Aus der Klinik fiir Strahlentherapie und Radioonkologie
Universititsklinikum des Saarlandes, Homburg/Saar

Direktor: Prof. Dr. med. Christian Riibe

Reparatur von DNA-Doppelstrangbriichen in den kortikalen Neuronen juveniler Mause

nach fraktionierter Niedrigdosisbestrahlung

Dissertation zur Erlangung des Grades eines Doktors der Medizin

der Medizinischen Fakultit
der UNIVERSITAT DES SAARLANDES

2017

vorgelegt von: Wolfgang Marc Funk
geb. am: 04. April 1989 in Aalen



INHALTSVERZEICHNIS

1 ZUSAMMENFASSUNG/SUMMARY ..cctitieeeeeeceeeeesesecsscsessssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 1
1.1 ZuSammeENTaSSUNE .....ccoverervricssricsssressssnesssssessssosssssssssssosssssssssessssssssssssssssssssssssssssssses 1
1.2 SUINIMATY eecicvveriiinnninssnncsssncssssscssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 2
2 EINLEITUNG . .. ciiiiteeeeeeeeeeecsecssescssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 3
2.1 Strahlentherapie von ZNS-Tumoren im Kindesalter ..........cccoeeveeiecicvnriccicsnnrecscsnnnes 3
2.1.1  EPIAeMIOLOZIC. .. .ceiuiieiiieiiieiieiieeiteete ettt ettt e et e bt eteesaee et e e saesabeenseeenseenseeenseenns 3
2.1.2 Klinische NebenWirkUnZen .........c.ccccueeriieriieiiienieeieeniie et esiee e siee e eeesve e seee e 3
2.1.3  Fortschritte durch neue hochkonformale Bestrahlungstechniken .............c.ccccuee... 4
2.1.4 Strahlentherapie der ZNS-Tumore im Kindesalter heute...........ccccoeeveviiniiieniennnnen. 5
2.2 Das Linear Non-ThreShold MOdEl.....ueeeeeeeeeereeeneeecseceeereeseeseesscssesssssssssssssssssesssssee 5
2.3 DNA-DoppelstrangbriiChe ......cceeeieeiicisiiiisnriniseninssnninssnnissssncssssncssssnessssscsssssessssssssnss 7
2.3.1 DINA UNA CRIOMATIN cetttteee e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeearaaaeeeeas 7
2.3.2 Entstehung von Doppelstrangbriichen............cccoeeviiieriiieiiiieiieee e 9
2.3.3 Bedeutung von DNA-Doppelstrangbriichen .............ccccoeviiiiiiniiiiieniicieeieeeeee, 10
2.3.4 Reparatur von DNA-Doppelstrangbriichen in Neuronen............ccccceeeveevivenveeneenen. 10
2.4  Nachweis von DNA-Doppelstrangbriichen ...........ccocveeiicinscniccsssnerccsssnnecssssnssecsnns 13
2.4.1 Historische ENtWiCKIUNG .......oooiiiiiiiiieiiiece e 13
242 p53-Binding Protein 1 ......coccoiiiiiiiiiiiieiiecieee ettt 13
2.4.3 Anlagerung des 53BP1 an DNA-Doppelstrangbriiche...........cccccoeviiveiiininniianennnn. 14
2.4.4 S53BP1-FOCI 1N NEUIONEI ... .eeeeeeeeeee e e e e e e e e ee e e e e e e e eaaraaaeeeeas 16
3 FRAGESTELLUNG .uoeeeeieieeeeeececeesecssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 17
4 MATERIAL UND METHODIK.....ccitttttiereeeereeeeesssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 18
4.1 IMLALEEEAL ..ooveeeennnenneeeeeneeenneeecsecenereesssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnnsnssssssse 18
o I BN 115140 ) 1 1S PSPPSRI 18

4.1.2 Gerate UNd MESSINSTIUIMIEIITE ........eeeeeeeeeeeeee e e et e e e e e e eeeeeereaeeeeeeeeeeeneaaaeeeeeeeenans 19



4.1.3 Reagenzien und LOSUNZEN........cccviiiiiiiiiieeiiieeciee et eeeeeiee et svee e veeesveeesnaeeens 20

4.1.4  VerbrauchSmaterialien.........c.covuieiiiiiieeiieie ettt 21
4.2 MEtROAIK aucoeeeineeniiiniiineciinieennenseecnensnnissnesseesssesssnssssessssssssessssssssessssssssssssassssesssase 22
4.2.1 Mausstamm und Haltungsbedingungen .............ccceeeuieeiiieniiieniieecee e 22
4.2.2 Bestrahlung der VersuChStIEre........cccvieiiiiiiiieeiie et 22
4.2.2.1 BestrahlungSParameter ..........ccueeeuieruieeriienieeiieniieeteesieeereesseesseesseessseeseessseenseens 22
4.2.2.2 Bestrahlungsplan und Zeitpunkt der Gewebeentnahme..............ccccevvevierieneennen. 22
4.2.3 Gewebeentnahme und -Aufarbeitung..........ccoeevviiiiiiiiiiieceeeeee e 23
4.2.3.1 Intrakardiale Perfusion, Gewebeentnahme und Formalinfixation........................ 23
4.2.3.2 Paraffineinbettung .........ccceovuiiiiiiiieiieeieeeie ettt ettt ettt eee 24
4.2.3.3 Erstellen der GewebesChNItte ..........c.eevvuieiiieiiieiiieiiee e 25
4.2.3.4 ImmunfluoreSZenZIarbung...........ccocvieiiiiieiiiie ettt e 25
4.2.3.5 Mikroskopische Auswertung und Dokumentation............ccccceeveeveieencieeenieeennnen. 26
4.2.4 Datenerfassung - StatistiSChe AUSWETtUNZ ........cccuerivieriieiiieriieeieeiie et 26

5 ERGEBNISSE....uooiiiiiininnininsinsicstssecssissssssesssisssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssss 28
5.1 Darstellung der kortikalen NeUronen.......eicciiseeeccsssnsecssssssresssssssssssssssssssssssseces 28
5.2 Darstellbarkeit strahlungsinduzierter FOCi.........ccceivvueiicinsvnniecsisnerccsssnnrncsssnssecsnns 29

5.3 53BP1-Foci in fraktioniert bestrahlten und unbestrahlten kortikalen

NEUIONECI uuceeniiieeiruensnecsenssaecssesssnesssnessassssesssassssesssassssssssassssssssassssasssassssasssassssssssassnne 30
5.3.1 Einfluss zunehmend fraktionierter Bestrahlung auf die Focuszahl/Neuron............. 30
5.3.2 Langzeitentwicklung der S53BP1-Focuszahl/Neuron...........ccccceeeveeecieenceeencveeenen. 33
5.3.3 Altersabhingige Entwicklung der 53BP1-Focuszahl/Neuron............cc.ccoceveevennnen. 34

5.4  Anteil Focus-tragender Neurone fraktioniert bestrahlter und
UNDESraARIter MEAUSE c.ccuueieiieieiieiiintenineecsnnecssnnecssseecsssescsssesssssnsssssesssssesssssssssssssssnes 34

5.4.1 Einfluss zunehmend fraktionierter Bestrahlung auf den Anteil Focus-

tra@ENAETr NEUIOMNE .....cuvieniiieiiieiie ettt ettt et eite et e st e et eesaaeesbeesnseenseeenseenne 35
5.4.2 Langzeitentwicklung des Anteils 53BP1-Focus-tragender Neurone ....................... 36
5.4.3 Altersabhdngige Entwicklung des Anteils 53BP1-Focus-tragender Neurone.......... 36

5.5  Zusammenhang zwischen Focuszahl/Neuron und Anteil Focus-tragender

NEUIOIE euueeerreeneeenreneecerrereeserreseesessessessssessssesssssssessssssssssassssssssssssessasssssssasssssssasssssssanssse 37



6 DISKUSSION .ouueiriieirinsnnsnenssnnsssnsssnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssassssassssssssns 39

6.1  Einfluss der Dosis auf die Anzahl persistierender DSBs nach
fraktionierter Bestrahlung juveniler MAUSE ......cccceeervericscnrcsssnnessnrcssnnressnsrcsssssesenns 39
6.1.1 Einfluss der Dosis auf die Anzahl persistierender DSBs nach fraktionierter
Bestrahlung juveniler Mause im Vergleich zu einmalig bestrahlten adulten
IMIBUSEIL ...ttt ettt st et ettt ettt e 39
6.1.2 Einfluss der Dosis auf die Anzahl persistierender DSBs nach fraktionierter

Bestrahlung juveniler Mause im Vergleich zu fraktioniert bestrahlten

AAUITET IVTAUSEIL .o e e e e e e e e e e e eeaeeeeeeeeeaaas 42
6.1.3 Einfluss des Alters der Kontrollméuse auf die Akkumulation von DSBs................ 44

6.2  Zeitliche Entwicklung der Anzahl persistierender DSBs nach
fraktionierter Bestrahlung juveniler MAUSE ........cccevvvericcsssnnricsssnsresssssssncssssnssscsnns 46
6.2.1 Zeitliche Entwicklung der Anzahl von DSBs nach fraktionierter
Bestrahlung juveniler Mduse im Vergleich zu fraktioniert bestrahlten
AAUILEN MEUSEIN.....cotiiiiiiiiiiieieceee ettt s 47
6.2.2 Zeitliche Entwicklung der Anzahl von DSBs nach fraktionierter

Bestrahlung juveniler Mause im Vergleich zu einmalig hochdosiert

bestrahlten adulten MEUSEN.........c..coceiiiiiiiiiieieeeeee e 49
6.3  SChIUSSTOIZEIUNG ...cceeuurriinriiinirininiicniricssnricssarissssnissssnessssessssnesssssssssssosssssossssssssnssoses 50
6.4  Diskussion der MethodiK .........coueievveiissniiissnenissniiissneicssnencsneecssecssssecssssecssssnsssssenes 51
6.4.1 Das in VIV MOdell Maus .........cooiiiiiiiiiiieieceee et 51
0.4.2  BeStrahlUng........cooiiiiiiiiii ettt et enae 51
6.4.3 Intrakardiale Formalin-Perfusion ...........ccccecceeiiniininiiniinieiienececeeee 52
6.4.4 Fixation mit FOrmalin..........cocoiiiiiiiiiiiii e 53
6.4.5 Lichtmikroskopische Quantifizierung der FOCI........cccvveriiiiiiieeiiiecieeceeeeee e, 54
6.4.5.1 Lichtmikroskopische Quantifizierung der Foci —
PulsfeldgeleleKtrophorese...........oocvieriieiieriieiiecie e 54
6.4.5.2 Manuelles Auszéhlen — Computer-basiertes Verfahren...........ccocoeeveveeicieeennnnn. 55
6.4.5.3 Lichtmikroskopie — Transmissionselektronenmikroskopie.........c.cccccveerveeennnennne 56
6.4.6 Bedeutung der persistierenden FOCT .........ccviviiiiiiiieiiiecieceeeeeee e 57

6.5 KINISCHE REIEVANZ....eeeeeeeeeieeerereennnneiireeceerereeessesssssessssesssssssssscssssssssssssssssssssssssssssssssns 59



6.6

71

7.2

7.3

7.4

10

AUSDIICK c.uveiiiiriiitiiiiinnniennientissicseesstsssnsssstssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassns 61
VERZEICHNISSE ...uuooiiiiitintintinnennninneesninsesssiisesssessssssssssssssssessssssssssssassse 62
ADbKUIZUNGSVErZEICHIS c.cuceiervuriissricssnrinsinrisssnnicsssnissssnesssnesssnessssnssssssosssssssssssssssssses 62
ADbDIldUungSVerzeiChmis .....c.cceeeeeivvnricisssnnecssssnnnessssnnessssssssessssssssesssssssssssssssssssssssssses 63
TabelleNVerzZeiChIis .....cueiiiieeinieiiniiiiniieinneensntensneecsneecsneessseesssessssseesssssssssssessses 64
LiteraturverzZeiChnis ... eieeieenneensenneensnennnennsnensnnnssiesnesssessessssessssssssessssssssssssasnse 64
PUBLIKATIONEN ...ccoiiiiinniinninsnensnensnecssesssnssssessssssssesssssssssssssssssasssssssssssssssssasssse 76
DANK cetetintncntntnstesstessessssessstsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssss 77



1.Zusammenfassung/Summary

1 Zusammenfassung/Summary

1.1 Zusammenfassung

Hintergrund und Zielsetzung: In der Therapie von ZNS-Tumoren bei Kindern kommen
zunehmend hochkonformale  Bestrahlungstechniken wie die Intensitdtsmodulierte
Strahlentherapie (IMRT) zum Einsatz. Dadurch werden zwangsldufig grofere Volumina
gesunden Gewebes, wenn auch mit einer geringeren Dosis als zuvor, bestrahlt. Ziel der
vorliegenden Arbeit ist es, die Anzahl potentieller DNA-Schidden in den kortikalen Neuronen
nach fraktionierter Niedrigdosisbestrahlung mit Hilfe des in vivo Modell juveniler Mause zu

erfassen.

Methodik: Juvenile Mause wurden {iber ein, zwei, drei oder vier Wochen jeweils téglich von
Montag bis Freitag niedrig dosiert (jeweils 100 mGy pro Tag) bestrahlt. Die DNA-
Doppelstrangbriiche wurden anhand der 53BP1-Foci dargestellt. Diese wurden in den
Neuronen des zerebralen Kortex 72 Stunden nach der letzten Bestrahlung sowie in den
Neuronen der tiber vier Wochen bestrahlten Mause zuséitzlich ein, drei und sechs Monate

nach der letzten Bestrahlung gezdhlt.

Ergebnisse: Mit zunehmender Dauer und damit zunehmender Dosis der fraktionierten
Bestrahlung stieg die Focuszahl/Neuron linear an. Ein signifikanter Riickgang der
Focuszahl/Neuron war erstmals 6 Monate nach Bestrahlung zu beobachten. Das Niveau der

unbestrahlten Kontrollen wurde nicht erreicht.

Schlussfolgerung: Die fraktionierte Niedrigdosisbestrahlung fiihrt mit steigender Dosis zu
einer Akkumulation von DNA-Doppelstrangbriichen in den kortikalen Neuronen juveniler
Gehirne. Die lange Persistenz dieser DNA-Schéden, verglichen mit den Daten fiir adulte
Mause in der Literatur, deutet zudem auf eine gesteigerte Vulnerabilitit des juvenilen Gehirns
im Langzeitverlauf nach fraktionierter Bestrahlung hin. Die vorliegende Arbeit liefert damit
erste Hinweise, dass bei Kindern selbst niedrige Strahlendosen, wie sie im Randbereich von

Zielvolumina auftreten, nicht zu vernachldssigen sind.

Ausblick: Gegenstand weiterfiihrender Untersuchungen sollte der Zusammenhang zwischen

den persistierenden 53BP1-Foci und ihren moglichen neurofunktionellen Auswirkungen sein.
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1.2 Summary

Background and purpose: In the treatment of CNS tumours of children new highly conformal
radiation techniques, e.g. intensity-modulated radiation therapy (IMRT) are increasingly used.
Thus inevitably larger volumes of healthy tissue are irradiated, albeit with lower doses than
before. Aim of the present work is to assess the number of potential DNA lesions in cortical
neurons after fractionated low dose irradiation with the help of the in vivo model of juvenile

mice.

Methods: Juvenile mice were irradiated daily with low dose (100 mGy per day) one, two,
three or four weeks, respectively, from Monday to Friday. DNA double-strand breaks were
visualized by 53BP1 foci. They were counted in neurons of the cerebral cortex 72 hours after
the last irradiation as well as in the neurons of mice irradiated over four weeks one, three and

six months, respectively, after the last fraction.

Results: With increasing time and thus total dose of fractionated irradiation the number of foci
per neuron linearly increased. A significant decrease of the number of foci per neuron was
monitored 6 months after irradiation for the first time. The level of unirradiated control mice

was not reached.

Conclusion: Fractionated low dose irradiation with increasing cumulative doses leads to an
accumulation of DNA double-strand breaks in cortical neurons of juvenile brains. The long
persistence of these DNA lesions compared to data in adult mice in literature suggests an
enhanced long-term vulnerability of the juvenile brain. The present work implies, that in
children even low radiation doses which occur in the periphery of the target volumes are not

to be neglected.

Prospects: Further studies should aim to clarify the relation between the persistence of

53BP1-foci and its potential neurofunctional effects.
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2 Einleitung

Die Strahlentherapie ist integraler Bestandteil der Behandlung maligner Tumoren des
Zentralen Nervensystems (ZNS) bei Kindern. Das Ziel der Radiotherapie ist die optimale
Tumorkontrolle bei mdglichst geringen strahlungsbedingten Nebenwirkungen. Hierzu muss
die notwendige therapeutische Strahlendosis im Zielvolumen erreicht, jedoch gleichzeitig das
umliegende Gewebe weitestgehend geschont werden (Bindra RS et Wolden SL, 2016; Thorp
NIJ et Taylor RE, 2014). Neue hochkonformale Bestrahlungstechniken in der Radioonkologie
wie die Intensititsmodulierte Radiotherapie (IMRT) nutzen mehr Bestrahlungsfelder als
vorhergehende Verfahren. Diese kreuzen sich im Zielvolumen und erlauben es, das
Bestrahlungsvolumen sehr genau an das Zielvolumen anzupassen. Unweigerlich werden
dadurch groBere Volumina gesunden Gewebes — wenn auch mit geringerer Dosis als zuvor —
bestrahlt (Hall EJ et Wuu CS, 2003). Durch Strahlung entstehen DNA-Doppelstrangbriiche,
die die entscheidende radiobiologische Lidsion darstellen (Goodhead DT, 1994). Die
vorliegende Arbeit nutzt 53BP1 als Marker, um potentielle DNA-Doppelstrangbriiche nach

fraktionierter Niedrigdosisbestrahlung in Neuronen juveniler Méduse zu detektieren.

2.1 Strahlentherapie von ZNS-Tumoren im Kindesalter

2.1.1 Epidemiologie

Tumore des Zentralen Nervensystems (ZNS) stellen im Kindesalter mit 24,7% nach den
hidmatologischen Neubildungen die hdufigste Tumorgruppe dar. Davon sind etwa 50% den
Astrozytomen zuzuordnen. Weiterhin zdhlen zu den ZNS-Tumoren Medulloblastome,
Ependymome und Kraniopharyngeome (Kaatsch P et Spix C, 2015). Wéhrend die meist
benignen Astrozytome die hdufigsten Tumoren sind, sind die Medulloblastome die hdufigsten

malignen ZNS-Tumoren im Kindesalter (Thorp NJ et Taylor RE, 2014).

2.1.2 Klinische Nebenwirkungen

Die Behandlung von ZNS-Tumoren des Kindesalters baut auf die drei Saulen der
chirurgischen Intervention, der Chemotherapie und der Strahlentherapie auf (Thorp NJ et
Taylor RE, 2014). Mit dem Einsatz der Strahlentherapie wurden diese heilbar (Bindra RS et
Wolden SL, 2016).

Beginnend in den 1960ern wurden grofle Bestrahlungsfelder und hohe Strahlendosen genutzt,
um die ZNS-Tumoren im Kindesalter heilen zu konnen (Bindra RS et Wolden SL, 2016). Als
die ersten irreversiblen Langzeitfolgen bekannt wurden, schrinkten diese die

strahlentherapeutische Behandlung insbesondere bei sehr jungen Kindern zunehmend ein
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(Thorp NJ et Taylor RE, 2014). Zu diesen Langzeitfolgen zdhlen Wachstumsretardierung,
Endokrinopathien, Sekundidrmalignome und neurologische Defizite (Bindra RS et Wolden

SL, 2016).

Einige Langzeitfolgen treten erst ab einer Schwellendosis in der GroBenordnung von 20 Gy
auf. Endokrinopathien wie der Mangel an Wachstumshormon nehmen dann dosisabhéngig zu.
Die kumulative Inzidenz der Sekunddrmalignome 20 Jahre nach einer Strahlentherapie ist mit
3,3 % gegeniiber 1,2 % ohne diese erhoht. Hierbei ist im Gegensatz zu dem genannten
Beispiel der Endokrinopathien aber keine Schwellendosis bekannt (Thorp NJ et Taylor RE,
2014). Kognitive Defizite wurden hauptsiachlich nach der Therapie von Kindern mit Tumoren
der hinteren Schidelgrube, speziell von Medulloblastomen und Ependymomen, beschrieben
(Mulhern RK et al., 2004). Hierbei zeigten Studien insbesondere von Kindern, die jlinger als
3-4 Jahre waren, erschreckende Einschrinkungen der kognitiven Leistungsfahigkeit durch die
kraniospinalen Bestrahlung mit hohen Dosen auf (Mulhern RK et al., 2004; Walter AW et al.,
1999). Es konnte beobachtet werden, dass eine langfristige Abnahme des
Intelligenzquotienten (IQ) umso stirker ausgepridgt war, je jiinger die bestrahlten Kinder
waren (Merchant TE et al., 2009). Selbst Kinder, die nur mit einer mittleren Dosis von 1,3 Gy
bestrahlt wurden, zeigten niedrigere 1Qs und schlechtere Schulnoten (Ron E et al., 1982).

2.1.3 Fortschritte durch neue hochkonformale Bestrahlungstechniken

Strahlungsquellen im Megavoltbereich machten es moglich, die Haut zu schonen und tief im
Gewebe liegende Tumoren zu bestrahlen, ohne die Toleranzdosis der Risikoorgane zu {iber-
schreiten. Mit der Entwicklung der Computertomographie 1971 folgte der zweidimensionalen
die dreidimensionale Planung der Bestrahlungsvolumina. Die Intensitdtsmodulierte
Strahlentherapie (IMRT) verbesserte in den frithen 2000ern die Konturierung der Tumore
weiter (Thariat J et al., 2013). Dadurch konnten die erheblichen Nebenwirkungen in der
Therapie kindlicher ZNS-Tumoren bei fortbestehender Tumorkontrolle reduziert werden
(Bindra RS et Wolden SL, 2016; Thorp NJ et Taylor RE, 2014). Die IMRT nutzt mehr
Bestrahlungsfelder als die dreidimensionale konventionelle Strahlentherapie (3D-CRT). Ihr
zunehmender Einsatz flihrt jedoch unweigerlich zur Bestrahlung gro3ere Volumina gesunden
Gewebes, wenn auch mit einer geringeren Dosis (s. Abbildung 2.1). Dies kann mit einem
gesteigerten Risiko filir strahlungsinduzierte Sekundirmalignome einhergehen (Hall EJ et

Wuu CS, 2003).
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Abbildung 2.1 Einfluss neuer Bestrahlungstechniken in der Radioonkologie

Die Dosisverteilung der dreidimensionalen konventionellen Strahlentherapie (3D-CRT) ist derjenigen der
Intensitdtsmodulierte Strahlentherapie (IMRT, rechts) fiir die Bestrahlung eines Meningeoms gegeniibergestellt.
Es ist zu erkennen, dass die Konformitit durch die IMRT deutlich verbessert ist und viel weniger gesundes
Gewebe mit einer hohen Dosis bestrahlt wird. Gleichzeitig wird jedoch insgesamt mehr gesundes Gewebe mit
einer niedrigen Dosis (blau im Bild) bestrahlt (Abbildung nach Thorp NJ et Taylor RE, 2014).

2.1.4 Strahlentherapie der ZNS-Tumore im Kindesalter heute

Ein Patient wird heute iiblicherweise mit einer Bestrahlung, die auf 20-33 Fraktionen
aufgeteilt ist, iiber einen Zeitraum von 4-6,5 Wochen behandelt. Der typische Dosisbereich
fiir Hirntumore im Kindesalter liegt zwischen 36 Gy und 60 Gy (Bindra RS et Wolden SL,
2016). Bei Medulloblastomen und anderen embryonalen ZNS-Tumoren spielt weiterhin die
kraniospinale Bestrahlung gefolgt von einer lokalen Boost-Bestrahlung am Ort der
Erkrankung eine wichtige Rolle. Dagegen kann die Bestrahlung (nach Operation) bei nicht-
metastasierten Ependymomen, high-grad Gliomen und Kraniopharyngeomen auf das
Tumorbett beschrinkt werden (Thorp NJ et Taylor RE, 2014). Bei ZNS-Tumoren ist im
Mittel mit einem Langzeitiiberleben von 71 % zu rechnen (Kaatsch P et Spix C, 2015), was

die Notwendigkeit Langzeitfolgen zu verringern unterstreicht.

2.2 Das Linear Non-Threshold Modell

Das Linear Non-Threshold (LNT) Modell basiert auf der Hypothese, dass bei niedrigen
Strahlendosen das resultierenden Risiko fiir Krebs und/oder vererbbare Erkrankungen linear
proportional mit zunehmender Dosis steigt (s. Abbildung 2.2). Eine sichere Schwellendosis,
unter der kein Risiko besteht, existiert folglich nicht. Die Empfehlungen der Internationalen
Strahlenschutzkommission (International Commission on Radiological Protection, ICRP)
beruhen auf dem LNT Modell. Sie bilden weltweit die Grundlage von Gesetzen, Normen und
Regelungen des Strahlenschutzes (ICRP, 2007; ICRP, 2016; Sanders CL, 2009). Im
Wesentlichen beruht das Modell auf den Daten der Life Span Study (LSS) der

Atombombeniiberlebenden von Hiroshima und Nagasaki, die hdheren Dosen ausgesetzt

5
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waren als diejenigen, die in der vorliegenden Arbeit von Interesse sind (Mattsson S et Nilsson
M, 2015; Tomita M et Maeda M, 2015). Der aktuelle Bericht der LSS zeigt, dass das Risiko
fiir die Entstehung solider Tumoren mit zunehmender Dosis linear wéchst. Eine sichere
Schwellendosis existiert der Studie zufolge nicht. Bei jungen Menschen war das Risiko héher
als bei den dlteren (Ozasa K et al., 2012). Wihrend die Datenlage nach einer kurzzeitigen
Strahlenexposition dank den Erkenntnissen der LSS gut ist, sind die Risiken zeitlich
protrahierter Bestrahlung im Niedrigdosisbereich nicht eindeutig geklirt (Boice JD Jr, 2012).
Erschwerend kommt hinzu, dass das resultierende Risiko einer Einzeldosis von 100 mGy oder
weniger zu gering ist, um sicher aus epidemiologischen Daten vorhergesagt werden zu
konnen (ICRP, 2016; Tomita M et Maeda M, 2015). Die Risikoabschidtzung durch das LNT
Modell beruht folglich auf einer Extrapolation des Risikos aus hdéheren Dosisbereichen
(ICRP, 2007; ICRP, 2016; Mattsson S et Nilsson M, 2015; Tomita M et Maeda M, 2015).
Auch weitere wissenschaftliche Erkenntnisse deuten an, dass die Berechnung des Risikos fiir
Krebs und anderer vererbbarer Erkrankungen allein aufgrund der Strahlendosis im
Niedrigdosisbereich nicht aussagekriftig genug ist. Kritiker des LNT Modells verweisen
dabei auf biologische Anpassungsvorginge und die mdgliche Reparatur strahlungsbedingter
Schiden in diesem Dosisbereich (Calabrese EJ et O'Connor MK, 2014; Sanders CL, 2009).
Ein Ansatz der ICRP, die Risikoabschitzung durch das LNT Modell an den
Niedrigdosisbereich anzupassen, ist ein Dosis-Dosisraten-Effektivititsfaktor von 2. Demnach
nimmt die ICRP an, dass das Risiko pro Gy einer niedrigen Dosis im Vergleich zu jenem
einer hohen Dosis um diesen Faktor verringert ist. Die ICRP hebt hervor, dass weitere
Erkenntnisse iiber die Strahlenwirkung auf die DNA entscheidend zur besseren Einschétzung

des Risikos beitragen kénnen (ICRP, 2007).
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Abbildung 2.2 LNT Modell und mégliche Beziehung von Strahlungsdosis zu Krebsrisiko
Epidemiologische Daten ermdglichen eine direkte Abschitzung des Krebsrisikos ab 100 mGy (schwarze

durchgehende Linie). Die Bewertung des Bereichs unterhalb dieser Dosis erfolgt oftmals durch eine lineare
Extrapolation ohne Schwellendosis (schwarze gestichelte Linie). Es existieren nach Mullenders L et al. jedoch
Forschungsergebnisse, die nahe legen, dass diese Annahme das Risiko iiber- (rote gestrichelte Linie) oder auch
unterschitzt (griine gestrichelte Linie) (Modifizierte Abbildung nach Mullenders L et al., 2009).

2.3 DNA-Doppelstrangbriiche

2.3.1 DNA und Chromatin

Die DNA (s. Abbildung 2.3) ist der Trdger der genetischen Erbinformation (Avery OT et al.,
1944). Thre Information ist in der Basensequenz kodiert. Sie hat die Struktur zweier helikaler
Strédnge, die sich um eine gemeinsame Achse winden. Die Basen der Stringe zeigen nach
innen, die Phosphatreste sind nach auflen rotiert. Beide Stringe lagern sich iiber
Wasserstoffbriickenbindungen der Basen zusammen. Es paaren sich spezifisch die Basen
Adenin mit Thymin und Guanin mit Cytosin. Aus der Abfolge der Basen des einen Stranges

ergibt sich diejenige des anderen (Loffler G et al., 2006; Watson JD et Crick FH, 1953).
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Abbildung 2.3 DNA und Chromatin

Die DNA innerhalb des Zellkerns wird mithilfe der Histone verpackt. Nukleosomen entstehen als strukturelle
Untereinheit bestehend aus acht Histonproteinen, um welche die DNA 1,65-fach gewickelt ist. Durch
Zusammenlagern bilden die Nukleosomen eine 30 nm dicke Faser. Weitere Verpackungsschritte konnen folgen
(Abbildung nach Annunziato AT, 2008).

Das Chromatin besteht aus den Histonproteinen und der DNA (Kornberg RD, 1974). Diese ist
im Chromatin in einer Reihe von Nukleosomen organisiert. Sie bestehen aus dem
Nukleosomenkern, der Linker-DNA und dem Histon H1. Ein Nukleosomenkern ist aus je
zwei Histonproteinen, H2A, H2B, H3 und H4 aufgebaut und von einem 145-147 Basenpaare
langen Stiick DNA umwickelt. Die Nukleosomen lagern sich {iberdies zu hoher geordneten
Strukturen, stabilisiert durch das Linker-Histon H1, zusammen. Dadurch wird die DNA um
den Faktor 30-40 verdichtet. Das Nukleosom ist das wesentliche Verpackungselement
innerhalb des Zellkerns und dadurch der entscheidende Faktor fiir die Zugénglichkeit der
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DNA (Luger K et al., 1997). Abhédngig vom Grad der Verpackung kann dicht verpacktes
transkriptionell inaktives Heterochromatin von locker verpacktem transkriptionell aktivem
Euchromatin unterschieden werden (Loffler G et al., 2006). Die Chromatinstruktur wird durch
die posttranslationalen Histonmodifikationen Methylierung, Acetylierung, Ubiquitinierung,

Phosphorylierung und Sumoylation reguliert (Venkatesh S et Workman JL, 2015).

2.3.2 Entstehung von Doppelstrangbriichen

DNA-Doppelstrangbriiche entstechen, wenn beide Stringe der DNA gleichzeitig und in
rdumlicher Ndhe unterbrochen werden (Doppelstrangbruch, DSB). Sie treten physiologisch
auch ohne exogene Einflussfaktoren auf (Cannan WJ et Pederson DS, 2016). Ionisierende
Strahlung stellt, neben Chemotherapeutika (Nowosielska A et Marinus MG, 2005), eine
Ursache fiir exogen erzeugte DSBs dar. Die Induktion der DSBs steigt linear mit der
Strahlendosis an (Asaithamby A et Chen DJ 2009; Rothkamm K et Lobrich M, 2003). Die in
der vorliegenden Arbeit verwendete Photonenstrahlung zahlt zur ionisierenden Strahlung. Das
heif3t, ihre Energie ist hoch genug, um Elektronen aus Atomen zu entfernen. Dadurch kann sie
kovalente Bindungen trennen und reaktive Sauerstoffspezies erzeugen (Cannan WJ et
Pederson DS, 2016). Die in der vorliegenden Arbeit verwendete Strahlungsart kann somit
einerseits direkt mit der DNA wechselwirken. Der iiberwiegende Teil ihrer Wirkung wird
jedoch durch die Radiolyse des die DNA umgebenden Wassers und die daraus resultierenden
Reaktiven Sauerstoffspezies vermittelt (Barcellos-Hoff MH et al., 2005; Cannan WIJ et
Pederson DS, 2016; Wannenmacher M et al.,, 2013). Diese konnen durch weitere
strahlenchemische Reaktionen Molekiilbindungen der DNA und anderer Makromolekiile

(Proteine, Lipide) verdndern (Wannenmacher M et al., 2013):

Die Energieabgabe der Strahlung an die Materie wird durch die Energiedosis (Einheit: Gray)

beschrieben:

Energie der zugefiihrten Strahlung (Joule)

Masse des Korpers (Kilogramm)

(Wannenmacher M et al., 2013)

1 Gy Photonenstrahlung erzeugt folgende Lasionen (s. Tabelle 2.1):
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Tabelle 2.1 Zelluliire DNA-Schiiden nach 1 Gy Photonenstrahlung

Typ des Strahlenschadens Anzahl / (Zelle und Gy)
Doppelstrangbriiche 40

Einzelstrangbriiche 500-1000
Basenschdden 1000-2000
Zuckerschidden 800-1600
DNA-DNA-Crosslinks 30
DNA-Protein-Crosslinks 150

(Goodhead DT, 1994; Wannenmacher M et al., 2013)

2.3.3 Bedeutung von DNA-Doppelstrangbriichen

DSBs sind fiir die Zelle problembehafteter als andere Schiden an der DNA, da beide Stringe
gleichzeitig betroffen sind. Das heiit, zum einen miissen die richtigen Enden einander
zugeordnet werden. Bei einem Fehler konnen Translokationen entstehen. Zum anderen muss
eine Reparatur je nach Zellzyklusphase mitunter ohne Vorlage erfolgen, was zu einer
fehlerhaften Reparatur fithren und damit Mutationen erzeugen kann. Translokationen und
Mutationen sind eng mit der Entstehung von Krebs assoziiert (Hoeijmakers JH, 2001). DNA
DSBs werden demnach als entscheidende Lésion radiobiologischer Effekte betrachtet
(Goodhead DT, 1994). Erkrankungen, die auf Defekten bei der Reparatur der DSBs beruhen,
fithren zu einer erhohten Empfindlichkeit gegeniiber ionisierender Strahlung und begiinstigen

die Entstehung von Krebs (Hoeijmakers JH, 2001).

2.3.4 Reparatur von DNA-Doppelstrangbriichen in Neuronen

Die Vielzahl an moglichen Schiden an der DNA fiihrte evolutiondr zur Entwicklung von
Reparaturwegen, um die in der DNA gespeicherte Erbinformation erhalten zu konnen
(Hoeijmakers JH, 2001). In der vorliegenden Arbeit werden die nicht-proliferierenden
ausgereiften Neurone juveniler Mduse untersucht. Sie nutzen das Nicht-homologe Endjoining
(NHEJ, s. Abbildung 2.4) zur Reparatur von DSBs (Ren K et Pefia de Ortiz S, 2002; Sharma
S, 2007; Vyjayanti VN et Rao KS, 2006).

Das NHEJ beinhaltet drei wesentliche Schritte: (I) Erkennen der aus den DSB entstandenen
DNA-Enden durch die Ku Proteine, (II) Aufarbeiten der DNA-Enden, um ihre Ligation zu
ermOglichen, (III) Verbinden der Enden durch die DNA-Ligase IV (Williams GJ et al., 2014).

10
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Mit dem Binden der Ku Heterodimere an die Bruchenden wird das NHEJ eingeleitet.
Gebunden an die DNA schiitzt Ku deren Enden vor der Verdauung durch zelluldre Nukleasen.
Es ergidnzt die DNA-Protein Kinase catalytic subunit (DNA-PKcs), wodurch der DNA-PK
Komplex entsteht. Er aktiviert die Kinase DNA-PK (Kakarougkas A et al., 2014) und hilt die
Enden des DSBs in unmittelbarer Néhe zueinander (Mahaney BL et al., 2009). Die DNA-PK
reguliert das Aufbereiten der DNA-Enden und erleichtert die Anlagerung des
Ligationskomplexes (bestehend aus der DNA-Ligase IV, dem X-Ray Cross Complementing
Protein 4 (XRCC4) und dem XRCC4-like-Faktor). Weitere Proteine tragen zum Aufbereiten
der Enden bei (Kakarougkas A et al., 2014). Durch das Aufarbeiten der Enden zum Zwecke
der Ligation kdnnen Mutationen entstehen, da es ohne eine Vorlage stattfindet (Mahaney BL

et al., 2009) und oft fehlerhaft ist (Mahaney BL et al., 2009; Vyjayanti VN et Rao KS, 2006).

11
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Abbildung 2.4 DNA- Reparaturwege

Skizziert ist der Ablauf der beiden Hauptreparaturwege in eukaryotischen Zellen — das Non-homologous
endjoining (NHEJ) und die Homologe Rekombination (HR). Das klassische NHEJ beginnt mit dem Binden der
Ku Heterodimere an die DNA Enden. Danach lagert sich die DNA-PKcs an. Sie hilt die Enden nahe beieinander
und sorgt flir die Anlagerung von DNA-Enden-prozessierenden Faktoren. Diese bereiten die Enden auf die
Ligation durch den (XRCC4) — XRCC4-like factor (XLF) — DNA ligase 4 (LIG4)-Komplex vor. Wihrend das
NHEJ in allen Zellzyklusphasen stattfindet, ist die HR auf die S und G2 Phase beschrinkt, wenn die
Schwesterchromatiden als Reparaturvorlagen verfiigbar sind. Es beginnt mit der Erzeugung langer
3 'Einzelstrangenden (ssDNA), die durch das replication protein A (RPA) bedeckt werden. Das Protein RADS1
ersetzt RPA an den Enden und bildet ein RAD51-DNA Filament. Dieses sucht nach homologen Sequenzen an
anderer Stelle im Genom. Die DNA Synthese beginnt, welche die fehlende DNA um den urspriinglichen Bruch
ersetzt. (Abbildung nach Panier S et Boulton SJ, 2013)
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2.4 Nachweis von DNA-Doppelstrangbriichen

In der vorliegenden Arbeit werden 53BP1-Foci genutzt, um Anzahl von DSBs zu
untersuchen. Foci stellen Ansammlungen oder Modifikationen von Proteinen dar, die als
Folge der Bestrahlung an den DSBs entstehen. Sie werden mit (I)RIF ((ionizing) radiation-
induced foci) abgekiirzt und immunhistochemisch oder mittels Fluorochrom-markierter

Proteine nachgewiesen (Rothkamm K et al., 2015).

2.4.1 Historische Entwicklung

Vor der Entdeckung der IRIF basierten die Untersuchungen der Reparatur der DSBs auf
Techniken wie der Pulsfeldgelelektrophorese. Deren Sensitivitit begrenzte die
Untersuchungen auf Bereiche >1 Gy und damit auf héhere Dosen als in der vorliegenden
Arbeit von Interesse (Raths A et al., 2008; Whitaker SJ et al., 1991). Es folgte die
Entdeckung, dass die Histonvariante H2AX infolge von DSBs phosphoryliert wird (YH2AX)
und sich diese DSBs mittels lichtmikroskopisch nachweisbarer Foci darstellen lieBen (Raths
A et al., 2008; Rogakou EP et al., 1998; Rogakou EP et al., 1999). Weitere Ergebnisse
zeigten, dass DSBs auch durch 53BP1-Foci dargestellt werden kénnen (Schultz LB et al.,
2000). Die IRIF erlaubten erstmals die Untersuchung der Entstehung und Reparatur der DSBs

einzelner Zellen nach diagnostisch und therapeutisch relevanten Dosen (Raths A et al., 2008).

2.4.2 p53-Binding Protein 1

Das p53-Binding Protein 1 (53BP1) wurde durch seine Eigenschaft, an den Tumorsuppressor
p53 zu binden, entdeckt (Iwabuchi K et al., 1994). Die Bedeutung der Interaktion zwischen
p53 und 53BP1 ist bislang ungeklidrt. 53BP1 hat eine zentrale Rolle in der Chromatin-
vermittelten DSB-Reparatur. Gebunden an DSBs fordert es die Anlagerung weiterer Proteine
der zelluliren Schadensantwort und ist an der Zellzykluskontrolle beteiligt. S3BP1 spielt
zudem eine Schliisselrolle in der Wahl des DSB-Reparaturweges (Panier S et Boulton SJ,
2013). Indem es die Resektion an den Enden der Briiche verhindert, sorgt es dafiir, dass die
Reparatur durch das klassische NHEJ (c-NHEJ) und nicht durch andere Reparaturwege
erfolgt (die Homologe Rekombination (HR, ein anderer Hauptreparaturweg der DSBs) oder
das a-NHEJ (einem Reparaturweg mit extensivem Aufarbeiten der Enden; Bothmer A et al.,
2011; Kakarougkas A et al., 2014; Panier S et Boulton SJ, 2013)). Die Zelle kann durch die
Regulation der Anlagerung des 53BP1 an den DSBs die Wahl des Reparaturweges steuern
(Panier S et Boulton SJ, 2013). Weiterhin ist 53BP1 entscheidend an der Reparatur von DSBs
im Heterochromatin beteiligt. Hierbei vermittelt es die Phosphorylierung des Proteins KAP-1

(KRAB-associated protein 1, einem Heterochromatin begiinstigenden Faktor) durch die

13
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Kinase ATM (ataxia-telangiectasia mutated). Das dicht gepackte Heterochromatin wird
aufgelockert und so die Reparatur ermdglicht (Goodarzi AA et al., 2008; Kakarougkas A et
al., 2013; Noon AT et al.,, 2010). Abhingig vom Zellzyklus unterstiitzt es dadurch die
Reparatur von DSBs durch NHEJ (G1) oder HR (G2) (Kakarougkas A et al., 2013; Noon AT
et al., 2010). Neurone zeigen eine Zunahme von Heterochromatin und eine Gen-Stilllegung,

wenn die 53BP1-Akkumulation gestort ist (Baltanas FC et al., 2011).

2.4.3 Anlagerung des S3BP1 an DNA-Doppelstrangbriiche

53BP1 ist in unbestrahlten lebenden Zellen gleichméaBig tiber den Zellkern verteilt (Pryde F et
al., 2005). Die Aktivierung der Kinase ATM an DSBs fiihrt zu einer Phosphorylierung des
Histons H2AX (yH2AX). Konsekutiv lagert sich das Protein MDC1 (Mediator of DNA
damage checkpoint protein 1) an. MDCI1 fordert die Anlagerung der Proteine RNF8 (Ring
finger protein 8) und RNF 168 (Ring finger protein 168) (Kakarougkas A et al., 2014).
RNF168 bindet RNF8-abhingig an mit Ubiquitin markierte Histone H2A in der Néhe der
DSBs. Es erhoht die lokale Konzentration des an Lysin63 gebundenen Ubiquitin der Histone
H2A und H2AX. Sie ist fiir die Retention von 53BP1 notwendig (Doil C et al., 2009;
Kakarougkas A et al., 2014; Stewart GS et al., 2009). Die Histon-Methyltransferase MMSET
(multiple myeloma SET domain-containing protein) trigt yH2AX-MDCI1-abhidngig zur
Methylierung des Histons H4 und zur konsekutiven Akkumulation von 53BPI1 bei
(Kakarougkas A et al., 2014; Pei H et al., 2011). 53BP1 bindet an Nukleosomen mit
dimethylierten Histonen H4 (H4K20me2) und an Lysin 15 ubiquitiniertem Histon H2A
(H2AK15ub) (Fradet-Turcotte A et al., 2013; Kakarougkas A et al., 2014). An Stellen aktiver
Transkription werden die Histone H4 durch die Acetyltransferase TIP60 acetyliert. Die
Acetylierung an Lysin 16 des Histon H4 (H4K16ac) reduziert die Bindung des 53BP1 an
H4K20me (Tang J et al., 2013). yH2AX und 53BP1 koénnen infolge von DNA-Schiden direkt
miteinander interagieren (Kleiner RE et al., 2015). Der Ablauf der Anlagerung des 53BP1 ist
in Abbildung 2.5 veranschaulicht:

14
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Abbildung 2.5 Modell der Anlagerung des 53BP1 in DSB Niihe

Ohne einen DNA-Schaden wird das an Position 20 dimethylierte Lysin der Histone H4 (H4K20me2) durch die
Proteine L3AMTBLI1 und JMJD2A (Jumonji domain-containing protein 2A) maskiert. Nach einem DSB und der
Aktivierung des ATM Signalwegs, akkumuliert 53BP1 an dem geschédigten Chromatin. Das fokale Anlagern
des 53BP1 benétigt die RNF168 vermittelte Ubiquitinierung von H2AK15 (H2AK15ub). Aulerdem beruht sie
auf einem gesteigerten Zugang des 53BP1 an mono- und besonders dimethyliertes H4K20. Mehrere
Mechanismen beeinflussen das Binden von 53BP1 an methyliertes H4K20: (I) Chromatin gebundenes RNF8
und RNF168 fordern das Ubiquitin-abhéngige Ablésung von L3IMTBLI1 und JMJD2A vom Chromatin. (IT) Die
Histonmethyltransferasen SETD8 (SET domain-containing protein 8) und MMSET stehen in Diskussion, die
lokale Mono- und Dimethylierung von H4K20 zu erhéhen. (III) Die Deacetylierung von H4K16 durch die
Histondeacetylasen 1 und 2 (HDACI und HDAC2) erhoht die Bindungsaffinitit des 53BP1 fiir H4K20me2
weiter. 53BP1 bindet nur an Nukleosomen, die gleichzeitig an H2AK15 ubiquitiniert und an H4K20 methyliert
sind (Abbildung nach Panier S et Boulton SJ, 2013).
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2.4.4 53BP1-Fociin Neuronen

Bereits in einer Vielzahl vorhergehender Studien wurde 53BP1 genutzt, DSBs zu detektieren
und deren Reparatur iiber die Zeit zu untersuchen (Asaithamby A et Chen DJ 2009; Casafont I
et al., 2011; Goodarzi AA et al., 2008; Riibe CE et al., 2011; Saha S et al., 2014; Schuler N et
Riibe CE, 2013). Die bisherigen Erkenntnisse iiber die Reparatur von DSBs im
Niedrigdosisbereich beruhen im Wesentlichen auf Daten adulter Méduse (Grudzenski S et al.,
2010; Riibe CE et al., 2011; Schanz S et al., 2012; Schanz S, 2014). Es zeigte sich, dass die
Anzahl der durch 53BPI1-Foci-markierten DSBs in den Neuronen nach einmaliger
Bestrahlung zwischen 0,1 Gy und 1 Gy linear mit der Dosis zunimmt (Riibe CE et al., 2011).
Innerhalb der ersten 30 Minuten post-IR steigt die 53BP1-Focuszahl solange, bis die
Detektion der Briiche durch 53BP1 erfolgt ist (Asaithamby A et Chen DJ 2009; Markové E et
al., 2007). Danach ist in den Neuronen ein Riickgang der DSBs durch die zugrundeliegende
Reparatur zu beobachten (Riibe CE et al., 2011; Schanz S et al., 2012; Schanz S, 2014).

Die Ergebnisse aus der Untersuchung der Neurone fraktioniert bestrahlter adulter Méuse (50
x 100 mGy) zeigen, dass 72 h post-IR noch immer eine erhohte Anzahl der 53BP1-Foci zu
finden ist, sie 35 Tage post-IR jedoch wieder das Kontrollniveau erreicht (Schanz S et al.,

2012).

Die Ergebnisse der Neurone juveniler Méuse beschrinken sich auf einmalig mit 2 Gy
bestrahlte. Hervorzuheben ist dabei, dass 0,5 Monate alte Méuse einen etwa doppelt so
schnellen Riickgang der 53BP1 Focuszahl zeigten wie édltere Méuse (3 Monate und 24 Monate
alt), wenngleich 48 h post-IR alle Gruppen mit 15-18% verbleibenden Foci vergleichbare
Werte erreichten (Schanz S, 2014).

Daten tiiber die Reparatur der DSBs in Neuronen juveniler Méuse nach fraktionierter
Niedrigdosisbestrahlung fehlen. Sie sind von besonderem Interesse, da durch den
zunehmenden Einsatz hochkonformaler Bestrahlungstechniken in der Behandlung von ZNS-
Tumoren im Kindesalter unweigerlich ein grofleres Volumen des gesunden Gewebes, wenn
auch mit einer geringeren Dosis, bestrahlt wird (Hall EJ et Wuu CS, 2003; Thorp NJ et Taylor
RE, 2014).
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3 Fragestellung

Der Einsatz neuer hochkonformaler Bestrahlungstechniken wie der IMRT in der Behandlung
kindlicher ZNS-Tumoren gestattet es mit Hilfe von mehr Bestrahlungsfeldern als in fritheren
Verfahren, das Bestrahlungsvolumen sehr genau an das Zielvolumen anzupassen. Dadurch
wird jedoch unweigerlich mehr gesundes Gewebe - wenn auch mit einer niedrigeren Dosis als
zuvor - bestrahlt (Hall EJ et Wuu CS, 2003). Mit Hilfe des in vivo Modells juveniler Méuse
soll in der vorliegenden Arbeit die Anzahl potentiell persistierender DNA-
Doppelstrangbriiche in deren kortikalen Neuronen > 72 Stunden nach fraktionierter
Niedrigdosisbestrahlung erfasst werden. Hierbei dienen 53BP1-Foci als Marker fiir die DNA-

Doppelstrangbriiche. Folgende Fragen werden untersucht:

1. Wie wirkt sich die zunehmende Anzahl an Bestrahlungsfraktionen auf die Zahl der 72

Stunden nach Bestrahlung persistierenden DNA-Doppelstrangbriiche aus?

2. Wie entwickelt sich die Anzahl der DNA-Doppelstrangbriiche zwischen 72 Stunden

und 6 Monate nach vierwochiger fraktionierter Bestrahlung?
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4 Material und Methodik

4.1 Material

4.1.1 Antikorper

Tabelle 4.1 Primirantikorper

Bezeichnung Verdiinnung Quelle/Hersteller

Rabbit Anti-53BP1 IHC 1:200 Bethyl Laboratories, Inc.,

Antikorper Montgomery, USA

pAb anti-53BP1 1:5000 Novus Biologicals Europe,
Abingdon, OX14 3NB,
United Kingdom

Mouse-Anti-NeuN 1:500 Merck Millipore, Darmstadt,
Deutschland

Tabelle 4.2 Sekundiirantikorper

Bezeichnung Verdiinnung Quelle/Hersteller

Alexa Flour® 488 1:400 Life Technologies GmbH,

_ _ Darmstadt, Deutschland
goat anti-rabbit IgG (H+L)
Alexa Fluor® 568 1:400 Life Technologies GmbH,

goat anti-mouse IgG (H+L)

18
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4.1.2 Gerite und Messinstrumente

Tabelle 4.3 Gerite und Messinstrumente
Bezeichnung

Quelle/Hersteller

Gewebeeinbettautomat Shandon™

Excelsior™ ES

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA
02454, USA

Kolbenhubpipette Transferpette ® S
0,5-10 pul
20-200 pl

100-1000 pl

BRAND GMBH + CO KG, Wertheim,
Deutschland

Laborzentrifuge HERAEUS Biofuge Fresco

Kendro Laboratory Products, Osterode,

Deutschland

Magnetriihrer Stuart

VWR International GmbH, Bruchsal,
Deutschland

Messzylinder, Sechskantful3 500 ml hohe

Form, braun graduiert

Glaswarenfabrik Karl Hecht GmbH & Co
KG, Sondheim/ Rhon, Deutschland

Mikroskop Eclipse E600

Nikon, Tokio, Japan

Mikroskop Eclipse Ni-E

Nikon, Tokio, Japan

Paraffin-Streckbad TFB 45

Medite GmbH, Burgdorf, Deutschland

Pipettierhilfe Pipetus®

Hirschmann Laborgerdte GmbH & Co. KG,
Eberstadt, Deutschland

Rotationsmikrotom Leica RM 2235

Nussloch, Deutschland

Vortex-Genie® 2 Laborschuttler

Scientific Industries Inc., Bohemia, USA

Wasserbad

Gesellschaft fiir Labortechnik mbH,
Burgwedel, Deutschland

19



4 Material und Methodik

4.1.3 Reagenzien und Losungen

Tabelle 4.4 Verwendete Reagenzien/Losungen
Bezeichnung

Quelle/Hersteller

FEindeckmedium Vectashield ® Hard Set™
Mounting Medium With Dapi H-1500

Vector Laboratories, Inc., Burlingame, USA

NaCl 0,9 %

B. Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland

Narkoselosung : Ketamin 120 ul/ml und
Rompun 80 pl/ml in 0,9 % NaCl

s. Quelle/Hersteller Ketamin bzw. Rompun

Paraformaldehydlésung 32 %

Electron Microscopy Sciences, Hatfield,

USA

Paraplast ® Gewebeeinbettmedium

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

PBS-Puffer pH 7,2-7,4 (Phosphat gepufferte

Salzlésung)

Apotheke der Universitét des Saarlandes,

Deutschland

Rompun 2 % Injektionslosung

Bayer AG, Leverkusen, Deutschland

Roti®-Immunoblock 10x Konzentrat

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Spitilpuffer: 10 ul Heparin/l1 ml PBS

Fiir PBS s. Quelle/Hersteller PBS

Target Retrieval Solution (10%)

Dako Deutschland GmbH, Hamburg,
Deutschland

Ursotamin 100 mg/ml

Serumwerk Bernburg AG, Bernburg,
Deutschland

Xylol

Otto Fischar GmbH & Co. KG, Saarbriicken,
Deutschland
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4.1.4 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 4.5 Verwendete Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung

Quelle/Hersteller

Deckgliser 24 x 60 mm Stérke 1

Medite GmbH Burgdorf, Deutschland

Ethanol

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

Immersionsol Art.-Nr. 1.04699.0100

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Mikrotom-Klinge

Produkte fiir die Medizin AG, Koln,
Deutschland

Objekttrager 76mm X 26 mm x 1mm

Paul Marienfeld & Co KG Lauda-
Konigshofen, Deutschland

Pipettenspitzen
10 pl transparent
200 pl gelb

1000 pl blau

Sarstedt Aktiengesellschaft & Co. ,
Niimbrecht, Deutschland

PP-Rohrchen 50 ml, 30/115 mm mit
Stehrand

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,

Deutschland

Prazisionswischtiicher 11 x 21 cm?

Kimberly-Clark GmbH, Koblenz-
Rheinhafen, Deutschland

Serologische Pipette 25 ml No. /REF
86.1685.001

Sarstedt AG & Co., Niimbrecht, Deutschland

Spiillosung

Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland

Unsterile Untersuchungshandschuhe aus

Nitril Manufix® Free

B. Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland
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4.2 Methodik

4.2.1 Mausstamm und Haltungsbedingungen
Der Mausstamm C57BL/6N Clr von Charles River Laboratories (Sulzfeld, Deutschland)

wurde verwendet.

Am ersten Tag der Bestrahlung waren die Méuse sieben Tage alt. Sechs mannliche juvenile
Miuse waren jeweils einem Muttertier zugeordnet. Entsprechend wurden fiir alle sieben
Untersuchungszeitpunkte eine Gruppe und eine zugehorige Kontrollgruppe gebildet. Vor der

13. Bestrahlung wurden die verbliebenen juvenilen Méuse von den Muttertieren getrennt.

Die Versuchstierhaltung fand im Institut fiir Klinisch-Experimentelle Chirurgie der
Universitét des Saarlands statt. Sie erfolgte bei 55 + 10 % Prozent Luftfeuchtigkeit, 22 + 2 °C
und einem Tag-/ Nachtrhythmus von 12 Stunden zu 12 Stunden. Sowohl die Haltung, als auch
die Versuche erfolgten iibereinstimmend mit den Vorgaben des Landesamts fiir Gesundheit

und Verbraucherschutz des Saarlandes und des Tierschutzgesetzes.

4.2.2 Bestrahlung der Versuchstiere

4.2.2.1 Bestrahlungsparameter

Als Strahlungsquelle diente ein Linearbeschleuniger (Artiste bzw. Oncor, Siemens) mit einer
Dosisleistung von 2 Gy/min und einer Beschleunigungsspannung von 6 Megavolt. Es wurde
ein senkrechtes rechteckiges Strahlenfeld (Gantrywinkel 0°, Kollimatorwinkel 0°, 30 cm x 30
cm) generiert. Der Quellen-Haut-Abstand betrug 2 Meter.

Alle juvenilen Méduse eines Muttertiers befanden sich wéihrend der Bestrahlung gleichzeitig in
einem Plexiglaszylinder. Er hatte einen Innendurchmesser von 19 cm, eine Héhe von 25 cm
und seine Plexiglasstirke war 4 mm. Die Bodenplatte des Plexiglaszylinders hatte eine
Grundfliche mit 20 cm x 24,8 cm Kantenlinge. Eine kreisrunde 1,5 cm dicke
Plexiglasscheibe mit Abstandshaltern engte den Bewegungsspielraum auf 5 cm in der Hohe
ein und sorgte flir eine homogene Dosisverteilung. Der Zylinder wurde unter Laserkontrolle

reproduzierbar mittig im Strahlenfeld platziert.

4.2.2.2 Bestrahlungsplan und Zeitpunkt der Gewebeentnahme

Die juvenilen Miuse wurden an fiinf aufeinander folgenden Wochentagen (Montag-Freitag)
einmal tdglich im Abstand von 24 Stunden bestrahlt. Sie wurden unmittelbar vor der
Bestrahlung und fiir deren Dauer von den Muttertieren getrennt. Zwei bestrahlungsfreie Tage
folgten. Je eine Gruppe aus 6 juvenilen Médusen wurde eine, zwei, drei und vier Wochen

derartig bestrahlt. Die Gewebeentnahme erfolgte jeweils 72 Stunden nach der letzten
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Bestrahlung. Hierdurch sollten die Auswirkung einer zunehmenden Anzahl an Fraktionen und
der resultierenden Gesamtdosis auf die potentiellen DNA Schédden erfasst werden. Die
Persistenz von DNA Schéden nach Bestrahlung wurde untersucht, indem die Gewebe 1

Monat, 3 Monate und 6 Monate nach der vierwochigen Bestrahlung entnommen wurden.

Dosis einer Fraktion: 100 mGy

/

5 x 10 x 15 % 20 %

| | | |
72 h 72h 2h 72h 1m 3m 6m

Abbildung 4.1 Bestrahlungsplan

Die Bestrahlung erfolgte mit einer Dosis von 100 mGy pro Fraktion. Grau dargestellt ist die Anzahl der
Fraktionen wahrend des vierwochigen Bestrahlungszeitraums (5x-20%). Darunter angegeben ist die zugehdrige

Zeit zwischen der letzten Bestrahlung und der Probenentnahme (72 Stunden bis 6 Monate).

4.2.3 Gewebeentnahme und -Aufarbeitung

4.2.3.1 Intrakardiale Perfusion, Gewebeentnahme und Formalinfixation

Die Méuse wurden mit einer intraperitonealen Injektion (Ketamin 120 pg/g Korpergewicht
(KG), Rompun 16 pg/g KG) betdubt. Der Wirkeintritt wurde abgewartet. Es wurde erst
fortgefahren, wenn die Mause beidseits sicher nicht mehr auf Schmerzreize reagiert hatten.
Anschliefend wurden sie in Riickenlage an ihren abgespreizten Extremitéten fixiert. Das Fell
wurde mit Ethanol angefeuchtet bis es der Bauch-/Thoraxwand anlag und mit der Haut
entfernt. Der Thorax und das Abdomen wurden erdffnet, das schlagende Herz freigelegt und
in den linken Ventrikel 1 pul Heparin/(g KG) gespritzt. Eine Fliigelkaniile wurde in den linken
Ventrikel eingebracht und begonnen den Spiilpuffer (10 pul Heparin/l ml PBS (phosphate

buffered saline)) zu injizieren. Zeitgleich wurde das rechte Atrium erdftnet. Der Spiilpuffer
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wurde solange infundiert bis sich die Leber von ihrer dunkelroten Farbe ausgehend nicht
weiter in ein leichtes Braun entfarbte. Daraufthin wurde die Paraformaldehydinfusion
gestartet. Kriterien flir eine gelungene Fixation waren ein steifer Nacken und ein starrer
Schwanz der Mause. Die Schideldecke wurde nach der Entnahme des Herzens, des Hodens

und der Lunge erdéffnet und das Gehirn entnommen. Dieses wurde im Bereich der

Seitenventrikel frontal in zwei Teile getrennt.

Abbildung 4.2 Perfusion

Dargestellt ist der schematische Ablauf der Perfusion. Die andsthesierten Méause wurden in Riickenlage fixiert.
Abweichend von der vorliegenden Darstellung wurde das Abdomen zur Entnahme weiterer Organe ebenfalls
erdffnet. Bei schlagendem Herzen wurde in den linken Ventrikel die Infusionsnadel eingebracht. Das rechte
Atrium wurde er6ffnet. Nach erfolgter Perfusion konnte die Schiadeldecke eroffnet und das Gehirn entnommen
werden (Abbildung modifiziert nach Gage GJ et al., 2012).

4.2.3.2 Paraffineinbettung

Die entnommene Gehirne wurden in 4-% normalgepufferter Formalinlésung (pH = 7,4) sofort
fiir mindestens 16 Stunden bei Raumtemperatur fixiert. Im nichsten Schritt wurden sie in PBS
gewaschen, um iiberschiissige Fixierlosung zu entfernen. Dann wurden sie mit Hilfe eines
Einbettautomaten in Paraffin eingebettet. Hierbei wurden die Gewebe in einer aufsteigenden
Alkoholreihe (50 Vol.-%, 70 Vol.-%, 80 Vol.-%, 2 x 99,98 Vol.-%) jeweils 65 Minuten
entwidssert. Daraufhin wurden sie zweimal 55 Minuten und einmal 80 Minuten in Xylol
gelagert. Es folgte die zweimalig 60-miniitige und einmalig 80 Minuten dauernde
Paraffineinbettung. AbschlieBend wurden die Gewebe mit Hilfe von Ausgieformen in

Paraffinblocke gegossen.
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4.2.3.3 Erstellen der Gewebeschnitte

Die in Paraffinblocke gegossenen Gewebe wurden vor dem Schneiden auf -20 °C gekiihlt.
Mit dem Mikrotom wurden 4 pm dicke Schnitte erzeugt. Infolgedessen schwammen diese auf
destilliertem und Raumtemperatur warmem Wasser. Sie wurden auf einen Objekttriger
iiberfiihrt und in 50-52 °C warmem Wasser erneut aufschwimmen gelassen. Sobald dadurch
die durch das Schneiden entstandenen Falten geglittet waren, konnten die Schnitte auf dem
Objekttrager repositioniert werden. Der Trockenvorgang erfolgte {iber 16 Stunden bei 37 °C
oder 1 Stunde bei 56 °C. Bis zur Farbung wurden die Objekttriger bei Dunkelheit und

Raumtemperatur gelagert.

4.2.3.4 Immunfluoreszenzfirbung

Die Gewebeschnitte auf den Objekttragern wurden in Xylol durch dreimaliges, jeweils sieben
Minuten andauerndes Einwirken entparaffiniert. In einer absteigenden Alkoholreihe (99,9 %-
Vol., 96 %-Vol., 90 %-Vol., 80 %-Vol. und 70 %-Vol.) erfolgte die Rehydrierung. Danach
wurden die Objekttriger in destilliertem Wasser zwischengelagert bis sie in 300 ml
kochenden Citratpuffer iiberfiihrt werden konnten. Darin kochten sie eine Stunde bei 95 °C.
Das citratpufferhaltige Gefdl wurde aus dem Wasserbad genommen und kiihlte bei

Raumtemperatur 20 Minuten ab.

Jeder Objekttriger wurde mit jeweils 200 pl Immunoblockldsung iiberschichtet und mit
einem Deckglas abgedeckt. In einer Feuchtkammer lagerten die Objekttrager im Dunkeln eine
Stunde bei Raumtemperatur. Die Deckgldser wurden entfernt und die Immunoblocklésung
kurz abflieBen gelassen. Pro Objekttrager wurden 200 pl der Primérantikdrperlésung
aufgetragen. Bei 4 °C und Dunkelheit in der Feuchtkammer wirkte sie mindestens 16 Stunden
ein. Nach dem Entfernen der Deckgldser wurden die Objekttrager dreimal 10 Minuten in PBS
gewaschen. Die Sekundérantikdrper wurden parallel in Immunoblocklésung verdiinnt und die
entstandene Losung wurde drei Minuten bei 13000 U/min zentrifugiert. Je Objekttriger
wurden 200 ul der Sekundérantikdrperlosung aufgebracht. Unter einem neuen Deckglas
wirkte sie eine Stunde bei Raumtemperatur und Dunkelheit in der Feuchtkammer ein. Die
Deckgliaser wurden entfernt, die Objekttrager dreimal je 10 Minuten in PBS gewaschen und
mit Prazisionswischtiichern vorsichtig getrocknet. Mit dem DAPI-haltigen Eindeckmedium
und einem neuem Deckglas versehen, lagerten die Proben bis zur Auswertung mindestens 16

Stunden bei 4 °C.
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Tabelle 4.6 Eigenschaften der verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe

DAPI-dsDNA Alexa Fluor 488 | Alexa Fluor 568
maximale Exzitation 363 nm*** 494 nm* 578 nm*
maximale Emission 448 nm*** 517nm* 603 nm*

Farbe Blau** Griin* Rot*

“*(Kapuscinski J, 1995); **(Torres G et al., 2015); *(Buchwalow IB et Bécker W, 2010)

Tabelle 4.7 Verwendete Fluoreszenzfilter

DAPI FITC Texas Red
Anregungsfilter 340-380 nm 465-495 nm 540-580 nm
Dichroitischer Strahlenteiler 400 nm 505 nm 595 nm
Emissionsfilter 435-485 nm 515-555 nm 600-660 nm

(Angaben laut Kennzeichnung der Filter/Aufschrift des Mikroskops)

4.2.3.5 Mikroskopische Auswertung und Dokumentation

Das Mikroskop Nikon Eclipse E600 wurde zum Auszdhlen der Foci verwendet. Als
Lichtquelle diente die Quecksilberhochdrucklampe CSHG-1 von Nikon. Die Auswertung
fand direkt mit dem Auge bei 600-facher VergroBerung (60x Objektiv) statt. Dabei wurde
Immersionsdl verwendet. Zur besseren Ubersicht wurde das Sichtfeld auf eine iiberschaubare
Zellzahl eingeengt. Alle Zellkerne der Neurone wurden in jeder ihrer Ebenen durch
Fokussieren dargestellt, um mdogliche Foci innerhalb der dreidimensionalen Kerne erfassen zu
konnen. Die Anzahl der Foci und der Neurone pro Gesichtsfeld wurde aufsummiert. Pro
Probe wurden mindestens 40 Foci und 40 Neurone ausgezihlt. Neben der Anzahl der Foci in
Bezug auf die gesamte Zellzahl wurde auch deren quantitative Verteilung auf die einzelnen
Focus tragenden Nuklei bestimmt. Dadurch sollte nachvollziehbar bleiben, wie sich die
Verteilung der Foci auf die Zellen bei einer Anderung der Focuszahl verhilt. Die Aufnahmen
erfolgten mit dem Mikroskop Eclipse Ni-E bei 600-facher Vergroferung (60x Objektiv). Die
Bilderverarbeitung fand mit Adobe Photoshop statt.

4.2.4 Datenerfassung - Statistische Auswertung

Microsoft Excel diente der Datenerfassung. Weitere statistische Auswertung erfolgte mit IBM
SPSS Statistics 23. Die Signifikanz wurde mit dem Mann-Whitney-U-Test bewertet, wobei
ein Signifikanzniveau von p < 0,05 gewihlt wurde. Eine Regressionsanalyse wurde unter der
Fragestellung eines linearen Zusammenhangs zwischen der applizierten Dosis und der

Focuszahl/Neuron durchgefiihrt. Mit einer Korrelationsanalyse wurde der Zusammenhang
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zwischen Focuszahl/Neuron und dem Anteil der Neurone mit einem Focus untersucht.

Diagramme wurden mit Origin Pro 2016G erzeugt.
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5 Ergebnisse

Mit Hilfe strahlungsinduzierter 53BP1-Foci wurde die Anzahl von DNA-Schiden in den
kortikalen Neuronen infolge fraktionierter Niedrigdosisbestrahlung im in vivo Modell
juveniler Méuse untersucht. Die Neuronen wurden mit Antikérpern gegen NeuN dargestellt
(s. Abbildung 5.1). Durch die Auswertung der 53BP1-Foci in den Neuron wurde die
zunehmende Akkumulation der DNA Schéiden durch die fraktionierte Bestrahlung iiber vier

Wochen analysiert (s. 5.3.1 und 5.4.1). Thre Langzeitentwicklung wurde bis zu einem halben

Jahr nach der Bestrahlung erfasst (s. 5.3.2 und 5.4.2).

Zerebraler Kortex einer 14 Tage alten Maus. Die fluoreszenzmikroskopische Darstellung der Zellkerne erfolgte
mit DAPI (blau), die Markierung der kortikalen Neurone erfolgte mit NeuN (rot). Der im Ubersichtsbild (links)

weill umschriebene Ausschnitt ist in der rechten Spalte sowohl aufgetrennt nach Kanélen — oben DAPI (blau),

5.1 Darstellung der kortikalen Neuronen

Abbildung 5.1 Darstellung der kortikalen Neuronen

Mitte NeuN (rot) — als auch iiberlagert (merge) abgebildet. Es wird deutlich, dass nur ein Teil der Zellen mit dem
neuronalen Marker NeuN markiert ist.
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5.2 Darstellbarkeit strahlungsinduzierter Foci

unbestrahlt

100 mGy, 30 min

1 Gy, 30 min

2 Gy ,30 min

Abbildung 5.2 53BP1-Focuszahl — Zunahme mit steigender Dosis
Entwicklung strahlungsinduzierter 53BP1-Foci 30 Minuten nach Bestrahlung. Die Bilder sind nach steigender

Dosis angeordnet (oben: Kontrolle — unten: 1x 2 Gy). In den Zeilen ist jeweils derselbe Bildausschnitt
aufgetrennt nach Fluoreszenzkanilen (blau: DAPI, rot: NeuN, griin: 53BP1) und iiberlagert (merge) abgebildet.
An dieser Stelle wird die Féahigkeit der Methode gezeigt, eine steigende Strahlungsdosis durch eine Erhéhung
der Focuszahl darzustellen. 53BP1-Foci sind markiert (wei3e Pfeile), wenn dadurch keine anderen Foci verdeckt
werden. Es ist zu erkennen, dass 53BP1 iiber die Zellkerne der Neurone verteilt ist.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit deckten mittels der Auswertung mehrerer hundert
Neurone eine Anderung der 53BPI1-Focuszahl durch Bestrahlung auf (s. 5.3.1). In
Aufnahmen, die eine Darstellung der Foci erlauben, kdnnen nur wenige Neurone erfasst

werden. Zudem war die Focuszahl/Neuron in der vorliegenden Arbeit so gering, dass

vorhandene Unterschiede in den Aufnahmen nicht visualisierbar waren (s. Abbildung 5.5).
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Deshalb wurden Proben vorangegangener Untersuchungen herangezogen, die im gleichen
Dosisbereich bestrahlt, jedoch bereits kurz nach Bestrahlung (30 min) gewonnen worden
waren. Abbildung 5.2 zeigt, dass die in dieser Arbeit angewandte Methode in der Lage ist,

eine entsprechend starke Anderung der 53BP1-Focuszahl darzustellen.

5.3 53BP1-Foci in fraktioniert bestrahlten und unbestrahlten Kkortikalen
Neuronen

5.3.1 Einfluss zunehmend fraktionierter Bestrahlung auf die Focuszahl/Neuron

Der Einfluss der zunehmenden fraktionierten Niedrigdosisbestrahlung auf die Akkumulation
von DNA-Schiden wurde in den kortikalen Neuronen juveniler Méduse durch die Bestimmung
der 53BP1-Focuszahl untersucht. Uber den Zeitraum von bis zu vier Wochen wurden die
Maiuse mit je fiinf Fraktionen pro Woche bestrahlt. 72h nach der letzten Bestrahlung fand eine
Quantifizierung der Foci statt (s. 4.2.2.2).

I Bestrahit
0,18 — Unbestrahlt

0,16 — E—

- *

0,14 —

0,12 —

0,10 —

0,08 —

0,06 —

0,04 —

0,02 —

53BP1 Focuszahl/Neuron

0,00 —

17 120 120 120 AR i o
oV oV % ©) oV ov %
QQ«\ QQ((\ QQ((\ QQ((\ QQ((\ QQ((\ QQ((\
\ I\ N N A\ I\ N
ok AOF \GF O N N ot

Fraktionen x Dosis, Zeit nach Bestrahlung

Abbildung 5.3 53BP1-Focuszahl in den kortikalen Neuronen juveniler Miiuse

Aufgetragen ist die Focuszahl/Neuron (vertikale Achse) der juvenilen Méuse nach unterschiedlicher Anzahl von
Fraktionen bzw. nach der Zeit nach der Bestrahlung (horizontale Achse). Die Balken stellen die Mittelwerte der
Focuszahl/Neuron in der bestrahlten Mausen (blau) und ihren unbestrahlten Kontrollen (rot) dar. Fehlerbalken
entsprechen dem zugehdrigen Standardfehler. Mittelwert und Standardfehler beruhen auf fiinf Méusen je

Zeitpunkt. Die ersten vier Gruppen wurden jeweils 72 Stunden post-IR ausgewertet. Sie waren einer steigenden
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Dosis fraktionierter Bestrahlung ausgesetzt. Anhand der sich anschlieBenden Balken ist die Entwicklung iiber
das der Bestrahlung folgende halbe Jahr dargestellt. Die Werte der bestrahlten Méuse, die sich signifikant (p <
0,05) unterschieden, sind getrennt fiir den Bestrahlungszeitraums (5x-20x 100 mGy) bzw. den
Nachbeobachtungszeitraum gekennzeichnet (*).

Einwochig und mehrwochig fraktionierte Bestrahlung filihrte jeweils zu einem signifikanten
Anstieg (p = 0,008) der Focuszahl/Neuron der bestrahlten Miuse im Vergleich zur Kontrolle
(5x 100 mGy: 0,091 + 0,004 Foci/Neuron, Kontrolle zu 5x 100 mGy 0,046 + 0,006
Foci/Neuron; 10x 100 mGy: 0,096 + 0,006 Foci/Neuron, Kontrolle zu 10x 100 mGy: 0,056 +
0,003 Foci/Neuron; 15x 100 mGy: 0,109 + 0,014 Foci/Neuron, Kontrolle zu 15x 100 mGy:
0,040 + 0,002 Foci/Neuron; 20x 100 mGy: 0,127+0,008 Foci/Neuron, Kontrolle zu 20x 100
mGy: 0,052 £+ 0,003Foci/Neuron).

Abbildung 5.3 stellt die Entwicklung der 53BP1 Focuszahl/Neuron wihrend der fraktionierten
Bestrahlung dar. Eine Zunahme der Mittelwerte ist ablesbar. Im Vergleich zur Bestrahlung
mit 5x 100 mGy (0,091 + 0,004 Foci/Neuron) war sie erstmals nach 20x 100 mGy (0,127 +
0,008 Foci/Neuron) signifikant (p = 0,016). Zwischen einer fraktionierten Dosis und der
zugehorigen néchst hoheren war jeweils kein signifikanter Unterschied nachweisbar (pmin =
0,421). Der Vergleich von Madusen, die sich um 10x 100 mGy applizierter Dosis
unterschieden, zeigte kein einheitliches Bild. Wurden sie zuvor mit nur 5x 100 mGy (0,091 +
0,004 Foci/Neuron) bestrahlt, konnte keine signifikante Zunahme (p = 0,151) der
Focuszahl/Neuron nach insgesamt 15x 100 mGy (0,109 + 0,014 Foci/Neuron) beobachtet
werden. Demgegeniiber war die Zunahme nach 20x 100 mGy (0,127 + 0,008 Foci/Neuron)
im Vergleich zu den Maéusen, die zuvor mit 10x 100 mGy (0,096 + 0,006 Foci/Neuron)
bestrahlt wurden, signifikant (p = 0,016).

Die Regressionsanalyse der Entwicklung der Focuszahl/Neuron wahrend der fraktionierten

Bestrahlung ergab unter der Annahme einer linearen Funktion:
(0,076 £ 0,006) + (0,024 + 0,004) x D

(in Focuszahl/Neuron; D= Dosis in Gy, r? (korrigiertes) = 0,918).
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unbestrahlt

8

20 x 100 MGy, 72 h

2 Gy, 30 min

Abbildung 5.4 Ubersichtsaufnahmen des zerebralen Kortex

Dargestellt sind iiberlagerte Aufnahmen (merge, blau: DAPI, rot: NeuN, griin: 53BP1) des zerebralen Kortex:
(oben) unbestrahlte juvenile 14 Tage alte Maus; (mitte) vier Wochen fraktioniert bestrahlte juvenile Maus (20x
100 mGy) 72 Stunden post-IR; (unten) einmalige bestrahlte adulte Maus (2 Gy) 30 min post-IR. 72h post-IR ist
in den vier Wochen fraktioniert bestrahlten Neuronen, trotz gleicher kumulativer Dosis (2Gy), eine geringere

Anzahl der Foci zu finden als 30 min nach einmalig 2Gy.
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5.3.2 Langzeitentwicklung der S3BP1-Focuszahl/Neuron

unbestrahlt, 5 Wochen unbestrahlt, 6 Monate

20 x 100mGy, 72 h 20 M 50 x 100 mGy, 6 Monate

Abbildung 5.5 S3BP1 Focuszahl — Langzeitentwicklung nach fraktionierter Bestrahlung

Dargestellt sind iiberlagerte Aufnahmen (merge, blau: DAPI, rot: NeuN, griin: 53BP1) des zerebralen Kortex:
Einer bestrahlten Maus (untere Zeile) ist jeweils dariiber stehendend das altersentsprechenden Kontrolltier
zugeordnet. Weder bei den unbestrahlten Méusen, noch bei den bestrahlten Méusen kam es im Langzeitverlauf
zu einer aus den Ubersichtsaufnahmen erkennbaren Zunahme der Focuszahl/Neuron. Die durch Auszihlen
aufgedeckte Abnahme der Focuszahl/Neuron im Langzeitverlauf nach Bestrahlung war nicht reprisentativ

visualisierbar.

Die 53BP1 Focuszahl/Neuron juveniler Mause wurde im Verlauf eines halben Jahres (72
Stunden, 1 Monat, 3 Monate und 6 Monate post-IR) nach fraktionierter Bestrahlung (20x 100
mG@Gy) untersucht (s. Abbildung 5.3). Nach einer initialen Zunahme der Focuszahl/Neuron
zwischen 72 h post-IR (0,127 + 008 Foci/Neuron) und 1 Monat post-IR (0,144 + 0,013

Foci/Neuron) war im weiteren Verlauf ein Riickgang zu erheben. Jene Zunahme war
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allerdings nicht signifikant (p = 0,421). Nach 6 Monaten (0,088 + 0,011 Foci/Neuron) konnte
erstmals ein signifikanter Riickgang (p = 0,032) verglichen mit dem 72 Stunden post-IR
erhobenen Wert (0,127 + 0,008 Foci/Neuron) beobachtet werden. Das Niveau der
unbestrahlten Kontrollmiuse (Kontrolle 20x 100 mGy, 6 Monate: 0,049 £+ 0,004) wurde auch
6 Monate post-IR nicht erreicht (p = 0,008).

5.3.3 Altersabhingige Entwicklung der S3BP1-Focuszahl/Neuron

Mit Hilfe der Quantifizierung der 53BP1-Focuszahl/Neuron der unbestrahlten Miuse konnte
die Frage beantwortet werden, ob sie sich wihrend der Entwicklung der Mduse verédnderte.
Die Focuszahl/Neuron wurde wihrend der ersten vier Wochen wochentlich (14 Tage, 21
Tage, 28 Tage, 35 Tage alte Tiere) danach bei den 2 Monate, 4 Monate und 7 Monate alten
Tieren erfasst. Wihrend der Entwicklung der Miuse fand im untersuchten Zeitraum keine
gerichtete Entwicklung der 53BP1-Focuszahl/Neuron statt (s. Abbildung 5.3). Im Vergleich
zur ersten Gruppe im Alter von 14 Tagen (0,046 + 0,006 Foci/Neuron) wies keine der
folgenden Gruppen einen signifikanten Unterschied in der 53BP1-Focuszahl/Neuron auf
(pmin = 0,151). Nur die 28 Tage alten Tiere (0,040 + 0,002 Foci/Neuron) zeigten zu den 21
Tage (0,056 = 0,003 Foci/Neuron), 35 Tage (0,052 + 0,003 Foci/Neuron), 2 Monate (0,061 +
0,007 Foci/Neuron) und 4 Monate (0,058 = 0,004 Foci/Neuron) alten Méusen einen
signifikanten (pmax = 0,016) Unterschied in der Focuszahl/Neuron. 0,049 + 0,004 Foci/Neuron

fanden sich bei den altesten Méausen im Alter von 7 Monaten.

5.4 Anteil Focus-tragender Neurone fraktioniert bestrahlter und unbestrahlter
Mause
Mit den Ergebnissen konnte eine mit der Dosis zunehmende Zahl an Foci/Neuron
nachgewiesen werden (s. 5.3.1). Infolge der fraktionierten Bestrahlung blieb die Anzahl der
53BP1-Foci/Neuron auch nach einem halben Jahr im Vergleich zu den unbestrahlten Mausen
erhoht. Die Ergebnisse zeigten jedoch nicht, ob der Anstieg durch eine Zunahme der Foci in
den Neuronen allgemein zustande kommt oder ob eine Subpopulation derer dafiir
verantwortlich ist. Deshalb wurde beim Auszédhlen gleichzeitig dokumentiert, ob und wenn,
wie viele Foci eine Zelle besal. So konnte der Anteil der Zellen mit einem oder mehreren

Foci errechnet werden.
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Abbildung 5.6 Anteil der Neurone mit mindesten einem S3BP1-Focus

Aufgetragen ist der Anteil der Neurone mit mindestens einem Focus der Neuronen (vertikale Achse) nach einer
unterschiedlichen Anzahl an Fraktionen bzw. Zeit nach der Bestrahlung (horizontale Achse). Die Balken stellen
den Mittelwert der bestrahlten Méuse (blau) bzw. ihrer zugehdrigen Kontrollen (rot) dar. Fehlerbalken
entsprechen dem zugehdrigen Standardfehler. Mittelwert und Standardfehler beruhen auf fiinf Méusen je
Zeitpunkt. Die ersten vier Gruppen wurden jeweils 72 Stunden post-IR ausgewertet. Sie waren einer steigenden
Dosis fraktionierter Bestrahlung ausgesetzt. Anhand der sich anschlieBenden Balken ist die Entwicklung iiber
das der Bestrahlung folgende halbe Jahr dargestellt. Die Werte der bestrahlten Mause, die sich signifikant (p <
0,05) unterscheidenden, sind getrennt fiir den Bestrahlungszeitraums (5x-20x 100 mGy) bzw. den
Nachbeobachtungszeitraum gekennzeichnet (*).

5.4.1 Einfluss zunehmend fraktionierter Bestrahlung auf den Anteil Focus-tragender

Neurone

Im Verlauf der fraktionierten Bestrahlung war ein sukzessiver Anstieg des Anteils Focus-
tragender Neurone zu beobachten (s. Abbildung 5.6) Die Zunahme war im Vergleich zur
unbestrahlten Kontrolle (4,33 £+ 0,53 %) bereits nach der einwochigen Bestrahlung (5% 100
mGy: 8,28 £ 0,49 %) signifikant (p = 0,008). Im Zuge der fortgesetzten Bestrahlung zeigte
sich erstmals nach 4 Wochen (20x 100 mGy, 12,55 + 0,93 %) ein weiterer signifikanter (p =
0,016) Anstieg gegeniiber den mit fiinf Fraktionen bestrahlten Mausen. Der Anteil der Focus-

tragenden Neurone der zwei Wochen bestrahlten Méuse (8,80 + 0,69 %) unterschied sich
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weder von den dreiwdchig (9,73 + 1,30 %, p = 0,421), noch von den vierwdchig Bestrahlten
(11,08 £ 0,54 %, p = 0,056) signifikant.

5.4.2 Langzeitentwicklung des Anteils S3BP1-Focus-tragender Neurone

Der Anteil Focus-tragender Neurone der vier Wochen fraktioniert bestrahlten Miuse (20%
100 mGy) wurden zu unterschiedlichen Zeitpunkten (72 h, 1 Monat, 3 Monate, 6 Monate
post-IR) erhoben. Nach einer Zunahme zwischen 72 h post-IR (11,08 + 0,54 %) und 1 Monat
post-IR (12,55 £ 0,93 %) war im weiteren Verlauf eine sukzessive Abnahme zu beobachten
(s. Abbildung 5.6). Die initiale Zunahme war nicht signifikant (p = 0,310). 6 Monate nach der
vierwOchig fraktionierten Bestrahlung erreicht der Anteil Focus-tragender Neurone seinen
geringsten Wert (8,16 £ 0,95 %). Im Vergleich zum Ausgangswert (72 h post-IR) war die
Abnahme nicht signifikant (p = 0,095). Zu allen Zeitpunkten war der Anteil Focus-tragender
Neurone der bestrahlten Méuse im Vergleich zu den entsprechenden Kontrollen signifikant (p

= 0,008) erhoht.

5.4.3 Altersabhiingige Entwicklung des Anteils S3BP1-Focus-tragender Neurone

In den unbestrahlten Kontrollen wurde der Anteil Focus-tragender Neurone erfasst. Dadurch
wurde die Frage beantwortet, ob dieser einer der Entwicklung der Méuse geschuldete
Anderung — insbesondere Zunahme — erfuhr. Wihrend der ersten vier Wochen wurde er
wochentlich (14 Tage alt: 4,33 + 0,53 %; 21 Tage alt: 5,25 = 0,27 %; 28 Tage alt: 3,83 +
0,15%; 35 Tage alt: 4,94 + 0,34 %), danach bei den 2 Monate (5,85 + 0,62 %), 4 Monate
(5,51 £ 0,42 %) und 7 Monate (4,68 + 0,44 %) alten Mausen erhoben. Nur die Gruppe der 28
Tage alten Miuse unterschied sich signifikant von den 21 Tage (p = 0,008), 35 Tage (p =
0,016) und 2 Monate (p = 0,008) alten Mausen. Keine der Gruppen wies einen signifikanten
Unterschied des Anteils Focus-tragender Neurone zu den 14 Tage alten Médusen auf (pmin =

0,151).
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Abbildung 5.7 Focuszahl/Neuron und Anteil der Neurone mit Focus

Dargestellt sind die 53BP1-Focuszahl pro kortikalem Neuron (horizontale Achse) und der zugehdrige Anteil der

Neurone mit mindestens einem Focus (vertikale Achse). Ein Kreuz entspricht dem Wertepaar einer Maus. Die

rote Gerade ist das Ergebnis der Regressionsanalyse unter Annahme eines linearen Zusammenhangs zwischen
beiden Grofen. (A) Alle Méuse, (B) Miuse, die mit 5, 10, 15 oder 20 Fraktionen bestrahlt wurden (72 h nach der
letzten Fraktion), (C) Nachbeobachtete Mause, die mit 20 Fraktionen a 100 mGy bestrahlt wurden (72 h, 1
Monat, 3 Monate, 6 Monate post-IR), (D) Kontrolltiere (14 Tage bis 7 Monate alt). Die Werte der Méuse aller

Gruppen (A-D) zeigten ecine Erhohung des Anteils der Focus-tragenden Neurone bei zunehmender

Focuszahl/Neuron. Diese Korrelation war signifikant (p < 0,01).
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Die Entwicklung der Focuszahl/Neuron und des Anteils der Focus-tragenden Neuronen (s.
Abbildung 5.3 und Abbildung 5.6) lieB eine gleichgerichtete Entwicklung jeweils fiir
bestrahlte und unbestrahlte Méuse erkennen. Stets war der Anteil Focus-tragender Neurone
kleiner als die Focuszahl/Neuron. Eine Korrelationsanalyse wurde getrennt fiir folgende
Gruppen durchgefiihrt: (I) ein bis vier Wochen fraktioniert bestrahlte Mause, (II) bis zu 6

Monate nachbeobachtete vierwochig fraktioniert bestrahlte Mause, (IIT) Kontrollméiuse.

In allen Gruppen korrelierte die Focuszahl/Neuron mit dem Anteil der Focus-tragenden
Neurone. Das Ergebnis der Regressionsanalyse bestitigte die Annahme eines linearen
Zusammenhangs zwischen den beiden GroBen fiir die zunehmend fraktioniert bestrahlten
Mause ((82,589 + 1,331) x F + (0,658 + 0,119), F in Focuszahl/Neuron, Pearson r = 0,965, p < 0,01), flir die
unbestrahlten Kontrollmause ((94,004 + 2,294) x F + (0,063 + 0,121), F in Focuszahl/Neuron, Pearson r =
0,990, p < 0,01) und fiir die zwischen 72 h post-IR und 6 Monate post-IR untersuchte
Langzeitenwicklung der vierwochig bestrahlten Méuse ((76,370 = 4,591) x F + (1,339 £ 0,571), F in

Focuszahl/Neuron, Pearson r = 0,969, p < 0,01).
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6 Diskussion

6.1 Einfluss der Dosis auf die Anzahl persistierender DSBs nach fraktionierter

Bestrahlung juveniler Mause
Im Folgenden wird zunéchst der Einfluss der Dosis fraktionierter Bestrahlung auf die Anzahl
der Doppelstrangbriiche bei juvenilen Mausen diskutiert, und zwar zum einen im Vergleich zu
einmalig (s. 6.1.1), zum anderen zu fraktioniert (s. 6.1.2) bestrahlten adulten Maéusen.
AnschlieBend wird der Einfluss des Alters auf die Anzahl von Doppelstrangbriichen in den
unbestrahlten Kontrollmiusen diskutiert (s. 6.1.3). Dabei wird die Vergleichbarkeit von
Ergebnissen bei divergenten Hintergrundlevels, das heiit wenn sich die Anzahl von
Doppelstrangbriichen der Kontrollmiuse unterscheiden, diskutiert. Die Kernaussage ist, dass
fraktionierte Niedrigdosisbestrahlung in kortikalen Neuronen juveniler Maiuse mit
zunehmender Dosis zu einer Akkumulation von Doppelstrangbriichen fiihrt, deren Anzahl

dennoch geringer ist als bei adulten.

6.1.1 Einfluss der Dosis auf die Anzahl persistierender DSBs nach fraktionierter
Bestrahlung juveniler Miause im Vergleich zu einmalig bestrahlten adulten
Miusen

Im Folgenden wird der Einfluss der Dosis auf die Anzahl der 72 h post-IR verbliebenen DSBs

im Vergleich zu einmalig bestrahlten adulten Maéusen diskutiert. Die Internationale

Strahlenschutzkommission empfiehlt, das stochastische Risiko einer Strahlendosis mit dem

Linear-Non-Threshold (LNT)-Modell zu bewerten. Dem LNT-Modell entsprechend steigt das

Risiko [linear proportional mit der zunehmenden Strahlendosis an. Eine sichere

Schwellendosis (Threshold), unter der keine Risikozunahme durch die Strahlung stattfindet,

existiert nicht. Auf dieser Empfehlung beruhen weltweit Gesetze, Normen und Regelungen

des Strahlenschutzes (ICRP, 2007; ICRP, 2016; Sanders CL, 2009). Wahrend die Datenlage

nach einmaliger Bestrahlung gut ist, sind die Risiken zeitlich protrahierter Bestrahlung im

Niedrigdosisbereich nicht eindeutig geklért (Boice JD Jr, 2012). Einige Ergebnisse aus der

Literatur fiir Zeitpunkte von 10-30 min nach einmaliger Bestrahlung stiitzen das LNT-Modell,

da sie eine mit zunehmender Dosis linear steigende Anzahl an DSB-markierenden 53BP1-

Foci zeigen (Grudzenski S et al., 2010; Raths A et al., 2008; Riibe CE et al., 2011;

Ugenskiene R et al., 2009). In der vorliegenden Arbeit war die Anzahl der DSBs im

Verhiltnis zur Dosis - ilibereinstimmend mit einer Reparatur der DSBs — geringer (0,024 +

0,004 Foci/(Neuronx@Gy)) als bei den adulten Mausen aus der Literatur 30 min post-IR (6-7,7

Foci/(NeuronxQGy); Riibe CE et al., 2011). Die in der vorliegenden Arbeit fraktioniert

39



6.Diskussion

bestrahlten juvenilen Méuse zeigten damit im Dosisbereich zwischen 5x 100 mGy und 20x
100 mGy auch 72 h post-IR eine linear mit der Dosis zunehmende Anzahl von DSBs (s.
5.3.1). Die Risikobewertung durch das LNT-Modell (s.0.) konnte folglich auch fiir
fraktionierte Niedrigdosisbestrahlung anwendbar sein, da DSBs die entscheidende
radiobiologische Lasion durch Strahlung darstellen (Goodhead DT, 1994) und deren
Akkumulation zum Zeitpunkt 72 post-IR linear dosisabhéngig ist.

Die in der vorliegenden Arbeit >72 h post-IR untersuchten Mduse wurden iiber 4 Wochen
allesamt mit derselben Dosis fraktioniert bestrahlt. Daher kann der Zusammenhang zwischen
der Dosis und der Anzahl der DSBs >72 h post-IR aus den erhobenen Daten nicht beurteilt
werden. Markova E et al. zeigten, dass der lineare Zusammenhang zwischen der Dosis und
der Anzahl der DSBs-markierenden Foci (in GO-Lymphozyten) auch einen Monat post-IR
erhalten blieb (Markova E et al., 2011). Gegenstand weiterfithrender Untersuchungen konnte
sein, ob der lineare Zusammenhang auch in den Neuronen ldnger als 72 h post-IR bestehen
bleibt. Dadurch konnten wichtige Hinweise gefunden werden, welchen Einfluss die Dosis auf

das Risiko von Langzeitfolgen nach fraktionierter Niedrigdosisbestrahlung hat.

Die Untersuchung adulter Mause zeigte, dass die Dosis die Anzahl der induzierten DSBs in
den Neuronen adulter Mause bestimmt (Riibe CE et al., 2011). Wie in Abschnitt 2.4 der
Einleitung ausgefiihrt, korreliert die Focuszahl mit der induzierten Anzahl der DSBs (Schultz
LB et al.,, 2000). Anhand der nachfolgenden Abnahme der Focuszahl/Neuron wurde der
Literatur nach die Effektivitit der Reparatur von DSBs bewertet (Riibe CE et al., 2011,
Schanz S, 2014). Da in der vorliegenden Arbeit nur Zeitpunkte > 72 Stunden post-IR
untersucht wurden, kann die Reparatur bis zu diesem Zeitpunkt nicht direkt aus den eigenen
Daten beurteilt werden. Deshalb wird die Effektivitit der Reparatur von DSBs innerhalb der
ersten 72 h post-IR der in der vorliegenden Arbeit fraktioniert bestrahlten juvenilen Méuse

mit Hilfe des folgenden Vergleichs bewertet:
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Abbildung 6.1 Effektivitit der Reparatur

Der Vergleich mit einmalig bestrahlten adulten M&usen aus der Literatur veranschaulicht, dass selbst nach
vierwochig fraktionierter Bestrahlung ein Grofteil der DSBs repariert wird. Der Standardfehler ist bei den
eigenen Ergebnissen (20x 100mGy, Kontrolle) und wenn in der Literatur vorhanden mit einem Fehlerbalken
angegeben. (2 Gy, 30 min) aus Riibe CE et al., 2011, (100 mGy, 30 min) aus Schanz S et al., 2012, (2 Gy, 48 h)
aus Schanz S, 2014.

Die Ergebnisse bei einmalig bestrahlten adulten Miusen aus der Literatur zeigen einen
Riickgang der Focuszahl/Neuron und damit eine Reparatur der zugrundeliegenden DSBs mit
zunehmender Zeit post-IR (2 Gy, 30 min post-IR: circa 11 Foci/Neuron (Riibe CE et al.,
2011); 2Gy, 48 h post-IR: 0,222 + 0,052 Foci/Neuron (Schanz S, 2014)). Verglichen mit
diesen Ergebnissen ist auch in der vorliegenden Arbeit von einer effektiven Reparatur der
DSBs auszugehen, da die Focuszahl/Neuron der fraktioniert bestrahlten juvenilen Méuse 72 h
post-IR bei gleicher kumulativer Dosis (20x 100mGy) geringer ist (0,127 = 0,008
Foci/Neuron) als bei den genannten adulten Méusen 48 h post-IR (s.0., Schanz S, 2014). Da
zum Zeitpunkt 72 h post-IR keine Ergebnisse einmalig bestrahlter adulter Méduse vorliegen, ist
aufgrund der unterschiedlichen Zeit nach Bestrahlung, das heift der unterschiedlichen langen
Zeit fiir eine mogliche Reparatur, keine Aussage dariiber moglich, ob die Reparatur der

juvenilen Mause effektiver war. Die geringere Erhhung der Focuszahl der juvenilen Méause

konnte auch von der ldngeren Reparaturzeit (72 h) verglichen mit derjenigen der adulten
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Mause (48 h) her rithren. Dabei ist hervorzuheben, dass selbst die Bestrahlung mit der Dosis
einer der vorliegenden Arbeit entsprechenden Einzelfraktion zu einer hoheren Anzahl an
DSBs fiihrt (1x 100 mGy: 0,99 Foci/Neuron; Schanz S et al., 2012) als sie bei den juvenilen
Mausen in der vorliegenden Arbeit 72 h post-IR (s.0.) nachweisbar war. Diese Ergebnisse
legen somit nahe, dass bei den juvenilen Méausen trotz der vierwdchigen Bestrahlung ein

GroBteil der DSBs innerhalb von 72 h post-IR repariert wird.

6.1.2 Einfluss der Dosis auf die Anzahl persistierender DSBs nach fraktionierter
Bestrahlung juveniler Miuse im Vergleich zu fraktioniert bestrahlten adulten
Miusen

Nach fraktionierter Niedrigdosisbestrahlung kommt es bei juvenilen Méusen zu einer

Anndherung der Anzahl 72 h post-IR verbliebener DSBs an die Anzahl der adulten Méuse,

womit sich ihre Reparatureffektivitit jener der adulten angleicht. Dies wird nachfolgend

erlautert:

In vitro Untersuchungen zeigten, dass die Effizienz der Reparatur von DSBs durch NHEJ in
Neuronen mit zunehmendem Alter abnimmt (Ren K et Pefia de Ortiz S, 2002; Sharma S,
2007; Vyjayanti VN et Rao KS, 2006). Die Anzahl der DSBs nach fraktionierter
Niedrigdosisbestrahlung ist in vivo bislang nur fiir die Neuronen adulter Méduse mit Hilfe der
53BP1-Focuszahl untersucht (Schanz S et al., 2012; Schanz S, 2014). Diese Ergebnisse
unterscheiden sich von jenen der juvenilen Méuse aus der vorliegenden Arbeit im Ausmal

des Riickgangs der Focuszahl/Neuron sowie im Einfluss der Dosis auf diesen Riickgang:

Den eigenen Ergebnissen zufolge erhoht sich die Focuszahl/Neuron bei den juvenilen Méusen
im Dosisbereich zwischen 10x 100 mGy (0,096 £+ 0,006 Foci/Neuron) und 20x 100 mGy
(0,127+0,008 Foci/Neuron; s. 5.3.1). Dagegen erhoht sich die Focuszahl/Neuron bei den
adulten Miusen im genannten Dosisbereich nicht (Schanz S et al., 2012; Schanz S, 2014).
Vergleicht man aber die relative Erhéhung der Focuszahl/Neuron zur Kontrolle, so zeigt sich,
dass sie bei den juvenilen Méusen selbst nach der maximalen Dosis der vorliegenden Arbeit
unter derjenigen der adulten liegt (20x 100 mGy, 72 h post-IR: juvenil 2,44-fach — adult 2,61-
fach, Schanz S, 2014). Damit wird deutlich, dass sich die Effektivitit der Reparatur von DSBs
der juvenilen Méuse der geringeren der adulten Mause anndhert. Demgegentiber bleibt die
Effektivitit der adulten im vergleichbaren Dosisbereich (bis 20x 100 mGy) auf bereits
schlechterem aber altersentsprechenden Niveau konstant (Schanz S et al., 2012; Schanz S,

2014).
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Bei den adulten Miusen steigt die Focuszahl/Neuron 72 h post-IR erst nach einer hoheren
Anzahl an Fraktionen bzw. einer hoheren Dosis als in der vorliegenden Arbeit. Ein
statistischer Vergleich zwischen den adulten Maidusen fehlte in den genannten Arbeiten
(Schanz S et al., 2012; Schanz S, 2014). In der vorliegenden Arbeit wurde mit Hilfe des
Anteils der Focus-tragenden Neurone erhoben, wie die DSBs auf die Gesamtheit der
untersuchten Neuronen verteilt sind. Der Anteil Focus-tragender Neurone nahm von den
einwOchig fraktioniert bestrahlten Méusen (5% 100 mGy: 8,28 + 0,49 %) zu den 4 Wochen
fraktionierten bestrahlten Méusen (20x 100 mGy, 12,55 + 0,93 %) signifikant (p = 0,016) zu
und korrelierte linear mit der Focuszahl/Neuron (Pearsons r = 0,965; s. 5.4.1). Die
Akkumulation der DSBs beruhte demnach bei den juvenilen Méusen mitunter auf einer
steigenden Anzahl an Neuronen mit (mindestens) einem Focus. Das heil3t, sie fand nicht nur
in den Neuronen statt, die bereits einen Focus aufwiesen. Dennoch besall nur ein Bruchteil der
Neurone einen Focus (s.0.). Gegenstand weiterfiihrender Untersuchungen kénnte sein, worin
sich die Focus-tragenden Neuronen von denjenigen ohne Focus unterscheiden. Bei den
adulten Méusen aus der Literatur wurde der zugehdrige Anteil Focus-tragender Neurone nicht
angegeben (Schanz S et al., 2012; Schanz S, 2014), weshalb dessen Entwicklung nicht mit

derjenigen der juvenilen Mause verglichen werden kann.

Es stellt sich die Frage, was die geringere Anzahl der 53BP1-Foci bei den juvenilen Méusen
der vorliegenden Arbeit erklart. Zum einen ist bekannt, dass die Aktivitit des NHEJ, dem
Reparaturweg der DSBs in Neuronen, bei jiingeren Mausen hoher ist als bei dlteren (Ren K et
Pena de Ortiz S, 2002; Sharma S, 2007; Vyjayanti VN et Rao KS, 2006). Zum anderen
markiert 53BP1 DSBs iiberwiegend im Heterochromatin, was eine Abhingigkeit der 53BP1-
Focuszahl von der Menge an Heterochromatin (s. 2.3.1) zur Folge haben konnte (Lorat Y et
al., 2012). Dariiber hinaus konnte die Entwicklung bzw. die mit ihr einhergehend steigende
Hirnaktivitdt der dlter werdenden juvenilen Méuse fiir die zunehmende 53BP1-Focuszahl

verantwortlich sein, denn diese kann zu Foci fiihren (Suberbielle E et al., 2013).

Die hohere NHEJ Aktivitit jiingerer Méuse (Ren K et Pefia de Ortiz S, 2002; Sharma S, 2007;
Vyjayanti VN et Rao KS, 2006) bietet eine mogliche Erklarung fiir die geringere Erh6hung
der 53BP1-Focuszahl/Neuron der juvenilen Méuse in der vorliegenden Arbeit verglichen mit
den adulten aus der Literatur (s.o0., Schanz S et al., 2012; Schanz S, 2014). Gegen diese
Theorie spricht allerdings, dass trotz des schnelleren Riickgangs der DSBs jiingerer Méuse
gegeniiber dlteren Méusen aus publizierten Daten die Anzahl der persistierenden DSBs 48 h

nach einmaliger Bestrahlung keine Altersabhingigkeit zeigte (Schanz S, 2014).
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Wie bereits beschrieben (s.0.) markieren 53BP1-Foci die DSBs iiberwiegend im
Heterochromatin (Lorat Y et al., 2012). Damit konnte die Menge an Heterochromatin eine
mogliche Erkldrung fiir die Anzahl der 53BP1-Foci sein. Neurone adulter Tiere kdnnten
insgesamt mehr Heterochromatin besitzen. Dadurch wiirde moglicherweise ein gro3erer
Anteil der DSBs durch 53BP1 markiert werden, was die hohere Anzahl der 53BP1-Foci der
adulten Méuse gemill publizierter Daten (s.0., Schanz S et al., 2012; Schanz S, 2014)
verglichen mit den juvenilen in der vorliegenden Arbeit erkldren konnte. Dagegen spricht,
dass es mit steigendem Lebensalter zu einer Abnahme des Heterochromatins kommt (Tsurumi
A et Li WX, 2012). Die Menge an Heterochromatin bietet dennoch eine moglich Erklarung
fir die bei steigender Dosis zunehmende Focuszahl/Neuron, da sie durch Bestrahlung

zunehmen kann (Sato K et al., 2014).

Hirnaktivitdt fiihrt zu einer Erhohung der Focuszahl (Suberbielle E et al, 2013).
Altersbedingte Unterschiede der Hirnaktivitdt konnten demnach die Abweichungen der
53BPI1-Focuszahl/Neuron der juvenilen Maiuse erkldren (s.o.). Eine entwicklungsbedingt
verdanderte Hirnaktivitit bzw. ein auf dem Alter beruhender Einfluss scheiden aber als Griinde
fir die Zunahme der 53BPl-markierten DSBs der juvenilen Méause im Laufe der
fraktionierten Bestrahlung aus, da die altersentsprechenden unbestrahlten Kontrollmiuse

keine Erhohung zeigten.

Es ist folglich davon auszugehen, dass die steigende Focuszahl/Neuron der juvenilen Miuse
auf der zunehmenden Anzahl an Fraktionen bzw. der zunehmenden Dosis beruht. Die dabei
beobachtete Anndherung der Focuszahl/Neuron an die konstant bleibend héhere der adulten
Mause (s. 6.1.1., Schanz S et al., 2012; Schanz S, 2014) zeigt, dass die Anzahl der Fraktionen
bzw. die Dosis die Effektivitit der Reparatur von DSBs bei den juvenilen der vorliegenden
Arbeit stirker beeinflusst. Eine zunehmende Anzahl an Fraktionen bzw. eine steigende Dosis
fraktionierter Bestrahlung ist damit bei geringerem Alter zum Zeitpunkt der Bestrahlung als

besonders kritisch zu bewerten.

6.1.3 Einfluss des Alters der Kontrollmiuse auf die Akkumulation von DSBs

Die Literatur zeigt kein einheitliches Bild, was den Einfluss des Alters auf die Anzahl 53BP1-
Focus-markierter DSBs und damit Effektivitdt der Reparatur in Neuronen betrifft. Bis zum
Alter von 2 Jahren stellten Le O et al. keine Erhohung des Anteils der Focus-tragenden
Neurone ihrer unbestrahlten Kontrollmiuse fest (Le O et al., 2010). Demgegeniiber zeigte
Schanz S, dass sich die Focuszahl/Neuron von den jungen Méausen (14 Tage alt: 0,030 +
0,002 Foci/Neuron, 3 Monate alt: 0,032 £+ 0,006) zu den alten Mausen (24 Monate alt: 0,069 +
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0,006) hin signifikant erhoht (Schanz S, 2014). Der bei Le O et al. nur aus dem Diagramm
ablesbare Wert liegt in der GroBenordnung von etwa 2,5 % Focus-tragender Zellen (Le O et
al., 2010). Wird eine der vorliegenden Arbeit entsprechende Korrelation (s. 5.5) der
Focuszahl/Neuron und des Anteils der Focus-tragenden Neurone angenommen, liegt dieser
Wert auf vergleichbarem Niveau wie bei Schanz S (Schanz S, 2014). Damit liegen die Werte
der beiden genannten Autoren unter denjenigen der vorliegenden Arbeit (14 Tage alt: 0,046 +
0,006 Foci/Neuron). Die Neurone von Mauseembryos haben dagegen eine héhere Focuszahl
(0,1-0,2 Foci/Neuron) als die juvenilen Miause der vorliegenden Arbeit. Woodbine L et al.
begriinden dies mit einer leicht erhohten Sensitivitit ihres verwendeten Antikorpers
(Woodbine L et al., 2015). Diese kann jedoch nicht fiir den Unterschied verantwortlich sein,
da der gleiche Antikdrper wie in der vorliegenden Arbeit und bei Schanz S eingesetzt wurde
(Saha S et al, 2014; Schanz S, 2014; Woodbine L et al., 2015). Die Verwendung
kryokonservierter Schnitte und unterschiedliches Prozessieren (Saha S et al., 2014; Woodbine
L et al., 2015) scheiden als Griinde fiir die héhere Focuszahl ebenfalls aus, da Woodbine L et
al. ein vergleichbares Verfahren wie Le O et al. nutzten (Le O et al., 2010). Deren gute
Ubereinstimmung mit den Werten von Schanz S wurde bereits diskutiert (s.0.). Schanz S
nutzte in ihrer Dissertation dasselbe Verfahren wie in der vorliegenden Arbeit (Schanz S,
2014). In den Neuronen der Méiuseembryos ist die erhohte Focuszahl moglicherweise
entwicklungsbedingt zu erkldren, da bei der Differenzierung von neuronalen Zellen ein

Riickgang der Focuszahl bzw. Anzahl der DSBs beobachtet wurde (Torres G et al., 2015).

Das Auszéhlen bietet eine Erkldrung, warum die absoluten Werte der Focuszahl/Neuron bzw.
des Anteils Focus-tragender Neurone in der vorliegenden Arbeit iiber denjenigen von Schanz
und von Le O et al. (s.0.) liegen: Schanz S untersuchte ebenfalls unbestrahlte, 2 Wochen alte
Maiuse. Deren Focuszahl/Neuron war geringer als bei den gleichaltrigen Miusen in der
vorliegenden Arbeit (s.0., Schanz S, 2014). Im Folgenden wird deshalb die relative
Entwicklung zwischen den Untersuchungszeitpunkten verglichen. Warum die relative
Entwicklung aussagekriftiger ist, wird in Kapitel 6.4.5.2 diskutiert. Schanz S beschrieb eine
Konstanz der Focuszahl/Neuron zwischen dem 14. Lebenstag (0,030 + 0,002 Foci/Neuron)
und dem 3. Lebensmonat (0,032 £ 0,006) (Schanz S, 2014). Diese fand sich auch in der
vorliegenden Arbeit. Zudem kann der vorliegenden Arbeit nach der Zeitraum, in welchem
keine mit dem Alter der Méuse in Zusammenhang stehende Zunahme der Focuszahl/Neuron
zu beobachten war, auf 7 Monate alte Méuse erweitert werden (14 Tage alt: 0,046 + 0,006
Foci/Neuron, 7 Monate alt: 0,049 + 0,004 Foci Neuron).
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Der Literatur nach scheint nach diesem Zeitpunkt mit zunehmendem Alter eine Subpopulation
von Neuronen Foci bzw. DSBs zu akkumulieren: Das heif3t, der Anteil der Focus-tragenden
Zellen bleibt bis zum Alter von 24 Monaten konstant (Le O et al., 2010), aber gleichzeitig
steigt die Focuszahl/Neuron zwischen 3 Monate alten und 2 Jahren alten Mausen an (Schanz
S, 2014). In der vorliegenden Arbeit dnderte sich bis zum Alter von 7 Monaten weder der
Anteil der Focus-tragenden Neurone noch die Focuszahl/Neuron signifikant. Das ist
bemerkenswert, da sowohl wihrend der embryonalen Entwicklung (Woodbine L et al., 2015)
als auch durch physiologische Hirnaktivitit mit 53BP1-Foci markierbare DSBs entstehen
(Suberbielle E et al., 2013). Durch in vitro Untersuchungen konnte dariiber hinaus gezeigt
werden, dass die Aktivitit der Reparatur von DSBs mit zunehmendem Alter der Miuse
abnimmt (Ren K et Pefia de Ortiz S, 2002; Sharma S, 2007; Vyjayanti VN et Rao KS, 2006).
Dennoch hat den eigenen Ergebnissen zu Folge das Lebensalter der Mause innerhalb der

ersten 7 Lebensmonate keinen Einfluss auf die Anzahl der Doppelstrangbriiche.

6.2 Zeitliche Entwicklung der Anzahl persistierender DSBs nach fraktionierter
Bestrahlung juveniler Miuse
Im Folgenden wird die zeitliche Entwicklung der Anzahl persistierender Doppelstrangbriiche
nach fraktionierter Niedrigdosisbestrahlung juveniler Mduse diskutiert. Deren Entwicklung
wird zum einen mit derjenigen von ebenfalls fraktioniert bestrahlten adulten Miusen (s.
6.2.1), zum anderen mit einmalig hoch dosiert bestrahlten adulten Méusen (s. 6.2.2)
vergleichend diskutiert. Die Kernaussage der Diskussion ist, dass es nach fraktionierter
Niedrigdosisbestrahlung bei den juvenilen Méusen zu einer ldngeren Persistenz von
strahlungsbedingten Doppelstrangbriichen als bei adulten kommt. Diese lingere Persistenz bei
juvenilen dhnelt derjenigen bei adulten, wenn letztere einmalig hoher dosiert bestrahlt werden.
Die Schwere des ldngerfristigen Strahlenschadens nach fraktionierter Niedrigdosisbestrahlung

ist demnach im juvenilen Gehirn als vergleichsweise hoch zu bewerten.
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Abbildung 6.2 Zeitliche Entwicklung von DNA-Schiiden nach Bestrahlung

Resultaten der vorliegenden Arbeit (Mitte) werden Ergebnisse der Literatur gegeniibergestellt: Einmalig
hochdosiert bestrahlte Tiere (links, Abbildung nach Le O et al., 2010), adulte fraktioniert bestrahlte Méiuse
(rechts, Abbildung nach Schanz S, 2014). Die Abbildung nach Le O et al. beruht auf abgelesenen Werten aus
deren Diagramm. Zwischen den Zeitpunkten lagen keine Angaben iiber die die Signifikanz der Anderungen vor.
In den beiden anderen Diagrammen sind signifikante Unterschiede zwischen bestrahlten Gruppen
gekennzeichnet (*). Ein signifikanter Unterschied zur unbestrahlten Kontrolle ist in allen Diagrammen markiert

(+%).

6.2.1 Zeitliche Entwicklung der Anzahl von DSBs nach fraktionierter Bestrahlung
juveniler Miuse im Vergleich zu fraktioniert bestrahlten adulten Miusen

Bislang existierten fiir die Anzahl persistierender DSBs in Abhéngigkeit von der Zeit nach

fraktionierter Niedrigdosisbestrahlung nur publizierte Daten fiir adulte Méuse. Sie wurden mit

Hilfe der 53BP1-Focuszahl erfasst (Schanz S et al., 2012; Schanz S, 2014). Der Vergleich mit

den Ergebnissen juveniler Méuse der vorliegenden Arbeit zeigt, dass die Focuszahl >72 h

post-IR abhéngig von Alter der Mause zum Zeitpunkt der Bestrahlung ist.

Die Focuszahl/Neuron der adulten Méduse nahm im Zeitraum zwischen 72 h post-IR und 35
Tagen post-IR signifikant ab und erreichte wieder das Niveau der unbestrahlten Kontrolle (35
d nach 50x 100 mGy: 0,040 + 0,005; Kontrolle: 0,031 £+ 0,002 Foci/Zelle) (Schanz S, 2014).
Demgegeniiber kam es bei den juvenilen Miusen der vorliegenden Arbeit (s. 5.3.2) zu keiner
signifikanten Anderung der Focuszahl/Neuron zwischen 72 h post-IR und 1 Monat post-IR.
Die geringe Erhohung der Focuszahl/Neuron 1 Monat post-IR ist vermutlich mit einer
methodenbedingten Messunschirfe zu begriinden. Die juvenilen Maiuse zeigten damit
weiterhin eine erhohte Focuszahl/Neuron im Vergleich zur Kontrolle (20x 100 mGy, 1 Monat
post-IR: 0,144 + 0,013; Kontrolle: 0,061 + 0,006, 2,36-fach, s. 5.3.2). Sie nahm erstmals 6

Monate post-IR signifikant ab. Dennoch wurde das Niveau der unbestrahlten Kontrolle nicht
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erreicht (s. 5.3.2). Wiirden andernorts publizierte Ergebnisse nach einmaliger Bestrahlung auf
den vorliegenden Vergleich nach fraktionierter Bestrahlung iibertragen, wire bei den
juvenilen Méusen aufgrund ihres Alters ein schnellerer Riickgang der Focuszahl/Neuron als
bei den adulten Médusen zu erwarten gewesen: Schanz S konnte zwar 48 Stunden post-IR (2
Gy) keinen altersabhdngigen Unterschied der Anzahl persistierender DSBs feststellen, im
vorhergehenden zeitlichen Verlauf war die Anzahl der DSBs der einmalig bestrahlten Mause
jedoch umso geringer, je jiinger sie zum Zeitpunkt der Bestrahlung waren (Schanz S, 2014).
Wie bereits diskutiert (s. 6.1.2), war die Anzahl persistierender DSBs 72 h nach fraktionierter
Bestrahlung bei den juvenilen Miausen der vorliegenden Arbeit im Verhéltnis zur Kontrolle
noch weniger stark erhdht als der Literatur nach bei den adulten Méusen (20x 100 mGy, 72 h
post-IR: juvenil 2,44-fach — adult 2,61-fach, Schanz S, 2014). Da die Focuszahl/Neuron der
juvenilen Miduse danach aber einen geringeren Riickgang zeigte, war sie 1 Monat post-IR im
Verhiltnis zur Kontrolle stidrker erhoht (2,36-fach) als bei den adulten Méusen 35 Tage post-
IR (1,29-fach; Schanz S, 2014).

Betrachtet man die Auswirkung der kumulativen Dosis auf die Persistenz der Foci bzw. der
damit markierbaren DSBs, wird ein weiterer Widerspruch deutlich: Die in der vorliegenden
Arbeit untersuchten juvenilen Méuse erhielten eine Gesamtdosis von 2 Gy, wihrend die
adulten von Schanz S mit insgesamt 5 Gy bestrahlt wurden (Schanz S, 2014). Aufgrund der
geringeren Dosis wire bei den juvenilen Médusen eine kiirzere Persistenz der Foci zu erwarten
gewesen, da die Dauer der Persistenz (allerdings in hidmatopoetischen Stammzellen) mit

steigender Dosis zunahm (Guo CY et al., 2015).

Diese Diskussion unterliegt allerdings der folgenden Einschrinkung: Die reduzierte bzw.
fehlende Kolokalisation von 53BP1 mit dem DSB-Marker yH2AX oder mit
Reparaturproteinen (RPA70, pKu70) deutet an, dass zu den untersuchten Zeitpunkten keine
aktive Reparatur von DSBs mehr stattfindet (Lorat Y et al., 2012; Lorat Y et al., 2015;
Markové E et al., 2011; Rodier F et al., 2011). Daher ist es fraglich, ob die Reparatur von
DSBs die unerwartet langsamere Abnahme der Focuszahl/Neuron >72 h post-IR bei den in
der vorliegenden Arbeit untersuchten juvenilen Mduse im Vergleich zu adulten aus der
Literatur erkldren kann (s.0.). Eine weitere Erkldrungsmoglichkeit ist, dass es sich bei den
persistierenden Foci um permanente Chromatinmodifikationen nach vorausgegangenen DNA-
Schiaden handelt, die die Genexpression verdndern und dadurch die Funktionsfdhigkeit der
Zelle beeinflussen konnten (Schanz S et al., 2012). Das Fehlen des DSB-Marker YH2AX oder
von Reparaturproteinen (RPA70, pKu70) bei den 53BP1-Foci (s.0., Lorat Y et al., 2012; Lorat
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Y et al., 2015; Markova E et al., 2011; Rodier F et al., 2011) kann jedoch nicht als sicheres
Zeichen dafiir gewertet werden, dass diese 53BP1-Foci nicht weiterhin — wie <24 h post-IR
(Schultz LB et al., 2000) — DSBs markieren. Wenn es sich daher bei den >72 h post-IR
persistierenden Foci um DSBs handelt, so war die Féahigkeit der Neurone, diese DSBs zu
reparieren, bei den juvenilen Mausen geringer als bei den adulten Miusen aus der Dissertation
von Schanz S, da die DSBs bei den juvenilen ldnger persistierten (s.o., Schanz S, 2014). Der
DNA-Schaden nach fraktionierter Niedrigdosisbestrahlung ist folglich bei geringerem Alter
bei Bestrahlung langfristig als schwerwiegender zu bewerten als bei hoherem Alter zu diesem

Zeitpunkt.

6.2.2 Zeitliche Entwicklung der Anzahl von DSBs nach fraktionierter Bestrahlung

Jjuveniler Miuse im Vergleich zu einmalig hochdosiert bestrahlten adulten Miusen
In der Literatur ist eine sehr lange Persistenz von Foci (45 Wochen post-IR) im Gehirn adulter
Maiuse nur nach einer deutlich hoheren Dosis (1% 8Gy) als in der vorliegenden Arbeit
beschrieben (Le O et al., 2010). Wahrend die Focuszahl/Neuron der juvenilen Méuse erstmals
6 Monate nach der fraktionierten Niedrigdosisbestrahlung signifikant abnahm, halbierte sich
etwa der Anteil der Zellen mit Focus bei den adulten zwischen 1 Woche und 21 Wochen nach
der einmalig hochdosierten Bestrahlung (Le O et al., 2010). Wie in Kapitel 6.2.1 diskutiert
gibt es Hinweise, dass zu den untersuchten Zeitpunkten keine aktive Reparatur mehr
stattfindet (Lorat Y et al., 2012; Lorat Y et al., 2015; Markova E et al., 2011; Rodier F et al.,
2011). Demnach ist es unklar, ob es sich zu den genannten Zeitpunkten bei den Foci noch um
nicht reparierte DSBs handelt und die juvenilen Miuse damit nicht in der Lage waren, diese
verbliebenen DSBs zu reparieren. Allerdings sind diese Hinweise nicht beweisend dafiir, dass

die 53BP1-Foci nicht weiterhin persistierende DSBs markieren (s. 6.2.1).

Eine lange Persistenz von Foci wurde in vorangegangenen Studien infolge einer einmalig
hoch dosierten Bestrahlung (8 Gy - 53 Gy) in weiteren Zellarten (neben den Neuronen auch
in Alveolar-/Bronchialzellen, Keratinozyten) beobachtet. In vergleichbaren Zeitrdumen, wie
in der vorliegenden Arbeit gewihlt, war dabei von einem hdéheren Niveau ausgehend eine
deutliche Abnahme der Foci zu beobachten (Ahmed EA et al., 2012; Le O et al., 2010; Rodier
F et al., 2011). Aus der Literatur ist bekannt, dass ein vollstindiger Riickgang von vormals
lange Zeit (70 Tage) persistierenden Foci nach einmalig hoch dosierter Bestrahlung moglich
ist. Einschriankend handelte es sich jedoch um Keratinozyten, die in dieser Zeit einem
Zellumsatz unterliegen. Dabei werden die Focus-tragenden Zellen durch Apoptose entfernt

(Ahmed EA et al., 2012). Die Neurone adulter Miuse zeigten aber selbst nach einer hoheren
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Dosis als in der vorliegenden Arbeit keine Apoptose (Schanz S et al., 2012). Apoptose ist
deshalb als Erkldrung fiir den beobachteten spiten Riickgang der Foci bei den juvenilen
Maiusen in der vorliegenden Arbeit - anders als bei den Keratinozyten (Ahmed EA et al.,
2012) — unwahrscheinlich. Zudem nahm in der vorliegenden Arbeit die Focuszahl/Neuron
zwischen 72 h post-IR und 6 Monate post-IR signifikant ab (s. 5.3.2), wihrend der Anteil der
Focus-tragenden Neuronen zwar entsprechend der hochgradig linearen positiven Korrelation
abnahm, die Abnahme jedoch nicht signifikant war (s. 5.4.2). Das heif}t, der Riickgang der
Focuszahl kann nicht allein auf dem Schwund der Focus-tragenden Neurone beruhen. Im
Zeitraum zwischen 72 h post-IR 6 Monate post-IR persistierte folglich ein Teil der DSBs

eines Neurons, wahrend andere repariert werden konnten.

Wird eine der vorliegenden Arbeit entsprechende Korrelation (s. 5.5) der Focuszahl/Neuron
und des Anteils der Focus-tragenden Zellen angenommen, liegt der Wert der adulten Méuse
bei Le O et al. 45 Wochen post-IR (abgelesener Wert circa 7,5% Anteil Focus-tragender
Zellen; Le O et al., 2010) auf vergleichbarem Niveau wie bei den juvenilen Miusen in der
vorliegenden Arbeit 6 Monate post-IR (0,088 + 0,011 Foci/Neuron; s. Abbildung 5.3). Die
hohe Focuszahl/Neuron der juvenilen Maiuse deutet darauf hin, dass sie in der
Langzeitentwicklung >72 h nach fraktionierter Niedrigdosisbestrahlung vergleichbar schwer
betroffen sind wie adulte Méuse nach einmaliger aber hoher dosierter Bestrahlung. Die
Schwere des ldngerfristigen Strahlenschadens nach fraktionierter Niedrigdosisbestrahlung ist

demnach als vergleichsweise hoch zu bewerten.

6.3 Schlussfolgerung

Das juvenile Gehirn ist besonders stark gegeniiber fraktionierter Niedrigdosisbestrahlung
vulnerabel. Dosissteigerungen sind daher als kritisch zu bewerten. Besonders schwerwiegend
erscheint die Vulnerabilitidt im langfristigen Verlauf. Die vorliegende Arbeit liefert damit
Hinweise, dass selbst die niedrigen Dosen, wie sie im Randbereich der Zielvolumina gerade
durch den Einsatz hochkonformaler Bestrahlungstechniken vermehrt auftreten (Hall EJ et

Wuu CS, 2003), nicht zu vernachléssigen sind.
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6.4 Diskussion der Methodik

Die vorliegende Arbeit untersuchte die Anzahl von DNA-Doppelstrangbriichen nach
fraktionierter Niedrigdosisbestrahlung. Hierbei dienten 53BP1-Foci als Marker fiir die DSBs.
Juvenile Miuse wurden ab ihrem 8. Lebenstag zwischen ein und vier Wochen an je 5
aufeinander folgenden Tagen (Montag - Freitag) fraktioniert mit 100 mGy Ganzkorper
bestrahlt (s. 4.2.2). Erstmals in der Arbeitsgruppe wurden die Mause mit einer Fixierlosung
perfundiert, bevor das Gehirn entnommen und in Formalin fixiert wurde (s. 4.2.3.1). 53BP1
wurde in Gehirnschnitten mit fluoreszierenden Antikérpern markiert und die resultierenden
Foci manuell am Lichtmikroskop ausgezihlt (s. 4.2.3.5). Im Folgenden wird die angewandte

Methodik diskutiert.

6.4.1 Das in vivo Modell Maus

Im Vergleich zu Zellkulturen zeigen die Ergebnisse von lebenden Tieren einen geringeren
Hintergrundlevel an DNA-Schidden. Dadurch kann die Sensitivitit, DSBs nachzuweisen,
gesteigert werden (Woodbine L et al., 2015). Die Entwicklung von Strahlenschiden kann
zudem durch das Zusammenspiel des Parenchyms, des Bindegewebes, der Gefdllversorgung
und der immunologischen Reaktion beeinflusst werden (Wannenmacher M et al., 2013). Das
verwendete Mausmodell erlaubt es, die Zellen in diesem natiirlichen Mikroumfeld zu
untersuchen (Schuler N et Riibe CE, 2013). Die Ubertragbarkeit der Ergebnisse aus dem
Mausmodell auf den Menschen ist jedoch dadurch eingeschrénkt, dass sich die Aktivitit von
Reparaturkomponenten (DNA-PK) zwischen Zellen von Méusen und Menschen unterscheidet

(Finnie NJ et al., 1995).

6.4.2 Bestrahlung
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit erfolgte eine fraktionierte Ganzkorperbestrahlung der
juvenilen Méuse. Danach wurden neben dem Gehirn Herz, Hoden und Lunge entnommen und

fixiert.

Casafont I et al. bestrahlten nur den Kopf ihrer Versuchstiere (Casafont I et al., 2011). In der
klinischen Strahlentherapie wird das Zielvolumen moglichst genau konturiert und normales
Gewebe weitestgehend geschont. Die gewidhlte homogene Ganzkdrperbestrahlung entspricht
folglich nicht der klinischen Situation (Thariat J et al., 2013). Demgegeniiber konnten in der
vorliegenden Arbeit auller dem Gehirn gleichzeitig weitere Gewebearten fiir andere
Untersuchungen der Arbeitsgruppe aus nur einer Maus gewonnen werden, wodurch die
Versuchstierzahl niedrig gehalten werden konnte. Schanz S et al. fiihren dariiber hinaus an,

dass durch die Ganzkorperbestrahlung eine definierte Dosis im Zielvolumen gewéhrleistet
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werden kann (Schanz S et al., 2012). Der aktuelle Wissensstand iiber die Reparatur von DSBs
beruht iiberwiegend auf Untersuchungen nach einer einmalig hochdosierten Bestrahlung
(Ahmed EA et al., 2012; Rodier F et al., 2011). Klinische relevant fiir die Strahlentherapie ist
jedoch die fraktionierte Applikation der Dosis (Seeber S et Schiitte S, 1998; Wannenmacher
M et al., 2013). Die Auswirkungen auf fraktioniert bestrahltes gesundes Gewebe aullerhalb
des eigentlichen Zielvolumens sind weitestgehend noch nicht erforscht (Boice JD Jr, 2012).
Sie wurden mit der in der vorliegenden Arbeit gewihlten Niedrigdosisbestrahlung

nachgebildet.

6.4.3 Intrakardiale Formalin-Perfusion

Die Fixation der Gewebe fand erstmals in der Arbeitsgruppe zusitzlich mit der intrakardialen
Perfusion statt. Die Tiere wurden betiubt, der Thorax eréffnet und das Herz freigelegt. In den
schlagenden linken Ventrikel wurde die Fixierlosung eingebracht (s. 4.2.3.1). Eine
Gewebepenetration von 1 mm/h gilt als Richtwert fiir neutral gepuffertes Formalin (Howat
WIJ et Wilson BA, 2014). Daher konnen kleine Gewebestiicke nach Gage GJ et al. als Ganzes,
das heiflt ohne vorangegangene Formalin-Perfusion, in die Fixierlosung eingebracht und
dadurch konserviert werden. Bei groBeren Proben, wie dem intakten Gehirn, werden bei
dieser Art der Fixation aber nicht alle Bereiche des Gewebes gleichartig erreicht. Oftmals
beginnen deshalb Veridnderungen durch Hypoxie, bevor das Gewebe konserviert werden kann
(Gage GIJ et al., 2012). Der Vorteil, die Fixierlosung im Rahmen der vorliegenden Arbeit
direkt in das Gefdlsystem einzubringen, liegt darin, dass dadurch jeder Bereich des Korpers
vergleichsweise schnell erreicht wird (Gage GJ et al., 2012). Nachteilig war der zusétzliche

Zeitaufwand.

Die Bildung der 53BP1-Foci in Neuronen wurde in vorangegangenen Studien mit und ohne
Formalin-Perfusion untersucht (Casafont I et al., 2011; Schanz S et al., 2012; Suberbielle E et
al., 2013). In diesen Studien war eine quantitative Erfassung der 53BP1-Foci in den groBeren
Gehirnen adulter Miuse auch ohne die Perfusion moéglich (Schanz S et al., 2012). Eine
Hauptursache der unterschiedlichen Reproduzierbarkeit immunologischer Farbungen ist
jedoch die Gewebefixation. Verzogerte Fixation fiihrt zu einem gesteigerten proteolytischen
Abbau. Sie kann eine schwache bis fehlende Fiarbung sowie das unspezifische Binden von
primir beziehungslosen Molekiilen hervorrufen (Werner M et al., 2000). Werden die Mause
nicht mit Formalin perfundiert, so braucht es Zeit, bis die Gewebe entnommen und fixiert
werden konnen. Riibe et al. halten einen Verlust der Foci wihrend dieser Zeit fiir moglich

(Riibe CE et al., 2011). Diesem sollte mit der Perfusion entgegengewirkt werden. Ein
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Vergleich der Perfusion mit einer Kontrolle fand in der vorliegenden Arbeit nicht statt. Es
kann nicht beurteilt werden, ob die Fixation besser als die bisherige Methode ohne Perfusion
ist. Torres et al. verglichen intrakardial perfundierte Tiere (n = 2) mit Tieren, die erst 4
Stunden nach ihrem Tod fixiert wurden (n = 4). Zudem wurden Neurone aus Gehirnen
verstorbener Ménner (n = 3) in einem Intervall von 5 bis 21,5 Stunden post mortem
untersucht. Es konnte kein Unterschied der 53BP1 Expression und der Markierung der DSBs
durch 53BP1 nachgewiesen werden (Torres G et al., 2015). Die Aussagekraft ist jedoch
aufgrund der geringen Fallzahl stark eingeschrinkt. Sollten sich die Ergebnisse von Torres G
et al. in groBBeren Kollektiven bestitigen (Torres G et al., 2015), ist die Perfusion im Hinblick
auf die Focuszahl entbehrlich. Aus Griinden der Vergleichbarkeit der Studien wird zukiinftig

ein einheitliches Verfahren anzustreben sein (Werner M et al., 2000).

6.4.4 Fixation mit Formalin

In der vorliegenden Arbeit wurden Formalin-fixierte Gewebeschnitte untersucht. Formalin
konserviert die Sekundir- und Tertidrstruktur von Proteinen (Howat WJ et Wilson BA, 2014).
Die Auswertung konnte dadurch zeitlich unabhidngig vom der Gewebeentnahme nach
Bestrahlung erfolgen. Durch Formalin ist die Bildung von kifigartigen Calcium-Komplexen
wiéhrend der Fixation beschrieben. Sie werden unter anderem fiir eine variable Maskierung
von Epitopen verantwortlich gemacht. Durch Hitze kann in Anwesenheit von
Calciumchelatoren — in dieser Arbeit Citrat — die Antigenitdt der Proteine wiederhergestellt
werden (Antigen Retrieval). Antigen Retrieval ist nach Leong TY et Leong AS fiir die
Reproduzierbarkeit der Fiarbung ein entscheidender Faktor (Leong TY et Leong AS 2007).
Eine Gegeniiberstellung vorangegangener Arbeiten zeigt vergleichbare Ergebnisse von
Formalin-fixierten und schockgefrorenen Gewebeschnitten (Le O et al., 2010; Schanz S,
2014). Die Fixation mit Formalin und das Antigen Retrieval mit Hitze, wie sie in dieser
Arbeit zur Anwendung kamen, kdnnen somit nicht als Ursache fiir abweichende Ergebnisse

herangezogen werden.

53BP1 wurde in der vorliegenden Arbeit mit fluoreszierenden Antikérpern markiert.
Woodbine L et al. stellten aufgrund der unterschiedlichen Sensitivitit verwendeter Antikorper
geringe Abweichungen der Focuszahl/Neuron fest (Woodbine L et al, 2015). Die
Vergleichbarkeit innerhalb der vorliegenden Arbeit wurde gewéhrleistet, indem fiir die
quantitative Erhebung immer gleiche Antiképer verwendet wurden. Fluoreszierende Proteine
ermdglichen es ohne Antikdrper, die Reparatur in lebenden Zellen zu untersuchen. Schettino

G et al. behaupteten, die Genauigkeit der Messung dadurch zu verbessern (Schettino G et al.,
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2011). Krawczyk PM et al. konnten beispielsweise durch Untersuchung von lebenden Zellen
eine Mobilitdt der Foci darstellen (Krawczyk PM et al., 2012). Die Focusbildung ist dariiber
hinaus ein dynamischer Prozess. Foci konnen in lebenden Zellen auch Stunden nach
Bestrahlung entstehen und verschwinden. Die Betrachtung fixierter Zellen kann dieser
Dynamik nicht gerecht werden (Oka Y et al., 2011). Mit Hilfe der fluoreszierenden
Fusionsproteine konnen dieselben Zellen vor und nach Bestrahlung untersucht werden
(Asaithamby A et Chen DJ 2009). Einschrinkend besteht der Verdacht, dass das verwendete
Laserlicht bei der Untersuchung lebender Zellen einen oxidativen Stresslevel erzeugt. Dieser
Einfluss kann mit den fixierten Zellen der vorliegenden Arbeit vermieden werden
(Grudzenski S et al.,, 2010). Den Einfluss des Laserlichts ausschlieBen zu konnen ist
vorteilhaft, da die potentiell entstehenden reaktiven Sauerstoffspezies an der Bildung von
DSBs beteiligt sind (s. 2.3.2, Wannenmacher M et al., 2013) und in der vorliegenden Arbeit
die DSBs markierenden 53BP1-Foci (Schultz LB et al., 2000) erfasst wurden.

6.4.5 Lichtmikroskopische Quantifizierung der Foci

Im Folgenden wird zuerst die lichtmikroskopische Auswertung der Foci mit vorhergehenden
Verfahren zur Detektion von DSBs vergleichend diskutiert (s. 6.4.5.1). Eine Diskussion des in
dieser Arbeit angewandten manuellen Auszdhlens gegeniiber Computer-basierenden
Verfahren schlieft daran an (s. 6.4.5.2). Die Lichtmikroskopie wird der
Transmissionselektronenmikroskopie gegeniibergestellt (s. 6.4.5.3). Das mdogliche zukiinftige

methodische Vorgehen wird skizziert.

6.4.5.1 Lichtmikroskopische Quantifizierung der Foci — Pulsfeldgelelektrophorese

In der vorliegenden Arbeit wurde die Anzahl der 53BP1-Foci nach fraktionierter
Niedrigdosisbestrahlung erforscht. Vor der immunfluoreszenzmikroskopischen Auswertung
der Foci basierte die Analyse der Reparatur von DSBs auf Techniken wie der
Pulsfeldgelelektrophorese (PFGE), die hohe Strahlungsdosen voraussetzen. Folglich waren
diese Untersuchungen auf in vitro Studien beschriankt. Demgegeniiber erlaubten die Foci-
basierenden Verfahren erstmals die Untersuchung der Entstehung und der Reparatur der
DSBs einzelner Zellen nach therapeutisch relevanten Niedrigdosen (Raths A et al., 2008). Da
die PFGE die DNA frei von Proteinen benétigt, ist keine Untersuchung von DNA-Chromatin-
Wechselwirkungen  moglich  (Riibe CE et al, 2011). Die  genutzte
Immunfluoreszenzmikroskopie stellt demgegeniiber Chromatinmodifikationen dar. Ein
direkter Nachweis der DSBs erfolgt nicht (Kinner A et al., 2008). Im Gegensatz zur PFGE

konnen aber DSBs in bestimmten Bereichen (z.B. in Heterochromatin) erfasst werden (Noon
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AT et al.,, 2010). Mit Hilfe des NEHJ Proteins pKu70 kdnnen beispielsweise DSBs im
Heterochromatin und im Euchromatin erfasst werden. 53BP1 markiert dagegen DSBs
iiberwiegend im Heterochromatin (Lorat Y et al., 2012; Lorat Y et al., 2015; Riibe CE et al.,
2011).

6.4.5.2 Manuelles Auszihlen — Computer-basiertes Verfahren

Die Auswertung der 53BPI1-Foci erfolgte durch den Untersucher am Okular des
Lichtmikroskops. Ein Kritikpunkt bei der manuellen Auswertung ist die Subjektivitit der
Methode (Rothkamm K et al., 2015). Deshalb wurden die Proben mit Nummern kodiert und
verblindet ausgewertet. Unbestrahlte Kontrollen wurden mit einbezogen, da Farbungsqualitit
und die Abbildungseigenschaft das Auszéhlen beeinflussen koénnen. Dadurch kann nach
Rothkamm K et al. die Validitéit und die Reproduzierbarkeit verbessert werden (Rothkamm K
etal., 2015).

Computer-basierende Auszdhlverfahren wurden in anderen Studien alternativ genutzt
(Asaithamby A et Chen DJ 2009; Groesser T et al., 2011; Ivashkevich AN et al., 2011;
Markova E et al., 2007; Su Y et al., 2010). Thre Etablierung ist jedoch sehr aufwendig. Die
Resultate sind hoch abhédngig von den Werten der gewéhlten Parameter. Eine Erlduterung der
gewihlten Werte fehlt oft. Zudem lassen sich subjektive Einfliisse bei der Etablierung nicht
vollstindig vermeiden (Ivashkevich AN et al., 2011). Das in der vorliegenden Arbeit
angewandte manuelle Auszédhlen gilt als das zuverlédssigste Verfahren. Es ist jedoch sehr zeit-
und arbeitsintensiv. Ein etabliertes Computer-basierendes Verfahren ist dagegen schnell
(Ivashkevich AN et al., 2011). Es erlaubt dariiber hinaus in vitro das automatisierte Auffinden
und Auswerten derselben lebenden Zellen vor und nach Bestrahlung. Dadurch lassen sich die
Foci, die durch Strahlung entstanden sind, von den priexistenten unterscheiden (Asaithamby
A et Chen DJ 2009). Dies war in der vorliegenden Arbeit zum einen durch das Verwenden der
konservierten Schnitte nicht moglich, zum anderen ist das manuelle Wiederfinden von Zellen
nicht sicher realisierbar. Ferner basiert das Verfahren zum Wiederfinden der Foci aus der
Literatur auf Zellkulturen (Asaithamby A et Chen DJ 2009). Das Ziel dieser Arbeit war es
jedoch, die Entwicklung der mit 53BP1-Foci markierten DSBs nach fraktionierter
Bestrahlung in vivo zu untersuchen. Die sich daraus ergebenden Vorteile wurden bereits
diskutiert (s. 6.4.1). Zwischen der manuellen und der Computer-basierenden Auswertung
existiert der Literatur nach ein maximaler Unterschied von 15-20 % (Markova E et al., 2007;
SuY et al., 2010). Beide Methoden korrelieren gut miteinander. Das Auszdhlen der Foci ist

folglich als relative Methode zu nutzen (Ivashkevich AN et al., 2011). Das heift,
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strahlungsbedingte Erh6hungen der Focuszahl unterschiedlicher Studien sind im Verhiltnis zu
deren Kontrolle zu bewerten, die Entwicklung zwischen Ergebnissen innerhalb einer Arbeit
konnen aufgrund der gleichbleibenden Schwelle direkt verglichen werden. Der Grund dafiir
ist, dass die Linearitit der Focuszahl gegeniiber der Dosis bei unterschiedlichen
Schwellenlevels erhalten bleibt (Ivashkevich AN et al., 2011). Das heif}t, die relative
Entwicklung wird durch verschiedene Schwellenlevels nicht beeinflusst. Ein Computer-
basierendes Verfahren kann zwar weitgehend unabhingig vom Untersucher verlédssliche
Ergebnisse liefern (Ivashkevich AN et al., 2011), in Zukunft wird dennoch das manuelle
Auszédhlen — wie es in dieser Arbeit angewandt wurde — als Standard zu nutzen sein, da es

bislang das zuverlédssigste Verfahren darstellt (Ivashkevich AN et al., 2011).

6.4.5.3 Lichtmikroskopie — Transmissionselektronenmikroskopie

In der vorliegenden Arbeit wurde die Lichtmikroskopie eingesetzt. Andere Studien nutzten
die Transmissionselektronenmikroskopie (TEM). Sie hat eine hohere Auflosung als die
Lichtmikroskopie. Einzeln markierte Proteine konnen dargestellt werden (Lorat Y et al.,
2012; Riibe CE et al., 2011). Die Lichtmikroskopie stellt Proteine dagegen nur als Focus dar,
wenn sie in einer geniigend groBen Anzahl zusammengelagert sind (Lorat Y et al., 2012). Mit
Hilfe der TEM kann deren genaue Verteilung im Zellkern dargestellt werden (Dellaire G et
al., 2009; Lorat Y et al., 2012). Die TEM ist sensitiver (Riibe CE et al., 2011) und erlaubt die
Unterscheidung in elektronendichtes  Heterochromatin und weniger elektronendichtes
Euchromatin (Schanz S et al., 2012). Nahe benachbart liegende Foci konnen dagegen
lichtmikroskopisch als ein Focus erscheinen, wodurch ihre Anzahl unterschitzt wird

(Ugenskiene R et al., 2009).

Mit der Lichtmikroskopie konnen lebende Zellen durch Fusion von 53BP1 mit einem
fluoreszierenden Protein untersucht werden (Asaithamby A et Chen DJ 2009; Jakob B et al.,
2009). Die Ergebnisse der TEM entstehen demgegeniiber aus Schnittbildern der Kerne und
folglich aus toten Zellen. Die Anzahl der DSBs einer Zelle muss auf den gesamten Kern
hochgerechnet und damit unter theoretischen Uberlegungen geschitzt werden (Lorat Y et al.,
2012; Riibe CE et al., 2011). Mit der in dieser Arbeit verwendeten Lichtmikroskopie wurden
hingegen alle Ebenen eines Zellkerns dargestellt und in ihnen Foci detektiert. Casafont I et al.
zeigten lichtmikroskopisch, dass persistierende Foci vorzugsweise in bestimmten
Kompartimenten des Zellkerns zu finden sind (Casafont I et al., 2011). Das heil3t, bei der
Hochrechnung der Anzahl der DSBs eines Anschnitts im Rahmen der TEM (s.0., Lorat Y et

al., 2012; Riibe CE et al., 2011) kann es zu einem systematischen Fehler kommen, da der
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untersuchte Anschnitt durch die Verteilung auf bestimmte Kompartimente (Casafont I et al.,
2011) nicht repréasentativ fiir die Anzahl der DSBs innerhalb des gesamten Kerns sein muss.
In der vorliegenden Arbeit wurden persistierende Foci untersucht, daher ist der Vorteil, alle
Ebenen erfassen zu konnen von zentraler Bedeutung. Zudem beruhen die TEM Ergebnisse auf
der Auswertung von 50 oder weniger Zellkernanschnitten (Dellaire G et al., 2009; Lorat Y et
al., 2012; Riibe CE et al., 2011). Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit konnen sich auf die

Auswertung mehrerer hundert Zellen stiitzen.

Gegenstand zukiinftiger Untersuchen konnte der ultrastrukturelle Aufbau der in der
vorliegenden Arbeit erfassten Foci sein. Der Literatur nach unterscheidet sich ndmlich der
transmissionselektronenmikroskopisch darstellbare Aufbau der Foci bis 24 h post-IR von
demjenigen der 48-72 h post-IR persistierenden Foci (Lorat Y et al., 2012). Die TEM stellt
einzelne 53BP1-Proteine jeweils als bead dar. Wihrend das Korrelat der lichtmikroskopischen
53BPI1-Foci in der TEM bis 24 h post-IR kleine Ansammlungen (Cluster) aus 3-5 53BP1-
beads sind, finden sich 48-72 h post-IR groB3e Cluster aus >10 53BP1-beads (Lorat Y et al.,
2012). Es ist unklar, wie sich die Gesamtzahl der 53BP1-Proteine in diesen Clustern zu
Zeitpunkten >72 h nach der fraktionierten Bestrahlung in den Neuronen der juvenilen Méause
entwickelt. Wiirde die Gesamtzahl aller 53BP1 innerhalb der Cluster wéhrend der in der
vorliegenden Arbeit beobachteten Abnahme der Focuszahl konstant bleiben, wire das ein
Hinweis dafiir sein, dass die DSBs nicht repariert wurden, sondern entsprechend dem Modell
der Reparaturzentren zusammengelagert wurden (Neumaier T et al., 2012). Zudem kann mit
der TEM untersucht werden, ob sich bei den fraktioniert bestrahlten juvenilen Maiusen
Reparaturkomponenten des NHEJ wie pKu70 Proteine (diese bilden lichtmikroskopisch keine
Foci) in den Ansammlungen von 53BP1, die den persistierenden Foci zugrunde liegen,
nachweisen lassen (Lorat Y et al., 2012). Dadurch konnten weitere Hinweise dafiir gefunden

werden, ob es sich bei den persistierenden Foci der vorliegenden Arbeit um DSBs handelt.

6.4.6 Bedeutung der persistierenden Foci
Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass die 53BP1-Focuszahl im gesamten
Beobachtungszeitraum (72h post-IR — 6 Monate post-IR) nach der fraktionierten
Niedrigdosisbestrahlung erhéht war (s. 5.3.2).

Aus der Literatur ist bekannt, dass sich zwei Arten der 53BP1-Foci unterscheiden lassen. Es
existieren kleine transiente und groe persistierende Foci (Casafont I et al., 2011; Rodier F et
al., 2011). Der GroBteil der Foci verschwindet 6-72 Stunden post-IR (Rodier F et al., 2011;
Saha S et al., 2014; Schanz S et al., 2012; Woodbine L et al., 2015). Wéhrenddessen nimmt
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die GroBe der persistierenden Foci zu (Markova E et al., 2007; Rodier F et al., 2011). Eine
Hypothese ist, dass die GroBenzunahme durch das Zusammenlagern der DSBs entsteht
(Markova E et al., 2007). Neumaier T et al. beobachteten eine Erhohung der Focuszahl bei
steigender Dosis, aber abweichend von einem linearen Zusammenhang beider Variablen eine
Abnahme der Focuszahl im Verhéltnis zur Dosis (Focuszahl/Gy). Eine hohere Strahlendosis
fithrte nicht zu groBeren Foci, aber zu einer gesteigerten Intensitdt der Foci. Sie erkldrten
dieses Phdnomen mit dem Modell der Reparaturzentren. In einem Reparaturzentrum lagern
sich mehrere DSBs zusammen. Die ldngere Persistenz dieser Foci resultiere aus der hoheren
Anzahl zu reparierenden DSBs (Neumaier T et al., 2012). Wéhrend die Foci unmittelbar nach
der Bestrahlung unter Aussparung des Nucleolus gleichméBig iiber den Kern verteilt sind
(Casafont I et al., 2011), finden sich persistierende Foci bevorzugt nahe am Nucleolus und im
Randbereichen des Zellkerns (Casafont I et al., 2011; Mata-Garrido J et al., 2016). Am Ort
der persistierenden Foci erfolgt im Gegensatz zum unmittelbar angrenzenden Chromatin
keine Transkription (Mata-Garrido J et al., 2016). Die Autoren gehen davon aus, dass diese
Verlagerung notwendig ist um die Stabilitdt des Genoms zu sichern (Casafont I et al., 2011;
Mata-Garrido J et al., 2016). Die Genstilllegung konnte helfen, die Synthese verdnderter
Proteine zu verhindern. Gleichzeitig ist das Chromatin unmittelbar am Ort der Foci weniger
dicht verpackt und macht die DNA damit einer weiteren Reparatur zugénglich (Mata-Garrido
Jetal., 2016).

Eine Reihe von Ergebnissen stellt in Frage, dass es sich bei den persistierenden Foci um
unreparierte DSBs handelt (Markova E et al., 2007): (I) DSBs konnen mit der PFGE nicht
mehr nachgewiesen werden, obwohl die Focuszahl erhoht bleibt (Markova E et al., 2007). (II)
Die anfiangliche Kolokalisation von 53BP1 mit dem DSB-Marker yH2AX ist mit
zunehmender Dauer nach Bestrahlung stark reduziert (Markovd E et al., 2011). (III)
Lichtmikroskopisch findet sich kein Anhalt fiir eine aktive Reparatur durch die Homologe
Rekombination (Rodier F et al., 2011). (IV) Untersuchungen mit der TEM zeigen, dass
53BP1 zu frithen Zeitpunkten nach Bestrahlung (20 min post-IR - 24 h post-IR) in kleinen
Clustern bestehend aus wenigen 53BP1-Proteinen akkumuliert (Lorat Y et al., 2012; Riibe CE
et al., 2011). Diese Cluster finden sich iiberwiegend im Heterochromatin. Das NEHJ Protein
pKu70 bindet hingegen DSBs in Heterochromatin und im Euchromatin (Lorat Y et al., 2012;
Lorat Y et al., 2015; Riibe CE et al., 2011). Nach 24 bzw. 72 Stunden sind die pKu70-Cluster
nicht mehr zu detektieren, wihrend die 53BP1-Cluster persistieren. Lorat Y et al. gingen
folglich von einer abgeschlossenen Reparatur aus (Lorat Y et al., 2012; Lorat Y et al., 2015).

Demnach konnten die persistierenden Foci dauerhafte Chromatinverdnderungen nach

58



6.Diskussion

unvollstdndiger oder fehlerhafter Reparatur darstellen (Lorat Y et al., 2012; Schanz S et al.,
2012). Die fehlende Kolokalisation von YH2AX oder von Reparaturproteinen (RPA70,
pKu70) mit den 53BP1-Foci (s.o., Lorat Y et al., 2012; Lorat Y et al., 2015; Markova E et al.,
2011; Rodier F et al., 2011) kann aber nicht als sicheres Zeichen dafiir gewertet werden, dass
diese 53BPI1-Foci nicht weiterhin — wie <24 h post-IR (Schultz LB et al., 2000) — DSBs
markieren. Zudem ist die Sensitivitit der PFGE mit einer Nachweisgrenze fiir DSBs von >
1Gy gering (Whitaker SJ et al., 1991). Die fehlende Nachweisbarkeit von DSBs durch die
PFGE (s.0., Markova E et al., 2007) hat daher hinsichtlich Foci-markierter DSBs nur eine
eingeschriankte Aussagekraft. Die Tatsache, dass 53BP1 nur nach DSBs im Heterochromatin
zu finden ist (Lorat Y et al., 2012; Lorat Y et al., 2015; Riibe CE et al., 2011), schrankt die
Bewertung des persistierenden DNA-Schadens bei den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit
nicht ein, da der Literatur nach die DSBs im Euchromatin (markiert durch pKu70) zu den
untersuchten Zeitpunkten ( > 72 h post-IR) bereits repariert sind (Lorat Y et al., 2012; Lorat Y
et al., 2015). Wihrend sich der Literatur nach 24 h post-IR bzw. 72 h post-IR keine pKu70
Cluster mehr nachweisen lassen (Lorat Y et al., 2012; Lorat Y et al., 2015), konnte in der
vorliegenden Arbeit der verbliebene DNA-Schaden auch 6 Monate post-IR durch eine erhohte

Anzahl von 53BP1-Foci nachgewiesen werden.

6.5 Klinische Relevanz

DSBs, die sich mit Hilfe von 53BP1-Foci markieren lassen (Schultz LB et al., 2000), stellen
die entscheidende radiobiologische Lision durch Strahlung dar (Goodhead DT, 1994). Dem
LNT-Modell der ICRP entsprechend beeinflusst allein die Dosis das stochastische Risiko
nach Bestrahlung (siehe Einleitung, ICRP, 2007; ICRP, 2016). Demzufolge wire unabhéngig
vom Alter eine vergleichbare Entwicklung DSB-induzierter Foci bei den juvenilen Méusen

der vorliegenden Arbeit wie bei den adulten Mausen aus der Literatur zu erwarten.

Wie bereits diskutiert (s. 6.1.2), unterscheiden sich jedoch die Akkumulation von DSBs sowie
die Auswirkungen der Dosis auf diese Akkumulation bei den juvenilen Méusen der
vorliegenden Arbeit von jenen der ebenfalls fraktioniert bestrahlten adulten Méuse aus der
Literatur (Schanz S et al., 2012, Schanz S, 2014): Bei den juvenilen Miuse akkumulierten
weniger DSBs als bei den adulten Méusen. Mit zunehmender Dosis ndherte sich aber die
Anzahl der persistierenden DSBs derjenigen der adulten Méuse aus der Literatur an (s. 6.1.2,
Schanz S et al.,, 2012, Schanz S, 2014). Das Alter zum Zeitpunkt der fraktionierten
Bestrahlung ist demnach ein wichtiger Faktor fiir die Reparatur von DSBs (s. 6.1.2).
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Bei den juvenilen Médusen der vorliegenden Arbeit stieg die Anzahl der DSBs 72h nach
fraktionierter Bestrahlung mit der zunehmender Dosis linear an (s. 5.3.1). Hierbei zeigte sich
eine Ubereinstimmung mit dem LNT-Modell, das eine lineare Dosis-Wirkungsbeziehung
zwischen der Strahlendosis und einem moglichen Strahlenschaden voraussagt (s. 2.2, ICRP,

2007; ICRP, 2016).

Die Dauer der Persistenz von Foci nach fraktionierter Niedrigdosisbestrahlung dhnelt bei den
juvenilen Méusen der vorliegenden Arbeit aber jener der einmalig hoher dosiert bestrahlten
adulten Méuse aus der Literatur (6.2.2, Le O et al., 2010). Hierbei unterscheidet sie sich
deutlich von jener der ebenfalls fraktioniert bestrahlten adulten Mause aus der Literatur (6.2.1,
Schanz S, 2014). Damit ist anzunehmen, dass die Schwere des Strahlenschadens langfristig
derjenigen adulter Méduse, die mit einer hoheren Dosis bestrahlt wurden (Le O et al., 2010),
gleicht (s. 6.2.2). Dies widerspricht der allein auf der Dosis basierenden Theorie des LNT-
Modells (s.o.).

Nachfolgend wird diskutiert, dass die lange Persistenz der 53BP1-Foci in den juvenilen
Gehirnen, wie sie in der vorliegenden Arbeit beobachtet wurde, mit moglichen
neurodegenerativen  Langzeitfolgen der fraktionierten  Niedrigdosisbestrahlung in
Zusammenhang stehen konnte. Eine Reihe von Erkrankungen (Ataxia Teleangiectasia,
Ataxia Teleangiectasia like disease, Nijmegen breakage syndrome), die Defekte in der
Reparatur von DSBs aufweist, ist ndmlich mit neurologischen Einschrinkungen assoziiert
(Madabhushi R et al., 2014). Auch die Neurone von Alzheimerpatienten zeigten im Vergleich
zu denjenigen gesunder Menschen mehr DNA-Schidden (Adamec E et al., 1999). Im
Mausmodell dieser neurodegenerativen Erkrankung lieB sich - wie auch in der vorliegenden
Arbeit - eine erhohte Anzahl von 53BP1-Foci nachweisen (Suberbielle E et al., 2013).
Oftmals zeigten die Studien nur eine Korrelation aber keinen Kausalzusammenhang zwischen
den DSBs und neurologischen Einschrankungen. Dennoch bieten Defekte der Reparatur von
DSBs und deren Akkumulation eine mdgliche Erkldrung fiir neurodegenerative Folgen
(Madabhushi R et al., 2014). Hervorzuheben ist, dass die langfristige Abnahme des 1Q bei
Kindern nach kranialer Bestrahlung umso stiarker ausgeprédgt war, je jiinger die Kinder zum
Zeitpunkt der Bestrahlung waren. Der Effekt des Alters zum Zeitpunkt der Bestrahlung auf
den IQ iiberwog den Effekt der Dosis (Merchant TE et al., 2009). Die lange Persistenz der
Foci bei den juvenilen Miusen der vorliegenden Arbeit verglichen mit derjenigen adulter
Mause aus der Literatur (Schanz S, 2014) deutet ebenfalls eine gesteigerte Vulnerabilitit des

juvenilen Gehirns im Langzeitverlauf nach fraktionierter Bestrahlung an (s. 6.2 und 6.3).
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Diese wird wiederum durch die rein dosisbasierte Risikobewertung des LNT-Modells (s.o.,

ICRP, 2007; ICRP, 2016) nicht addquat beschrieben.

6.6 Ausblick

Durch den Nachweis der erhdhten Anzahl persistierender Foci liefert die vorliegende Arbeit
einen Hinweis, dass bei Kindern selbst die niedrigen Dosen, wie sie im Randbereich der
Zielvolumina durch den Einsatz hochkonformaler Bestrahlungstechniken auftreten (Hall EJ et
Wuu CS, 2003), nicht zu vernachldssigen sind. In Neuronen ist dies von besonderer
Bedeutung, da sie postmitotisch sind und daher nicht durch Zellteilung ersetzt werden kénnen
(Kornack DR et al., 2001). Weitere Erkenntnisse {iber die Entwicklung von Strahlenschéaden
sind wichtig, da das von der Internationalen Strahlenschutzkommission (ICRP) verwendete
LNT-Modell zur Risikoabschéitzung eines stochastischen Strahlenschadens (ICRP, 2007;
ICRP, 2016; Sanders CL, 2009) die Unterschiede zwischen den juvenilen Méusen der
vorliegenden Arbeit und den adulten Maiusen aus der Literatur nach fraktionierter
Niedrigdosisbestrahlung nicht erkldren kann (s. 6.5). Der hohe Anteil der
Langzeitiiberlebenden Kinder (Kaatsch P et Spix C, 2015) unterstreicht die Notwendigkeit
den Hintergrund und die moglichen Folgen der in der vorliegenden Arbeit beobachteten
erhohten 53BP1-Focuszahl ndher zu untersuchen. Eine neurophysiologische Testung
gleichartig bestrahlter juveniler Méuse konnte helfen, den moglichen Zusammenhang

zwischen den persistierenden Foci und neurodegenerativen Langzeitfolgen aufzudecken.
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7 Verzeichnisse

7.1 Abkiirzungsverzeichnis

(DRIF (Ionizing) radiation-induced foci

53BP1 p53-Binding Protein 1

a-NHEJ Alternatives Nicht-homologes Endjoining

ATM Ataxia-telangiectasia mutated

c-NHEJ Klassisches Nicht-homologes Endjoining

CNS central nervous system

d Tag

DNA englisch fiir Desoxyribonukleinséure

DNA-PK DNA-Protein Kinase

DNA-PKcs DNA-Protein Kinase catalytic subunit

DSB Doppelstrangbruch

DSBs Doppelstrangbriiche

dsDNA doppelstrangige DNA

h Stunde

H2AK15ub an Lysin 15 ubiquitiniertes Histon H2A

H4K16ac an Lysin 16 acetyliertes Histon H4

H4K20me2 an Lysin 20 dimethyliertes Histon H4

HDACI1 und HDAC2 Histondeacetylase 1 und 2

HR Homologe Rekombination

ICRP Internationale Strahlenschutzkommission

IMRT Intensitdtsmodulierte Strahlentherapie

1Q Intelligenzquotient

IMID2A Jumonji domain-containing protein 2A

KAP-1 KRAB-associated protein 1

KG Korpergewicht

LIG4 DNA ligase 4

LNT Linear-Non-Threshold

LSS Life Span Study

m Monat

MDCI1 Mediator of DNA damage checkpoint protein 1

MMSET Histon-Methyltransferase "multiple myeloma SET domain-
containing protein"

n Anzahl
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NHEJ Nicht-homologes Endjoining

PBS englisch fiir Phosphat-gepufferte Kochsalzlosung
PFGE Pulsfeldgelelektrophorese

pmin kleinstes p

post-IR nach Bestrahlung

RNF168 Ring finger protein 168

RNFS Ring finger protein 8

RPA Replication protein A

SETDS SET domain-containing protein 8
ssDNA einzelstringige DNA

TEM Transmissionselektronenmikroskopie
ZNS Zentrales Nervensystem

YH2AX phosphorylierte Histonvariante H2AX
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