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I. AbkUrzungsverzeichnis

53BP1 p53-binding protein 1

ATM Ataxia telangiectasia mutated

ATR Ataxia telangiectasia and Rad3 related

bp Basenpaar

BRCA1 Breast cancer 1, early onset

BRCT-Doméne | Breast cancer susceptibility gene-1 carboxyl terminus domain
CDK2 Cyclin-dependent kinase 2

CHK?2 Checkpoint kinase 2

DAPI 4' 6-Diamidino-2-phenylindole

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinséure

DNA-PKcs Katalytische Untereinheit der DNA-abhangigen Proteinkinase
DSB Doppelstrangbruch

FACS Fluorescence Activated Cell Sorter

FAT-Doméne Genannt nach FRAP, ATM und TRRAP
FATC-Domane | Genannt nach FRAP, ATM, TRRAP, C-terminal
FBS Fotales bovines Serum

FHA-Domane Forkhead-homology associated domain

YH2AX Phosphoryliertes Histon H2AX

Gy Gray

HR Homologe Rekombination

IgA, IgE, 1gG2 | Immunglobulin A, Immunglobulin E, Immunglobulin G2
IRIF lonizing radiation induced foci

kb Kilobasenpaare

keV Kiloelektronenvolt

Ku70/80 Ku-Protein (Heterodimer-Protein aus Ku70 und Ku80)
LSM Lymphocyte separation medium

MDC1 Mediator of DNA-damage checkpoint protein 1
MDM?2 Mouse double minute 2

MDMX Mdm4 p53 binding protein homolog

MeV Megaelektronenvolt

Mrell Meiotic recombination 11

MRN Mrell-Rad50-NBS1

MRNA Messenger RNA

NBS1 Nijmegen breakage syndrome 1

NHEJ Nicht-homologes End-joining

NS Normalserum

p53 Tumorsuppressorprotein p53

PBS Phosphate buffered saline

PFGE Pulsfeldgelelektrophorese

PIKK Phosphatidylinositol-3-Kinase verwandten Kinasen
PNK Polynukleotidkinase

PP2A Protein phosphatase 2A

PP5 Protein phosphatase 5

Rad51 RAD51 homolog

Rad52 RAD52 homolog

RNF8 Ring finger protein 8
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RPA Replication protein A

rpm Rounds per minute

RPMI Roswell Park Memorial Institute (Kulturmedium)

SSB Einzelstrangbruch (single strand break)

TEM Transmissions-Elektronen-Mikroskopie

TIP60 Histone acetyltranferase TIP60

TxRed Texas Red

WIP1 Wild-type p53-induced phosphatase

XLF XRCC4-like factor

XRCC4 X-ray repair complementing defective repair in Chinese hamster cells 4
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1. Zusammenfassung

Zielsetzung: An Ataxia teleangiectasia erkrankte Patienten reagieren sehr sensibel auf
ionisierende Strahlen. Dies ist auf eine eingeschréankte F&higkeit DNA-Doppelstrangbriiche
(DSB) reparieren zu konnen zurtickzuftihren. Die grundlegende Ursache ist eine Mutation des
Gens, welches fir das ATM-Protein (ataxia telangiectasia mutated) kodiert. Dieses nimmt
eine zentrale Stellung bei der Erkennung von DNA-DSB sowie nachfolgender Signalkaskade
ein. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die DSB-Reparaturkapazitit von homozygoten (ATM™)
im Vergleich zu heterozygoten (ATM*") und gesunden Menschen (ATM™
Weiteren wurde die Eignung von verschiedenen DSB-Markern (yH2AX, 53PB1 und ATM)

untersucht.

) analysiert. Des

Material _und Methoden: Als Untersuchungsmaterial dienten aus Blut separierte
Lymphozyten der verschiedenen Genotypen (ATM™, ATM*" und ATM™"*), die mit einer

Dosis von 1 Gy bzw. 2 Gy bestrahlt wurden. AnschlieBend wurden sie zu definierten
Zeitpunkten fixiert. DNA-DSB wurden mit Hilfe der Immunfluoreszenzfarbung sichtbar
gemacht. Hierfir wurden drei verschiedene DSB-Markern (yH2AX, 53PB1 und ATM)

verwendet und die Foci ausgezéhlt.

Ergebnisse: Die ATM-Homozygoten wiesen eine hohere Akkumulierung von DSB im
Vergleich zu den anderen Genotypen auf. Eine etwas erhthte DSB-Persistenz zeigte sich auch
bei den ATM-Heterozygoten. Die zu den verschiedenen Fixierungszeitpunkten ermittelten
Foci-Zahlen der yH2AX-Féarbung entsprachen bei allen drei Genotypen denen der 53PB1-
Farbung. Die ATM-Farbung ergab bei den gesunden Individuen Foci-Zahlen, die mit den
Auszahlungen der anderen beiden Immunfluoreszenzfarbungen vergleichbar waren, nicht aber

bei den ATM-Homozygoten und ATM-Heterozygoten.

Schlussfolgerung: Die ATM-Homozygoten sowie in geringerem Mafe auch die ATM-

Heterozygoten weisen eine verminderte Fahigkeit DNA-DSB reparieren zu konnen auf,
welche sich mittels der Immunfluoreszenz-Foci-Analyse mit wenig Aufwand nachweisen
lasst und eine individuelle Einschatzung der DNA-Reparaturkapazitdt ermdoglicht. Dies
konnte unter anderem vor Einleitung einer Strahlentherapie von Relevanz sein. Wahrend die
yH2AX- bzw. 53PB1-Foci-Analyse unabhdngig vom Genotyp ein geeignetes Verfahren
hierfur darstellt, ist die ATM-Foci-Analyse bei Individuen mit eingeschrankter bzw.

mangelhafter Funktion des ATM-Proteins nur méRig anwendbar.
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Summary: Verification of the DNA repair defect of patients with Ataxia

telangiectasia

Purpose: Patients suffering from Ataxia telangiectasia respond very sensitively to ionizing
radiation. This can be traced back to the impaired ability to repair DNA double-strand breaks
(DSBs). The basic reason is a mutation of the gene, which codes for the ATM protein (ataxia
telangiectasia mutated). This component is critical for the detection of DNA DSBs and the
following signaling cascade. In this study, the DSB repair capacity of ATM™ homozygotes
+H4+

compared to ATM™" heterozygotes and healthy ATM
Furthermore, the suitability of different DSB markers for DSB analysis (yH2AX, 53PB1 and

individuals, was analyzed.

ATM) was examined.

Materials and methods: Blood lymphocytes of the different genotypes (ATM™", ATM™" and

ATM') were isolated and irradiated with 1 Gy or 2 Gy. Afterwards, they were fixed at
definite time points. DNA DSBs were made visible by immunofluorescence staining. For that,
three different DSB markers (yH2AX, 53PB1 and ATM) were used and the foci were scored.

Results: ATM” homozygotes showed an elevated accumulation of DSBs in contrast to the
other genotypes. ATM*" also showed a slightly elevated persistence of DSBs. The yH2AX
foci numbers detected for all three genotypes at the definite time points corresponded to those
of the 53PB1 foci. With ATM staining, foci numbers were comparable to the other

+/+

immunofluorescence staining only in the ATM** phenotype, but not in ATM™ homozygotes

and ATM™" heterozygotes.

Conclusion: ATM” homozygotes and to a lesser degree ATM* heterozygotes showed an
impaired ability to DSB repair, which can be verified with little effort by using
immunofluorescence foci analysis and allows an individual assessment of the DNA repair
capacity. This could be of relevance before the initiation of radiotherapy. While the yH2AX or
53PB1 foci analysis is an appropriate method independent of the genotype, the ATM foci
analysis is less appropriate for individuals with impaired or deficient function of the ATM

protein.
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2. Einleitung

2.1 DNA-Doppelstrangbriiche

2.1.1 Wirkung ionisierender Strahlung

lonisierende  Strahlung wirkt sich in verschiedener Weise schadigend auf die
Desoxyribonukleinsaure (DNA) aus.

Grundsatzlich kann man ionisierende Strahlung in elektromagnetische Strahlung (z.B. v-
Strahlung und Roéntgenstrahlung) und Teilchenstrahlung (z.B. Elektronen, Protonen und o-
Teilchen) untergliedern. Rontgen- und y-Strahlung bestehen aus Photonen. Diese treten
entweder durch Absorption oder durch Streuung in Wechselwirkung mit Materie, wobei meist
freie, elektrisch geladene Sekundérteilchen wie Elektronen und Positronen entstehen, welche
wiederum die umgebende Materie ionisieren kdnnen. Daher spricht man von einer indirekt
ionisierenden Wirkung der elektromagnetischen Strahlung auf Atome (Krieger und Petzold,
1992).

Es gibt verschiedene Formen der Wechselwirkungen zwischen Photonen und Materie, zum
Beispiel in Form des Photoeffekts, des Compton-Effekts oder der Paarbildung. Beim
Photoeffekt, der bei Strahlungsenergien bis ca. 60 keVV dominiert, gibt das Photon seine
gesamte Energie an ein Hullenelektron ab (Reiser et al., 2011). In der Folge 16st sich dieses
aus der Atomhiille und kann ionisierend auf die umgebende Materie wirken. Der Compton-
Effekt Uberwiegt bei Strahlungsenergien zwischen 60 keV und 20 MeV (Reiser et al., 2011).
Dabei Ubergibt das Photon einen Teil seiner Energie an ein Hullenelektron und wird aus
seiner anfanglichen Richtung abgelenkt. Das Photon und das freigesetzte Elektron kénnen
weitere lonisationen bewirken. Der Paarbildungseffekt kann bei Energien tber 1,022 MeV
stattfinden. Hierbei kommt es zur Absorption des Photons und es entsteht im elektrischen
Feld des Atomkerns ein Elektron-Positron-Paar.

Die indirekte Strahlenwirkung elektromagnetischer Strahlung beruht vor allem auf der
Radiolyse von Wasser, dem Hauptbestandteil der Zellen. Dies erfolgt durch die oben
genannten Sekundarteilchen, die ionisierend auf Wassermolekiile wirken. Die so entstandenen
hochreaktiven Wasserradikale koénnen nachfolgend mit DNA und Proteinen reagieren und zu
Schaden fuhren (Reiser et al., 2011). Die DNA kann dabei auf verschiedene Weise geschédigt
werden, zum Beispiel durch die Induktion von Basenschéden, Einzelstrangbriichen (SSB),
Doppelstrangbriichen (DSB) und DNA-Cross-Links (Jeggo und Lébrich, 2006).
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Die Bestrahlung mit 1 Gray (Gy) verursacht in jeder Zelle 10° lonisierungen, ca. 2000 SSB
und 40 DSB (Lewanski und Gullick, 2001). Gray ist die Einheit der Energiedosis und gibt die
in Materie absorbierte Strahlenmenge an (1 Gy=1 J/kg).

DNA-Doppelstrangbriiche stellen die schwerste Form von DNA-Schaden dar. Werden sie
nicht repariert, kann dies zum Zelltod fuhren. Aus einer fehlerhaften Korrektur kénnen
chromosomale Translokationen, genomische Instabilitdit und letztlich Kanzerogenese
resultieren (Khanna und Jackson, 2001; Lees-Miller und Meek, 2003).

Ein DSB kommt zustande, wenn zwei SSB an gegenilberliegenden DNA-Strangen etwa
10 bis 20 bp voneinander entfernt auftreten und demzufolge meist lberhangende 3'und 5'
Enden entstehen (Mahaney et al., 2009).

DSB kdnnen auBer durch ionisierende Strahlung auch durch verschiedene Chemikalien und
Chemotherapeutika ausgeldst werden (Khanna und Jackson, 2001). Auch treten sie wahrend
verschiedener zelluldarer Vorgange wie zum Beispiel der V(D)J-Rekombination, dem
Immunglobulinklassen-Wechsel und der DNA-Replikation auf (Ramsden und Gellert, 1995;
van Gent et al., 2001; Khanna und Jackson, 2001).

In der Strahlentherapie wird ionisierende Strahlung neben der Chemotherapie und der
operativen Therapie zur Behandlung maligner Tumoren angewandt (Lewanski und Gullick,
2001). Dabei treten Normalgewebs-Toxizitdten auf, deren Ausmal® von Patient zu Patient
unterschiedlich stark ist (Baumann et al., 2003; Ribe et al., 2010). Daneben ist das
Ansprechen auf die Strahlentherapie aufgrund genetischer Variationen interindividuell
verschieden (Gatti, 2001; Bentzen, 2006).

2.1.2 Reparatur von Doppelstrangbrichen

Bei der Reparatur von DSB, die durch ionisierende Strahlen verursacht wurden, spielen zwei
Reparaturmechanismen eine mafgebliche Rolle, ndmlich die Nicht-homologe-End-zu-End-
Verknipfung (non-homologous end joining: NHEJ) und die homologe Rekombination (HR)
(van Gentet al., 2001).

Da die Reparatur durch HR auf das Vorhandensein des Schwesterchromatins als
unbeschédigte Vorlage angewiesen ist, findet sie nur wéhrend der spaten S- und frihen G2-
Phase statt (Takata et al., 1998; Jeggo und Ldbrich, 2006). NHEJ dagegen kommt wéhrend
des ganzen Zellzykluses vor, vor allem aber wéhrend der G1- und friihen S-Phase und bedarf
dabei keiner oder weniger Sequenzhomologien als Matrize (Jackson, 2002; Rothkamm et al.,
2003; Tichy et al., 2010).
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Einen Uberblick der beiden Reparaturwege zeigt Abbildung 1.
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Abbildung 1: DSB-Reparatur durch HR (linke Seite) und NHEJ (rechte Seite) (aus Weterings und Chen, 2008)

Uber den Mechanismus der homologen Rekombination ist eine genaue DSB-Reparatur
moglich, da das homologe Schwesterchromatin ein direktes Ablesen der Sequenz erlaubt.
Hierbei werden zunachst, vermutlich vermittelt durch den MRN-Komplex (Mrell-Rad50-
NBS1), an den beiden Seiten des DSB Uberhédngende Einzelstrange gebildet (Weterings und
Chen, 2008). Rad51, Rad52, RPA und weitere Substrate treten mit diesen (iberhdngenden
Enden in Wechselwirkung und helfen bei der Identifizierung der identischen Sequenz des
intakten Schwesterchromatins. Nach Stranginvasion und Paarung der homologen Abschnitte
unter Bildung einer sogenannten Holliday-Struktur kommt es zum Strangaustausch zwischen
dem beschéadigten und dem unbeschédigten DNA-Bereich und zur DNA-Neusynthese mit
anschlieBender Auflosung der Verbindung (Khanna und Jackson, 2001; Seyffert, 2003).

In S&ugetierzellen stellt das NHEJ den dominierenden Reparaturmechanismus dar (Sonanda
et al., 2006; Lieber, 2008). In der Regel kdnnen die durch den DSB entstandenen DNA-Enden
nicht einfach direkt verbunden werden, sondern werden vorher noch prozessiert, wobei auf
beiden Bruchseiten Fehler beispielsweise in Form von Sequenzdeletionen auftreten kénnen
(Jackson, 2002; Mahaney et al., 2009).
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Der Reparaturweg beginnt mit der Anlagerung eines Ku70/80 Heterodimer an beide Seiten
des DSB. Dies scheint als Gerust fur die Akkumulierung weiterer Enzyme zu dienen
(Weterings und Chen, 2008). AuBerdem hilft Ku dabei die gebrochenen DNA-Enden
beieinander zu halten (Cary et al., 1997; Walker et al., 2001; Ribe et al., 2011). Nach der
Bindung an die DNA transloziert der Ku-Komplex, wodurch die DNA-Enden unter anderem
zwei DNA-PKcs-Molekilen (katalytische Untereinheit der DNA-abhéngigen Proteinkinase)
zuganglich werden (Yoo und Dynan, 1999; DeFazio et al., 2002). Die DNA-PKcs ist ein
Mitglied der Phosphatidylinositol-3-Kinase verwandten Kinasen (PIKK-Familie) (Abraham,
2004). Ku und DNA-PKcs interagieren miteinander, halten als DNA-PKcs-Ku-DSB-Komplex
die Enden des DSB beieinander und schitzen diese vor dem Abbau durch Nukleasen
(Mahaney et al., 2009). DNA-PKcs vollzieht eine Autophosphorylierung und phosphoryliert
daneben eine Reihe von Substraten, die bei der DNA-Schadensantwort und Reparatur eine
Rolle spielen (Shrivastav et al., 2009). Die Autophosphorylierung scheint der Regulation zu
dienen und zur Dissoziation der DNA-Pkcs vom Ku-DNA-Komplex und Inaktivierung zu
fuhren (Chan und Lees-Miller, 1996).

Der zweite Schritt des Reparaturweges stellt wahrscheinlich die Prozessierung der DSB-
Enden dar. Es werden beschédigte oder nicht-verkniipfbare End-Gruppen entfernt. Hierbei
spielen viele verschiedene Enzyme eine Rolle wie zum Beispiel Artemis, DNA-Polymerase
und A, Polynukleotidkinase (PNK) und vermutlich viele weitere (Mahaney et al., 2009).
Artemis fungiert als 5'-3' Exonuklease und in Anwesenheit der PKcs, durch die Artemis
phosphoryliert wird, auch als Endonuklease. Der Artemis-PKcs-Komplex ist unter anderem
bei der Prozessierung tiberhangender DNA-Enden beteiligt (Ma et al., 2002).

Die DNA-Polymerasen p und A synthetisieren neue DNA und kdnnen so entstandene Lucken
wieder vervollstandigen.

PNK verfligt sowohl Uber eine 3'-DNA-Phosphatase- als auch Uber eine 5-DNA-Kinase-
Funktion und kann daher mitunter nicht-verkniipfbare Gruppen an den DSB-Enden entfernen
(Bernstein et al., 2008; Mahaney et al., 2009).

Im Anschluss an die Prozessierung folgt als letzter Schritt des NHEJ die Ligation, d.h. die
Verknipfung der DNA-Enden. Diese wird durch die Ligase IV durchgefihrt, die einen
Komplex mit XRCC4 bildet und deren Aktivitat dadurch stimuliert wird (Grawunder et al.,
1997). XRCC4 fordert auflerdem vermutlich die Rekrutierung weiterer Reparaturproteine
(Critchlow et al., 1997). Daneben tritt XLF mit dem XRCC4/Ligase IV-Komplex in
Wechselwirkung und fordert die Ligation der DNA-Enden (Hentges et al., 2006; Lu et al.,
2007; Tsai et al., 2007).
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2.2 Ataxia teleangiectasia

2.2.1 Krankheitsbild bei ATM-Homozygoten

Erstmalig wurde das Krankheitsbild vor tber 80 Jahren von Ladislav Syllaba und Kamil
Henner beschrieben, die von drei Geschwistern mit progressiven Choreoathetosen und
okuléren Teleangiektasien berichteten (Syllaba und Henner, 1926). Es folgten Erkenntnisse
von Denise Louis-Bar tber ein Kind mit progressiver cerebellarer Ataxie und kutanen
Teleangiektasien (Louis-Bar, 1941). Elena Boder und Robert P. Sedgwick beschéftigten sich
mit acht Fallen betroffener Familien und stellten als Hauptmerkmale die progressive
zerebellare Ataxie sowie Teleangiektasien vor allem an den Konjuntiven dar (Boder und
Sedgwick, 1958). Aullerdem beschrieben sie das Auftreten chronischer sinopulmonaler
Infekte. Durch sie wurde die Bezeichnung Ataxia teleangiectasia eingefiihrt. Synonym wird
das Krankheitsbild Louis-Bar- oder Boder-Sedgwick-Syndrom genannt.

Die Krankheit wird autosomal-rezessiv vererbt und die Préavalenz weltweit liegt zwischen
1:40 000 und 1:100 000. Die Pravalenz heterozygoter Trager liegt etwa bei 1%.

Homozygot betroffene Kinder scheinen sich zundchst normal zu entwickeln, bevor sich
zwischen dem ersten und vierten Lebensjahr eine zunehmende zerebellére Ataxie zeigt. Dies
wird zum Beispiel in Form einer Gang- und Rumpfataxie deutlich, weshalb die Patienten ab
ihrem zehnten Lebensjahr haufig auf einen Rollstuhl angewiesen sind (Lavin et al., 2007;
Gatti et al., 1993-1999). Es kann sich eine dysarthrische Sprache, eine okulomotorische
Apraxie und eine Choreoathetose entwickeln (Chun und Gatti, 2004). Die ataktischen
Symptome sind unter anderem auf einen Riuckgang der Purkinje- und Granularzellen im
Kleinhirn zurtickzufuhren, wobei im Verlauf auch weitere Anteile des ZNS betroffen sein
kénnen. Der MRT-Befund des Kleinhirns ist bei jungen Patienten im Allgemeinen unaufféllig,
jedoch zeigt sich im Verlauf eine zunehmende Atrophie (Tavani et al., 2003). Die
Sehnenreflexe sind bei &lteren Patienten vermindert oder kénnen ganz fehlen (Gatti et al.,
1993-1999).

Mit spaterem Beginn, gewohnlich zwischen dem zweiten und achten Lebensjahr, entwickeln
sich okulokutane Teleangiektasien, vor allem an den Konjunktiven, im Gesichtsbereich und
an den Ohrmuscheln (Lavin et al., 2007). Viele homozygot Betroffene neigen zu
rezidivierenden sinopulmonalen Infekten, welche auf eine Immundefizienz auf humoraler und
zellul&rer Ebene zuriickzufiihren sind (Gatti et al., 1993-1999). Der Defekt auf humoraler

Ebene zeigt sich unter anderem in einem Mangel an Immunglobulinen sowie einer
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beeintrachtigten Antikorper-Antwort auf Pneumokokken-Polysaccharid-Impfstoffe (Sanal et
al., 1999). Haufig ist der Thymus unterentwickelt (Peterson et al., 1964).

Etwa ein Drittel der ATM-Patienten erkrankt wéhrend des Lebens an Malignomen, vor allem
an Lymphomen und Leukdmien. Gerade altere Patienten neigen aber auch zu nicht-
lymphoiden Krebsarten.

Weiterhin sind viele Patienten minderwuichsig, weisen im Verlauf Zeichen einer vorzeitigen
Alterung vor und entwickeln einen insulinresistenten Diabetes mellitus. Die Intelligenz ist in
der Regel nicht vermindert.

Laborchemisch gibt es neben den Mutationen des ATM-Gens (ataxia telangiectasia mutated)
einige mogliche Auffalligkeiten, wie beispielsweise eine erhthte Serum-Konzentration von
Alpha-Fetoprotein bei ber 95% der Erkrankten, eine Verminderung von Immunglobulinen,
eine erhohte Chromosomenbruchrate unter anderem mit Translokationen zwischen
Chromosom 7 und 14 sowie eine erhohte Radiosensitivitat gegentiber ionisierenden Strahlen
und Radiomimetika (Chun und Gatti, 2004). Diese Parameter werden neben den typischen
Symptomen Ataxie und Teleangiektasie zur Diagnosestellung zu Hilfe genommen.

Die erhohte Radiosensitivitiat kann mit Hilfe des "Colony survival assay" in vitro bestimmt
werden und bei etwa 90% der Patienten mit einer Dosis von 1 Gy nachgewiesen werden,
wahrend bei den restlichen eine hohere Dosis gewahlt werden muss (Sun et al., 2002). Dabei
wird die Uberlebensrate einer transformierten lymphoblastoiden Zelllinie des Patienten nach
Bestrahlung bestimmt, die bei an Ataxia teleangiectasia Erkrankten im Vergleich zu
Gesunden stark vermindert ist.

Die Immundefizienz kann durch eine haufig vorliegende verminderte Serumkonzentration der
Immunglobuline IgA, IgE und IgG2 bestatigt werden.

Es sind inzwischen (ber 500 unterschiedliche Uber das gesamte ATM-Gen verteilte
Mutationen bekannt (Lavin et al., 2007). Die meisten Patienten erben verschiedene
Mutationen von jedem Elternteil (Chun und Gatti, 2004). In der Mehrzahl der Falle handelt es
sich dabei um trunkierende Mutationen. Diese fuhren entweder dazu, dass die mutierte
MRNA vorzeitig abgebaut und kein Protein gebildet wird oder dass verkurzte ATM-Proteine
entstehen oder aber dass das mutierte Exon beim SpleiRen Ubersprungen wird, dem so
genannten Exon-Skipping (Siegenthaler und Blum, 2006). In der Tat sind bei 95% der ATM-
homozygoten Menschen keine ATM-Proteine mittels Immunoblotting nachweisbar, wéhrend
in Uber 99% der Félle aber mRNA detektiert wird (Gatti et al., 1993-1999). Etwa 10% sind
Missense-Mutationen, bei denen es zum Austausch einer Aminosaure kommt. Es werden

normal grol3e Proteine gebildet, diese sind aber funktionell beeintréchtigt (Concannon, 2002).
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Aus einer Mutation des ATM-Gens resultiert eine beeintrachtigte DSB-Reparatur-Kapazitat
und daraus ergeben sich eine Anfalligkeit fir chromosomale Instabilitdt und eine
Préadisposition zur Entwicklung von Malignomen (Lavin, 2008).

Das Krankheitsbild variiert zwar von Patient zu Patient in Beginn und Progression der
Symptome, éltere Betroffene offenbaren aber nach Entwicklung des Vollbildes der Ataxia
teleangiectasia einen recht homogenen Phéanotyp. Allerdings gibt es abhangig vom
Mutationstyp Abweichungen. So zeigen Menschen mit Missense-Mutationen in der Regel
mildere Krankheitssymptome (Chun und Gatti, 2004).

Die Lebenserwartung ist mitunter davon abhéngig, ob die Patienten schwere Infektionen
erleiden oder an Malignomen erkranken. Viele Betroffene erreichen inzwischen das
25. Lebensjahr, aber es sind auch an Ataxia teleangiectasia erkrankte Menschen bekannt, die
wesentlich alter wurden (Dork et al., 2004).

Therapeutisch gibt es zwar kurativ viele potentielle Strategien, aber bisher kann den ATM-
Homozygoten nur symptomatisch geholfen werden. In Betracht kommen beispielsweise eine
antibiotische Behandlung der sinopulmonalen Infekte, Immunglobulinsubstitutionstherapie
bei nachgewiesenem Mangel und Medikamente, die die Symptome der Ataxie, der Dysathrie
und des Tremors mindern kénnen (Lavin et al., 2007; Perlman et al., 2003). Physio-,
Ergotherapie und Logopadie sollten fruhzeitig zum Einsatz kommen. Die Exposition mit
ionisierender Strahlung sollte so weit wie moglich vermieden werden. Mindestens einmal
jahrlich sollte ein Check-up der Patienten erfolgen.

Die Eltern sollten bei weiterem Kinderwunsch tber das Wiederholungsrisiko der Erkrankung

von 25% aufgeklart werden. Eine pranatale Diagnostik ist auferdem maglich.

2.2.2 Krankheitsbild bei ATM-Heterozygoten

ATM-heterozygote Menschen bilden keine typischen Symptome der Erkrankung aus, sind
aber ebenfalls gegenuber ionisierenden Strahlen und Radiomimetika sensibler als Menschen
mit 2 intakten ATM-Proteinen, wenn auch nicht in dem Ausmall der ATM-Homozygoten
(Chen et al., 1978; Riibe et al., 2010).

ATM-Heterozygote haben im Vergleich zu Gesunden ein erhohtes Risiko Malignome zu
entwickeln (Swift et al., 1976). Insbesondere besteht eine groRere Wahrscheinlichkeit fiir die
Entstehung von Brustkrebs bei Frauen (Swift et al., 1991; Athma et al., 1996; Broeks et al.,
2000). Des Weiteren scheint das Risiko fiir Darm- und Magenkrebs erhoht zu sein (Thompson
et al., 2005). Neuere Studien zeigen einen Zusammenhang zwischen vererbten ATM-

Mutationen und der Préadisposition zur Entstehung von Pankreaskrebs auf (Roberts et al.,
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2012). Ferner kommt es zu einem gehduften Auftreten von Diabetes mellitus und die
Mortalitatsrate aufgrund von Malignomen sowie ischdmischen Herzkrankheiten ist erhoht
(Swift, 1985).

2.3 Das ATM-Protein

2.3.1 Aufbau

Das ATM-Protein spielt eine zentrale Rolle bei der Erkennung und Signaltransduktion von
DNA-Doppelstrangbriichen mit nachfolgender Regulierung der Zellzyklus-Checkpunkte, der
DNA-Reparatur und/oder der Apoptose zur Erhaltung der genomischen Integritat (Lobrich
und Jeggo, 2005; Lavin, 2008).

Das ATM-Gen ist auf Chromosom 11g22-33 lokalisiert (Gatti et al., 1988). Es enthalt
66 Exons und erstreckt sich tber etwa 150 kb DNA , woraus ein Transkript aus 13 kb fur das
ATM-Protein, bestehend aus 3056 Aminosauren, kodiert (Savitsky et al., 1995; Uziel et al.,
1996). Dieses Protein ist eine Serin/Threonin-Kinase und gehort zur Familie der
Phosphatidylinositol-3-Kinase verwandten Kinasen.

Den Aufbau des ATM-Proteins zeigt Abbildung 2. Die Kinase-Doméne befindet sich nahe
dem C-Terminus. Weiterhin verfligt es Uber eine FAT-, sowie eine FATC-Doméne, wobeli
letztere eine Bindungsstelle flr Acetyltransferase TIP60 darstellt. TIP60 tragt zur Aktivierung
von ATM bei. Das Protein verflgt Uber einige Ser- und Thr-Phosphorylierungsstellen sowie
uber drei  Autophosphorylierungsstellen  (Ser367, Serl893 und Serl981). Die
Substratbindungsstelle ist N-terminal lokalisiert und insofern bedeutsam, da eine Deletion in
dieser Region die Inaktivierung von ATM zur Folge hat. Die Phosphatasen PP5, PP2A und
WIP1 tragen zur Kontrolle der ATM-Aktivierung bei (Lavin, 2008).

Phosphatases Other
BRS. PP2A, WIRI kinases

/SN S

@Ser367 @Ser1893®5er1981
NC[sBs]| [ FAT || Kinase | FAIC ]I C

|

p53, NBSI, BRCAI TIP60

Abbildung 2: Aufbau des ATM-Proteins; P=Ser- und Thr-Phosphorylierungsstellen,
SBS=Substrathindungsstelle (aus Lavin, 2008)
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2.3.2 Antwort auf DNA-Doppelstrangbriiche

Abbildung 3 stellt die ATM-Aktivierung in Reaktion auf einen DNA-DSB, beispielsweise
durch ionisierende Strahlen verursacht, dar. Zunéchst wird der MRN-Komplex rekrutiert, der
in Form einer MR-Heterotetramer-Struktur an die DNA bindet und die gebrochenen Enden
nahe beieinander halt (de Jager et al., 2001). Die Akkumulierung des MRN-Komplexes ist
dabei von der Anwesenheit von MDC1 (mediator of DNA-damage checkpoint protein 1)
abhéngig (Goldberg et al., 2003; Stewart et al., 2003). Er sorgt als Sensor des DNA-Schadens
fir die Ansammlung von ATM am DSB, ist aber auch wichtig fur die ATM-Aktivierung und
nimmt vermutlich hierbei eine Adapterrolle zwischen ATM und nachgeschalteten Substraten
ein (Mirzoeva und Petrini, 2003; Uziel et al., 2003; Lee und Paul, 2005; Lavin, 2008). Dabei
bindet ATM Uber den C-Terminus von NBS1 an den MRN-Komplex (Falck et al., 2005; You
et al., 2005).

Daneben erfordert die ATM-Aktivierung, dass das Protein an DNA-Regionen bindet, die den
DSB flankieren (You et al., 2007).

Es gibt noch weitere Wege der ATM-Rekrutierung. Zum Beispiel bindet MDC1 uber seine
FHA-Domane an ATM und uber seine BRCT-Doméne an yH2AX (phosphoryliertes H2AX)
und fuhrt durch diese Wechselwirkung zur Ansammlung von aktivierten ATM nahe der
DNA-Schéaden (Lou et al., 2006).

ATM ist inaktiv in Form einer Dimer-Struktur. Als Reaktion auf DNA-Schaden wird es auf
verschiedene Weise modifiziert. Es kommt es zur Autophosphorylierung an mindestens drei
Stellen (Ser367, Ser1893 und Ser1981) sowie zur Dissoziation in zwei Monomere und so zur
Aktivierung (Bakkenist und Kastan, 2003; Kozlov et al., 2006). Proteinphosphatase-2A
(PP2A) beugt vermutlich der Autophosphorylierung von ATM vor, wenn kein DNA-Schaden
vorliegt und dissozziert von ATM weg, wenn dieses aktiviert wurde (Goodarzi et al., 2004;
Lavin, 2008). Die Phosphatase WIP1 kann ebenfalls ATM dephosphorylieren und so zur
Inaktivierung beitragen (Shreeram et al., 2006). Eine andere Phosphatase (PP5) tragt dagegen
zur Aktivierung von ATM und der Phosphorylierung nachgeschalteter Substrate bei (Ali et al.,
2004). Die Acetyltranferase TIP60 beteiligt sich an der Aktivierung durch eine C-terminale
Acetylierung von ATM (Sun et al., 2005).
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Abbildung 3: ATM-Aktivierung (aus Lavin, 2008)

Im Anschluss daran fuhrt die ATM-Aktivierung zur Phosphorylierung einer groBen Menge
von Proteinen, wodurch verschiedene Signalwege beeinflusst werden, die die DNA-Reparatur,
die Zellzyklus-Checkpoint-Kontrolle, die Transkription und die Apoptose betreffen (Zhou
und Elledge, 2000; Shiloh, 2006; Linding et al., 2007). Es sind inzwischen Uber 900
Phosphorylierungsstellen an tber 700 Proteinen bekannt, die durch ATM und ATR (ataxia
telangiectasia and Rad3 related) phosphoryliert werden konnen (Matsuoka et al., 2007).

Diese Proteine gliedern sich in DNA-Schadens-Sensoren (z.B. DNA-PKcs, NBS1), Vermittler
(z.B. H2AX, 53BP1, MDC1), Ubersetzer (z.B. CHK2, PP2A) und Effektoren (z.B. MDM2,
p53) (Lavin und Kozlov, 2007).

Abbildung 4 zeigt einer dieser Signalkaskaden am Beispiel des G1/S-Checkpoints. ATM
phosphoryliert nach seiner Aktivierung p53, CHK2, MDM2 und MDMX. Die drei letzteren
beeinflussen die Stabilisierung von p53 in komplexer Form. Dieses Protein aktiviert p21, das
wiederum die Cyclin-dependent kinase 2 (CDK2) hemmt. So wird der Ubergang von der G1-
zur S-Phase blockiert, wodurch der Zelle mehr Zeit fur die Reparatur gewahrt wird. Alternativ
kann tber p53 aber auch die Apoptose eingeleitet werden (L&ébrich und Jeggo, 2005; Lavin
und Kozlov, 2007).
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Abbildung 4: Signalkaskade am Beispiel des G1-S-Checkpoints (aus Lavin und Kozlov, 2007)

In &hnlich komplexer Weise werden der S-Phase-Checkpoint sowie der G2-M-Checkpoint
kontrolliert.

Durch diese Wechselwirkungen zwischen verschiedenen Substraten und parallel geschalteten
Signalwegen ist die Regulation der Vorgénge optimal gewahrleistet. Die genaue Koordination
und Kontrolle ist wichtig, um zu verhindern, dass DNA-Schaden unerkannt bleiben. Somit
wird der Entstehung von Malignomen vorgebeugt.

Daneben ist ATM auch direkt fir die Reparatur von DNA-Doppelstrangbriichen, die durch
ioniserende Strahlen verursacht wurden, erforderlich. Hierbei ist es fur die Aktivierung von
Artemis wichtig. Weitere Substrate, die eine Rolle spielen, sind H2AX, 53BP1, NBS1,
MRE11 und DNA-PK (Riballo et al., 2004). Dieser Reparaturweg betrifft nur eine Teilmenge
(10-25%) von DNA-Schaden, die mit einer langsamen Kinetik repariert werden, wéhrend die
Mehrheit der DSB in der G1-Phase durch NHEJ auf schnellere Weise und unabhéngig von
ATM repariert werden (Riballo et al., 2004). Die ATM-abhéngige DSB-Reparatur scheint
dabei insbesondere DNA-Schéden innerhalb des Heterochromatins zu betreffen (Goodarzi et
al., 2008).
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2.3.3yH2AX in Bezug zu ATM

H2AX stellt eines der Substrate dar, die von ATM phosphoryliert werden. Es macht als ein
Subtyp des Histons H2A 2-25% dieser Klasse aus und wird als friihe Reaktion auf DSB, die
durch ioniserende Strahlen verursacht wurden, an Serin-139 phosphoryliert (Rogakou et al.,
1998). H2AX wird neben ATM auch von weiteren Proteinen der PIKK-Familie
phosphoryliert wie ATR und DNA-PK (DNA-dependent protein kinase) (Podhorecka et al.,
2010). Die Phosphorylierung betrifft Megabasen-groRe Chromatinregionen um den DNA-
Schaden herum (Rogakou et al., 1999).

Phosphoryliertes H2AX scheint ein wichtiges Signal fur die nachfolgende Akkumulierung
weiterer Proteine (z.B. 53BP1, BRCAL), die firr die Antwort auf DSB erforderlich sind, zu
sein (Fernandez-Capetillo et al., 2004; Celeste et al., 2003). Dabei erleichtert MDC1 die
ATM-abhéangige Phosporylierung von H2AX und trégt zur Verstarkung der Signalkaskade bei
(Lou et al., 2006). AuBerdem wird H2AX von RNF8 ubiquitiniert, wodurch 53BP1 und
BRCA1 am DSB akkumulieren (Mailand et al., 2007). Des Weiteren tritt YH2AX mit NBS1
in Wechselwirkung, welche wichtig ist fur die NBS1-Rekrutierung am DSB (Kobayashi et al.,
2002). NBS1 wiederum interagiert mit ATM und dieser Vorgang ist fir die ATM-Anhéaufung
am DNA-Schaden notwendig (Kobayashi et al., 2008).

Mithilfe des Fluoreszenzmikroskops und eines spezifischen Antikdrpers kann man die
Ansammlung von yH2AX am DSB als diskrete nukledre Foci darstellen (Rogakou et al.,
1999). Diese bezeichnet man als IRIF (ionizing radiation induced foci). Viele weitere
Substrate, die eine Rolle bei der DNA-Reparatur spielen, konnen IRIF bilden wie zum
Beispiel ATM, 53BP1, BRCAL, MDC1 und der MRN-Komplex (Fernandez-Capetillo et al.,
2004).

Es besteht eine enge Korrelation zwischen der Kinetik des Foci-Verschwindens und der
Kinetik der DSB-Reparatur (Rothkamm und Lébrich, 2003; Riibe et al., 2010).

Der DSB-Reparaturdefekt bei ATM-Homozygoten zeigt sich nach Bestrahlung an einem
verlangsamten Rickgang der yH2AX-Foci sowie der verlangerten Persistenz einer erhohten
Akkumulierung der Foci im Vergleich zu gesunden Menschen, wéhrend ATM-Heterozygote
mit ihren Foci-Zahlen zwischen Gesunden und Kranken liegen (Kato et al.,2006; Riibe et al.,
2010).
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2.3.4 53BP1 im Bezug zu ATM

53BP1 stellt ein weiteres Substrat von ATM dar und wird als Antwort auf DSB von diesem
hyperphosphoryliert (Rappold et al., 2001).

Wie bereits erwéhnt ist es ebenfalls in der Lage IRIF zu bilden. 53BP1 und yH2AX sind am
DSB kolokalisiert (Schultz et al., 2000). Dabei &hneln sich die 53BP1- und yH2AX-Foci
sowohl hinsichtlich der Anzahl als auch der Kinetik der Foci-Bildung und -Auflésung
(Rappold et al., 2001).

53BP1 ist unter anderem fir die Kontrolle des Intra-S-Phase-Checkpoints und des G2-M-
Checkpoints sowie fiur die Akkumulierung von p53 und von BRCA1 bedeutsam (Wang et al.,
2002).
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2.4 Ziele der Arbeit

Dass an Ataxia teleangiectasia erkrankte Patienten im Vergleich zu Gesunden eine erhohte
Sensitivitat gegenuber ionisierender Strahlung aufweisen, ist schon lange Zeit bekannt (Gotoff
et al., 1967; Taylor et al., 1975). Auch ATM-heterozygote Menschen sind gegeniber
ionisierenden Strahlen empfindlicher als Menschen, die keine Mutationen der ATM-Proteine
aufweisen (Chen et al., 1978). Dies ist unter anderem insofern relevant, da ca. 1% der
Bevolkerung heterozygote Trager sind (Swift et al., 1976).

In friheren Untersuchungen dber 3 verschiedene Familien mit 4 ATM-homozygoten
Patienten und 5 ATM-heterozygoten Eltern wurde anhand der Kinetik des Verschwindens von
yH2AX-Foci diese verminderte DSB-Reparaturkapazitdt im Vergleich zu einer gesunden
Kontrollgruppe analysiert (Riibe et al., 2010). Hier zeigten die ATM™ gegentiber den ATM*"*
eine erhohte Radiosensitivitat. Die ATM*™ zeigten sich ebenfalls sensibler gegeniber

ionisierenden Strahlen, jedoch nicht in dem AusmaR der ATM-Homozygoten.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte der DNA-DSB-Reparaturdefekt anhand einer gréReren
Anzahl an Patienten im Vergleich zu heterozygoten Trégern und gesunden Individuen
untersucht werden. Dazu wurden aus Blutproben separierte Lymphozyten bestrahlt um DNA-
Doppelstrangbriiche zu induzieren und mit Hilfe dieser die DNA-Reparaturkapazitat zu
analysieren. Zur Untersuchung ob yH2AX hierbei ein geeigneter Parameter zum Nachweis
von DSB ist, wurden auch 53BP1- sowie ATM-Immunfluoreszenzfarbungen durchgefinhrt,
die neben yH2AX am DSB akkumulieren.

Folgende Fragestellungen wurden betrachtet:

1) Wie stark vermindert ist die DSB-Reparaturkapazitdt von ATM-Homozygoten im
Vergleich zu ATM-Heterozygoten sowie einer gesunden Kontrollgruppe?

2.) Wie grofl ist der Unterschied der DSB-Reparaturkapazitdt zwischen ATM-
heterozygoten und gesunden Individuen?

3.) Ergeben die Immunfluoreszenzfarbungen verschiedener DNA-Doppelstrangbruch-
Marker (yH2AX, 53BP1 und ATM) bei den verschiedenen Genotypen (ATM"‘,
ATM* ATM*™) vergleichbare Foci-Zahlen als Ausdruck der gemeinsamen
Lokalisation am DNA-DSB?
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3. Material und Methoden

3.1 Blutprobenbereitstellung

Samtliche Experimente wurden mit menschlichen Lymphozyten durchgefuhrt, die aus
heparinisiertem Vollblut separiert wurden.

Die Blutproben der ATM-Patienten und deren Eltern wurden vom Klinikum der Johann
Wolfgang Goethe-Universitét in Frankfurt am Main zu Verfligung gestellt.

Der Transport der NH4-Heparin-Monovetten (8 ml) zum Universitatsklinikum Homburg/Saar
erfolgte in einem mit 37°C warmen Wasser gefillten DewargefaB3, da die Lymphozyten
gegeniiber Temperaturschwankungen sehr empfindlich sind.

Das Blut der gesunden Individuen wurde direkt in Homburg abgenommen.

Insgesamt wurden die Versuche an Blutproben von 17 ATM-Homozygoten, 18 ATM-
Heterozygoten und 5 gesunden Probanden durchgefiihrt.

Die Lymphozyten als ausdifferenzierte Zellen befanden sich zu 80 bis 90 % in der G;-Phase
des Zellzykluses, das mit Hilfe der Propidiumiodid-Farbung am FACS bestatigt werden
konnte. Propidiumiodid kann als basischer Farbstoff gut in den sauren Zellkern gelangen und
mit der DNA interkalieren. Bei der Auswertung am Cytometer variiert die
Fluoreszenzintensitat abhdngig vom DNA-Gehalt der Zelle und lasst so einen Ruckschluss auf
die Zellzyklusphase zu (Lindl und Gstraunthaler, 2008).

3.2 Patientenkollektiv

Eine Ubersicht tiber Alter und Geschlecht des Patientenkollektivs zeigt Tabelle 1.

Durchschnittsalter | Anzahl | Anzahl

in Jahren und Monaten Q 3
ATM-Homozygote 14,7 (3,2-32,0) 6 11
ATM-Heterozygote 49,6 (27,7-61,1) 10 8
Gesunde Kontrollen 21,0 (10,2-41,7) 5 1

Tabelle 1: Patientenkollektiv

3.3 Lymphozytenseparation und Aufbereitung

Die Separation der Lymphozyten erfolgte unter sterilen Bedingungen. Zunéchst wurden 6 ml
Percoll, das hierfur Zimmertemperatur haben sollte, in ein 15 ml-Zentrifugenrdhrchen

vorgelegt. Es wurden 6 ml des heparinisierten Vollbluts im Verhaltnis 1:1 mit RPMI-Medium
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gemischt. Das RPMI-Medium aus dem Kihlschrank musste zuvor im Warmebad auf 37°C
erwarmt werden. Die Mischung erfolgte in einem 50 ml-Zentrifugenréhrchen. AnschlieRend
wurden 6-8 ml des Blut-RPMI-Gemisches vorsichtig unter Vermeidung einer starken
Durchmischung auf das Percoll gegeben. Die Zellen wurden fir 20 min bei 1200 g, bei
Zimmertemperatur und ohne Bremse abzentrifugiert. Die Lymphozytenseparation erfolgt
dabei aufgrund der unterschiedlichen Dichtegradienten der einzelnen Zelllinien im Vergleich
zum Percoll. Erythrozyten und Granulozyten sedimentieren infolge ihres héheren spezifischen
Gewichtes am Grund des Rohrchens, wohingegen Lymphozyten, Monozyten und
Thrombozyten wegen ihres geringeren spezifischen Gewichts eine triibe Zellschicht oberhalb
der Percollschicht bilden (Mueller-Eckhardt und Kiefel, 2004).

Unter Verwerfung des Uberstandes wurde die lymphozytenreiche Schicht vorsichtig
abgenommen und in ein neues 15 ml-Zentrifugenréhrchen gegeben, in welches zuvor 2 ml
PBS vorgelegt worden waren um die Zellen darin zu waschen. Im néchsten Schritt wurde das
Zellgemisch fir 10 min bei Raumtemperatur und 300 g mit Bremse zentrifugiert. Durch die
Zentrifugation entsteht ein lymphozytenreicher Zellpellet am Grund des Zentrifugenréhrchens,
wohingegen der Uberstand noch restliche Thrombozyten enthalt und abgegossen wird (Lindl
und Gstraunthaler, 2008).

Es folgte eine erneute Waschung in 2 ml PBS mit nachfolgender Zentrifugation bei gleicher
Einstellung fir 10 min. Sollte der weitere Versuch direkt im Anschluss stattfinden, so wurde
der Lymphozyten-Pellet nach Verwerfen des Uberstandes in 5 ml RPMI aufgenommen und
bei 37°C und 5 % Stickstoff im Brutschrank kultiviert.

3.4 Einfrieren der Lymphozyten

Durch Kryokonservierung ist die Lagerung von Zellen tiber Jahre méglich.

Lymphozyten, die zum Einfrieren bestimmt waren, wurden im Anschluss an die
Zentrifugation nach Abkippen des Uberstandes mit zuvor vorbereitetem Einfriermedium
gemischt. Dieses Medium bestand im Verhaltnis 1:9 aus DMSO und RPMI (Kulturmedium).
DMSO verhindert als Frostschutzmittel die Kristallbildung intra- und extrazellulér sowie zum
Teil die Dehydration des Zytoplasmas (Lindl und Gstraunthaler, 2008).

Die Aufbewahrung erfolgte in einem 1,8 ml-Cryotube-Rohrchen. Dieses wurde in einer mit
100 % Isopropylalkohol gefillten Einfriersammelbox mit Abkihlung um 1°C/min auf -80°C
eingefroren. Das stufenweise Einfrieren soll Schaden durch intrazelluldres Gefrieren,
Dehydrierung und Konzentrationsdnderungen geldster Stoffe vermeiden (Schmitz, 2009).

AnschlieBend wurden die Proben in einer Kryobox bei -196°C in Flussigstickstoff aufbewahrt.
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3.5 Auftauen der Lymphozyten

Das Auftauen der Lymphozyten sollte moglichst zligig geschehen, da das Gefrierschutzmittel
DMSO zelltoxisch ist und schnell entfernt werden sollte (Schmitz, 2009).

Die Kryorohrchen wurden bei 37°C im Wasserbad erwarmt bis nur noch eine kleine Eisséule
in der Mitte des Rohrchens sichtbar war. AnschlieBend wurden sie mit 5 ml vorgewarmten
RPMI in einem 15 ml-Zentrifugenréhrchen gemischt. Die Zellen wurden bei 300 g fir 10 min
mit Bremse zentrifugiert, der Uberstand verworfen, das Zellpellet in 5ml frischem
Kulturmedium resuspendiert und in Zellkulturflaschen im Brutschrank bei 37°C bis zum

folgender Tag aufbewahrt.

3.6 Bestrahlung

Ein Tag nach der Blutasservierung bzw. nach dem Auftauen erfolgte die Bestrahlung mittels
Rontgenstrahlen mit einer Dosis von 1Gy bzw. 2 Gy zur Induktion von DNA-
Doppelstrangbriichen. Eine unbestrahlte Probe pro Patient diente als Kontrolle.

Vor der Bestrahlung wurde zunéchst die Lymphozyten-Zellkultur auf 3 Zellkulturflaschen
verteilt (1 ml fur die unbestrahlte Kontrolle, jeweils 2 ml fur die Proben der 1- und 2-Gray-
Bestrahlung) und mit RPMI auf 5 ml aufgeflit.

Die Bestrahlung wurde in der Biophysik des Universitatsklinikum Homburg/Saar
vorgenommen. Die Rontgenréhre hatte eine Dosisleistung von 1,45 Gy/min, wofur eine
Beschleunigungsspannung von 90 kV und ein Heizstrom von 25 mA aufgewendet werden
musste. Als Filter diente eine 2 mm Aluminiumplatte in 40 cm Abstand zum Austrittsfenster
der Rontgenrohre (Kegel et al., 2007; Fricke, 2008). Die Dauer der Bestrahlung lag fur 1 Gy
bei 41 s, fir 2 Gy bei 82 s.

3.7 Fixierung und Permeabilisierung

Nach der Bestrahlung wurden die im Brutschrank inkubierten Proben zu bestimmten
Zeitpunkten fixiert, ndmlich nach 0,25h, 2,5 h, 5h, 8h und 24 h. Dazu wurde das
Lymphozyten-RPMI-Gemisch 10 min bei Raumtemperatur und 300g mit Bremse
zentrifugiert. Daraufhin wurde der Zellpellet in 100 pg PBS resuspendiert.

AnschlieBend wurden die Proben auf 2 Deckglaschen aufgetropft, je ein Deckglaschen fur die
yH2AX- und eines fur die 53BP1-Farbung. Die Deckglaschen wurden dafir in eine 6-Well-

Platte gelegt. Nachdem die Lymphozyten 10 min bei Raumtemperatur sedimentieren konnten,
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wurde vorsichtig 3 ml eiskaltes Methanol pro Well zugegeben und es folgte eine Fixierung fur
30 min bei - 20°C.

Die Proben der ATM-Férbungen wurden in einer spateren Versuchsreihe in gleicher Weise
bearbeitet mit jeweils nur einem Deckglaschen pro Zeitpunkt, wobei hierzu die Versuche
nicht direkt im Anschluss an die Probenentgegennahme erfolgten, sondern ausschlief3lich
Lymphozyten verwendet wurden, die vorher kryokonserviert worden waren.

Permeabilisiert wurden die Zellen fur 1 min in Aceton bei -20°C. Im Anschluss erfolgte eine
dreimalige Waschung in je 3 ml PBS/NS-Gemisch fiir 10 min auf dem Schiittler. Die Proben

wurden dber 24 h im Kihlschrank aufbewahrt.

3.8 Immunfluoreszenzfarbung

3.8.1 Antikorper-Inkubation

Zur  Markierung von yH2AX, 53BP1 und ATM wurde die indirekte
Immunfluoreszenzmarkierung angewandt. Dabei wird ein nicht fluorochromierter Antikérper
verwendet, der spezifisch an das nachzuweisende Molekil, in diesem Fall an einen der drei
verschiedenen DSB-Marker, bindet. An den Primdrantikdrper bindet wiederum ein
spezifischer Sekundarantikorper, der fluorochromierte Eigenschaften aufweist. Der Vorteil
dieses Verfahrens im Vergleich zur direkten Immunofluoreszenzmarkierung, bei dem der
fluorochromierte Antikdrper selbst an das nachzuweisende Molekil bindet, liegt darin, dass
das Signal verstarkt wird, da mehrere Sekundarantikdrper an den Primérantikérper binden
konnen. Weiterhin konnen Antikdrper und Fluorochrome flexibler kombiniert werden
(Lottspeich und Engels, 2006).

Fur das Verfahren wurden die Lymphozyten nach Sammlung aller Proben mit je 40 pl
primarem Antikorper Gber Nacht bei 4°C inkubiert. Der Antikérper wurde im Verhéltnis
1:1000 mit PBS/NS verdiinnt, gevortext und im Anschluss 60 s bei 13000 rpm zentrifugiert.
Fur die Inkubation wurden die Deckglaschen in zuvor vorbereitete Petrischalen gelegt, die mit
befeuchtetem Zellstoff ausgelegt worden waren, worlber ein beschrifteter Parafilm moglichst
plan gelegt worden war und so als Feuchtkammer dienten.

Am folgenden Tag wurden die Deckgldschen nach Aufwarmen auf Raumtemperatur in der 6-
Well-Schale erneut zweimalig fir 10 min in je 3 ml PBS/NS und einmalig fiir die selbe Zeit in
jeweils 3 ml PBS auf dem Schiittler gewaschen und zuletzt fir 10 min in je 3 ml PBS/NS
aquilibriert. Der Sekundarantikorper wurde im Verhéltnis 1:500 mit PBS/NS gevortext und
60 s bei 13000 rpm zentrifugiert. Nach Einlegen in die Feuchtkammer wurden auf jedes
Deckglaschen 40 pul Antikorper aufgebracht. Die Inkubation erfolgte fir eine Stunde im
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Dunkeln im Brutschrank. Nach dreimaliger 10 minttiger Waschung der Proben in 3 ml PBS
auf dem Schdttler wurden die Deckglaschen mit der Zellseite nach unten nach Abtupfung
ubermaliger Flussigkeit auf Objekttrdger aufgebracht, auf die zuvor jeweils ein Tropfen
Mounting Medium mit DAPI (etwa 3 ul) pipettiert worden waren. DAPI dient als DNA-
bindender Fluoreszenz-Farbstoff dem Sichtbarmachen von Zellkernen.

Die Proben wurden fir mehrere Stunden in lichtgeschiitzten Sammelmappen getrocknet. Die
Deckglaschen wurden mit klarem Nagellack auf dem Objekttrager versiegelt. Die weitere
Lagerung erfolgte bei 4°C im Kihlschrank.

Neben den Einzelfarbungen wurden auflerdem Doppelfarbungen vorgenommen. Die
Versuchsreihe wurde in gleicher Weise wie oben beschrieben durchgefihrt, wobei die Proben
mit jeweils zwei Primarantikorpern bzw. Sekundéarantikdrpern gleichzeitig inkubiert wurden.
Hierfur wurden rot und griin fluoreszierende Sekundérantikérper kombiniert.

In folgenden Tabellen sind die angewandten Antikorper dargestellt.

Epitop Name

yH2AX (Serin 139) Anti-phospho-Histone H2A. X (Ser139), clone JBW301, mouse
monoclonal IgG1 / Upstate/Millipore, Billerica, MA USA

53BP1 53BP1 IHC-00001 Ab, rabbit polyclonal, Bethyl Lab.Inc.,
Monthomery, TX USA

YH2AX yH2AX IHC-00059 Ab, rabbit polyclonal, Bethyl Lab.Inc.,

(fur Doppelfarbung) Monthomery, TX USA

ATM (phospho S1981) | ATM ab 36810 mouse monoclonal, Abcam, Cambridge, MA
USA

Tabelle 2: Primérantikdrper

Epitop Name

Mouse 1gG Alexa Fluor® 488 goat antimouse IgG (H+L)
Rabbit 1gG Alexa Fluor® 488 goat antirabbit 1gG (H+L)
Rabbit 1gG Alexa Fluor® 568 goat antirabbit 1gG (H+L)
(fiur Doppelfarbung)

Tabelle 3: Sekundarantikérper
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3.8.2 Prinzip der Fluoreszenzmikroskopie

Das Prinzip der Fluoreszenzmikroskopie beruht auf der Verwendung von Fluorochromen,
welche nach Anregung Licht einer langeren Wellenlange emittieren (Stokes, 1880-1905;
Lottspeich und Engels, 2006). Das verwendete Fluoreszenzmikroskop verfugt iber eine starke
Lichtquelle (Quecksilberdampflampe), einen Anregungsfilter, einen strahlenteilenden Spiegel
sowie einen Sperrfilter. Der Anregungsfilter und der Sperrfilter dienen dazu nur spezifische
Wellenlangen des Lichts passieren zu lassen, die fur das jeweilige Fluorochrom
charakteristisch sind, wahrend alle anderen Wellenldngen abgeschirmt werden (Lottspeich
und Engels, 2006). Am Mikroskop kann man zwischen verschiedenen Filtersatzen manuell
wechseln.

Eine Ubersicht der angewandten Filter und Fluoreszenzfarbstoffe geben die folgenden
Tabellen.

Bezeichnung Anregungsfilter Teilerspiegel Sperrfilter
DAPI 340-380 nm 400 nm 435-485 nm
FITC 465-495 nm 505 nm 515-555 nm
TxRed 540-580 nm 595 nm 600-660 nm

Tabelle 4: Filtersatze

Farbstoff Exzitationsmaximum | Emissionsmaximum
Alexa Fluor ® 488 495 nm 519 nm
Alexa Fluor © 568 578 nm 603 nm
DAPI 340 nm 461 nm

Tabelle 5: Fluoreszenzfarbstoffe

3.9 yH2AX-, 53BP1 und ATM-Foci-Analyse

Pro Patientenprobe wurden mindestens 40 Zellen bzw. bei den Kontrollz&hlungen mindestens
40 Foci bei 60-facher VergroRerung ausgezahlt. Daflr wurden Zellen gewahlt, die sich in
Aussehen und GroRe &hnelten und ein DAPI-Signal, also eine Blaufarbung, aufwiesen. Die
Proben wurden vor der Auswertung verblindet.

In den Tabelle 6, 7 und 8 sind Anzahl der Versuche pro Genotyp, Immunfluoreszenzférbung,
Bestrahlungsdosis und fixiertem Zeitpunkt aufgefunhrt.

Daneben wurde pro Patient und Farbung jeweils eine Probe keiner Bestrahlung ausgesetzt und

als unbestrahlte Kontrolle ausgezéhit.
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Tabelle 6: Anzahl der Versuche der ATM-homozygoten Patienten (ATM™)

ATM - 0,25 h 25h 5h 8h 24 h
yH2AX 9 11 11 11 16
2 Gi

53BP1 12 13 13 13 13
2G

ATM 3 3 3 3 3
2 Gy

Tabelle 7: Anzahl der Versuche der ATM-heterozygoten Eltern (ATM™)

Tabelle 8: Anzahl der Versuche der gesunden Probanden (ATM**)
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3.10 Statistik

Zur statistischen Auswertung wurde der Mann-Whitney-U-Test flir unverbundene
Stichproben angewandt. Bei diesem Test werden die Mediane zweier Stichproben (A, B)
miteinander verglichen. Die Stichprobenumfange mussen nicht identisch sein und der Test
setzt keine Normalverteilung voraus. Die Nullhypothese lautet hierbei: Ho:i=H2, wobei die
Alternativhypothese alle Hypothesen auer der Nullhypothese zulasst (Weil3, 2010).

Der Test kann sowohl ein- als auch zweiseitig angewendet werden. Beim einseitigen Test
wird untersucht, ob A>B bzw. B>A ist. Es wird also im Vorhinein die Richtung eines
maoglichen Unterschieds angenommen, wahrend beim zweiseitigen Test nichts Uber die
Richtung eines Unterschieds angegeben wird, also geprift wird, ob A=B ist (Weil, 2010).

In der vorliegenden Arbeit wurde je nach Fragestellung entweder der ein- oder der zweiseitige

Test angewandt. Das Signifikanzniveau wurde auf a=5% (p<0,05) festgelegt.

Da Differenzen der Reparaturkapazitaten zwischen den verschiedenen Probandengruppen im
Vorhinein angenommen wurden, wurde hier ein einseitiger Test durchgefihrt. Es wurde
geprift inwieweit sich die Foci-Zahlen zwischen den ATM-Homozygoten und den ATM-
Heterozygoten, den ATM-Homozygoten und den gesunden Individuen bzw. zwischen den
ATM-Heterozygoten und den Gesunden unterscheiden.

Beim Vergleich der Ergebnisse der verschiedenen Farbungen untereinander (yH2AX vs.
53BP1, yH2AX vs. ATM und 53BP1 vs. ATM) wurde ein zweiseitiger Test angewandt, da
hier vorab angenommen wurde, dass sich bei allen drei Farbungen vergleichbare Foci-Zahlen
als Ausdruck der gemeinsamen Lokalisation aller drei Marker am DNA-Doppelstrangbruch

nachweisen lassen wiirden.

Die statistische Analyse erfolgte mit OriginPro 8.5G. Die Diagramme wurden mit Microsoft
Office Excel 2007 gezeichnet.
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3.11 Verwendete Gerate und Materialien

3.11.1 Geréte

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

Hanau

Elektronische
Pipettierhilfe

pipetus-akku

Hirschmann Laborgeréte

Fluoreszenz-Mikroskop

Nikon Eclipse E600

Nikon, Dusseldorf

Kamerasystem Nikon DS 2MBWc (s/w) Nikon, Dusseldorf
Nikon DS Fil (Farbe)

Pipetten Eppendorf Research® Eppendorf AG, Hamburg

(verschiedene GroRen)

Rontgenrdhre Philips PW2148/00 Philips, Hamburg

Sterilwerkbank Heraeus Hera safe Kendro Laboratory Products,
Hanau

Vortexer Vortex Genie 2 Scientific Industries, NY
USA

Warmebad GFL, Burgwedel

Wipptisch Shaker S4 ELMI, Riga, Lettland

Zentrifuge Biofuge 13 Heraeus Kendro Laboratory Products,

(fiir die Antikorperzentrifugation) Osterode

Zentrifuge Eppendorf Centrifuge Eppendorf AG, Hamburg

(fiir alle anderen Versuche) 5810 R

Tabelle 9: Verwendete Geréte
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3.11.2 Verbrauchsmaterialien und Behélter

Eigenname

Hersteller

Blutentnahmerohrchen

S-Monovette, NH,-Heparin

Sartstedt, Nimbrecht

Butterfly-Kanile

Safety-Multifly®-Set

Sarstedt, NUmbrecht

Deckglaschen Deckglaser Carl Roth GmbH, Karlsruhe
@12mm
Dewargefald Isotherm KGW:-Isotherm, Karlsruhe

Einfriersammelbox

5100 Cryo 1°C Freezing
Container "Mr. Frosty"

Nalgene® Labware, Roskilde,
Dénemark

Kryordhrchen Nunc Cryotube Vials Nunc, Roskilde, Ddnemark
Objekttrager SuperFrost Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Parafilm Laboratory Film Pechiney, Plastic Packaging,
Chicago, USA
Pipetten serologische Pipetten Sarstedt, NiUmbrecht

2ml, 5ml, 10 ml, 25 ml

Pipettenspitzen
(verschiedene GroRen)

verschiedene Hersteller
(VWR international, West
Chester ,PA, USA;
Sarstedt, Nimbrecht)

Zellkulturflasche
25 cm?

Nunclon Surface

Nunc, Roskilde, Ddnemark

Zellkultur-Petrischale
145/20 mm

Petrischalen

Greiner Bio-One,
Kremsmunster

Zellkulturplatten

6 Well Cell Culture Plate
Cellstar ®

Greiner Bio-One, Carl Roth
GmbH, Karlsruhe

Zellsafer

Cellsafer

Biozym Scientific GmbH,
Hessisch Oldendorf

Zentrifugenréhrchen
15 ml, 50 mi

Tabelle 10: Verwendete Verbrauchsmaterialien und Behélter

Sarstedt, NUmbrecht
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3.11.3 Chemikalien

Funktion Hersteller
Aceton Zellpermeabilisierung SAV LP, Flintsbach
DMSO Kulturmedium, Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Lymphozyten-
kryokonservierung
Goatserum (NS) Zellreinigung PAA, Pasching, Osterreich
LSM 1077 (Percoll) Lymphozytenseparation PAA, Pasching, Osterreich
Methanol Zellfixierung VWR BDH Prolabo, Briare,

Frankreich

Mounting Medium
(Vectashield)

Minderung der Ausbleichung
der immunhistochemischen

Vector Laboratories,
Burlingame, CA USA

e mit DAPI Farbung
e ohne DAPI e mit DAPI: Blaufarbung
(DNA-bindender
Farbstoff)
PBS Zellreinigung Klinikapotheke

Propidiumiodid

Differenzierung der
Zellzyklusphase

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

RPMI 1640

Kulturmedium

Tabelle 11: Verwendete Chemikalien

Biochrome AG, Berlin
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4. Ergebnisse

4.1 Mittlere Foci-Anzahl im zeitlichen Verlauf

Zur Untersuchung der DSB-Reparaturkapazitidt wurden zu definierten Zeitpunkten (0,25 h,
2,5h, 5h und 24 h) die yH2AX-, 53BP1- bzw. ATM-Foci pro Lymphozyt der ATM-
homozygoten Patienten (ATM™), der ATM-heterozygoten Eltern (ATM™) sowie der

+/+

gesunden Probanden (ATM™") gezéhlt. Dies erfolgte nach Bestrahlung mit 1 und 2 Gy.
AuRerdem wurden bei jedem Patienten die Lymphozyten-Foci einer unbestrahlten Blutprobe
als Kontrolle ausgewertet. Pro Patientenprobe wurden mindestens 40 Zellen bzw. bei den
unbestrahlten Proben mindestens 40 Foci ausgezahilt.

Der erste Schwerpunkt der Arbeit lag auf dem Vergleich der mittleren Foci-Zahlen der
verschiedenen Genotypen jeweils untereinander.

In Abbildung 5 und 6 ist die mittlere Zahl der yH2AX-Foci abhangig von der Reparaturzeit
bei den ATM-Homozygoten, ATM-Heterozygoten und gesunden Probanden nach
Bestrahlung mit 1 Gy (Abbildung 5) bzw. 2 Gy (Abbildung 6) dargestellt. Die Anzahl der
zugehorigen durchgefiihrten Experimente sind in den Tabellen 6, 7 und 8 aufgefihrt.

Im zeitlichen Verlauf zeigte sich bei allen drei Patientenkollektiven eine Reduktion der DNA-
Doppelstrangbriiche sichtbar an der abnehmenden Zahl der yH2AX-Foci. Dabei stellte sich
sowohl bei einer Bestrahlungsdosis von 1 Gy als auch von 2 Gy zwischen 0,25 h und 5 h eine
starker Rlckgang der DSB dar. Weniger stark ausgepragt war dieser zwischen 5 h und 8 h
und flachte sich bis zu 24 h noch weiter ab.

Die Mittelwerte nach Bestrahlung mit 1 Gy lagen dabei nach 0,25 h Reparaturzeit bei den
ATM-Homozygoten und ATM-Heterozygoten zwischen 10 und 11 yH2AX-Foci pro
Lymphozyt (ATM™ ~10,55+0,17 Foci/Zelle; ATM*" ~10,82+0,19 Foci/Zelle) und bei den
gesunden Probanden bei fast 10 Foci pro Lymphozyt (ATM** ~9,83 +0,19). Nach einer
Bestrahlungsdosis mit 2 Gy wiesen die Lymphozyten als Mittelwert pro Zelle zu diesem
Zeitpunkt bei den ATM™ ~16,630,32 Foci auf, bei den ATM"" ~16,05+0,62 und bei den
ATM* ~15,69+0,26.

Die Mittelwerte bei Fixierung nach 2,5 h lagen nach einer Bestrahlungsdosis mit 1 Gy bei
allen drei Patientenkollektiven zwischen 5 und 6 Foci pro Zelle (ATM” ~5,81+0,13
Foci/Zelle; ATM*" ~5,65+0,25 Foci/Zelle; ATM™* ~5,33+0,22). Zum gleichen Zeitpunkt
nach Bestrahlung mit 2 Gy lag die mittlere Foci-Anzahl bei den ATM™ bei ~10,62+0,20 Foci
pro Zelle, bei den ATM*" bei ~9,29+0,55 und bei den ATM*'* bei ~9,24+0,17.
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Deutlicher zeigten sich Unterschiede der Reparaturkapazitit zu den spéateren
Fixierungszeitpunkten. Nach 5 h Reparaturzeit lagen die Mittelwerte fir 1 Gy bei den ATM-
Homozygoten bei ~4,39+0,15 Foci pro Zelle, bei den ATM-Heterozygoten bei ~3,55+0,09
und bei den gesunden Probanden bei ~3,20+0,17. Bei 2 Gy stellten sich bei den ATM™
~7,54%0,31 Foci pro Zelle dar, dagegen bei den ATM*" ~6,18+0,33 und bei den ATM™"
~5,59+0,39.

Noch offensichtlicher wurden die Differenzen beim 8 h Fixierungszeitpunkt mit ~3,56+0,15
Foci/Zelle bei den ATM™ nach Bestrahlung mit 1 Gy und ~6,52+0,25 Foci/Zelle nach
Bestrahlung mit 2 Gy. Die ATM*" hatten zu diesem Zeitpunkt ~2,57+0,13 Foci pro Zelle bei
1 Gy Bestrahlungsdosis und ~4,94+0,32 bei 2 Gy. Die ATM"™* wiesen dagegen bei 1 Gy
~2,26x0,07 Foci pro Zelle auf und bei 2 Gy ~3,94+0,50.

Nach einer Reparaturzeit von 24 h lielen sich bei den die ATM-Homozygoten bei 1 Gy pro
Zelle noch ~2,99+0,18 Foci auszahlen, bei den ATM-Heterozygoten ~1,51+0,14 und bei den
Gesunden nur noch ~0,98+0,23. Bei 2 Gy zeigten sich die Unterschiede der
Reparaturkapazitat noch ausgepréagter mit Differenzen von (ber 3 Foci pro Zelle zwischen
den ATM-Homozygoten und den gesunden Probanden (ATM” ~557+0,22 Foci/Zelle;
ATM"" ~2,94+0,26 Foci/Zelle; ATM™* ~2,28+0,22).

Die statistische Auswertung mit einseitigem Mann-Whitney-U-Test ist in Tabelle 12 fur die
unbestrahlten und mit einer Dosis von 1 Gy bestrahlten Proben dargestellt sowie in Tabelle 13
fiir die Proben, die einer Bestrahlungsdosis von 2 Gy ausgesetzt wurden. Dieser Test wurde
angewandt, da Unterschiede der Foci-Zahlen zwischen den verschiedenen Probandengruppen
vorab angenommen wurden.

Beim Vergleich der ATM-Homozygoten mit den ATM-Heterozygoten zeigten sich
signifikante Unterschiede zwischen den unbestrahlten Kontrollzdhlungen sowie den Proben
ab dem 5 h Fixierungszeitpunkt sowohl nach Bestrahlung mit 1 Gy als auch mit 2 Gy.

Beim Vergleich der ATM*" mit den ATM** offenbarten sich signifikante Differenzen nur
zwischen den unbestrahlten Kontrollzdhlungen und beim Fixierungszeitpunkt 0,25 h nach
Bestrahlung mit 1 Gy. Zu allen anderen Reparaturzeitpunkten waren keine signifikanten
Unterschiede ersichtlich, obgleich sich ab dem Fixierungszeitpunkt von 2,5 h eine erhohte
Foci-Anzahl bei den ATM-Heterozygoten beobachten liel3. Dieser leichte Unterschied wurde
im weiteren zeitlichen Verlauf noch deutlicher.

Beim Vergleich der ATM-Homozygoten mit den gesunden Probanden ergaben sich
abgesehen vom Fixierungszeitpunkt 0,25h nach Bestrahlung mit 2 Gy zu allen

Reparaturzeitpunkten signifikante Unterschiede der Foci-Anzahl.



Ergebnisse -39 -

12
1Gy

10 A
@ —— ATM /-
S 8\ —8— ATM+/-
s ke ATM+/+
S 6 -
(@]
U
X
g 4
T
o~

2 -

0 T T T T T T

0 4 8 12 16 20 24

Reparaturzeit (h)

Abbildung 5: Darstellung der mittleren Foci-Anzahl in Abhéngigkeit von der Reparaturzeit (0,25 h, 2,5 h, 5 h,
8 h und 24 h) nach Bestrahlung mit 1 Gy am Beispiel der yH2AX-Farbung bei ATM-Homozygoten (ATM™),
ATM-Heterozygoten (ATM*") und gesunden Probanden (ATM**). Die Fehlerbalken stellen den zugehérigen
Standardfehler dar.
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Abbildung 6: Darstellung der mittleren Foci-Anzahl in Abhéngigkeit von der Reparaturzeit (0,25 h, 2,5 h, 5 h,
8 h und 24 h) nach Bestrahlung mit 2 Gy am Beispiel der yH2AX-Farbung bei ATM-Homozygoten (ATM™),

ATM-Heterozygoten (ATM*") und gesunden Probanden (ATM**). Die Fehlerbalken stellen den zugehorigen
Standardfehler dar.
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unbestrahlte 1Gy 1Gy 1Gy 1Gy 1Gy
Kontrollen 0,25 h 25h 5h 8h 24 h
ATM” vs. ATM*" 0,0011 0,8658 0,0905 0,0001 0,0000 0,0000
ATM™ vs. ATM™* 0,0026 0,0092 | 0,4507 | 0,0633 | 0,1156 | 0,0633
ATM vs. ATM** 0,0015 0,0215 0,0379 0,0010 0,0007 0,0006

Tabelle 12: Prifung der Signifikanz mit einseitigem Mann-Whitney-Test. Die Ergebnisse der yH2AX-Féarbung
von den verschiedenen Patientenkollektiven (ATM™, ATM*", ATM™™) der unbestrahlten Kontrollen und nach

Bestrahlung mit 1 Gy wurden jeweils untereinander verglichen. Ergibt sich ein Wert von p<0,05, besteht ein

signifikanter Unterschied zwischen den verglichenen Patientengruppen.

2 Gy 2 Gy 2 Gy 2 Gy 2 Gy

0,25 h 25h 5h 8h 24 h
ATM™ vs. ATM*™ | 0,2470 | 0,0698 0,0097 | 0,0012 0,0000
ATM vs. ATM™ | 0,1579 0,2483 0,1540 0,0350 0,1003
ATM vs. ATM™ | 0,0665 | 0,0019 0,0049 | 0,0019 0,0007

Tabelle 13: Priifung der Signifikanz mit einseitigem Mann-Whitney-Test. Die Ergebnisse der yH2AX-Farbung
von den verschiedenen Patientenkollektiven (ATM”, ATM™, ATM**) nach Bestrahlung mit 2 Gy wurden
jeweils untereinander verglichen. Ergibt sich ein Wert von p<0,05, besteht ein signifikanter Unterschied

zwischen den verglichenen Patientengruppen.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass sich signifikante Differenzen der Foci-Anzahl
zwischen den ATM” und den ATM™" bzw. zwischen den ATM™ und den ATM** zu den
meisten Fixierungszeitpunkten nachweisen lieBen. Beim Vergleich der Foci-Zahlen der
ATM™" mit den ATM** ergaben sich kaum signifikante Unterschiede, obgleich sich dennoch
kleine Differenzen zeigten.



Ergebnisse -41 -

4.2 Prozentualer Anteil der Zellen, die Foci aufweisen im zeitlichen Verlauf

In Abbildung 7 und 8 ist in Abh&ngigkeit vom Reparaturzeitpunkt der prozentuale Anteil der
Zellen, die Uberhaupt Foci aufwiesen, am Beispiel der 53BP1-Farbung nach Bestrahlung mit
1 Gy bzw. 2 Gy dargestellt.

Hierbei stellten sich ebenfalls klare Unterschiede der verschiedenen Genotypen im zeitlichen
Verlauf heraus.

Es war auffallend, dass nach einer Reparaturzeit von 0,25 h sowohl nach Bestrahlung mit
1 Gy als auch mit 2 Gy 100% aller Zellen in allen drei Patientenkollektiven Foci, demzufolge
DNA-Doppelstrangbriiche aufgrund der kurz vorher erfolgten Bestrahlung aufwiesen.

Am Fixierungszeitpunkt von 24 h offenbarten sich hingegen merkliche Differenzen zwischen
den einzelnen Genotypen. Wahrend bei den ATM™ nach Bestrahlung mit 1 Gy noch
~91,99+1,67% der Zellen Foci aufwiesen, waren es bei den ATM™" nur noch ~75,09+2,53
und bei den ATM*"* ~69,92+7,91.

Noch starker variierten die Prozentangaben nach Bestrahlung mit 2Gy am 24h
Fixierungszeitpunkt, da hier sogar 100% der Lymphozyten der ATM™ Foci darboten,
wahrend es bei den ATM™ ~90,42+0,98% und bei den ATM** nur noch ~85,73+3,37%

waren.
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Abbildung 7: Prozentualer Anteil der Zellen, die 53BP1-Foci aufweisen in Abhdngigkeit von der Reparaturzeit
(0,25h, 2,5h, 5h, 8h und 24 h) nach Bestrahlung mit 1 Gy bei ATM-Homozygoten (ATM™), ATM-
Heterozygoten (ATM*) und gesunden Probanden (ATM**). Die Fehlerbalken stellen den zugehérigen
Standardfehler dar.
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Abbildung 8: Prozentualer Anteil der Zellen, die 53BP1-Foci aufweisen in Abhangigkeit von der Reparaturzeit
(0,25h, 2,5h, 5h, 8h und 24 h) nach Bestrahlung mit 2 Gy bei ATM-Homozygoten (ATM™), ATM-
Heterozygoten (ATM™) und gesunden Probanden (ATM**). Die Fehlerbalken stellen den zugehérigen
Standardfehler dar.
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4.3 Vergleich der Immunfluoreszenzfarbungen untereinander

Ein weiterer Schwerpunkt der Arbeit lag auf dem Vergleich der Ergebnisse der verschiedenen
Immunfluoreszenzfarbungen  untereinander.  Dies erfolgte gesondert fir  jedes
Patientenkollektiv.

In den Abbildungen 9 und 10 ist die durchschnittliche Foci-Anzahl, die bei der jeweiligen
Farbung (yH2AX, 53BP1, ATM) ermittelt wurde, in Abhdangigkeit von der Reparaturzeit
(0,25 h, 2,5h, 5 h, 8 h und 24 h) nach Bestrahlung mit 1 Gy (Abb.9) bzw. 2 Gy (Abb.10) bei
den ATM-Homozygoten (ATM7) dargestellt. In gleicher Weise erfolgt die Darstellung fir
die ATM-Heterozygoten (ATM*") in Abbildung 11 nach Bestrahlung mit 1 Gy und in
Abbildung 12 nach Bestrahlung mit 2 Gy sowie fiir die gesunden Probanden (ATM™*) in
Abbildung 13 (1 Gy) und Abbildung 14 (2 Gy).

Die statistische Auswertung erfolgte mit zweiseitigem Mann-Whitney-U-Test, da hier im
Vorhinein davon ausgegangen wurde, dass sich bei allen drei Farbungen vergleichbare Foci-
Zahlen nachweisen lassen wirden. Ergibt sich dabei ein Wert von p>0,05 besteht kein
signifikanter Unterschied zwischen der Foci-Anzahl der verschiedenen Farbungen.

Beim Vergleich der yH2AX-Farbung mit der 53BP1-Féarbung zeigten sich bis auf wenige
Ausnahmen keine signifikanten Diskrepanzen bei allen drei Probandengruppen.

Die Gegeniberstellung der yH2AX- und der ATM-Farbung ergab bei den ATM-
Homozygoten nach Bestrahlung mit 1 Gy zu mehreren Zeitpunkten signifikante Werte,
ndmlich beim 2,5 h, 5 h, 8 h und 24 h Fixierungszeitpunkt sowie nach Bestrahlung mit 2 Gy
am 2,5 h Reparaturzeitpunkt. Bei den ATM-Heterozygoten und den Gesunden zeigten sich
mit Ausnahme der unbestrahlten Kontrolle keine signifikanten Unterschiede.

Beim Vergleich der 53BP1- und der ATM-Farbungen ergaben sich bei den ATM™ und den
ATM™ zu spateren Reparaturzeitpunkten nach Bestrahlung mit 1 Gy signifikante
Unterschiede, sowie bei der unbestrahlten Kontrolle von ATM*". Bei 2 Gy ergaben sich keine
signifikanten Werte. Bei den ATM™* zeigten sich hier zu keinem Fixierungszeitpunkt

signifikante Diskrepanzen zwischen den Farbungen.

Die Tabellen 20 bis 22 zeigen in der Ubersicht die bei den drei Immunfluoreszenzfarbungen
ermittelten Foci-Mittelwerte und Standardabweichungen (SE) zu den verschiedenen
Fixierungszeitpunkten bei den ATM-Homozygoten (Tabelle 20), bei den ATM-
Heterozygoten (Tabelle 21) und den gesunden Probanden (Tabelle 22).
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Abbildungen 9 und 10: Darstellung der mittleren Foci-Anzahl der jeweiligen Farbung (YH2AX, 53BP1, ATM)
in Abhéangigkeit von der Reparaturzeit (0,25 h, 2,5 h, 5 h, 8 h und 24 h) nach Bestrahlung mit 1 Gy (Abb.9) bzw.
2 Gy (Abb.10) bei den ATM-Homozygoten (ATM™). Die Fehlerbalken stellen den zugehérigen Standardfehler

dar.

ATM” unbestrahlte | 1 Gy 1 Gy 1 Gy 1 Gy 1 Gy
Kontrollen 0,25 h 25h 5h 8h 24 h

yH2AX vs. 53BP1 0,0630 0,3166 0,4768 0,2155 0,3055 0,2155

yH2AX vs. ATM 0,0579 0,1312 0,0162 0,0386 0,0198 0,0162

53BP1lvs. ATM 0,5541 0,0759 0,1508 0,0346 0,0143 0,0143

Tabelle 14: Prifung der Signifikanz mit zweiseitigem Mann-Whitney-Test. Es wurden die Ergebnisse der ATM-
Homozygoten (ATM™) bei den verschiedenen Farbungen (yH2AX-, 53BP1-, ATM-Farbung) der unbestrahlten

Kontrollen und nach Bestrahlung mit 1 Gy jeweils untereinander verglichen. Ergibt sich ein Wert von p>0,05,

besteht kein signifikanter Unterschied zwischen der Foci-Anzahl der verschiedenen Farbungen.

ATM™ 2 Gy 2 Gy 2 Gy 2 Gy 2 Gy
0,25 h 25h 5h 8h 24 h
yH2AX vs. 53BP1 | 0,0268 | 09717 | 0,9212 | 0,3143 | 0,2541
yH2AX vs. ATM 0,2124 | 0,0358 | 0,3481 | 1,0000 | 1,0000
53BP1vs. ATM 0,0525 | 0,0771 | 02712 | 02260 | 0,4196

Tabelle 15: Priifung der Signifikanz mit zweiseitigem Mann-Whitney-Test. Es wurden die Ergebnisse der ATM-
Homozygoten (ATM™) bei den verschiedenen Farbungen (yH2AX-, 53BP1-, ATM-Farbung) nach Bestrahlung
mit 2 Gy jeweils untereinander verglichen. Ergibt sich ein Wert von p>0,05, besteht kein signifikanter

Unterschied zwischen der Foci-Anzahl der verschiedenen Férbungen.
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Abbildungen 11 und 12: Darstellung der mittleren Foci-Anzahl der jeweiligen Farbung (yH2AX, 53BP1, ATM)
in Abhangigkeit von der Reparaturzeit (0,25 h, 2,5h, 5h, 8 h und 24 h) nach Bestrahlung mit 1 Gy (Abb.11)
bzw. 2 Gy (Abb.12) bei den ATM-Heterozygoten (ATM*). Die Fehlerbalken stellen den zugehorigen
Standardfehler dar.

ATM*" unbestrahlte | 1 Gy 1Gy 1Gy 1Gy 1Gy
Kontrollen 0,25 h 25h 5h 8h 24 h
yH2AX vs. 53BP1 0,0113 0,6124 0,2635 0,1094 0,0159 0,7756
yH2AX vs. ATM 0,0045 0,2113 0,5391 0,1504 0,7409 0,1485
53BP1vs. ATM 0,0178 0,3958 0,8651 0,8953 0,0149 0,0265

Tabelle 16: Prufung der Signifikanz mit zweiseitigem Mann-Whitney-Test. Es wurden die Ergebnisse der ATM-
Heterozygoten (ATM™") bei den verschiedenen Farbungen (yH2AX-, 53BP1-, ATM-Férbung) der unbestrahlten

Kontrollen und nach Bestrahlung mit 1 Gy jeweils untereinander verglichen. Ergibt sich ein Wert von p>0,05,

besteht kein signifikanter Unterschied zwischen der Foci-Anzahl der verschiedenen Farbungen.

ATM* 2 Gy 2 Gy 2 Gy 2 Gy 2 Gy
025h | 25h 5h 8h 24 h
yH2AX vs. 53BP1 | 0,1886 | 0,2837 | 0,1048 | 00175 | 0,2278
yH2AX vs. ATM | 1,0000 | 0,6404 | 0,195 | 0,1611 | 0,6033
53BP1vs. ATM 02199 | 0,4196 | 0,8930 | 0,2818 | 0,7771

Tabelle 17: Priifung der Signifikanz mit zweiseitigem Mann-Whitney-Test. Es wurden die Ergebnisse der ATM-
Heterozygoten (ATM*") bei den verschiedenen Farbungen (yH2AX-, 53BP1-, ATM-Farbung) nach Bestrahlung
mit 2 Gy jeweils untereinander verglichen. Ergibt sich ein Wert von p>0,05, besteht kein signifikanter

Unterschied zwischen der Foci-Anzahl der verschiedenen Farbungen.
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Abbildungen 13 und 14: Darstellung der mittleren Foci-Anzahl der jeweiligen Farbung (yH2AX, 53BP1, ATM)
in Abhangigkeit von der Reparaturzeit (0,25 h, 2,5h, 5h, 8 h und 24 h) nach Bestrahlung mit 1 Gy (Abb.13)
bzw. 2 Gy (Abb.14) bei den gesunden Probanden (ATM**).Die Fehlerbalken stellen den zugehdrigen
Standardfehler dar.

ATM™ unbestrahlte | 1 Gy 1 Gy 1 Gy 1 Gy 1 Gy
Kontrollen 0,25 h 25h 5h 8h 24 h
yH2AX vs. 53BP1 0,0601 0,9025 0,0947 0,8345 0,5309 0,2963
yH2AX vs. ATM 0,0200 0,2703 0,2703 0,9025 0,9025 0,2703
53BP1lvs. ATM 0,7133 0,6650 0,7133 0,7133 0,5403 0,9025

Tabelle 18: Prufung der Signifikanz mit zweiseitigem Mann-Whitney-Test. Es wurden die Ergebnisse der
gesunden Probanden (ATM'*) bei den verschiedenen Farbungen (yH2AX-, 53BP1-, ATM-Farbung) der

unbestrahlten Kontrollen und nach Bestrahlung mit 1 Gy jeweils untereinander verglichen. Ergibt sich ein Wert

von p>0,05, besteht kein signifikanter Unterschied zwischen der Foci-Anzahl der verschiedenen Farbungen.

ATM™ 2 Gy 2 Gy 2 Gy 2 Gy 2 Gy
0,25h 2,5h 5h 8h 24 h
yH2AX vs. 53BP1 | 0,0304 | 0,0122 | 0,2101 | 05309 | 0,8345
yH2AX vs. ATM 0,3768 | 0,1360 | 0,2330 | 0,7656 | 1,0000
53BP1vs. ATM 0,0518 | 0,0736 | 1,0000 | 0,7656 | 0,7656

Tabelle 19: Prifung der Signifikanz mit zweiseitigem Mann-Whitney-Test. Es wurden die Ergebnisse der
gesunden Probanden (ATM™™) bei den verschiedenen Farbungen (yH2AX-, 53BP1-, ATM-Farbung) nach
Bestrahlung mit 2 Gy jeweils untereinander verglichen. Ergibt sich ein Wert von p>0,05, besteht kein

signifikanter Unterschied zwischen der Foci-Anzahl der verschiedenen Farbungen.
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In Abbildung 15 sient man Aufnahmen von Immunfluoreszenzdoppelfarbungen der
Lymphozyten von ATM-Homozygoten (ATM”), ATM-Heterozygoten (ATM™) und
gesunden Probanden (ATM**) nach Bestrahlung mit 2 Gy und Fixierung nach 8 h. Die
yH2AX-Farbung leuchtet griin, die 53BP1-Farbung rot. DAPI féarbt als DNA-bindender
Farbstoff Zellkerne an und fihrt zu einer Blaufarbung. Bei den zusammengefihrten Bildern
zeigt sich die Kolokalisation von yH2AX und 53BP1 am DNA-Doppelstrangbruch als
Gelbfarbung. Die Kolokalistaion an gleicher Stelle soll hierbei demonstrieren, dass die Foci
wirklich DSB sichtbar machen.

Zu erkennen ist, dass sich die Anzahl der Foci abhangig vom jeweiligen Genotyp
unterscheidet.

ATM -/- ATM +/- ATM +/+

Abbildung 15: Immunfluoreszenzdoppelfarbung der DNA-Doppelstrangbriiche in Lymphozyten von ATM-
Homozygoten (ATM™), ATM-Heterozygoten (ATM™) und gesunden Probanden (ATM**) nach Bestrahlung
mit 2 Gy und Fixierung nach 8 h in 600facher VergréRerung (aus Rilbe et al., 2010)
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ATM 7 yH2AX-Féarbung 53BP1-Farbung ATM-Farbung

Mittelwert SE Mittelwert SE Mittelwert SE
Kontrolle 0,23 0,02 0,29 0,03 0,32 0,03
1Gy 0,25h 10,55 0,17 10,84 0,15 9,64 0,59
25h 5,81 0,13 6,11 0,28 7,12 0,50
5h 4,39 0,15 4,06 0,22 5,88 0,69
8h 3,56 0,15 3,29 0,09 4,99 0,55
24 h 2,99 0,18 2,63 0,12 4,72 0,42
2Gy 0,25h 16,63 0,32 17,75 0,53 12,49 2,46
25h 10,62 0,20 10,50 0,25 8,53 0,53
5h 7,54 0,31 7,51 0,28 6,87 0,68
8h 6,52 0,25 7,71 0,59 6,28 0,87
24h 5,57 0,22 5,89 0,17 5,55 0,80

Tabelle 20: Darstellung der bei den drei Immunfluoreszenzfarbungen ermittelten Foci-Mittelwerte und
Standardabweichungen (SE) zu den verschiedenen Fixierungszeitpunkten bei den ATM™

ATM ™ yH2AX-Farbung 53BP1-Farbung ATM-Férbung
Mittelwert SE Mittelwert SE Mittelwert SE
Kontrolle 0,15 0,01 0,19 0,01 0,27 0,03
1Gy 0,25h 10,82 0,19 10,70 0,13 10,26 0,30
25h 5,65 0,25 5,08 0,22 5,23 0,22
5h 3,55 0,09 3,34 0,09 3,35 0,12
8h 2,57 0,13 2,13 0,08 2,57 0,07
24 h 1,51 0,14 1,42 0,10 1,80 0,09
2Gy 0,25h 16,05 0,62 17,27 0,51 16,28 0,28
25h 9,29 0,55 8,57 0,53 9,43 0,24
5h 6,18 0,33 5,56 0,21 5,21 0,53
8h 4,94 0,32 3,83 0,22 411 0,08
24 h 2,94 0,26 2,36 0,09 2,83 0,63

Tabelle 21: Darstellung der bei den drei Immunfluoreszenzfarbungen ermittelten Foci-Mittelwerte und
Standardabweichungen (SE) zu den verschiedenen Fixierungszeitpunkten bei den ATM ™"

ATM yH2AX-Farbung 53BP1-Farbung ATM-Farbung
Mittelwert SE Mittelwert SE Mittelwert SE
Kontrolle 0,09 0,01 0,17 0,04 0,16 0,00
1Gy 0,25h 9,83 0,19 9,55 0,51 9,90 0,49
25h 5,33 0,22 4,54 0,38 4,94 0,11
5h 3,20 0,17 3,11 0,32 3,17 0,08
8h 2,26 0,07 1,96 0,25 2,30 0,09
24 h 0,98 0,23 1,34 0,27 1,35 0,12
2Gy 0,25h 15,69 0,26 14,23 0,13 15,88 0,34
25h 9,24 0,17 8,35 0,11 8,82 0,16
5h 5,59 0,39 4,88 0,51 4,84 0,20
8h 3,94 0,50 3,51 0,50 3,83 0,15
24 h 2,28 0,22 2,19 0,19 2,29 0,22

Tabelle 22: Darstellung der bei den drei Immunfluoreszenzfarbungen ermittelten Foci-Mittelwerte und

Standardabweichungen (SE) zu den verschiedenen Fixierungszeitpunkten bei den ATM

+/+
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5. Diskussion

5.1 Betrachtungen der Methodik

5.1.1 Quantifizierung der DNA-Doppelstrangbriche mit Hilfe der yH2AX-

Immunfluoreszenzfarbung

Wie im Unterkapitel 2.3.3 beschrieben stellt die yYH2AX-Férbung eine mogliche Methode zur
Quantifizierung von DNA-Doppelstrangbrichen, die durch ionisierende Strahlen verursacht
wurden, dar. Dass die yYH2AX-Foci-Analyse zur Detektion von DSB geeignet ist, konnte zum
einen dadurch gezeigt werden, dass eine enge Korrelation zwischen DNA-Schaden, die durch
12|UD verursacht wurden und der y-H2AX-Foci-Bildung besteht (Sedelnikova et al., 2002).
Zum anderen lassen sich bei der Bestimmung der DSB-Induktion und Reparatur mittels
Pulsfeldgelelektrophorese (PFGE) bei héheren Dosen (zwischen 10 und 80 Gy) und der
yH2AX-Foci-Bildung und Wiederauflosung quantitativ vergleichbare Ergebnisse erzielen
(Rothkamm und L&brich, 2003).

Die Foci-Bildung setzt innerhalb von Sekunden nach Bestrahlung ein (Rogakou et al., 1998).
Zwar ist ihr Maximum bereits nach 3 Minuten erreicht, aber die Foci sind zu diesem
Zeitpunkt noch sehr Kklein, so dass eine zuverlassigere Auszéhlung erst ab 15 Minuten nach
Bestrahlung mdglich ist (Lobrich et al., 2010).

Mittels der yH2AX-Methode ist der DSB-Nachweis ab Bestrahlungsdosen von 0,001 Gy
maoglich und dies entspricht Dosen, die in diagnostischen sowie therapeutischen Bereichen
liegen (Rothkamm und Lébrich, 2003). Das stellt einen entscheidenden Vorteil zur PFGE dar,
die den Nachweis von DNA-DSB erst in wesentlichen hoheren Bestrahlungsdosen ermdglicht.
Die hoheren Dosen koénnen im zeitlichen Verlauf zur Apoptose fiihren und so eine
Bestimmung der Reparaturkapazitat zu spateren Fixierungszeitpunkten mitunter nicht mehr
ermdglichen (Lobrich et al., 2010). Die erhohte Apoptoserate kann insbesondere bei Patienten
mit Ataxia teleangiectasia von Bedeutung sein und womdglich die absolute DSB-Anzahl
verandern (Foray et al., 1997). Daher scheint gerade hierbei die Immunfluoreszenzféarbung
von YH2AX aufgrund der Anwendung geringerer Bestrahlungsdosen ein sensitives Verfahren
zum Nachweis subtiler DSB-Reparaturdefekte zu sein (Lobrich et al., 2010).

Ein weiterer Vorteil der Immunfluoreszenzmikroskopie von bestrahlten Lymphozyten besteht
darin, dass es sich um einen Screeningtest handelt, der mit etwas Ubung eine relativ rasche
Auswertung von Patientenproben ermdglicht und so eine schnelle Einschéatzung der

Reparaturfahigkeit verschiedener Patientenkollektive erfolgen kann (Redon et al., 2009).
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Weiterhin von Vorteil bei diesem Verfahren ist, dass eine nicht so groe Anzahl von Zellen
bendtig wird. Im Rahmen dieser Arbeit wurde festgelegt, dass >40 Lymphozyten zu den
jeweiligen Fixierungszeitpunkten auszuzahlen sind. Bei den unbestrahlten Kontrollzahlungen
wurden so viele Zellen ausgewertet bis insgesamt eine Summe von >40 Foci erreicht wurde.
Die Summe der zu zéhlenden Zellen lag im dreistelligen Bereich. Bei der Analyse mittels
PFGE werden dagegen 10° bis 10° Zellen zu Auswertung benétigt (Lobrich et al., 2010).
Gewiss gibt es auch Nachteile der yH2AX-Methode. Die Phosphorylierung von H2AX wird
nicht ausschliellich durch DNA-Doppelstrangbriiche, die als Folge ionisierender Strahlen
entstanden sind, initiiert. DSB, die durch Hydroxyurea, einem Medikament der
Leukdamietherapie, ausgeldst werden, fuhren auch zur Entstehung von yH2AX (Ward und
Chen, 2001). Wahrend verschiedener physiologischer Prozesse kommt es ebenfalls zur
Phosphorylierung von H2AX wie zum Beispiel bei der Apoptose und bei der V(D)J-
Rekombination im Rahmen der Immunantwort (Redon et al., 2002). Des Weiteren induzieren
einzelstrangige DNA-Bereiche in Replikationsgabeln ATR-vermittelt die Entstehung von
yH2AX-Foci (Ward et al., 2004). Die bisher genannten Nachteile konnen aber insofern
vernachldssigt werden, da sie rein von der Wahrscheinlichkeit her jede Probe gleichermalien
betreffen und eher die Relationen der Foci-Zahlen der verschiedenen Patienten zueinander
eruiert werden als die absoluten Foci-Zahlen. Aufl3erdem zeigen sich abh&ngig von der Person,
die die Proben auswertet, ohnehin leichte Variationen der Ergebnisse.

Bei Bestrahlungsdosen ab 2 Gy wurden Uberlagerungen von Foci-Signalen beschrieben,
weshalb sich mdglicherweise weniger Foci auszahlen lassen, als tatsachlich vorhanden sind
(Rogakou et al., 1999).

Eine weitere Einschrdnkung dieser Methode ist, dass nur DSB quantifiziert werden, die
mittels NHEJ repariert werden. Dies stellt den vorherrschenden Reparaturweg in
Saugetierzellen dar.

Aulerdem ist anzumerken, dass yYH2AX nicht den tatsachlichen DSB-Zustand erfasst, sondern
Chromatinmodifikationen wéhrend der DSB-Reparatur widerspiegelt (Ribe et al., 2010;
Kinner et al., 2008; Costes et al., 2010). Dies wird beispielsweise daran deutlich, dass die
vollkommene Foci-Entwicklung eine gewisse Zeit in Anspruch nimmt, obgleich die DNA-
Doppelstrangbriiche direkt als Reaktion auf die Bestrahlung entstehen (Kinner et al., 2008).
Eine genauere Methode ist hierbei die Transmissions-Elektronen-Mikroskopie (TEM) mit der
durch Immunogold-Markierung von phosphoryliertem Ku70 eine Darstellung des aktuellen
DSB-Status mdglich wird (Ribe et al., 2011). Ku70 stellt ein zentrales Protein des

Reparaturwegs durch NHEJ dar, das in Form eines Ku70/80 Heterodimer an die
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Doppelstrangbruchenden bindet, diese beieinander hélt und die DNA-Reparatur erleichtert
(Cary et al., 1997; Walker et al., 2001). Mit dieser TEM-Methode wird die Entstehung und
die Reparatur der DSB unmittelbar erfasst (Rube et al., 2011).

Insgesamt kann dennoch davon ausgegangen werden, dass es sich bei der yH2AX-
Immunfluoreszenzmikroskopie um ein sensitives Verfahren flr den quantitativen Nachweis
von DNA-Doppelstrangbriichen handelt (Lobrich et al., 2010). Dies betrifft insbesondere
niedrige Bestrahlungsdosen bis 2 Gy, wie sie auch im Rahmen dieser Arbeit angewendet
wurden. Das Verhaltnis zwischen den DNA-DSB und den yH2AX-Foci liegt nahe bei 1:1
(Sedelnikova et al., 2002).

5.1.2 Quantifizierung der DNA-Doppelstrangbriiche mit Hilfe der 53BP1-

Immunfluoreszenzfarbung

Die Immunfluoreszenzfarbung von 53BP1 wurde durchgefiihrt, um zu bestétigen, dass die
yH2AX-Foci-Analyse tatséchlich zur Quantifizierung der DSB geeignet ist.

Die Kolokalisation der 53BP1- und yH2AX-Foci wurde mehrfach in der Literatur beschrieben
und sowohl die Induktion als auch das Auflosen der Foci folgen einer sehr dhnlichen Kinetik
(Schultz et al., 2000; Rappold et al., 2001; Fernandez-Capetillo et al., 2002, Kao et al., 2003).

5.1.3 Quantifizierung der DNA-Doppelstrangbriiche mit Hilfe der ATM-

Immunfluoreszenzfarbung

Zusétzlich wurde die Immunfluoreszenzfarbung von ATM durchgefihrt, um einerseits zu
Uberprifen, ob sich mit der yH2AX- und 53BP1-Foci-Analyse vergleichbare Ergebnisse
ergeben, wodurch sich die Eignung dieser beiden Methoden wiederum bestérken lieRe und um
andererseits zu kléren, inwiefern die ATM-Foci-Analyse ebenfalls zur Quantifizierung von
DNA-DSB geeignet ist.

Suzuki et al. untersuchten die Kolokalisation der yYH2AX- und ATM-Foci in humanen Zellen
nach Bestrahlung im Niedrigdosisbereich (Suzuki et al., 2006). Sie stellten fest, dass ATM-
und yH2AX-Foci sowohl in bestrahlten als auch zumeist in unbestrahlten Zellen kolokalisiert
sind. Weiterhin zeigten sie auf, dass in wachsenden Zellen phosphoryliertes ATM ein
geeigneterer DSB-Marker ist, da weniger spontane Phosphorylierungen von ATM als yH2AX
auftreten. Dar et al. und Sato et al. erfassten ebenfalls eine Kolokalisierung wvon
phosphoryliertem ATM und yH2AX (Dar et al., 2006; Sato et al., 2010).
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Auch die Kolokalisation von ATM- und 53PB1-Foci wurde in der Literatur aufgefuhrt (Su et
al., 2010). Suzuki et al. beschrieben die Kolokalisierung von phosphorylierten H2AX-, ATM-
und 53BP1-Foci (Suzuki et al., 2010).

5.2 Diskussion der Versuchsergebnisse

5.2.1 Vergleich der Reparaturkapazitat

Im ersten Teil der Arbeit wurde die Reparaturkapazitat der ATM-Homozygoten, der ATM-
Heterozygoten und der gesunden Menschen zu den verschiedenen Fixierungszeitpunkten

jeweils untereinander verglichen.

5.2.1.1 Vergleich der ATM-Homozygoten und Heterozygoten

Der Vergleich der Ergebnisse der yH2AX-Farbung der ATM™ mit den ATM™" offenbarte
signifikante Differenzen der Reparaturkapazitdt ab dem 5h Fixierungszeitpunkt nach
Bestrahlung mit 1 Gy und 2 Gy.

Vergleichbare Foci-Zahlen wurden in der Literatur beschrieben (Rube et al., 2010). Riibe et al.
untersuchten die Reparaturkapazitat der Lymphozyten von 4 ATM” und 5 ATM*" und
ermittelten beispielsweise bei den ATM-Homozygoten am 24 h Fixierungszeitpunkt nach
Bestrahlung mit 1 Gy ~3,2+0,1 Foci pro Zelle sowie nach Bestrahlung mit 2 Gy ~6,4+0,7
Foci pro Zelle. In dieser Arbeit ergaben sich zu diesem Fixierungszeitpunkt nach Bestrahlung
mit 1 Gy ~3,0+0,1 Foci/Zelle sowie bei 2 Gy ~5,6+0,2 Foci/Zelle.

Die verlangerte Persistenz einer erhohten Anzahl unreparierter DSB bei ATM-Homozygoten
im Vergleich zu ATM-Heterozygoten und gesunden Menschen wurden auch in der Literatur
beschrieben (Kato et al., 2006). Allerdings beschrieben Kato et al. eine verlangsamte
Entstehung der yH2AX-Foci und ein verspatetes Maximum nach Bestrahlung von humanen
ATM™-Fibroblasten. In dieser Arbeit konnten zu den friiheren Fixierungszeitpunkten von
0,25h und 5h keine signifikanten Unterschiede der Foci-Zahlen zwischen den ATM-
Homozygoten und den ATM-Heterozygoten festgestellt werden und die maximale Foci-Zahl
wurde auch bei den ATM™ bereits zu Beginn erreicht. Scheinbar reagieren ATM™-
Fibroblasten im Vergleich zu Lymphozyten verzdgert auf ionisierende Strahlen.
Zusammenfassend kann man die Unterschiede der yH2AX-Foci-Zahlen zu spateren
Fixierungszeitpunkten als Zeichen einer verminderten Fahigkeit zur DSB-Reparatur der an
Ataxia teleangiectasia erkrankten Kinder im Vergleich zu den Eltern deuten. Die Persistenz

der DSB konnte Ausdruck einer gesteigerten Sensitivitdt gegentber ionisierenden Strahlen
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sein. Dies steht auch im Einklang mit Ergebnissen von Kiihne et al., dass ATM-defiziente
Zellen die Mehrheit der DSB zwar in der gleichen Zeit wie gesunde Zellen reparieren, jedoch
ein Teil der DSB uber langere Zeit unrepariert bleibt und dies als Hinweis auf eine erhohte
Radiosensitivitat gedeutet wurde (Kihne et al., 2004). Vergleichbare Resultate wurden auch
von Lobrich und Jeggo ermittelt, die nach Bestrahlung von ATM™-Fibroblasten zeigen
konnten, dass etwa 10% der entstandenen DSB iber langere Zeit nicht repariert wurden
(Lobrich und Jeggo, 2005).

5.2.1.2 Vergleich der ATM-Heterozygoten und Gesunden

Beim Vergleich der ATM™" mit den ATM** zeigten sich bis auf wenige Ausnahmen keine
signifikanten Unterschiede. Dennoch konnte im zeitlichen Verlauf eine etwas erhohte
Persistenz von DSB bei den ATM-Heterozygoten offenbart werden, die zu spéteren
Fixierungszeitpunkten immer deutlicher wurde. Dies kann als eine etwas verringerte Fahigkeit
der Reparatur von DNA-Doppelstrangbriichen gedeutet werden.

In der Literatur wurden allerdings signifikante Unterschiede der Foci-Anzahl zwischen
humanen Lymphozyten von ATM-Heterozygoten und Gesunden beschrieben mit Differenzen
von etwa einem Focus nach Bestrahlung mit 1 Gy sowie 2 Foci nach Bestrahlung mit 2 Gy
(Ribe et al., 2010). Dass sich in dieser Arbeit weniger starke Diskrepanzen der Foci-Anzahl
zeigten, konnte als Hinweis darauf interpretiert werden, dass moglichweise die Mehrzahl der
getesteten heterozygoten Individuen ATM-Mutationen aufweist, die sich nicht allzu stark auf
die DSB-Reparaturkapazitat auswirken.

Kato et al. verglichen in einer Studie die DNA-Reparaturfahigkeit von humanen ATM™-,
ATM*- und ATM"*-Zellen und in einer anderen Studie die Mausezellen dieser drei
Genotypen (Kato et al., 2006; Kato et al., 2006). Nach einmaliger Bestrahlung mit 1 Gy
konnten sie in beiden Studien zwar Differenzen der Foci-Zahlen zwischen den ATM-
heterozygoten und den gesunden Individuen feststellen, aber Ubereinstimmend mit den
Ergebnissen dieser Arbeit waren sie nicht signifikant. Kato et al. konnten deutlichere
Unterschiede nach einer kontinuierlichen Bestrahlung tiber 24 h mit einer Dosis von 10 cGy/h
aufzeigen und schlugen dies als moglichen Ansatz zur klaren Unterscheidung zwischen
ATM*" und ATM** vor.
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5.2.1.3 Vergleich der ATM-Homozygoten und Gesunden

Der Vergleich der Foci-Anzahl der ATM™ mit den ATM** legte bis auf eine Ausnahme zu
allen Reparaturzeitpunkten signifikante Unterschiede offen. Dies kann als Zeichen der
reduzierten Reparaturfahigkeit der an Ataxia teleangiectasia erkrankten Menschen gewertet
werden.

Ribe et al. verglichen in einer Studie unter anderem die Reparaturkapazitit von gesunden
Mausen und ATM™-Mausen und konnten zeigen, dass die ermittelte Foci-Anzahl zu friiheren
Reparaturzeitpunkten bei den beiden Genotypen ahnlich war, wahrend sich zu spateren
Fixierungszeitpunkten bei den ATM™-Mausen erhdhte Foci-Zahlen nachweisen lieRen (Riibe
et al., 2008). Dies ist kongruent mit den Ergebnissen dieser Arbeit (Abbildung 5 und 6).

Kato et al. beobachteten beim Vergleich der Foci-Zahlen humaner Zellen nach Bestrahlung
mit 1 Gy ebenfalls klare Unterschiede zwischen beiden Genotypen (Kato et al., 2006). Wie
bereits aufgefiihrt stellten sie bei ihren Versuchen allerdings ein verspatetes Maximum der
Anzahl der yH2AX-Foci bei den ATM™ fest und deuteten dies als eine verlangsamte initiale
Phosphorylierung. Betrachtet man die Ergebnisse dieser Arbeit ist keine verzogerte
Entwicklung der maximalen Foci-Anzahl bei den ATM-Homozygoten nachweisbar.

In einer anderen Studie wurden nach Bestrahlung mit 2 Gy und einem Fixierungszeitpunkt
von 30 Minuten vergleichbare Foci-Zahlen bei ATM-homozygoten und gesunden humanen
Zelllinien erfasst und es konnte nur kurz nach der Bestrahlung eine leicht verzdgerte Kinetik
der Foci-Entstehung bei den ATM” festgehalten werden (Stiff et al., 2004). Bei der
Untersuchung embryonaler Fibroblasten von Mausen ermittelten Stiff et al. bereits
15 Minuten nach Bestrahlung mit einer Dosis von 2 Gy ahnliche Foci-Zahlen bei den ATM™-
und gesunden Individuen.

Rube et al. ermittelten mit dieser Arbeit kompatible Ergebnisse (Ribe et al., 2010). So
konnten sie beispielsweise bei den ATM™*
Bestrahlung mit 1 Gy ~1,0+0,2 Foci/Zelle und nach Bestrahlung mit 2 Gy ~2,4+0,4

zum Fixierungszeitpunkt von 24 h nach

Foci/Zelle aufzeigen. In der vorliegenden Arbeit offenbarten sich zu diesem
Reparaturzeitpunkt ~1,0+0,2 Foci/Zelle (1 Gy) sowie ~2,3+0,3 Foci/Zelle (2 Gy).

Riballo et al. beobachteten in den ersten 4 Stunden nach Bestrahlung mit 1,3 Gy eine ahnliche
Kinetik der Foci-Entstehung sowie ihres Verschwindens bei ATM” und gesunden Zellen,
wobei zu spateren Reparaturzeitpunkten eine erhohte Foci-Anzahl bei den ATM™ persistierte
(Riballo et al., 2004). Obgleich sich in der vorliegenden Arbeit bereits zu friiheren
Reparaturzeitpunkten Unterschiede der Foci-Anzahl zwischen den beiden Genotypen ergaben,

wurde im Einklang mit den Ergebnissen von Riballo et al. die Persistenz von DNA-DSB bei
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den ATM” zu spateren Fixierungszeitpunkten immer eindriicklicher. Dies bekraftigt den
Sachverhalt, dass an Ataxia teleangiectasia erkrankte Patienten eine erhOhte Sensitivitét
gegentiber ionisierenden Strahlen aufweisen (Higurashi und Conen, 1973; Taylor et al., 1975;
Gatti, 2001; Sun et al., 2002).

5.2.1.4 Vergleich der unbestrahlten Kontrollzadhlungen

Es zeigten sich signifikante Unterschiede bei den unbestrahlten Kontrollzahlungen im
Vergleich aller Patientenkollektive untereinander.

Die Phosphorylierung von H2AX findet auch in unbestrahlten Zellen statt (Rube et al., 2008).
Die Entstehung von yH2AX wird beispielsweise wéhrend der Apoptose bei der DNA-
Fragmentation induziert (Rogakou et al., 2000). Ferner wird H2AX im Verlauf der Mitose,
sowie vermutlich im Rahmen natlrlich vorkommender DNA-DSB phosphoryliert (McManus
und Hendzel, 2005). Mdglicherweise scheint auch die Reparatur dieser natdrlich
vorkommenden DSB bei Individuen mit eingeschrénkter bzw. mangelhafter ATM-Funktion
verlangsamt zu sein, wodurch es in unbestrahlten Proben ebenfalls zur verlangerten Persistenz
einer geringfiigig erhohten Anzahl an DSB kommt.

Eines der Kennzeichen des Krankheitsbildes Ataxia teleangiectasia ist die genetische
Instabilitat, die sich unter anderem in Form einer erhohten Rate chromosomaler Briiche &uf3ert
(Kojis et al., 1991; Meyn, 1999; Taylor, 2001). Daher kénnte man mutmafen, dass aufgrund
dieser Instabilitat die ATM-Homozygoten und in geringerem AusmafR auch die ATM-
Heterozygoten eine erhohte Rate spontan auftretender DSB darbieten.

5.2.1.5 Zusammenfassende Interpretation

Zusammenfassend demonstrieren die Ergebnisse eine deutliche Einschrdnkung der DNA-
DBS-Reparaturkapazitat der an Ataxia teleangiectasia erkrankten Kinder im Vergleich zu den
Eltern sowie gesunden Individuen. Weniger groBe Unterschiede in der DNA-Reparatur
konnten zwischen den ATM-Heterozygoten und den Gesunden aufgezeigt werden.

Die Diskrepanzen der DNA-Reparaturfahigkeit der verschiedenen Genotypen werden
insbesondere deutlich, wenn der prozentuale Anteil der Zellen, die tberhaupt Foci aufweisen
im zeitlichen Verlauf betrachtet wird (Abbildung 7 und 8). AuRerst eindriicklich stellt sich
hierbei die Persistenz einer erhdhten Anzahl von DSB nach dem Fixierungszeitpunkt von 24 h

dar.
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5.2.2 Vergleich der Immunfluoreszenzfarbungen

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurden die ermittelten Foci-Zahlen der verschiedenen
Immunfluoreszenzfarbungen zu den einzelnen Fixierungszeitpunkten separat fir jedes

Patientenkollektiv jeweils untereinander verglichen.

5.2.2.1 Vergleich der yH2AX- und der 53BP1-Farbung

Die Gegenberstellung der yH2AX- und der 53BP1-Farbung ergab bei allen drei Genotypen
bis auf wenige Einzelfdlle keine signifikanten Differenzen der Foci-Zahlen zu den
verschiedenen Reparaturzeitpunkten. Dieses Ergebnis deckt sich mit der in der Literatur
wiederholt aufgefiihrten Kolokalisation von yH2AX und 53BP1 am DNA-Doppelstrangbruch
(Schultz et al., 2000; Rappold et al., 2001; Fernandez-Capetillo et al., 2002, Wang et al.,
2002; Kao et al., 2003; Ribe et al., 2010; Groesser et al., 2011). Es bestétigt die Fahigkeit

jedes einzelnen Immunfluoreszenzmarkers fur sich DNA-DSB zu quantifizieren.

5.2.2.2 Vergleich der yH2AX- und der ATM-Farbung

Die statistische Vergleichsanalyse der yH2AX- mit der ATM-Immunfluoreszenzfarbung
offenbarte  bei den ATM?” nach Bestrahlung mit 1Gy mit Ausnahme des
Fixierungszeitpunktes von 0,25 h zu allen Zeitpunkten signifikante Unterschiede. Ferner
zeigten sich signifikante Diskrepanzen nach Bestrahlung mit 2Gy am 25h
Reparaturzeitpunkt.

Zunéchst ist festzuhalten, dass die Bindung der Antikorper an die ATM-Proteine der ATM™-
Lymphozyten trotz Mutationen moglich war, da IRIF nachweisbar waren. Allerdings
gestaltete sich die Auszahlung der ATM-Foci schwierig, da oftmals eine starke
Hintergrundfarbung bestand und die Foci zum Teil unterschiedlich intensiv leuchteten. Die
erschwerte Auswertung konnte zu den teilweise diskrepanten Ergebnissen bei den ATM™
beitragen. Die beobachteten Hintergrundfarbungen kdnnten auBerdem als Hinweis auf die
eingeschrankten Funktionen der ATM-Proteine gedeutet werden.

Betrachtet man die absoluten Foci-Zahlen (Tabelle 20) fallt auf, dass sich zu den spateren
Fixierungszeitpunkten nach Bestrahlung mit 1 Gy bei der ATM-Immunfluoreszenzfarbung
erhdhte Foci-Zahlen im Vergleich zu den anderen Immunfloureszenzfarbungen nachwiesen
lieRen. Dies konnte als Resultat einer verlangsamten Loslésung der ATM-Proteine von der
Bruchstelle interpretiert werden. Eine solche Auslegung ist insofern schwierig, da sie sich

nicht auf die Ergebnisse der Bestrahlung mit 2 Gy (bertragen lassen kann. Ein
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Erklarungsversuch dieser Diskrepanz konnte sein, dass die ATM-Proteine aufgrund der
Mutationen unregelmdfRig an die DNA-Doppelstrangbriche binden und es bei
Bestrahlungsdosen von 2 Gy zu Uberlagerungen der Immunfluoreszenzsignale kommt,
weshalb ein Teil der DSB gewissermalien maskiert wird.

Weiterhin weisen die an Ataxia teleangiectasia erkrankten Kinder unterschiedliche
Mutationen auf. Dies kdnnte zu ungleichen Ergebnissen der absoluten Foci-Zahlen flhren, da
bei den einen Individuen der ATM-Antikorper womoglich gesteigert, bei den anderen
mitunter weniger stark an die mutierten Proteine bindet und so ein nicht immer einheitliches
Bild entsteht.

Ferner fallt auf, dass nach einem Fixierungszeitpunkt von 0,25h bei beiden
Bestrahlungsdosen die absolute Foci-Anzahl bei der ATM-Farbung im Vergleich zu den
anderen Farbungen niedriger ist. Dies konnte womoglich Ausdruck einer verzdgerten
Bindung der mutierten Proteine an die DSB sein.

Der Vergleich der Foci-Werte der yH2AX- mit der ATM-Farbung ergab, abziglich weniger
Ausnahmen, weder bei den heterozygoten noch bei den gesunden Individuen signifikante
Differenzen. Dies steht im Einklang mit der in der Literatur beschriebenen Kolokalisation der
beiden Marker am DSB (Suzuki et al., 2006; Sato et al., 2010).

5.2.2.3 Vergleich der 53BP1- und der ATM-Farbung

Der Gegenuberstellung der Foci-Zahlen der 53BP1- mit der ATM-Farbung zeigte bei den
ATM™ und den ATM*" zu spateren Reparaturzeitpunkten nach Bestrahlung mit 1 Gy, sowie
bei der unbestrahlten Kontrolle von ATM™" signifikante Unterschiede auf. Nach Bestrahlung
mit 2 Gy ergaben sich keine signifikanten Differenzen. Die Ergebnisse der ATM-
Homozygoten kdnnte man in &hnlicher Weise deuten wie es beim Vergleich der yH2AX und
ATM-Immunfluoreszenzfarbung erfolgt ist, da die absoluten Foci-Werte der yYH2AX- und der
53BP1-Farbung in einer sehr dhnlichen GroéRenordnung liegen (Tabelle 20). Dass sich bei den
ATM-Heterozygoten auch signifikante Unterschiede offenbarten, konnte als Hinweis auf die
eingeschrankte Funktion des ATM-Proteins interpretiert werden. Da sich hier vornehmlich zu
den spateren Reparaturzeitpunkten signifikante Unterschiede der absoluten Foci-Zahlen
aufzeigen lielRen, kdnnte es sich auch hierbei um eine verzégerte Ablésung der ATM-Proteine
vom DSB handeln. Dass sich diese Differenzen bei Bestrahlungsdosen von 2 Gy nicht zeigten,
konnte sich auch hier aus einer Uberlagerung von Foci-Signalen aufgrund einer

ungleichmaRigen Bindung der funktionseingeschrankten Proteine am DNA-DSB ergeben.
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Bei den gesunden Individuen zeigten sich zu keinem Fixierungszeitpunkt signifikante
Diskrepanzen zwischen den Foci-Zahlen. Dies steht im Einklang mit der in der Literatur
aufgefuhrten Kolokalisierung der beiden DSB-Marker (Su et al., 2010; Suzuki et al., 2010).

5.2.2.4 Zusammenfassende Interpretation

Zusammenfassend konnen die Ergebnisse dieser Arbeit bestdtigen, dass die
Immunfluoreszenzfarbung von phosphoryliertem ATM bei Individuen mit intakten ATM-
Proteinen ein zweckmaRiges Verfahren zur Darstellung und Auszdhlung von DNA-
Doppelstrangbriichen ist, da sich mit der Farbung von phosphoryliertem H2AX und 53BP1
vergleichbare Ergebnisse erzielen liel3en.

MaRig anwendbar ist die ATM-Farbung bei Individuen mit eingeschrankter Funktion des
ATM-Proteins. Hier sind die yH2AX- oder die 53BP1-Immunfluoreszenzfarbung offenbar die

geeigneteren Methoden zum Nachweis von DNA-Doppelstrangbriichen.
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5.3 Klinische Relevanz der Ergebnisse

Die Ergebnisse dieser Arbeit bestdtigen den Sachverhalt, dass an Ataxia teleangiectasia
leidende Patienten eine erhohte Sensitivitit gegendiber ionisierenden Strahlen aufweisen, die
an einer erhdhten Anzahl zuriickbleibender DNA-Doppelstrangbriiche erkennbar wird. Ferner
verdeutlichten die Ergebnisse eine etwas eingeschrédnkte Reparaturkapazitit bei ATM-
Heterozygoten.

Wéhrend ATM-Homozygotie anhand der klinischen Symptomatik meist sehr frih erkannt
wird, ist dies bei ATM-Heterozygotie, die immerhin bei etwa 1% der Bevolkerung vorliegt, in
der Regel nicht der Fall.

Eine Einschétzung der individuellen Effektivitit DNA-Doppelstrangbriiche reparieren zu
kénnen, wére gerade vor dem Beginn einer Strahlen- oder Chemotherapie von Relevanz. Je
nach Ausmal eines eventuell vorliegenden Reparaturdefizits konnte so eine auf den einzelnen
Patienten angepasste Therapie ausgearbeitet werden.

Ferner reagieren auch gesunde Menschen unterschiedlich auf verschiedene Therapien.
Beispielsweise ergeben sich nach Anwendung einer Radiotherapie trotz Verabreichung
derselben Dosis individuell unterschiedlich stark ausgepragte akute und spéate
Gewebsreaktionen (Turesson, 1990; Tucker et al., 1992 Bentzen und Overgaard, 1994;
Dikomey et al., 2003).

Eine mogliche Konsequenz, die sich aus der Kenntnis (iber das Vorliegen und Ausmal einer
Funktionseinschrankung zur DNA-Reparatur ergeben konnte, ware beispielsweise die
Beschrankung der Anwendung diagnostischer und therapeutischer Rontgenstrahlen auf das
Notigste.

Vor diesem Hintergrund ware die Immunfluoreszenzmethode ein einfaches Screening-
Verfahren zur Erfassung einer moglicherweise eingeschrankten Fahigkeit zur DNA-Reparatur.
Dies konnte als routineméRige Diagnostik erfolgen und so eine auf den jeweiligen Patienten
abgestimmte Therapie zulassen (Rube et al., 2010).

Die individuelle Einschatzung der DSB-Reparaturkapazitat jedes einzelnen Patienten vor

Einleitung einer Therapie ware ein winschenswertes Ziel fur die Zukunft.
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