur haben kdnnen.
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Wahrend nach Einzeitbestrahlung bzw. Hoch-Dosis-Bestrahlung kein Unterschied zwischen
ATM™* und ATM*" festgestellt werden konnte, ist dieses nach fraktionionierter bzw.
kontinuierlicher Niedrig-Dosis-Bestrahlung mdglich. Die vorliegende Arbeit bekraftigt
einerseits die Untersuchungen von Kato et al., die einen DSB-Reparaturdefekt in AT-
heterozygoten Zellen aufdecken konnten. Auf der anderen Seite dehnt unsere Arbeit diese
Ergebnisse auf Gewebe aus und verdeutlicht die Auswirkungen eines solchen
Reparaturdefektes auf komplexes Normalgewebe insbesondere nach fraktionierter

Bestrahlung.

Eine fraktionierte Bestrahlung unter Kklinischen Bedingungen (Bestrahlung mit je 2 Gy,
bestrahlungsfreies Intervall 24 h) fihrt demnach in ATM"-Geweben zu einer starken
Akkumulation von DSB. Dies kénnte eine mogliche Erklarung fur die beobachtete erhhte
klinische Strahlensensibilitdt AT-heterozygoter Menschen sein und bekréftigt die Hypothese,
dass auch kleine, genetisch determinierte DNA-Reparaturdefekte, insbesondere nach
fraktionierter Bestrahlung, durch eine Akkumulation von DSB Ursache schwerer

Normalgewebsreaktionen und erhohter Strahlensensibilitaten sein kénnen.

5.3.2 Normalgewebsreaktionen

Die Bedeutung unreparierter DSB fiir die Entwicklung von Normalgewebstoxizitaten ist sehr
komplex und noch nicht vollstdndig verstanden. Zur Erklarung von friilhen und spéten
Normalgewebsreaktionen wurde lange Zeit die sogenannte Ziel-Zell-Hypothese (target-cell
hypothesis) herangezogen, wonach die Schwere von Normalgewebsreaktionen als Resultat
direkter Zelltétungen mutmaRlicher Zielzellen zu sehen sein sollte. Diese Hypothese wurde
vor allem im Zusammenhang mit spaten Normalgewebsreaktionen in Frage gestellt, weil sie
nicht erklaren konnte, wie beispielsweise die Tétung von Fibroblasten zu einer verstarkten
Kollagenproduktion im Rahmen von Fibrosierungen zu Stande kommt.

Heute geht man davon aus, dass ionisierende Strahlung eine abgestimmte biologische
Antwort des Gewebes hervorruft, die vor allem aus einer Aktivierung von inflammatorischen
Cytokinen und Chemokinen besteht (Rube et al., 2005; Bentzen 2006). Im Verlauf kommt es
zur  Zellproliferation,  Zelldifferenzierung und einer komplexen interzelluldren
Kommunikation.

Neuere Studien konnten einen Zusammenhang zwischen persistierenden DNA-Schaden und

einer Sekretion von inflammatorischen Zytokinen nachweisen (Rodier et al., 2009).
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Wahrend milde DNA-Schaden (hervorgerufen durch Bestrahlung mit 0.5 Gy) nur
vorubergehend die DNA-Schadensantwortkaskade initiieren und zu einem transienten
Zellzyklusarrest flhren, fihrt starkerer genotoxischer Stress (z.B. Bestrahlung mit 10 Gy) zu
einer persistierenden DNA-Schadensantwort, in deren Verlauf sich nach einigen Tagen eine
ATM-, NBS1- und CHK2-abhéngige Zytokinantwort ausbildet.

Zu diesen inflammatorischen Zytokinen gehdren u.a. Interleukin-6 (IL-6) und Interleukin-8
(IL-8), die Entziindungsreaktionen hervorrufen und bei der Entstehung von
Normalgewebstoxizitdten beteiligt sind (Okunieff et al., 2008). Persistierende DNA-Schéden
beginstigen demnach die Sekretion inflammatorischer Zytokine und ermdglichen damit einer
geschadigten Zelle, ihren gefahrdeten Status den Umgebungszellen mitzuteilen.

Unter Bertcksichtigung dieser Ergebnisse liegt ein Vorteil der vorliegenden Arbeit darin, dass
die akkumulierten DNA-Schéaden, die im Verlauf der fraktionierten Bestrahlung auftraten,
direkt im Normalgewebe visualisiert wurden. Dadurch konnten diese Schaden im Kontext
anderer pathophysiologischer zelluldrer und molekularer Prozesse, die im Rahmen von
Normalgewebstoxizititen auftreten, analysiert werden. So konnten unreparierte DSB direkt
im Zusammenhang mit pathomorphologischen Verdnderungen betrachtet werden.
Beispielsweise zeigte sich nach einer Gesamtdosis von 10 Gy im Diinndarm von SCID™-
Mausen eine komplett zerstorte Mukosa mit multiplen fokalen Erosionen. Als eine Folge
dieser akuten Diinndarmschadigung tberlebte nur eine SCID™-Maus die Bestrahlung mit 5 x
2 Gy.
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5.3.3 Organspezifische Unterschiede

In der vorliegenden Arbeit wurde die DSB-Reparatur anhand von zwei verschiedenen
Organgeweben untersucht, die sich hinsichtlich ihrer Strahlenbiologie deutlich unterscheiden.
Diunndarmgewebe gehort zu den friih-reagierenden Geweben, wahrend Herzgewebe den spét-
reagierenden Geweben zugerechnet wird. Es wird angenommen, dass sich diese beiden
Gewebetypen sowohl hinsichtlich ihrer Reparaturkapazitat als auch hinsichtlich ihrer
Reparaturkinetik unterscheiden (Thames et al., 1984). Spét-reagierende Gewebe sollen
strahleninduzierte DNA-Schéaden suffizienter, aber auch langsamer reparieren kénnen als
frih-reagierende Gewebe. Zudem weisen spéat-reagierende Gewebe eine groRere
Empfindlichkeit gegeniliber Veranderungen der Dosis pro Fraktion auf.

In diesem in vivo Experiment konnten solche Unterschiede der Reparaturkapazitat und -
kinetik nicht bestatigt werden. Nach Einzeitbestrahlung mit 2 Gy wurde bei allen Genotypen
eine nahezu identische Reparaturkinetik in beiden untersuchten Organgeweben festgestellt.
Auch nach fraktionierter Bestrahlung wurden keine statistisch signifikanten Unterschiede in
der DSB-Reparatur beider Organe beobachtet. Dies bezieht sich sowohl auf
reparaturprofiziente als auch —defiziente Mausstamme.

Allerdings wird zunehmend diskutiert, dass die unterschiedliche Strahlensensibilitat vor allem
auf die unterschiedliche Strahlenantwort einzelner Subgruppen von Zellen, wie
gewebespezifischen Stamm- und Vorlduferzellen, zuriickzufiihren ist. Im Dunndarm
beispielsweise befinden sich diese Zellen in den Krypten und machen prozentual nur einen
geringen Anteil aus. Die im Kryptengrund lokalisierten Stammzellen des Dinndarms gelten
als sehr strahlensensibel, wéhrend die Vorlauferzellen strahlenresistenter sind. Nach
Bestrahlung sollen die zugrundegegangenen Stammzellen durch dedifferenzierte
Vorlauferzellen ersetzt werden (Harfouche und Martin, 2010).

Die identische Reparaturkapazitat, die in diesem Experiment festgestellt wurde, kdnnte der
Tatsache zugeschrieben werden, dass diese Stamm- und Vorlauferzellen bei der Auswertung
nicht gesondert berucksichtigt wurden. Es wurden lediglich differenzierte, nicht-
proliferierende Epithelzellen ausgewertet, die sich an der Schleimhautoberflache befinden.
Die Ergebnisse dieser Untersuchung fihren somit zu der Schlussfolgerung, dass eine
unterschiedliche Strahlensensibilitat friih- und spéat- reagierender Organgewebe nicht auf eine

unterschiedliche DSB-Reparatur ihrer ausdifferenzierten Zellen zurtckzufiihren ist.
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5.4 Zusammenfassung und Ausblick

Die Ergebnisse dieser Arbeit verdeutlichen den Einfluss insbesondere kleiner, genetisch
determinierter DNA-Reparaturdefekte auf die DSB Reparatur nach fraktionierter Bestrahlung.
Es konnte mit zunehmender Gesamtdosis eine starke Akkumulation von DSB in
Normalgeweben beobachtet werden. Dabei wurden in dieser Arbeit strahlendinduzierte DNA-

Schéden in ihrer physiologischen, gewebepezifischen Umgebung analysiert.

Somit kommen auch kleine Reparaturdefekte als Ursache von schweren
Normalgewebsreaktionen nach strahlentherapeutischer Behandlung in Frage, da akkumulierte
DSB Uber komplexe molekulare und zellulare Interaktionen, wie die Ausschittung

inflammatorischer Zytokine, zu Normalgewebstoxizitaten fihren.

Die Pathogenese von Normalgewebstoxizitaten nach strahlentherapeutischer Behandlung ist
aufgrund ihrer Komplexitat noch nicht ausreichend gut verstanden. Diese Arbeit soll daher
einen Beitrag zum besseren Verstdndnis schwerer Normalgewebsreaktionen leisten, um
zukinftig die Moglichkeiten zu verbessern, diese im klinischen Alltag zu vermeiden oder zu

reduzieren.
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