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Zusammenfassung 6

1. Zusammenfassung

Ziel: Untersuchungles Zusammenhangs vionvivo undex vivobestimmten DNA-Schaden
nach computertomographischer Untersuchung des Xl dem Auftreten klinischer
Strahlenschaden bei Patientinnen mit einseitigliskatem Mammakarzinom nach Strahlen-
therapie, sowie Bestimmung der Korrelation beidetiden.

Material und Methodik: Untersucht wurden 14 Patientinnen mit einseitiglskertem
Mammakarzinom, die sich einer ComputertomogragbgeThorax zur Planung der Strahlen-
therapie unterzogen. Die DNA-DoppelstrangbricheB®)Svurden mittelg-H2AX-
Immunfluoreszenmikroskopie an Lymphozyiarvivo undex vivo0,5 h; 2,5 h und 5 h sowie
in vivo zusatzlich 24h nach Strahlenexposition quantifiziéur besseren Vergleichbarkeit,
wurde die Zahl der gemessenen DSBs nach CT ayédadige Dosislangenprodukt nor-
miert. Dieex vivoProben wurden mit unterschiedlichen Dosierungeisaven 10 und 500
MGy bestrahlt. Die akuten kutanen Strahlennebéwnwgen wurden wahrend der Strahlen-

therapie wochentlich nach dem modifizierten RTOScere dokumentiert.

Ergebnisse:Bei allen Patientinnen war eine mit fortschreitendeparaturzeit deutliche Ab-
nahme der Foci-Zahl gegentuber den vorherigen Wemtegrkennen (0,12 6,06 Foci/Zelle
0,5 h nachex vivo Strahlenexposition von 10 mGy gegeniber 0,02,005 Foci/Zelle 5 h
nach Strahlenexposition mit 10 mGy). Dievivo Daten entsprachen in etwa den Daten der
ex vivoBestrahlung mit 10 mGy. Dreif3ig Minuten nach Seabxposition (10 mGy) variier-
ten diey-H2AX- Foci von 0,03 Foci/Zelle bis 0,23 Foci/Zelle derin vivo Versuchsreihe
zeigte sich eine ahnlich grof3e Varianz (0,06 FatiéZbis 0,23 Foci/Zelle). Patientinnen mit
starken Hautnebenwirkungen zeigten keine gegenudem Mittelwert gesteigerten
Focizahlen (t-Tegtvivo, P=0,420, t-Tesk vivo P=0,610). Eine statistisch signifikante Korrelati
on zwischenn vivo undex vivoErgebnissen konnte nicht nachgewiesen werden ((Qpas
rNOLomGyin vivo: -0,02, p= 0,478).

Schlussfolgerung:Die in vivo undex vivoDSB-Reparatur nach Bestrahlung kann mitjels
H2AX-Messung verlasslich nachgewiesen werden. Weigudien sind notwendig, um die

Diskrepanz zwischeim vivo undex viveMessungen zu eruieren.
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2.  Summary

Purpose: To evaluate the impact of individuial vivo andex vivoDNA double strand break
(DSB) repair capacity after computed tomographym@rations on the incidence of acute
radiotoxicity in radiotherapy of breast cancer &mdorrelate the results of vivo with ex

vivo samples.

Material and Methods: 14 patients with unilateral breast cancer unde@omputed to-
mography before radiotherapy were examined. TosasB&B-repairy-H2AX-foci in blood
lymphocytes were quantified before and 0,5 h; 25 and 24 h aften vivoradiation expo-
sure. At the same timeH2AX-foci in blood lymphocytes collected beforengputed tomog-
raphy were quantified 0,5 h; 2,5 h and 5 h aftevivoexposure to different radiation doses
between 10 and 500 mGy. A modified RTOG-Score vgasssed weekly during radiotherapy
to measure acute radiotoxicity, defined as skictreas of the breast.

Results: Analysis ofin vivo and ex vivosamples showed both time-dependent loss- of
H2AX foci which reflects DNA-DSB repair after irradion (0,12 _+0,06 foci/cell 0,5 h after
ex vivoirradiation with 10 mGy vs. 0,02 6,005 foci/cell 5 h afteex vivoirradiation with 10
mGy). Data ofin vivo radiation (computed tomography) are almost eqaivalo data oex
vivo exposure to 10 mGy. The amountyefi2AX-foci varied between 0,03 foci/cell and 0,23
foci/cell 0,5 h afterex vivoirradiation with 10 mGyln vivo samples showed a minimum of
0,06 foci/cell to at most 0,23 foci/cell 0,5 h poskposure. Although differences in
interindividual repair capacity occurred, no strarmgrelation between radiation side effects
and patients’ data was found (t-Tgsto, p=0,420, t-Tesk vivo P=0,610). No correlation be-

tweenin vivo andex vivodata was found (Spearman’s 16ifeyin vivo: -0,02, p= 0,478).

Conclusion: In vivo andex vivoDNA-DSBs repair capacity can be measured relidyly-
H2AX-foci in blood lymphocytes. Further studies aeeded to evaluate the discrepancy be-

tweenin vivo andex vivomeasurements.
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3. Einleitung

lonisierende Strahlung kann eine Vielzahl von gdbeitsschadlichen Effekten im Menschen
zur Folge haben. So verursacht eine BestrahlungzuonBeispiel einem Gy etwa 1000-2000
Einzel- und 40 Doppelstrangbriche pro Zelle (Canaetl Hellman 2009)Als besonders
gravierend gelten dabei DNA-Doppelstrangbriiche,zdiggenetischer Instabilitat fihren und
die Entstehung von Tumoren begtinstigen. Ein grd@édrder natirlichen Strahlenbelastung
(abgesehen von kosmischer und terrestrischer 8trghentfallt heutzutage auf medizinische
Diagnostik (Rontgen, Computertomographie) und oodfische Therapie (Radiotherapie).
Dabei beeinflussen sowohl extrinsische (Bestralddagis, Fraktionierung, bestrahltes Vo-
lumen) als auch intrinsische, genetisch deterntmieaktoren die individuelle Radiosensitivi-
tat. Tests, die ein erhohtes Risiko fur die Entwiok strahlenbedingter Nebenwirkungen
zuverlassig vorhersagen, existieren bislang nBig.Analyse von Blutproben strahlenbehan-
delter Patienten auf das Vorhandensein verschiedeeevarianten und die Etablierung von
Gewebe-Datenbanken im Rahmen des Gene-Pare unGEEPI Projekts der Europdi-
schen Strahlentherapiegesellschaft ESTRO (Ho €08k, Baumann et al. 2003) sollen zum
besseren Verstdndnis des Zusammenhangs zwischetisghen Risikofaktoren und radio-
therapeutischen Effekten fuhren und damit Voraassegfen zur Entwicklung pradikativer
Tests schaffen. Genvarianten, die in Zusammenhanhginer erhéhten Radiosensitivitat
gebracht werden, sind zum Beispiel Mutationen imMVATNBS oder XRCC1- Gen (Fernet
und Hall 2004).

Aufgrund der Bedeutsamkeit von DNA-DSBs flr die gansche Integritat einer Zelle, wer-
den auch DNA-Reparaturdefekte als Ursache erh&ttahlensensitivitat diskutiert.

In dieser Studie wurden durch Computertomograptierzierte DNA-DSBs mittelg-H2AX-
Immunfluoreszenzmikroskopie untersucht. Diese Meth@rmdglicht die Beurteilung der
DNA-Reparaturkinetikn vivo und bildet damit eine potenzielle Grundlage fig Bntwick-
lung eines pradiktiven Tests. Eine frihzeitige ldfétion von Risiko-Patienten kdnnte
durch eine Anpassung der individuellen Therapie Reduktion von radiogenen Nebenwir-

kungen beitragen.
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3.1. Grundlagen

3.2. DNA-Doppelstrangbriiche

DNA-DSBs stellen eine besonders schwerwiegended@rtDNA-Schadigung dar. Fir die
Zelle sind sie zwar potenziell reparabel, fiUhredoh weitaus haufiger als andere strahlenin-
duzierte Schaden zu Zelltod und/oder Verlust dewogeschen Integritat (Khanna und Jack-
son 2001, Hoeijmakers 2001). Sie entstehen duradyeme Faktoren wie Chemikalien
(Povirk et al. 1977) und Strahlung (Olive et al9@9Green et al. 1994), aber auch im Rah-
men physiologischer Prozesse wie zum Beispiel dlikation (Cox et al. 2000). In Zu-
sammenhang mit der V(D)J-Rekombination in Lymphemyerfillt die spontane Entstehung
von DNA-DSBs moglicherweise den Zweck, die genégsDiversitat zu erhdhen (Kim et al.
2000, Lieber et al. 2004). Wahrend BasenschadenHEideelstrangbriiche erst in sehr grol3er
Anzahl letal fur die Zelle sind (Ward et al. 198kann bereits ein einziger Doppelstrangbruch
den Zelltod bedeuten, sofern er Gene trifft, diedié Uberlebensfahigkeit der Zelle von es-
sentieller Bedeutung sind (Olive 1998, Rich et28l00). Zum Schutz der genetischen Infor-
mation haben eukaryontische Zellen ein hoch kongslexnd stark konserviertes Netzwerk
von Schadensmelde- und Reparatursystemen entwigkelise und Jackson 2002, Bassing
und Alt 2004, Harrison und Haber 2006), die in iBesamtheit als DNA-Schadensantwort
bezeichnet werden. Um eine effiziente Schadensh@lgebu gewéhrleisten, missen Zellzyk-
lus- und Reparaturvorgange wirksam miteinander diogert werden. Das zentrale Schlussel-
protein der DNA-Schadensantwort ist die ATM-Kina@&taxia teleangiectasia mutated
(Uziel et al. 2003). Sie gehdrt wie auch die ATRTM und Rad3-related protéirund die
DNA-PKcs DNA-abhéngige Proteinkinageur Familie der Phosphatidyl-Inositol-3-Kinase
ahnlichen Kinasen (PIKK) wund wird von einem der htigsten DNA-
Schadenssensorproteine, dem MRN-Komplex (Mrell-8&disl1), zur Schadensstelle re-
krutiert (Paull und Lee 2005). In aktivem Zustaptosphoryliert sie eine Vielzahl von Sub-
straten (Matsuoka et al. 2007), die an DNA-Repanag¢ghanismen und Zellzykluskontrolle
beteiligt sind.

3.3. Reparatur von DNA-Doppelstrangbriichen

Zur Beseitigung der DSBs stehen eukaryontischeleZelwei Hauptreparatur-Mechanismen

zur Verfigung, die nicht homologe EndverknipfungiiNomologous Endjoining = NHEJ)
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und die homologe Rekombination (Haber 2000, Liedieal. 2003, Jackson 2002). Wahrend
die homologe Rekombination auf das Vorliegen hom@idSequenzen angewiesen ist und
daher nur in der spaten S- beziehungsweise G2-Pleaséellzyklus auftritt (Johnson & Jasin
2001, Rothkamm et al. 2003), kann die nicht homelggdverknipfung wahrend des gesam-
ten Zellzyklus erfolgen und stellt grundsatzlicmdsevorzugten Reparaturmechanismus in
Eukaryonten dar (Lobrich und Jeggo 2005, Sonodd. é2006). Im Gegensatz zur homolo-
gen Rekombination kann jedoch keine fehlerfreie d&ftaerstellung der Basenabfolge si-
chergestellt werden (Burma et al. 2006). Eine Ubbktsder beiden Reparaturvorgange ist

Abbildung 1 zu entnehmen.

3.3.1. Nicht-homologe Endverknipfung

Bei der nicht-homologen Endverknipfung kommt esemer direkten Verknipfung freier
DNA-Enden (Lieber et al. 2003). Das Schliusselenzden NHEJ ist die DNA-abhéngige
Proteinkinase (DNA-PK), die aus dem KU80/70-Heterad und der katalytischen Unter-
einheit des Enzyms besteht (Jeggo 1997, Smith ackisdn 2001). Da der DSB in den sel-
tensten Fallen als ,sauberer Schnitt* vorliegt, ssilsdie Bruchenden zunéchst nukleolytisch
prozessiert werden (Paull und Gellert 1998). DasPKatein bindet dann sequenzunabhangig
und aktiviert dabei die katalytische Untereinhat BNA-PK (Pang et al. 1997). Im nachsten
Schritt kommt es zu einer Bindung des Ligase4/XR®0wplexes (Leber et al. 1998), der
eine Verbindung der Bruchenden ermdglicht (Li etlaP5).

3.3.2. Homologe Rekombination

Voraussetzung fir die homologe Rekombination is darliegen einer identischen DNA-
Kopie, die wahrend des Reparaturprozesses als2ddtn die Neusynthese des beschéadigten
Stranges dienen kann. Auf diese Art und Weise korasitkaum zu Informationsverlust
(Paques und Haber 1999).

In einem ersten Schritt wird der DSB von einem Sgm®tein wie dem MRN-Komplex er-
kannt (Paull & Gellert 1998) und eine nukleolytisdArozessierung der Bruchenden eingelei-
tet. Auf diese Weise entstehen einzelstrangige [8rhEinge, die vom Replikationsprotein A
(RPA) stabilisiert werden. Die Rekombinase RAD %idbt liber eine Vielzahl von Proteinen
(BRCA 2/BRCA 1/RAD 52) an die einzelstrangige DNAnNdu bildet das

Nukleoproteinfilament, welches fir das Auffindemtmoger Sequenzen und die nachfolgen-
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de Stranginvasion in das unbeschadigte Schwesteneltid verantwortlich ist (Helleday
2007). Mit Hilfe der Polymerase | erfolgt die Weztlerstellung der Sequenzen im Bereich
der Bruchstelle. Der enstandene Uberkreuzungspwiméitals Holliday-Junction bezeichnet
(Holliday et al, 1964) und wandert an der DNA emgjgsog. Branch migration). Nach abge-
schlossener DNA-Synthese werden die Holliday-Jonstidurch Helikasen (BLM, WRN)
und Nukleasen (Mus81/Eme 1) aufgel6st. Eventueltehende Licken werden aufgefullt
und die DNA-Strange mittels Ligase | miteinanderknéipft.

onc-oning (NHES)

Ds8 Ds8
o= 7l
o §_NBSI ‘\
: o Nuclease-
T mediated
|| & resection RADS2
i é% ;
|k P
(wroca ) BRCA1
=5 N R i
Strand oo,
invasion

Inaccurately i i i
repaired DNA

Accurately repaired DMA

Abbildung 1. DNA-Doppelstrangbruchreparaturmechanignen (aus Shiloh 2003).
Schematische Darstellung der nicht homologen Edahgafung (links) und der homologen Rekombination
(rechts).
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3.4. Rolle von H2AX in der Reparatur von DNA-DSBs

Mittlerweile ist klar, dass auch die ModifikatioerdChromatinstruktur eine wesentliche Rolle
in der DNA-Schadensantwort spielt (Bartek und Luk@87, Misteli und Sotouglou 2009).
Diese erfolgt Uber eine ATM/ATR/DNA-PK vermittelhosphorylierung des Serins 139 im
Histon H2AX (Rogakou et al. 1998, Rogakou et al A)99nnerhalb kirzester Zeit nach
Schadigung kommt es zu einer Akkumulation phosdirestgn H2AX (-H2AX) rund um die
Bruchstellen (Paull et al. 2000, Pilch et al. 20@3¢ mit einer verstarkten Ansammlung wei-
terer Reparaturfaktoren (Paull et al. 2000, Yuath Ghen 2010) vergesellschaftet ist. Zu die-
sen Reparaturproteinen zahlen zum Beispiel BRCRag51, MRN-Komplex, p53BP1 und
MDC1 (Paull et al. 2000,Goldberg et al. 2003, Kasty 2004, Bekker-Jensen et al. 2006).
Die Interaktion vony-H2AX mit dem Protein MDC1 (Mediator of DNA damagkeckpoint
proteinl) fuhrt zu einer verstarkten Rekrutieruog\ATM und damit zu einer Phosphorylie-
rung zusatzlicher, weiter entfernt liegender H2AXIbklle (Stucki et al. 2005, Stucki und
Jackson 2006, Lou et al. 2006). Die Akkumulatiom yeH2AX flhrt zur Modifikation einer
gesamten Chromatindoméne, die als epigenetiscigesiSiir einen DNA-Schaden gewertet

werden kann und im Zellkern mikroskopisch als ,Fs¥csichtbar wird (Rogakou et al. 1999).

3.5. Nachweismethoden von DNA-Doppelstrangbrtichen

Die PFGE (Pulsfeld-Gelelektrophorese) zahlt zu ekablierten methodischen Standards zum
Nachweis von DNA- Doppelstrangbrtichen (Birren etl8B8, Lobrich et al. 1993). Das Prin-
zip der PFGE beruht auf der Auftrennung von DNAgmanten in Abhangigkeit ihres Mole-
kulargewichts. Verlassliche Daten kdnnen allerdiegst ab einer Rontgendosis von 5 Gy
bestimmt werden.

Eine andere Mdglichkeit zum Nachweis von DNA-Dogpreingbrichen bietet die Visualisie-
rung und Quantifizierung derH2AX — Foci. Hierfir wurden Antikdrper entwickeldje ge-
gen die phosphorylierte Form des Histons gerictitet (Rogakou et al. 1998). Nach Zugabe
sekundarer fluoreszenzmarkierter Antikorper konden Foci mittels Durchflusszytometrie
(fluorescence activated cell sortinGACS) oder durch Auszéhlen deH2AX — Foci unter
dem Mikroskop quantifiziert werden. Auf diese Auond Weise lassen sich DNA-
Doppelstrangbriche bereits ab einer StrahlendasislvmGy nachweisen (Rothkamm und
Lobrich 2003, Kinner et al. 2008).
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3.6. y-H2AX als Biomarker

In mehreren Studien konnte gezeigt werden, dasgnitahl dery-H2AX Foci mit der An-
zahl der DNA-Doppelstrangbriiche in der Zelle koertl (Rothkamm und Lébrich 2003,
Lobrich et al. 2005, Kuo und Yang 2008) und dass Warschwinden eines Focus die
Dephosphorylierung vony-H2AX im Rahmen von Reparaturvorgdngen widersptegel
(Lobrich et al. 2005, Kinner et al. 2008). Aufgrudiéser Tatsache eignet sichH2AX als
sensitiver und spezifischer Marker fir DNA-DSB uedaubt Aussagen zur individuellen
Reparaturkinetik in vivo zu treffen. Daraus ergelseh mehrere Einsatzmoglichkeiten: ein
gezieltes Monitoring zytotoxischer Effekte von @iaherapeutika und/oder Strahlenthera-
pie, sowie die Vorhersagemdglichkeit individuelirahlenempfindlichkeit des zu bestrah-

lenden Tumors beziehungsweise des umliegenden Ngemebes (Olive und Banath 2004).

3.7. Individuelle Strahlenempfindlichkeit

Die Normalgewebetoxizitat nach Strahleneinwirkungtediegt starken interindividuellen
Schwankungen (Bentzen und Overgaard 1994) un@dtt heutigem Kenntnisstand multifak-
torieller Genese. Neben einer individuell untersdhch starken Aktivierung von
Chemokinen und Zytokinen (Rube et al. 2005, Beniteal. 2006) werden auch genetisch
determinierte DNA-Reparaturdefekte als moglichel&ung herangezogen. So zeigen zum
Beispiel Patienten mit dem Krankheitsbild Ataxikeéngiectasia, welches durch eine Mutati-
on im ATM-Gen verursacht wird, neben neurologiscbhad dermatologischen Auffalligkei-
ten auch eine ausgesprochen hohe Sensitivitat gbgerStrahlung und Radiomimetika
(McKinnon 2004). Auch fiur heterozygote Mutationgigé konnte ein erhtéhtes Risiko fur
schwere Normalgewebsreaktionen nach therapeutidgbsirahlung der Brust aufgezeigt
werden (Chargari et al. 2009, Fang et al. 2010).

Ahnliches gilt fur das Nijmegen Breakage SyndroiB$), das durch einen Defekt des
NbS1-Gens hervorgerufen wird, und fir PatientenLigiase-4-Mangel. Zellen dieser Patien-
ten weisen im Vergleich zu Zellen von gesundeneftgn eine wesentlich hohere Radiosen-
sitivitdt und ein erhdhtes Mald an chromosomaletabibtat auf (Taalman et al 1983,
O’Driscoll et al. 2001, O’Driscoll et al. 2004).
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3.8. Zielsetzung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, mit Hilfe desdH2AX-Assays DNA-Schaden und
Reparaturkinetiken nach erfolgter Computertomogephbei Patientinnen  mit
Mammakarzinom zu bestimmen. Darlber hinaus solitersucht werden, ob eine klinisch
unterschiedliche Strahlenempfindlichkeit auf moleker Ebene nachvollzogen werden kann.
Gerade im Niedrigdosisbereich liegen derzeit weribggen hinsichtlich einer Korrelation
zwischen DNA-DSB-Reparatur und individueller Steatémpfindlichkeit vor. Untersucht
wurden a) der Zusammenhang zwischenivo- als auchex viveProben mit der Radiotoxizi-
tat unabhangig voneinander, sowie b) eine mogliCbeelation zwischen beiden Methoden
im Hinblick auf die Toxizitat. Im Falle einer poasin Korrelation wirde sich die Méglichkeit
der ex viveBestrahlung einer Blutprobe vor therapeutischedi&e erdffnen, Patientinnen
mit einem DNA-Reparaturdefekt und einer damit vedrnen erhthten Strahlenempfind-
lichkeit zu detektieren. Eine bessere Vorhersagddhandlungsvertraglichkeit ware bedeut-

sam fur das Therapiemonitoring und die jeweiligp@utivtherapie.
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4. Material und Methodik

4.1. Patientenkollektiv

Die Studie wurde nach Kriterien der Deklaration udelsinki und unter Zustimmung der
verantwortlichen Ethikbehorde (Arztekammer des Bades) durchgefiihrt.

Untersucht wurden Patientinnen im Alter von 18-88rén, bei denen erstmalig ein einseitig
lokalisiertes Mammakarzinom diagnostiziert wordear wnd die sich nach brusterhaltender
Therapie zur Planung der adjuvanten Strahlenthe®per computertomographischen Unter-
suchung unterzogen. Alle Patientinnen haben ihrifdathes Einverstandnis zur Teilnahme
an der Studie gegeben. Als Ausschlusskriterium w@ide vorbestehende Tumorerkrankung

mit Vorbestrahlung definiert.

4.2. Studienaufbau

Zur Beurteilung der individuellen Reparaturkinetikrden DSBs mittelg-H2AX Immunflu-
oreszenzmikroskopie in Lymphozyten untersuchtadie dem heparinisiertem Vollblut der
Patientinnen gewonnen wurden. Zum Vergleich deraReprkinetikin vivo undex vivowar

ein doppelter Versuchsaufbau notwendig. Aus dieSeamd wurde den Testpersonen vor der
computertomographischen Untersuchung gentgendBldie ex viveReihe entnommen.
Nach Zusatz von Nahrmedium wurden die Proben initindir Biophysik der Universitéat
des Saarlandes in einer Rontgenréhre mit jeweil20040, 100 und 500 mGy bestrahlt. Um
die Anzahl der bereits vor der Strahlenexpositiorheandenen DNA-DSBs zu erkennen,
wurde zu jedem Untersuchungspunkt eine nicht bdggr&robe als Kontrolle mit untersucht.
Zur besseren Vergleichbarkeit wurden die ProberedetiveReihe zeitgleich zu der compu-
tertomographischen Untersuchung der jeweiligeneRati bestrahlt. Untersuchungszeitpunk-
te waren 0,5 h; 2,5 h und 5 h nach Strahlenexposibas Blut fur dien vivo-Reihe wurde

den Patientinnen jeweils zu den oben genannteputditen entnommen, mit Nahrmedium
angereichert und direkt untersucht. Zuséatzlich wwethe weiteren vivo-Probe 24 h nach

Strahlenexposition kontrolliert (sieAabelle 1).
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Versuchs- Blutentnahme [BE] Strahlendosis [mMGy] Reparaturzeit [h]
reihe
H 05 25 5 24
Ex vivo 3ml vor CT 10 X X X *
3ml vor CT 20 X X X *
3ml vor CT 40 X X X *
3ml vor CT 100 X X X *
3ml vor CT 500 X X X *
. 3 ml entsprechend CT (range DLP: 239 — X X X X
In vivo den Untersuchungs-

zeitpunkten 500 mGy-cm )

Tabelle 1.Versuchsaufbau
* Die ex vivoProben waren 24 h nach Bestrahlung aufgrundystaabter Hamolyse nicht auszuwerten.
DLP = Dosislangenprodukt

4.3. Strahlenexposition

Die Computertomographie des Thorax erfolgte unteméndung eines zweizeiligen Compu-
tertomographen (Elscint Twin Flash CT, Philips MediSystems, Eindhoven, Niederlande)
mit folgenden Bestrahlungsparametern: 70-250sn&20kV, 0,5-0,75 Rotationszeit, 1-5 mm
kollimierter Schichtdicke, 0,5-1,25 Pitch (Tischgohub pro Rotation/Gesamtbreite des
kollimierten Strahls). Anhand dieser Parameter kemnvolumetrische CT-Dosisindexes
(CTDlyo) berechnet werden. Da in Abhangigkeit von der @rdBs bestrahlten Volumens
auch ein unterschiedlich grof3es Blutvolumen bektrabrde, wurde fir jede Patientin ein
Dosislangenprodukt berechnet. Die Dosislangenpred(fRrodukt aus CTLY, und Scanlan-
ge) variierten von 239 bis 500 m@mn.

Fur dieex vivoBestrahlung wurde eine Rontgenrohre mit einer Aneerwendet. Die Be-
strahlung erfolgte bei einer Spannung von 90 kVigeiStromstarke von 6mA und einer
Dosisleistung von 10 - 500 mGy. Zwischen Probe Andde wurde die Strahlung durch eine
1 mm dicke Aluminium- und 2 mm dicke Plastikplaggefiltert. Die Dosisleistungen wurden
mit einem Weichstrahlkammerdosimeter (PTW-SN4 desem type 761; Freiburg, Germa-
ny) bestimmt. Die mit Kulturmedium versetzten Biapen wurden bei Raumtemperatur in

Falconr6hrchen bestrahlt.
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4.4. y-H2AX-Methode

4.4.1. Blutentnahme

Den Patientinnen wurde aus einer Kubitalvene Bhuhommen. Zur Verhinderung der Blut-
gerinnung wurden heparinisierte Monovetten verwentwveils 3 ml Vollblut wurden mit 6
ml Nahrmedium (RPMI 1640 + 10% FCS [fetales Kalbeusn] + 1% Penicil-
lin/Streptomycin) versetzt.

4.4.2. Lymphozytentrennung

Die Trennung der Lymphozyten erfolgte anhand depteiungen des Herstellers (PAA-
Laboratories GmbH, Cdlbe, Deutschland).

Dabei wurde das verdinnte Vollblut auf das LympheayTrennmedium Percoll 400 (LSM
1077, PAA Laboratories GmbH, Coélbe, Deutschland), leydrophiles Polymer mit einem
molekularen Gewicht von 400.000 Dalton, aufgetragdnurch zwanzigminuatige
Zentrifugation bei 1200 g und Raumtemperatur (Bjefd 3, Heraeus Instruments, Osterode,
Deutschland) sammelten sich die Lymphozyten entbered ihres Dichtegradienten ringfor-
mig in der Interphase. Flow-Zytometrie-Analysen kt@m zeigen, dass die Interphase zu 80%
aus Lymphozyten (60% CD4, 15% CDS8, 5% CD 19, 15%d&fgten und 5% Granulozyten)
besteht (L6brich et al. 2005). Die mit RPMI 1640maengten Blutproben dexx viveReihe,
welche zu einem spateren Zeitpunkt untersucht wynderden bei 37C und 5% Kohlendio-

xid in einem Warmeschrank gelagert.

4.4.3. Fixierung / Permeabilisierung

Die abpipettierte Lymphozytenphase wurde nach zakg®am Waschen in der Pufferldsung
PBS (Phosphat-gepufferte Salzlésung, pH: 7,4) adkDlaser aufgetragen und in Methanol
bei -20°C dreil3ig Minuten fixiert. Anschlie3end wurden diellen bei -20C flr eine Minute

in Aceton permeabilisiert.
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4.4.4. Farbung

Nach zweimaligem, je zehnminidtigem Waschen in PBS/BHuf dem Wippeltisch
(PBS/Ziegen-Normalserum 1:100; PAA Laboratories GmBasching, Osterreich), wurden
die Proben fur 30 Minuten mit PBS/NS geblockt, um uspezifische Bindungsstellen
abzusattigen. Im Anschluss wurde der Primarantd&brpAnti-phospho-Histone JAX
[Ser139], clone JBW30, mouse monoclonal IgG1; Upstdemecula, CA, USA) in einem
Verhaltnis von 1:800 mit PBS/NS verdinnt, gevortent fur 60 Sekunden bei 13.000 rpm
zentrifugiert. Die Inkubation erfolgte mit jeweltO ul/Deckglas Uber 12h in einer feuchten
Kammer bei 4C. Nach der Inkubation wurden die Proben dreimaPBS/NS gewaschen,
bevor dann der Sekundarantikorper in einer Verdiigneon 1:400 (Alexa Fluor 488, goat-
anti-mouse IgG; Invitrogen molecular probes, Oredd®) zu jeweils 8@ aufpipettiert wur-
de. Alexa Fluor 488 absorbiert Licht mit einer Véelinge von 495 nm und emittiert es mit
einer Wellenldnge von 519 nm. Nach einstiindigeulationszeit im Dunkeln, wurden die
Deckglaser drei weitere Male fur jeweils 10 Minut@nPBS/NS gewaschen. Zum Schluss
wurden die Proben mit DAPI-haltigem’(4-Diamidino-2-phenylindol) Einschlussmittel (H-
1500,Vectashield® Hard Set Mounting Medium with DARector Laboratories, Burlinga-
me, CA, USA) auf Objekttrager (HistoBond® -Objeltier; Marienfeld Labaratory; Lauda-
Kdnigshofen, Deutschland) aufgelegt. DAPI ist elndfeszenzfarbstoff, der zur Markierung
der DNA und damit indirekt zur Darstellung von %eltnen dient. Diese Farbung ermdglicht
eine bessere Zellzuordnung ged2AX- Foci. Nach 24h wurden die Deckglaser mitrklah-
tigem Lack versiegelt. Soweit nicht explizit angeee, erfolgten alle Farbeschritte bei Raum-

temperatur.

4.5. Quantifizierung der y-H2AX Foci

Zur Auswertung dery-H2AX- Foci wurden die Objekttrager unter einem Walft-
Fluoreszenzmikroskop (Nikon Eclipse E600) mit DAHter (4, 6-Diamidino-2-
phenylindol: EX 340-380, DM 400, BA® 435-495) und FITC-Filter (Fluorescein-5-
isothiocyanat: EX 465-485. DM 505, BA 600-660) as#&rt. Bei einer 100fachen Vergrol3e-
rung wurden pro Objekttrager mindestens 100 Zalled mindestens 40 Foci ausgewertet.

YEX = Anregungsfilter
DM = Beamsplitter
*BA = Emissionsfilter
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Zur Verdeutlichung der Methode sindAbbildung 2 exemplarisciy-H2AX- Foci nach Strah-

leneinwirkung dargestellt.

Abbildung 2. Fluoreszenzmikroskopische Darstellung vo-H2AX-Foci in Lymphozyten.
Kontrollprobe (links), 30 Minuten nach Strahlenesiion (rechts). Die Zellkerne erscheinen blau; die
grinen Punkte stellen dig-H2AX Foci innerhalb der Zellkerne dar und entspet DNA-
Doppelstrangbriiche

4.6. Dokumentation & Klassifikation der Strahlennebenwirkungen

Bei in der Regel guter Vertraglichkeit der postepeen Strahlentherapie der Mamma stehen
Hautreaktionen im Vordergrund der akuten Nebenwigan.Die klinische Untersuchung auf
akuttoxische Strahlennebenwirkungen wurde wahresd Strahlentherapie unter Verwen-
dung einesnodifizierten RTOG -Scores wochentlich durchgefiihrt. Die Modifikatieraub-

te eine bessere Differenzierung im unteren Punkéstiedes Scores.

Dabei wurden funf Aspekte an jeweils drei verscareh mammaren Lokalisationen der
Haut (oberer aul3erer, oberer innerer und mitti€eadrant) separat voneinander mit einer
Punktzahl von 0 bis 3 Punkten bewertet (si€abelle 2).

Erythem, Desquamation und Effloreszenzen wurdepekisrisch und eine Elevation der
Hauttemperatur palpatorisch im Vergleich zur kdatexalen Brust begutachtet, wahrend
vorhandener Juckreiz erfragt wurde. Aus der Bewgraer funf verschiedenen Hauterschei-
nungen wurde flr jede der drei untersuchten Lo&teen ein Summenscore gebildet. Der
Gesamtscore ergab sich durch Addition der drei Bumkmen.

*RTOG = Radiation Therapy Oncology Group
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Hauterscheinung Grad
0 1 2 3

Erythem - Geringfligig MaRig Stark

Hauttemperaturanstieg* - Geringfligig MaRig Stark
Desquamation _ Trocken-schuppige  Trockene Feuchte Des-

q Haut Desquamation ~ quamation

Juckreiz - Geringflgig MaRig Stark

Effloreszenzen - Sporadisch Vereinzelt Konfluierend

Gesamtscore :

Tabelle 2. Modifizierter RTOG - Score fir akute Strahlennebenwirkungen an der Brsthaut (siehe
Roper et al. 2004).

Gesamtscore = Summe aller Punktsummen fir dreillsaiteonen (oberer &uf3erer, oberer innerer und
mittlerer Quadrant). * = im Vergleich zur kontredealen Brust

4.7. Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung und graphische Dartsigllder Daten erfolgte mit Excel 2003
und SPSS 14.0. Um zu gewabhrleisten, dass nur atriaduzierte DNA-DSBs in der Bewer-
tung der Ergebnisse bertcksichtigt werden, wurde alteen Proben die Foci-Zahl der ent-
sprechenden Kontrollprobe abgezogen. Die Daten evutohter Angabe des Mittelwerts und
der Standardabweichung graphisch dargestelit.

Die ermittelte Haufigkeit vory-H2AX-Foci pro Zelle wurde mittels Chi-Quadrat-Temif
eine Poissonverteilung getestet.

Ein moglicher Zusammenhang zwischen der Haufigleity-H2AX-Foci und strahlenbe-
dingten Nebenwirkungen wurde sowohl fur dievivo, als auchex vivoProben mittels t-Test
untersucht.

Im Hinblick auf die Vergleichbarkeit der in vivo drex vivo Daten wurden fur alle Versuchs-
reihen Reparaturquotienten aus den Daten 5h soWle tach Strahlenexposition gebildet.
Diese wurden mittels Spearman’s Rangkorrelatioreimainder verglichen. Eine statistische

Irrtumswahrscheinlichkeit von kleiner 5% (p<0,0%)nde als Signifikanzniveau festgelegt.
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5. Ergebnisse

5.1. Patientenkollektiv

Das Patientenkollektiv umfasste 14 Patientinnem, denen die jingste zum Zeitpunkt der
Untersuchung 39 Jahre und die alteste 78 JahweaaliAlle Frauen wiesen zum Zeitpunkt der
strahlentherapeutischen Erstuntersuchung einenofskyrindex von mindestens 80% auf.
Neun von vierzehn Patientinnen hatten den Tumateinlinken Brust lokalisiert, 5 auf der

rechten Seite. Bei sieben Frauen bestand eine Rwsloreitung im Stadium pTla-c, bei 5
Frauen im Stadium pT2, bei einer Patientin war Alisbreitung des Tumors nicht sicher
beurteilbar (TX). Die Tumorklassifikation beruhtefaler 6. Auflage des TNM-Systems. Bei

vier Patientinnen waren axillare Lymphknotenmetsetavorhanden, alle Patientinnen waren
frei von Fernmetastasen. Zehn Frauen erhielten &ipevante Chemotherapie, die in funf
Fallen von einer antihormonellen Therapie begleuatde (siehdabelle 3.

Patientencharakteristik Alle Adjuvante Antihormonelle
(n =14) Chemotherapie Therapie
(n =10) (n=9)
Alter (Jahre)
Mittelwert 56 54 57
Standardabweichung 12 11 12
Spannbreite (39-78) (39-71) (39-78)
Tumorlokalisation O n (%)
Linke Brust 9 (64) 6 (60) 6 (67)
Rechte Brust 5 (36) 4 (40) 3 (33)
Tumorstadium O n (%)
pTx 1(7) 1(10) 0 (0)
pTla 1(7) 0 (0) 1(11)
pTlb 2 (14) 1(10) 2 (22)
pTic 4 (29) 4 (40) 3(33)
pT2 5 (36) 4 (40) 3(33)
Lymphknotenstatus O n (%)
pNO 10 (71) 6 (60) 6 (67)
pNla 4 (29) 4 (40) 3(33)
Karnofsky Index O n (%)
80 3(22) 2 (20) 3(33)
90 9 (64) 7 (70) 4 (44)
100 1(7) 1 (10) 1(11)
Bestrahlungsdosis O n (%)
50 Gy/2 Gy ohne Boost 1(7) 0(0) 1(11)
50 Gy/2 Gy + 10 Gy 12 (86) 9 (90) 8 (89)
50 Gy/2 Gy + 16 Gy/2Gy 1(7) 1 (10) 0 (0)

Tabelle 3. Demographische und klinische Parametefes untersuchten Patientenkollektivs.
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5.2. Quantifizierung der y-H2AX-Foci

Im Falle einer gleichméRigen Bestrahlung des gemaBlutvolumens entspréache die Vertei-
lung der DSBs innerhalb der Lymphozyten einer Rwigsrteilung (Savage JR 1970, Ed-
wards et al. 1979). Die Poissonverteilung ist @liskrete Wahrscheinlichkeitsverteilung, die
Voraussagen Uber die Anzahl des Eintretens selteng&illiger und voneinander unabhangi-
ger Ereignisse in einem bestimmten Zeitintervath@glicht, wenn bereits zuvor bekannt ist,

wie oft sie durchschnittlich erwartet werden.

In Abbildung 3 ist die Anzahl der zum Zeitpunkt 0,5 h nach Stragigositionin vivo durch
Computertomographie beobachteten Foci/Zelle sowietatistisch zu erwartende Haufigkeit
(Poissonverteilung) graphisch dargestellt. Zur eess Ubersicht wurden die Daten aller Pa-
tientinnen gepoolt.

In der Mehrzahl der untersuchten Zellen (200 vo8 Z8llen) wurden keing-H2AX-Foci
gefunden, bei etwa 12% der untersuchten Zellen kanti2AX-Focus zur Darstellung. Die
beobachteten Haufigkeiten unterschieden sich iasgesur in sehr geringem Ausmald und
nicht signifikant von den theoretisch ermittelte@ufgkeiten einer Poissonverteilung (p =
0,220,x*~Test).

250 -~

N
o
o

=
u
o

100 -

0 1 2 3 >4
Anzahl der Foci pro Zelle [n]

Anzahl der Zellen [n]

wu
o

Abbildung 3. Beobachtete Haufigkeit (blau) und zu erwartendefigkeit nach Poisson (rot) voprH2AX-
Foci 0,5 h nach Strahlenexposition durch Computestgraphie iq vivo).

In Abbildung 4 ist nun die Anzahl der zum Zeitpunkt 0,5 h nashvivoStrahlenexposition

mit 10 mGy beobachteten Foci/ Zelle sowie die stisth zu erwartende Haufigkeit



Ergebnisse 23

(Poissonverteilung) graphisch dargestellt. Auchr hiaren in der Mehrzahl der untersuchten
Zellen keiney-H2AX-Foci nachzuweisen (261 von 304 Zellen). Danlibinaus ist festzustel-
len, dass die beobachteten H&aufigkeiten nahezut ebeak statistisch ermittelten und somit

einer Poissonverteilung entsprechen (p = 0,23-3Test).
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Abbildung 4. Beobachtete Haufigkeit (blau) und zu erwartendefigkeit nach Poisson (rot) vorH2AX-
Foci 0,5 h nach Strahlenexposition mit 10 mGy (&)

5.3. Exvivo-Reihe

Fur dieex vivoVersuchsreihe wurde den Patientinnen vor der ceenfmimographischen Un-
tersuchung Blut abgenommen und mit unterschiediairen Dosen bestrahlt (10, 20, 40, 100,
500 mGy). Die Anzahl der-H2AX Foci wurde dann nach 0,5 h; 2,5 h und 5 thn@trahlen-

exposition in den Lymphozyten der Patienten untdrsu

In Abbildung 5 ist die Anzahl dey-H2AX Foci pro Zelle in Abh&ngigkeit von der Straht
dosis (10, 20, 40, 100, 500 mGy) drei3ig Minuteam@&trahlenexposition dargestellt. Hierfir
wurden Mittelwerte aus den entsprechenden Daten Bktientinnen berechnet. Von diesen
Mittelwerten wurden die Mittelwerte der unbestrahltKontrollen abgezogen (Hintergrund),
um nur die durch Strahlung induzierten DSBs ausrx@neDabei wird deutlich, dass die An-
zahl dery-H2AX Foci linear zur Hohe der Strahlendosis steigd damit die Anzahl der

DNA-Doppelstrangbriiche dosisabhangig induziert w8d liegen die Mittelwerte 30 Minu-
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ten nach Strahlenexposition bei 0,119,861 Foci/Zelle fur eine Strahlendosis von 10 mGy
und bei 3,090 0,344 Foci/Zelle fir eine Strahlendosis von 500ynG

In Abbildung 6 ist das Verschwinden dgrH2AX Foci pro Zelle als Ausdruck der DNA-
DSB Reparatur in Abhangigkeit von der Zeit (0,5/5h2 5h) exemplarisch fur die Strahlen-
dosen 10 und 100mGy dex vivoReihe sowie fir dien vivo Proben nach computertomogra-
phischer Bestrahlung dargestellt. Es handelt sietb&i ebenfalls um korrigierte Mittelwerte
aller Patientinnen (s.0.). Fur alle appliziertemaBlendosen nimmt die Anzahl der Foci mit
fortschreitender Zeit kontinuierlich ab. So liegdie Mittelwerte 30 Minuten nach Strahlen-
exposition bei 1,13 6,31 Foci/Zelle fur eine Strahlendosis von 100 m@g bei 0,12 0,06
Foci/Zelle fur eine Strahlendosis von 10 mGy, waldrsie nach funf Stunden nur noch bei
0,19 +0,02 Foci/ Zelle beziehungsweise 0,0D,005 Foci/Zelle liegen. Dien vivo Daten
nach computertomographischer Untersuchung entsgmechetwa den Daten dek vivoBe-
strahlung mit 10 mGy. Eine graphisch auffallend&ddenz ist lediglich fur den 5h-Wert zu
erkennen (10mGy: 0,022,005 Foci/Zelle; CT: 0,0318,005 Foci/Zelle).

10 ; —=-0,5h
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Abbildung 5. Dosisabhangige Foci-Induktion 0,5h nach Strahlenexgsition.
Bei den dargestellten Daten handelt es sich unidierte (nach Abzug des Hintergrunds) Mittelwerte +

Standardabweichung.
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Abbildung 6. DNA-DSB Reparaturverlauf fiur unterschiedliche Bestrahlungsdosen.
Bei den dargestellten Daten handelt es sich umidierte (nach Abzug des Hintergrunds) Mittelwerte +
Standardabweichung.

Abbildung 7 und Abbildung 8 zeigen die individuellen Ergebnisse und Mittelwedtts ex
vivo Proben in Abh&ngigkeit von der Zeit (0,5; 2,5 &@ij. Exemplarisch sind die Ergebnisse
nach 10 und 100 mGy Strahlenexposition dargesi2dt. Hintergrund, das heil3t die Anzahl
der in Kontrollen messbaren Foci, wurde von dezeatiten Werten abgezogen. Dabei ist bei
allen Patienten mit zunehmender Reparaturzeit eirtlidher Foci-Verlust zu erkennen, was
gleichbedeutend mit einer steigenden Anzahl anriepen DNA-DSBs ist.

Dreif3ig Minuten nach Strahlenexposition von 10 n{&bildung 7) zeigen sich interindivi-
duelle Unterschiede von 0,03 Foci/Zelle (RR07) ldisinstem Wert bis 0,23 Foci/Zelle
(AM14) als grol3tem Wert (Mittelwert 0,12 ;017 Foci/Zelle). Im Verlauf relativieren sich
diese Unterschiede aber wieder (Mittelwert nach2,9,06_ +0,01 Foci/Zelle; Mittelwert
nach 5h: 0,01 0,007 Foci/Zelle).
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Abbildung 7. DNA-Doppelstrangbruchreparatur ex vivo nach einer Bestrahlung mit 10mGy.

Bei den dargestellten Daten handelt es sich unEdjebnisse deex vivoProben aller 14 Patientinnen 0,5,
2,5 und 5h nach einer Bestrahlung mit 10 mGy. Ungeher Hintergrund (messbare Focis in Kontroll-
proben) wurde von den Daten abgezogen. Fir jedigpundt ist ein Mittelwert mit abgebildet.

Weniger grol3e interindividuelle Unterschiede findah dreil3ig Minuten nach einer Bestrah-
lung von 100 mGy (sieh@bbildung 8). Besonders stark weicht lediglich Patientin MC05
(1,930 Foci/Zelle) vom Mittelwert ab (1,0980+075 Foci/Zelle). Ansonsten scheint der Foci-

Verlust mit einer insgesamt vergleichbaren Kinéigk allen Patientinnen voranzuschreiten.
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Abbildung 8. DNA-Doppelstrangbruchreparatur ex vivo nach einer Bestrahlung mit 200mGy.

Bei den dargestellten Daten handelt es sich unEdjebnisse dezx vivoProben aller 14 Patientinnen
0,5, 2,5 und 5h nach einer Bestrahlung mit 100 mi@spezifischer Hintergrund (messbare Focis in
Kontrollproben) wurde von den Daten abgezogen.j&den Zeitpunkt ist ein Mittelwert mit abgebil-
det.

5.4. Invivo-Reihe

Fur diein vivo-Versuche wurde den Patientinnen 0,5h, 2,5h, 5hast nach computerto-
mographischer Bestrahlung eine Blutprobe entnomuoreh mittelsy-H2AX Immunfluores-
zenzmikroskopie direkt untersucht.

In Abbildung 9 sind die Ergebnisse dieser Versuchsreihe grapkissammengefasst. Da das
computertomographische Bestrahlungsvolumen voreiati zu Patientin variierte, wurden
die Daten im Sinne besserer Vergleichbarkeit anfBBsislangenprodukt von 300 m@mym
normiert. Der Mittelwert des Dosislangenproduktsiig 269 mGycm mit einer Standardab-
weichung von 26,96 mGgm.

In der Abbildung sind fur jeden Zeitpunkt der Masgulie individuellen Patientendaten und
eine mittlere Focizahl aufgefiihrt. Der Hintergrumids heil3t die Anzahl der in Kontrollen

messbaren Foci, wurde von den einzelnen Werterzaggga.

Bei allen Patienten ist eine mit fortschreitendeyp&aturzeit deutliche Abnahme der Foci-

Zahl gegenuber den vorherigen Werten zu erkenneseDAbnahme spiegelt eine Erholung
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der Zelle nach Strahlenexposition wider, jedochl Sielbst nach einer Reparaturzeit von 24 h

immer noch strahleninduzierte DNA-DSBs in den Z&liien nachweisbar.

Der Foci-Verlust erscheint interindividuell vergibbar, nennenswerte Ausreil3er bilden auf
den ersten Blick lediglich die Patientinnen BPO8 @117 mit 0,21 und 0,23 Foci/Zelle nach
0,5 Stunden (Mittelwert: 0,16 @,01), was sich im Verlauf jedoch relativiert. IHa24 Stun-
den ist dieser Unterschied fur BP0O8 verschwundgdilfbei/Zelle gegenuber dem Mittelwert
von 0,01_+0,0 Foci/Zelle). Die Patientin SL17 sticht nacth24nit 0,046 Foci/Zelle immer
noch heraus, zeigt aber nach 2,5 und 5 h keinendesen Aufféalligkeiten. Insgesamt muss
jedoch berlcksichtigt werden, dass es sich umldehre Zahlenwerte handelt und die inter-
individuellen Differenzen nicht besonders grol3 sider kleinste Wert nach 0,5 h liegt bei-
spielsweise bei 0,06 Foci/Zelle (VL18) vs. 0,23ZiFktelle (SL17) als grof3tem Wert.

D Mittelwert BHCO04 BMCO05
0.35 - O HPO6 ORRO7 OBPO8
oDG09 0O SK10 OKD11
0.30 1 OBGH12 BFM13 B AM14

0.25 1 B HK16 BSL17 avL18

0.20 A

0.15 -

Focipro Zelle

0.10 A

0.05 A

0.00 T
Kontrolle 0,5h 2,5h 5h 24h

-0.05 - ,
Reparaturzeit

Abbildung 9. DNA-Doppelstrangbruchreparatur in vivo.

Bei den dargestellten Daten handelt es sich unEdiebnisse den vivo Proben aller 14 Patientinnen 0,5,
2,5, 5 und 24 h nach computertomographischer Wntatsng des Thorax. Zur besseren Vergleichbarkeit
wurden die Daten auf ein Dosislangenprodukt vonn38@cm normiert Unspezifischer Hintergrund
(messbare Focis in Kontrollproben) wurde von deteBabgezogen. Fir jeden Zeitpunkt ist ein Mittetwe
mit abgebildet.
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5.5. Vergleichbarkeit von in vivo und ex vivo Daten

Im Hinblick auf die Vergleichbarkeit der in vivo drex vivo Daten wurden fur alle Versuchs-
reihen Reparaturquotienten aus den Daten 5h soWle rtach Strahlenexposition gebildet.
Diese wurden mittels Spearman’s Rangkorrelatioreimainder verglichen (siehigabelle 4).
Eine positive Korrelation mit den in vivo Daten kde in den ex vivo Versuchsreihen von
10mGy bis 100mGy nicht statistisch signifikant ngelwiesen werden. In der 500mGy Ver-
suchsreihe zeigte sich sogar eine statistischféignte negative Korrelation (Korrelationsko-
effizient von -0,653, p= 0,006).

Patienten CT 10 mGy 20 mGy 40 mGy 100 mGy 500 mGy
SL17 1 4 5 9 11 7
SK10 2 11 13 6 14 14
BGH12 3 5 10 4 4 9
HC04 4 12 7 13 9 10
AM14 5 3 2 12 3 13
RRO7 6 13 3 3 7 11
FM13 7 10 8 11 8 4
BPO8 8 7 9 10 5 2
MC05 9 9 11 2 1 8
HK16 10 1 * 1 2 3
KD11 11 2 1 5 6 6
DGO09 12 8 12 8 12 5
HP06 13 14 6 * 10 1
VL18 14 6 4 7 13 12
Korrelationskoeffizient -0,02 -0,148 -0,258 0,007 -0,653
p-Wert 0,473 0,314 0,197 0,491 0,006

Tabelle 4. Rangfolge (1= beste Reparatur bis 14=schlechtespamtur) der Reparaturquotienten (5h/0,5h)
fur in vivo (Computertomographie = CT) uea vivo(10 — 500 mGy) Daten.

Eine Rangfolgekorrelation wurde fur jede einzelreriwo Versuchsreihe mittels Spearman Rangkorieatati
untersucht. Die Ergebnisse sind in der jeweiligerhB ganz unten dargestellt.

5.6. Akute strahlenbedingte Hauttoxizitat

Nach Abschluss der therapeutischen Radiatio unchdtmge zeigten alle 14 Patientinnen
leichte, strahlenbedingte Hauterscheinungen (shdftdldung 10). Der ermittelte Gesamt-

score war insgesamt jedoch klein und variierte ¥dns 5 Punkten. Die Patientinnen, die in
denin vivo Ergebnissen nach computertomographischer Unteunsgcaufgrund einer gegen-

Uber dem Mittelwert verstarkten Induktion von DNABs aufgefallen waren (BP08 und
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SL17) zeigten kaum gesteigerte Hautreaktionen (2kfeuim Gesamtscore). Die starksten
Hautreaktionen (mit einem Punktwert von 5) wurden Batientin RRO7 beobachtet; deren
Proben zeigten aber sowadhlvivo als auchex vivokeine im Vergleich zum Mittelwert ge-

steigerte DNA-DSBs Induktion. Die geringsten Haakteonen (mit einem Punktwert von 1)
zeigte Patientin HPO6, deren Probervivo als auchex vivozu den Zeitpunkten 0,5 und 2,5 h

eher unterdurchschnittliche Focizahlen aufwies.

Zur statistischen Prifung einer méglichen Korrelatider Anzahl an DNA-DSBs und auftre-
tenden Nebenwirkungen wurde das Patientenkolléktawei Gruppen aufgeteilt (Schwache-
re Nebenwirkungen = RTOG-Score kleiner 3 Punkte stéickere Nebenwirkungen = RTOG-
Score grol3er gleich 3 Punkte).

Die Ergebnisse den vivo, als auchex vivoProben 0,5 h nach Strahlenexposition unterschie-
den sich in beiden Gruppen nicht voneinander (tiT&s, p = 0,698; t-Test vivo P = 0,587).
Auch funf Stunden nach Strahlenexposition fandeh 81 beiden Gruppen keine signifikan-
ten Unterschiede (t-Te$kivo, p = 0,420; t-Test vivo p = 0,610).
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Abbildung 10. Strahlenbedingte Hautreaktionen nach therapewisRhdiatio der Brust. Darstellung mittels
Gesamtpunktzahl im modifizierten RTOG-Score.
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6. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde die Reparaturkineon strahleninduzierten DNA-DSBs
nach  computertomographischer  Untersuchung des  Xhormittels y-H2AX-
Immunfluoreszenzmikroskopie an Lymphozyiervivo und ex vivobestimmt. Eingeschlos-
sen in die Studie wurden Frauen mit erstmalig dvagmiertem unilateralen Brustkrebs, die
sich nach brusterhaltender Operation zur Planuner eidjuvanten Strahlentherapie vorstell-

ten.

6.1. Zusammenfassung der Ergebnisse

Sowohlin vivo, als auchex vivowar bei allen Patientinnen eine mit fortschreiem@epara-
turzeit deutliche Abnahme der Foci-Zahl gegeniilegr vbrherigen Werten zu erkennen, wel-
che einer Reparatur der DNA-DSBs nach Strahlenéxmosentspricht. Dien vivo Daten
nach computertomographischer Bestrahlung entspmaichetwa den Daten dex vivoBe-
strahlung mit 10 mGy. Bedeutsame interindivuelldddgschiede hinsichtlich der Reparaturki-
netik waren wedein vivo nochex vivonachzuweisen. Eine Korrelation der Reparaturkineti
in vivo sowie ex vivomit strahlenbedingten Nebenwirkungen konnte irselieStudie nicht
nachgewiesen werden. Es muss jedoch angemerkt nyelddss in dieser Patientengruppe

vorwiegend nur gering ausgepragte Nebenwirkungénasen.

6.2. Methodik

6.2.1. y-H2AX-Immunfluoreszenzzmikroskopie

Im Fokus der vorliegenden  Arbeit liegt die angewand y-H2AX-
Immunfluoreszenzzmikroskopie. Im Gegensatz zurfBlalsGelelektrophorese (PFGE) kon-
nen DNA-DSBs auch bei Dosen unter 5 Gy zuverlaessichgewiesen werden (Rothkamm
und Lobrich 2003) und machen diese Methode zuitbesten ihrer Art.

Die Phosphorylierung des Histons H2AX findet jedoubht nur nach strahleninduzierten
DSBs statt, sondern auch im Rahmen physiologisehezesse. So konnte ein Auftreten von
y-H2AX-Foci zum Beispiel wahrend der DNA-Fragmerdatim Rahmen der Apoptose oder
in Replikationsgabeln beobachtet werden (Mukheegfeal. 2006, Ward und Chen 2001).
Darluber hinaus konnten ATM-abhangigél2AX-Foci auch wéhrend aktiver Zellzykluspha-
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sen nachgewiesen werden (McManus und Hendzel 20@&).Auftreten vory-H2AX-Foci

ist damit nicht in jedem Fall mit DNA-DSBs gleiclsaizen.

In einer 2011 publizierten Studie, in der die an DBA-Reparatur beteiligten Komponenten
mittels Transmissionselektronenmikroskop dargdswalirden, zeigte sich zudem, dass der
Verbund vony-H2AX-Foci, MDC 1 und 53BP1 ausschlie3lich an DSBihen in Hetero-

chromatin und nicht in euchromatischen DomanenamrkRube et al. 2011).

Ein weiterer kritischer Punkt ist das zeitliche tafen vony-H2AX-Foci nach Induktion
von DNA-DSBs. Da es sich bei der Bildung vpii2AX-Foci um das Ergebnis einer Reihe
von metabolischen Veranderungen handelt, wird daimum ihrer Ausprégung, sprich
Phosphorylierung, ca. 30-60 Minuten nach Bestrahlemeicht (Rogakou et al. 1998, Mac
Phail et al. 2003). Im Gegensatz dazu kénnen DNBD&ittels PFGE direkt nach ihrer
Entstehung nachgewiesen werden. Eine UntersuchangKinner et al. aus dem Jahr 2008
vergleicht anschaulich die Kinetik von DNA-DSBs teis PFGE undy-H2AX-
Immunfluoreszenzzmikroskopie. Mit fortschreitend&it entspricht sich die Anzahl der da-
durch bestimmten DNA-DSBs immer mehr. Im Hinbliakf aie Diskussion der Ergebnisse
muss also die verzégerte Kinetik vopH2AX-Foci nach kurzen Reparaturzeitpunkten be-
rucksichtigt werden. Nach langeren Reparaturzekfmmkann hingegen davon ausgegangen
werden, dass jeder DNA-DSB mitteidH2AX-Foci reprasentiert wird.

Darlber hinaus unterliegt die Auszahlung g¢t2AX-Foci unter dem Mikroskop teilweise

der Subjektivitat des Untersuchers. Zudem kann Elmerlagerung der Signale bei raumlicher
Nahe der Doppelstrangbriiche die Differenzierungiemieoci erschweren. Um diese metho-
dische Unsicherheit zu minimieren, wurden im Rahmenvorliegenden Arbeit eine beson-
ders hohe Anzahl an Zellen beziehungsweise Foersutht und Praparate stichprobenartig
von einem zweiten, erfahrenen Untersucher gegehtieZinzumerken bleibt, dass die ma-
nuelle mikroskopische Auswertung mit einem hohersét®al- und Zeitaufwand verbunden

ist.

Im Hinblick auf zu erwartende Studien mit gré3eRatientenzahlen sind automatisierte Ver-
fahren zwecks besserer Objektivitat empfehlenswaéittlerweile konnten halbautomatisierte
oder vollautomatische Bildanalyseverfahren fir Alfmen von Laser-Scanning oder

Epifluoreszenzmikroskopen bereits erfolgreich eseget werden (Bocker und lliakis 2006,
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Costes et al. 2006). Das Problem der Foci-Ubenagedurch raumliche Nahe kann hier mit-
hilfe mathematischer Filter umgangen werden.

Eine weitere Methode zur Quantifizierung ged2AX-Foci besteht in der Messung der Ge-
samtintensitat mittels FluoreszenzdurchflusszyttoméFACS = fluorescence activated cell
sorting), wodurch ein sehr viel héherer Probendsaitthmaoglich ist.

Mittlerweile konnte ein Hochdurchsatz-System enkelt werden (RABIT = Rapid
Automated Biodosimetry Tool), das ca. 30.000 Blolygn pro Tag mittelg-H2AX Methode
analysieren kann (Garty et al. 2010).

6.2.2. Verwendung peripherer Lymphozyten

Ein Vorteil in der Verwendung peripherer Blutlympyten liegt in der unkomplizierten Ge-
winnung des Untersuchungsmaterials, womit eine Qutendlage fur einen pradiktiven klini-
schen Test entsteht. Es wurde bereits gezeigt, dlasdsrgebnisse an Lymphozyten gut mit
denen anderer Gewebe korrelieren (Rube et al. 2@@&r sind zum Beispiel Fibroblasten
im Gegensatz zu Lymphozyten auch noch nach 24 8tugdt zu untersuchen, jedoch ist

deren Gewinnung und notwendiges Wachstum schwrerige

Zudem erwies sich im Rahmen der Methode die Qualgé auszuwertenden Lymphozyten
gelegentlich als limitierend, da es haufiger zueminZellzerfall wahrend der Aufbereitung

kam.

6.2.3. Patientenkollektiv

Die GrolRe des Patientenkollektivs ist mit 14 untelnsen Patienten gering, so dass die statis-
tische Aussagekraft der Studie eingeschrénkt ishridch sind die Daten valide, da sie insbe-
sondere in Bezug auf dosisabhangige Foci-Induktiod abnehmende Foci-Zahl bei fort-

schreitender Reparaturzeit mit bisher publizieB@aten vergleichbar sind.

DarUber hinaus ist die Eignung des gewahlten Ratollektivs aufgrund der geringen
Akuttoxizitat nach Mammabestrahlung zu diskutier&ine Korrelation der Reparaturkinetik
nach durchgefuhrter Computertomographie mit stradgdingten Nebenwirkungen konnte in
dieser Studie nicht nachgewiesen werden. Auf Gderchur sehr geringen Akuttoxizitat war

jedoch auch eine signifikante Differenzierung detiéhtinnen erschwert, wenngleich die
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Beurteilung der Nebenwirkungen - abgesehen vonitBsur gut objektivierbar und valide zu

erheben waren. Es erscheint in diesem Zusammersiamgpll, weitere Studien mit Patienten
durchzufuhren, die auf Grund der Bestrahlungslskéibn grof3ere interindividuelle Auspra-
gung der Strahlennebenwirkungen aufweisen, umreneignifikanten Unterschied zu erfas-

sen.

Interessante Daten hierzu liefert eine Untersuchtorg31 Patienten mit Hals-Nasen-Ohren
Tumoren, die sich einer therapeutischen Radiatiermagen. Hier wurde der Zusammenhang
einer insuffizienten DNA-DSBs Reparatur mit dem thetien von oraler Mukositis unter-

sucht. Patienten, die 24 h nach StrahlenexpoddiNA-DSB- Raten aufwiesen, die mindes-
tens eine Standardabweichung groRer als der Métélwaren, hatten ein erhdhtes Risiko
eine Mukositis des Schweregrads 3 nach WHO zu eké (Fleckenstein et al. 2011).

Die Untersuchung der strahlungsassoziierten Noremadtpstoxizitat bei Kindern, die an soli-

den Tumoren erkrankt waren und einer altersentipreten Kontrollgruppe, konnte rich-

tungsweisende Ergebnisse prasentieren. Es zeigte dass alle gesunden Kontrollkinder
Uber effiziente DNA-DSBs Reparaturmechanismen \gtefii, wohingegen drei tumorer-

krankte Kinder deutliche Reparaturdefizite aufwieséwei der drei dieser Kinder zeigten

lebensbedrohliche bis letale Normalgewebsreaktiamesh Strahlenexposition (Riube et al.
2010).

6.3. Diskussion der Ergebnisse vor dem Hintergrund der iteratur

6.3.1Validitat / Bedeutung der Methode

Die Validitat der Daten wird durch zwei wesentlickkerkmale bestimmt. Zum einen zeigt
sich, dass die Anzahl von DNA-DSBs — wie in deetatur vielfach beschrieben (Lloyd et al.
1976)- dosisabhangig auftritt.

Zum anderen entsprachen dmevivo Daten nach computertomographischer Bestrahlung in
etwa den Daten dexx vivoBestrahlung mit 10 mGy. Dieses stimmt ziemlichagemit der in

der Literatur angegebenen Strahlenbelastung nacipwertomographischer Untersuchung

des Thorax uberein (Heyer et al. 2007).

Die Zuverlassigkeit dey-H2AX-Methode in Bezug auf strahlenassoziierte DNé&hkaden

wurde bereits vielfach gezeigt (Rothkamm und LdbrRO03, Fleckenstein et al. 2011).
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Kuefner et al. haben in ihrer Arbeit aus dem Jabt02(auch hier wurde dig-H2AX-
Methode verwendet) postuliert, dass ComputertonpdgeaProtokolle in Zukunft an die in-
dividuelle Strahlenempfindlichkeit adaptiert werdidinnten, um unnétige Zellschaden zu
vermeiden.

Neben Studien, die die Validitat deH2AX-Methode nach therapeutischer Bestrahlung oder
im Niedrigdosisbereich untersucht haben, existiengtierweile auch Daten zur Verlasslich-
keit nach Hochdosisbestrahlung (Redon et al. 2088¢h Ganzkdrperbestrahlung von nicht-
menschlichen Primaten mit nicht-letaler bis letédesis, konnten anhand vgrH2AX-Foci

aus Lymphozyten und/ oder Haarfollikeln noch 4 Tageh Bestrahlung realistische Werte

der initial angewandten Bestrahlungsdosis bestimentlen (Redon et al. 2010).

Der Anwendungsbereich derH2AX-Methode beschrankt sich jedoch nicht nur deh
radiotherapeutischen/-diagnostischen Bereich.

Die Praktikabilitdit desy-H2AX Assays als pharmakodynamischer Marker DNA-
interferierender Chemotherapeutika konnte bereitméhreren Laboren nachgewiesen wer-
den (Kinders et al. 2010). Wang und Kollegen konnie Jahr 2010 zeigen, dass sichgie
H2AX- Level in zirkulierenden Tumorzellen gut zunokitoring von Patienten unter Chemo-

therapie eignen (Wang et al. 2010).

6.3.2. Abweichung der beobachteten Werte von der Poissovierteilung

Da nur ein Teil des Blutvolumens und folglich nureegewisse Anzahl an Lymphozyten zum
Zeitpunkt der computertomographischen Untersuchmisierender Strahlung ausgesetzt
waren, ist eine Abweichung der beobachteten Westeder statistischen Poissonverteilung
zu erwarten. Die beobachteten und statistisch tgiteibh Daten dein vivo Bestrahlung unter-
scheiden sich jedoch nicht signifikant.

Ein maoglicher Erklarungsansatz fur den so geringeterschied mag darin liegen, dass im
Bestrahlungsfeld unter anderem das Herz, die Puigefé3e und die Aorta liegen, auf die
ein Grof3teil des Herzzeitvolumens entfallt. Daribvar die Bestrahlungszeit aufgrund der
Verwendung eines Zweizeiler - Computertomograpletativ lang, so dass trotz beschrank-
ten Bestrahlungsfelds vermutlich ein Grof3teil dgmphozyten ionisierender Strahlung aus-
gesetzt war.

Signifikante Unterschiede sind flir Hochdosisbestragen einzelner Korperteile zu erwarten

(Therapeutische Bestrahlung).
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Im Gegensatz zu den vivo Proben, ist beéx vivoBestrahlung eine Ubereinstimmung der
beobachteten Werte mit den statistisch ermittaltemten zu erwarten, da die komplette Pro-
be ionisierender Strahlung ausgesetzt war. In deiegenden Arbeit konnte dies auch so

nachgewiesen werden.

6.3.3. Vergleichbarkeit von in vivo und ex vivo Daten

In der vorliegenden Arbeit konnte keine Korrelataerin vivo Ergebnisse mit den Daten der
ex vivoVersuchsreihen nachgewiesen werden.

Ahnliches wurde in einer Studie von Sak et al. dars Jahr 2007 gezeigt. Die Autoren unter-
suchten die Korrelation zwischen der Anzahlyad2AX -Foci in peripheren Lymphozyten
mit der Gesamtkdrper-Strahlendosis bei TumorpaentHier fielen in Abhéngigkeit des
bestrahlten Kérperteils signifikante Unterschies@szhen dernn vivo und ex vivoStudien-
armen auf. Die Autoren erklaren dies durch bislangh nicht verstandena vivo Mecha-
nismen nach Strahlenexposition

Im Gegensatz dazu beschrieben Kuefner et al. ammr 2010 eine gute Vergleichbarkeit bei-
der Methoden. Hierbei wurde die Anzahl von straiméozierten DNA-DSBs mittely-
H2AX Methode bei 19 Patienten untersucht, diecl@esiene angiographische Untersuchun-
gen wahrnahmen. Die Ergebnisse iderivo undex vivoProben waren sehr ahnlich.

Zur besseren Evaluation von o0.g. Diskrepanz siniteveevergleichende Arbeiten vam vivo

undex vivoDaten mit grof3eren Patientenzahlen nétig.

6.3.4Individuelle Strahlenempfindlichkeit

Auf molekularer Ebene konnte bereits mehrfach neelgsen werden, dass persistierende
DNA-Schaden mit einer erhdhten Sekretion pro-inflastorischer Zytokine und einer damit
einhergehenden Normalgewebstoxizitat assoziied gRodier et al. 2009, Okunieff et al.
2008). Daruber hinaus ist bekannt, dass auch gehetiDefekte im Reparaturmechanismus
zu einer erhdhten Strahlensensibilitat fihren (Maton 2004).

Ahnliches wird auch fiip-H2AX Knock-out Zellen berichtet (Bassing et al02).
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Im untersuchten Patientenkollektiv konnte jedoclad in vivo als auchex vivokeine strah-
lenbedingten Uberreaktionen festgestellt werden.

Frihere Arbeiten weisen darauf hin, dass bei deéefrdachung von Patienten mit bekannten
Reparaturdefekten deutliche Abweichungen vom Mittet auftreten (Lobrich et al. 2005).
Diese Abweichungen betrafen sowohl dievivq als auchn vivo Messung.

Ein in oben genannter Publikation vorgestellteidPatmit erheblichen Nebenwirkungen nach
einer Strahlentherapie des Beckens wies so zuspiei24 Stunden nach Computertomo-
graphiein vivo nahezu zwanzigfach mehr Doppelstrangbriiche aufessestliche Kollektiv.
Um die Sensitivitat der Methode fiur die Identifiket von Risikopatienten gerade auch im
Niedrigdosisbereich zu optimieren, sind weitere dgstichungen von Patienten mit bekann-

tem Reparaturdefekt notwendig.



Diskussion 38

6.4. Fazit und Ausblick

Die klinische Strahlenempfindlichkeit variiert dtawischen einzelnen Individuen (Burnet et
al. 1994). Schon mehrfach wurde die Quantifizieruagy-H2AX-Foci als Pradiktor fur die
Auspragung radiogener Frih- und Spatnebenwirkungeersucht (Kao et al. 2006, Kelley
und Fishel 2008, Ribe et al. 2010, Fleckensteal. 4011). In der vorliegenden Arbeit zeigt
sich, dass diey-H2AX Methode es ermdglicht, valide Daten zum vidiiellen Reparatur-
vermdgen von Patienten, die sich einer diagnostisd@estrahlung unterziehen, zu erheben.
Im Einzelfall kbnnen diese auf eine hohere Stragmepfindlichkeit hinweisen. Im untersuch-
ten Kollektiv der hier dargestellten Arbeit war geth offenkundig keine Patientin mit einem
Reparaturdefekt enthalten. Eine bessere VorherdageBehandlungsvertraglichkeit hatte
potenzielle Auswirkungen auf die Wahl der stralenapeutischen Gesamtdosis und
Fraktionierun, sowie insbesondere auf das Theraméoring und die jeweilige

Supportivtherapie.
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