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EINLEITUNG 1

1 Einleitung

Das grofite Biomolekiil einer Zelle ist die Desoxyribonukleinsiure (engl. deoxyribonucleic
acid, DNA), die den Aufbau der Proteine sowie die Zusammensetzung vielzihliger
funktionaler Ribonukleinsauren verschlisselt. Ihre Integritit zu bewahren, ist essentiell fiir die
Aufrechterhaltung intakter Zellfunktionen [1]. Gleichwohl ist die DNA eine chemische
Struktur, die durch endo- und exogene Noxen permanenten Schadigungen ausgesetzt ist. Um
potentiellen Mutationen entgegenzuwirken, werden DNA-Lisionen durch verschiedene
DNA-Reparaturmechanismen behoben. Mithilfe von unterschiedlichen Genotoxizititstests
lassen sich zum einen mutagene Substanzen identifizieren und zum anderen DNA-

Reparaturprozesse analysieren [2].

Im Folgenden soll ein Uberblick tiber den Aufbau der DNA, hiufige Schidigungsformen,
deren Reparaturmechanismen sowie tiber etablierte Methoden zur Genotoxizititsbestimmung

gegeben werden.

1.1 Arten und Ursachen von DNA-Schiden

1.1.1 Aufbau der DNA und Organisation im Chromatin

Neben einem geringen Prozentsatz an mitochondrialer DNA (~ 1 %) [3] befindet sich, verteilt
auf 46 Chromosomen, im Nukleus einer jeden kernhaltigen humanen Korperzelle eine
identische Kopie der genomischen DNA [4,5]. Der genetische Code beruht dabei auf der
spezifischen Sequenz der stickstoffhaltigen Purinbasen Adenin (A) und Guanin (G) sowie der
Pyrimidinbasen Thymin (T) und Cytosin (C) [6].

Die einzelnen Basen werden iber eine N-glykosidische Bindung an das C1-Atom einer
Pentose gebunden (Abb. 1.1). Aus der Verkniipfung der Basen mit der Pentose Desoxyribose
resultieren die 4 DNA-Nukleoside Desoxyadenosin (dA), Desoxyguanosin (dG), Desoxy-
cytidin (dC) und Desoxythymidin (dT). Im Gegensatz dazu werden die vier Basen A, G, C
und Uracil (U statt T) der Ribonukleinsdure (RNA) an die Pentose Ribose gebunden. Nach
der Veresterung des C5-Atoms des Zuckers mit einem Phosphatrest entsteht aus dem
Nukleosid ein Nukleotid [7].
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Abb. 1.1: Aufbau der DNA und Organisation im Chromatin

Schematische Darstellung der DNA-Zusammensetzung aus zwei antiparallel verlaufenden
Nukleotidstringen, welche nach Basenpaarung zwischen Adenin und Thymin bzw. zwischen
Guanin und Cytosin iber Wasserstoffbriickenbindungen als Doppelhelix zusammengehalten
werden. Die Anordnung der DNA mit Histonproteinen in Nukleosomen sowie in weiteren

Organisationsebenen des Chromatins ermdglichen die Kondensation der DNA im Nukleus.
Details siche Kapitel 1.1.1. Modifizierte Abbildung von: [293].

Ein Mononukleotid wird durch Phosphodiesterbindung mit dem C3'-Atom des benachbarten
Nukleotids verbunden und folglich der DNA-Einzelstrang in 5'—3'-Richtung synthetisiert.
Wie im Modell von Watson und Crick 1953 beschrieben, formen jeweils zwei dieser helicalen

Polydesoxynukleotidstringe eine rechtsgingice DNA-Doppelhelix [7].

Hierbei werden die beiden Einzelstringe tiber Wasserstoffbriickenbindungen zwischen jeweils
einer Purin- und einer Pyrimidinbase zusammengehalten. Diese Basenpaarung ist spezifisch
und erfolgt unter Ausbildung von zwei Wasserstoftbriickenbindungen zwischen Adenin und
Thymin (A=T) sowie unter Bildung von drei Wasserstoffbriicken zwischen Guanin und
Cytosin (G=C) [0]. Die Stabilitit der doppelstringicen DNA wird durch weitere nicht-
kovalente Bindungen zwischen den planar angeordneten Basen verstirkt, wie van-der-Waals-
Krifte und hydrophobe Wechselwirkungen. Die nach aulen gerichteten Zucker-Phosphat-
reste bilden das negativ geladene Rickgrat der Doppelhelix. Beide Stringe verlaufen anti-
parallel, d. h. in entgegengesetzter Orientierung vom 3'—5'-Ende bzw. 5'—3'-Ende. Die Lese-

und Syntheserichtung verlduft jedoch fiir beide Stringe immer in 5'—3'-Richtung [7].
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Die nukleire DNA ist bei Eukaryoten nicht ringférmig auf Plasmiden, sondern linear auf
Chromosomen verteilt. Um die rund 1,8 m DNA pro Zelle dicht zu packen, zu schiitzen und
zu regulieren, ist die Erbinformation im Chromatin organisiert, welches zu ca. einem Drittel
aus DNA und zwei Dritteln aus Proteinen besteht [7,8]. Die unterste Organisationsebene des
Nukleofilaments bilden die Nukleosomen. Diese setzen sich aus den Kernhistonproteinen
H2A, H2B, H3 und H4 zusammen, die nach Heterodimerisierung ein scheibenférmiges
Histonoktamer ((H2A-H2B)-(H3-H4),-(H2B-H2A)) ausbilden. Die positiven Ladungen der
basischen Aminosiauren in den Histonmolekilen ermdglichen die Bindung an die negativ
geladenen Phosphatgruppen der DNA, welche das Histonoktamer als flache Superhelix mit
1,8 Windungen umschlieBt. Zusammen formen Kernhistonkomplex und DNA ein
Nukleosom [9,10]. Die internukleosomale DNA ist mit dem Verbindungshiston H1 assoziiert,
welches von auflen an den Nukleosomkern angelagert ist. Zusitzlich wickelt sich dieses
perlenschnurartige Nukleosomenfilament zur weiteren Verdichtung spiralférmig zu 30-nm-
Chromatinfasern auf und ordnet sich zu Schleifen und Chromatin-Superkomplexen im
Chromosom an (Abb. 1.1). Durch die Verankerung mit einer Proteinmatrix aus Histon- und
Nicht-Histonproteinen wird eine Stabilisierung der Chromatinstrukturen héherer Ordnung

gewahrleistet [7].

Wihrend die Chromosomen in der Metaphase, direkt vor der Zellteilung, thre maximale
Kondensation aufweisen, fillen sie als locker gepacktes Chromatin in der Interphase den
Groliteil des Zellkerns aus. Die Struktur und Assoziation der DNA mit den Nukleosomen ist
hoch dynamisch. Uber posttranslationale Modifikationen der Histonenden, wie Acetylierung,
Methylierung, Phosphorylierung oder Ubiquitinylierung, erfolgt eine Regulation der DNA-
Kondensation. Durch Histonacetylierung wird z. B. die positive LLadung der Histone reduziert
und dartiber die DNA-Interaktion verringert. Die lokale Dekondensation erleichtert
anschlieend u. a. die Bindung von Replikations- oder Transkriptionsfaktoren [11]. Dariiber

hinaus beeinflusst die Chromatinstruktur ebenfalls die Anlagerung von Reparaturmolekiilen
und somit die Effizienz der DNA-Reparatur [12].

Folglich stellt der durch posttranslationale Histonmodifikationen generierte Histon-Code
neben der DNA-Methylierung und RNA-Interferenz einen dritten wesentlichen
epigenetischen Regulationsmechanismus dar. Die auf diese Weise spezifisch regulierte
Genaktivierung wirkt sich auf das Expressionsmuster und die Differenzierung der
verschiedenen Zellen eines Organismus aus [11]. Wihrend genetisch inaktive Bereiche hoch
kondensiert im Heterochromatin angeordnet sind, liegen aktive Gene wihrend der Interphase

entspiralisiert im Euchromatin vor [13].
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1.1.2 Ursachen von DNA-Schiden

Die DNA einer jeden Zelle ist permanenten Schadigungen ausgesetzt, wodurch statistisch eine
Anzahl von 10° DNA-Lisionen pro Zelle und Tag entstehen [14]. Diese sind zum einen auf
endogene Ursachen zuriickzufithren, wie spontane Reaktionen, Fehler bei der Replikation
bzw. Schidigungen durch Stoffwechselprodukte, oder werden zum anderen durch exogene
Einwirkungen hervorgerufen [15], sieche (Abb. 1.2 A).

Endogene Ursachen

Der tberwiegende Anteil an DNA-Schiden wird von endogenen Substanzen verursacht, wie
reaktive Sauerstoffspezies (engl. reactive oxygen species, ROS), die als Nebenprodukte bei der
Zellatmung entstehen, z. B. H.O,, ‘OH, O, [1]. ROS verursachen eine Vielzahl stark
mutagener Schiden, wie die Oxidation von dG zu 8-Hydroxydesoxyguanosin (8-OH-dG)
oder 8-0x0-dG und eine daraus resultierende G-A-Fehlpaarung [12]. Zudem stellen spontane
Depurinierungen oder Desaminierungen hidufige Ursachen fir DNA-Lisionen dar.
Depurinierungen induzieren tiglich bei ca. 10* Purinbasen (A, G) einer Zelle die thermische
Spaltung der N-glykosidischen Bindung zwischen der Base und dem Zucker-Phosphat-
Gertist. Dieser Basenverlust fihrt zur Ausbildung einer sogenannten apurischen bzw.
apyrimidinischen (AP)-Stelle und kann einen FEinzelstrangbruch auslésen. Durch eine
spontane Desaminierung von Cytosin entsteht Uracil, welches Adenin anstelle des

urspringlich lokalisierten Guanins bindet [1].

Bei der Replikation ruft vor allem die Tautomerie der Basen Fehlpaarungen hervor. Die Basen
Thymin und Guanin befinden sich im Gleichgewicht zwischen ihrer stabilen Keto-Form und
dem selteneren Enol-Isomer und die Basen Adenin und Cytosin zwischen Amin (haufig) und
Imin (selten). Liegen die Basen bei der Replikation in der seltenen Enol- bzw. Iminform vor,
fithrt dies zur Umkehr der Basen und zur Fehlpaarung von T-G bzw. A-C [16].

Neben ungewollten DNA-Schiden existieren gezielt induzierte intermediire Strangbriiche.
Hierzu zihlen u. a. Einzel- und Doppelstrangbriiche, die kurzzeitig zur Entspiralisierung der
DNA durch Topoisomerasen hervorgerufen werden [7]. Dariiber hinaus werden temporire
DNA-Doppelstrangbriiche wihrend verschiedener Rekombinationsprozesse verursacht, z. B.
im Rahmen der Meiose bei der Keimzellbildung oder der somatischen Rekombination bei der

Konfiguration von Immunrezeptoren [17,18].

Exogene Ursachen

Neben endogenen Faktoren kann die DNA durch eine Vielzahl exogener physikalischer,
chemischer oder biologischer Agenzien geschidigt werden. Die Bestrahlung mit ultra-
violettem Licht verursacht die Bildung von Pyrimidindimeren (z. B. 6-4-Photoprodukte
(6-4PPs) oder Cyclobutan-Pyrimidindimeren (CPD)), die wihrend der Synthesephase zu einer

Blockade der Replikationsgabel fithren. Energetischere ionisierende Strahlung, wie
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Rontgenstrahlung oder radioaktive Gammastrahlen, kénnen direkt Einzel- und Doppelstrang-
briiche induzieren und l6sen Basenmodifikationen sowie eine erhohte Ionisierung und
Radikalbildung aus [19,20].

DNA-Schiden konnen dartiiber hinaus durch chemische Agenzien in Umweltgiften,
Nahrungsmitteln oder Arzneistoffen hervorgerufen werden. Beispiele dafiir sind poly-
zyklische aromatische Kohlenwasserstoffe im Zigarettenrauch, Nitrosamine, Schimmelgifte
oder Chemotherapeutika. Fin GroBteil mutagener Substanzen erlangt seine genotoxische
Wirkung jedoch erst nach korpereigener Biotransformation durch Phase-I1/II-Enzyme des
Stoffwechsels [12]. Kanzerogene Substanzen fihren z. B. als alkylierende Agenzien zu
Basenmodifikationen und Bildung kleiner und groler (engl. bulky) DNA-Addukte oder
Quervernetzungen. Andere Stoffe wirken als Basenanaloga oder als interkalierende
Substanzen und induzieren dariiber Fehlpaarungen bzw. Vernetzungen der DNA-

Strange [16]. Diese Eigenschaften werden z. B. bei Zytostatika in der Krebstherapie genutzt.

Auf biologische Weise kann die DNA durch Einbau viraler DNA-Fragmente, z. B. von
humanen Papillomaviren, geschidigt werden. Die Integration eines ganzen Fragments im
Bereich eines Gens kann dieses deaktivieren bzw. die Synthese eines funktionalen Proteins
beeintrichtigen, wodurch wiederum schwerwiegende Schiden im Organismus hervorgerufen

werden konnen [19].

1.1.3 DNA-Reparaturmechanismen in eukaryotischen Zellen

Obgleich Mutationen und die daraus resultierenden phanotypischen Verinderungen die Basis
der Evolution darstellen, gilt es, unkontrollierte Verinderungen zu minimieren [21,22]. Im
Gegensatz zu Proteinen und Lipiden, die einem Recyclingprozess aus Synthese und
Degradation unterliegen, wird die DNA nicht fortwihrend ausgetauscht. Sie besteht im
Verlauf des gesamten Lebenszyklus einer Zelle und wird an ihre Tochterzellen bzw. bei
Keimzellen an die kommende Generation weitergegeben [1,2]. Um ein Gleichgewicht
zwischen Variabilitit und Stabilitit des Genoms herzustellen, entwickelte sich im Laufe der
Evolution ein komplexes Netzwerk aus verschiedenen DNA-Reparatursystemen [22]. Die
einzelnen Mechanismen sind auf die Erkennung und Wiederherstellung spezifischer DNA-
Lisionen ausgerichtet. Dieser Prozess kann verallgemeinert in folgende Schritte unterteilt
werden: 1. Schadenserkennung durch Sensor-Molekiile, 2. Beseitigung der DNA-Lision bzw.
Aufbereitung der DNA-Enden durch Endonukleasen (innerhalb des DNA-Stranges) bzw.
Exonukleasen (am Strangende) sowie 3. Synthese neuer Nukleotide durch DNA-Polymerasen
und anschlieBende Strangverknipfung mithilfe von Ligasen [22]. Zwischen den
unterschiedlichen Reparaturmechanismen zeigt sich jedoch eine deutliche Redundanz und
Uberschneidung [23]. Im Folgenden werden die relevantesten DNA-Reparaturmechanismen
humaner Zellen kurz beschrieben (Abb. 1.2 B).
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Abb. 1.2: Ursachen und Arten unterschiedlicher DNA-Lisionen sowie vereinfachte

Modelle wesentlicher DNA-Reparaturmechanismen humaner Zellen

A) Schematische Ubersicht wesentlicher endogener und exogener Noxen sowie die dadurch
verursachten DNA-Schiden. B) Vereinfachte Darstellung fiinf fundamentaler DNA-Reparatur-
mechanismen: Basenexcisionsreparatur (BER), Nukleotidexcisionsreparatur (NER), Mismatch-

bzw. Fehlpaarungsreparatur (MMR), Nicht-homologe-Enden-Verkniipfung (NHE]), Homolog

€

Rekombination (HR). Abhingig von der DNA-Lision werden spezifische DNA-Reparatur-
mechanismen aktiviert, deren Ablauf grob in die folgenden Prozesse unterteilt werden kann: I.

Erkennung der DNA-Lision durch Sensormolekiile, II. Entfernung der verinderten Nukleotid

€

bzw. Prozessieren der Strangenden durch Endo- bzw. Exonukleasen und III. Auffillen der Liicke
mithilfe von DNA-Polymerasen und Verkniipfung der Nukleotide durch Ligasen (Details siche

Kapitel 1.1.2 — 3). Abbildungen erstellt in Anlehnung an: [20,22].
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Basenexzisionsreparatur (BER)

Der Hauptmechanismus fir die Beseitigung oxidativer DNA-Schiden, geringfiigig
verinderter Basen sowie fur die Reparatur von Einzelstrangbriichen ist die Basenexzisions-
reparatur (BER). Als Sensor-Molekiile detektieren substratspezifische DNA-Glycosylasen die
beeintrichtigte Base und entfernen diese aus dem Zuckerphosphatriickgrat. An der
entstandenen AP-Stelle wird durch die AP-Endonuklease (APE1) die Phosphodiesterbindung
aufgetrennt und ein Einzelstrangbruch generiert. Dieser wird anschlieBend durch DNA-
Polymerase-3 mit einem neuen Nukleotid gefillt und dieses mithilfe von DNA-Ligasen (LIG1
bzw. LIG3) kovalent mit dem DNA-Strang verkniipft (Abb. 1.2 B). Direkt induzierte DNA-
Einzelstrangbriiche werden dartiber hinaus durch das Enzym Poly(ADP-ribose)Polymerase-
1 (PARP1) detektiert. Neben der haufigen Short patch BER, bei der nur ein Nukleotid
ausgetauscht wird, existiert eine Long patch BER, bei der ca. 2—10 Nukleotide entfernt
werden [20,24].

Nukleotidexzisionsreparatur (NER)

Bei der Nukleotidexzisionsreparatur (NER) werden groBere DNA-Schiden (engl. bulky lesions),
wie DNA-Addukte mit polyzyklischen aromatischen Kohlenwasserstoffen, UV-induzierte
Pyrimidindimere (T=T) oder kovalent-verkniipfte Nukleotide anhand der verdnderten DNA-
Konformitit vom XPC-RAD23B-Komplex erkannt. An den Komplex assemblieren weitere
Molekile, wie TFIIH oder XPB und XPD, wodurch die DNA an dieser Stelle entwunden und
geoffnet wird. Mithilfe von zwei Nukleasen erfolgt an beiden Enden die Entfernung des
beschidigten DNA-Fragments. Anschlieend wird die Liicke mit Nukleotiden geschlossen
(Abb. 1.2 B). Es werden zwei NER-Formen unterschieden. Wihrend bei der sogenannten
globalen NER DNA-Lisionen im gesamten Genom mit gleicher Effizienz repariert werden,
erfolgt die transkriptionsgekoppelte  NER nur in transkriptionell aktiven DNA-Ab-
schnitten [20,25].

Fehlpaarungs-Reparatur (Mismatch-Repair, MMR)

Mithilte der Mismatch-Reparatur (MMR) werden Fehlpaarungen, Insertionen oder Deletionen
unmittelbar nach der DNA-Replikation korrigiert (Abb. 1.2 B). Lisionsspezifisch erkennen
unterschiedliche heterodimere hMSH-Komplexe (humanes MutS-Homolog) die Fehlpaarung
(hMSH2/6) oder die Insertion bzw. Deletion (hMSH2/3) am fehlerhaften Abschnitt und
rekrutieren heterodimere hMLH-Komplexe (humanes Mutl.-Homolog). Uber Mechanismen,
die im Falle von eukaryotischen Zellen nicht eindeutig bekannt sind, erméglichen die hMLH-
Dimere die Unterscheidung zwischen parentalem Matrizenstrang und neusynthetisiertem,
fehlerhaften Tochterstrang. Letzterer wird im Bereich zwischen der Fehlpaarung und der Re-

plikationsgabel durch Exonukleasen abgebaut und anschlieBend erneut synthetisiert [20,20].
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Nicht-homologe-Enden-Verkniipfung (non-homologous end joining, NHE])

Eine der schwerwiegendsten Formen von DNA-Lisionen stellen DNA-Doppelstrangbriiche
dar. Sie werden insbesondere durch den MRN-Komplex (Mrell-Rad50-Nbsl) erkannt,
woraufthin die Phosphatidylinositol-3-Kinase(PI3K)-dhnliche-Kinase  (PIKK) Ataxia-
Telangiectasia-Mutated (ATM) zum DSB rekrutiert wird [27]. Um den Abbau der DNA durch
Exonukleasen wie MRE11 des MRN-Komplexes zu verhindern, bindet beim Reparatur-
prozess der klassischen bzw. &anonischen Nicht-homologe-Enden-1"erkeniipfung (engl. -NHE]) ein
Heterodimer aus Ku70/Ku80 an die freien DNA-Enden [28]. Die ¢<NHE] stellt den
haufigsten und schnellsten Mechanismus zur Reparatur von DSB dar. Dabei werden die vier
freien Strangenden der Doppelhelix ohne Vergleich eines homologen Stranges verbunden,
weshalb es sich hierbei um einen sehr fehlerbehafteten Prozess handelt [29]. Nach Bindung
des Ku70/Ku80-Komplexes wird die PIKIX DNA-PKcs (DNA-dependent protein kinase,
catalytic subunit) rekrutiert, welche mit dem Ku-Dimer am DSB zur DNA-Proteinkinase
(DNA-PK) assembliert [30]. DNA-PK-Komplexe an zwei benachbarten DSB-Enden formen
eine Synapse, wodurch die gegenseitige Aktivierung und das Zusammenhalten der Enden
hervorgerufen wird [28]. Im folgenden Schritt werden die kompatiblen DNA-Enden mithilfe
des Ligasel V- XRCC4-XTLF-Komplexes kovalent miteinander verbunden (Abb. 1.2 B).

Rund 85 —90 % der strahlungsinduzierten DSB werden tiber diesen schnellen Reparatur-
mechanismus, ohne bzw. mit nur geringer Modifikation der Enden, verkntpft [29,31]. Bei
Briichen, die starke Schiadigungen aufweisen (dirty ends), ist zuvor eine Aufbereitung der
Strangenden (end processing), z. B. durch Hinzufiigen fehlender bzw. Entfernung tber-
stehender Nukleotide, notwendig. In diesen Prozess sind verschiedene Nukleasen (z. B.
Artemis), Polymerasen (z. B. Polu, Pol)) und weitere Faktoren involviert [28]. Neben der
klassischen NHE]-Reparatur existieren alternative NHE]-Mechanismen (a/+-NHE]), die

weitestgehend unabhingig von den zuvor genannten Reparaturfaktoren verlaufen [32].

Reparatur durch Homologe Rekombination (HR)

Ein weiterer Mechanismus zur Reparatur von DNA-DSB ist der evolutionidr hoch
konservierte Prozess der homologen Rekombination (HR). Da die HR auf das replizierte
Schwesterchromatid und den Austausch komplementirer Sequenzen zurlckgreift, ist sie
priziser als die NHE]. Die HR kann jedoch daher nur nach der DNA-Verdopplung in der S-
bzw. G>-Phase des Zellzyklus erfolgen. Eine wichtige Funktion hat die HR insbesondere bei
der Reparatur blockierter bzw. kollabierter Replikationsgabeln im Verlauf der DNA-Synthese.
Anders als bei der NHE], kann das dabei entstandene einzelne Doppelstrangende nicht mit

einem dazugehdrigen zweiten Strang verkniipft werden [29].

Wihrend bei der NHE] die freien DSB-Enden geschiitzt werden, erfolgt bei der HR u. a.
durch CtIP (C-terminal-binding protein(CtBP)-interacting protein) und den MRN-Komplex
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die Rescktion des 5-Endes beider Bruchstellen, wodurch die Bildung freier 3'-Einzel-
strangiberhinge hervorgerufen wird [32]. Zur Stabilisierung und zum Schutz vor Verdau
erfolgt eine Ummantelung der Einzelstrangbereiche durch RPA (replication protein A),
welches anschlieend durch die Rekombinase RAD51 mithilfe von BRCA2 ausgetauscht wird.
Das daraus gebildete Nukleoproteinfilament ermoéglicht in Kombination mit weiteren
Faktoren die Suche nach homologen Sequenzen im parallel angelagerten Schwester-
chromatid [33]. Wihrend dieser Stranginversion formt sich eine Schleife (engl. displacement
(D)-loop)) zwischen dem Einzelstrangiiberhang der geschidigten DNA und dem
komplementiren, unbeschidigten Doppelstrang. Der fehlende Abschnitt wird mittels DNA-
Polymerasen neu synthetisiert (Abb. 1.2 B). Je nach Mechanismus kann auch der zweite
Einzelstrangiiberhang in den D-loop integriert werden, wodurch eine zweifache Holliday-
Struktur (engl. double holliday junction, dHJ) gebildet wird [27]. Abhingig von der Spaltung
und Verknipfung der beiden Chromatiden sind verschiedene Modelle mit oder ohne

Rekombination (Crossover) moglich [34].

Trotz der prizisen DSB-Reparatur durch HR ist auch wihrend der S- und G»-Phase der
dominante Mechanismus die schnelle NHE], die durch Bindung von Ku70/Ku80 an die
DSB-Enden die Initialisierung der aufwendigen HR-Reparatur inhibiert [29,32]. Dartiber
hinaus existieren auch bei der HR alternative Reparaturwege. DSB, die sich im Bereich von
repetitiven Nukleotidsequenzen befinden, konnen zusitzlich durch die inakkurate Edngelstrang-
verkniipfung (single-strand-annealing, SSA) verbunden werden. Hierbei erfolgt bei einem der
Uberhingenden FEinzelstringe eine Deletion der Nukleotide bis zur folgenden
Wiederholungssequenz und die anschlieBende Modifikation und Verkniipfung des zweiten
Stranges [32].
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1.1.4 Auswirkungen persistenter DNA-Schiden

Genotoxizitit, Mutagenitit und Karzinogenitit

Aufgrund innerer und dullerer genotoxischer FEinflisse unterliegt die DNA stindigen
Verianderungen. Genotoxizitat gilt als Indikator fir Mutagenitit und Karzinogenitit, jedoch
bestehen begriffliche Unterschiede. Genotoxische Agenzien konnen auf unterschiedliche
Weise zur Schidigung des genetischen Materials fiihren. Sie induzieren entweder direkt oder
Uber sekundire Reaktionen Modifikationen an der DNA, inhibieren DNA-interagierende
Enzyme (z. B. Topoisomerasen) oder beeinflussen Proteine des mitotischen Spindelapparats
[35,36]. Die hervorgerufenen DNA-Schiden kénnen anschlieBend durch spezifische DNA-
Reparaturmechanismen beseitigt werden. Ist dies nicht moglich, wird entweder die Apoptose
bzw. zellulire Seneszenz, d. h. ein permanenter Zellzyklusarrest, ausgelost oder es erfolgt die
Replikation der Zelle trotz vorhandener oder fehlerhaft reparierter DNA-Lasion. Diese
verursachen permanente Verinderungen im Erbgut (Mutationen) [2]. Mutationen konnen
phanotypisch neutral sein, sich vorteilhaft auf den Organismus auswirken oder negative
Konsequenzen haben. Wenn durch Mutationen Tumorsuppressorgene geschadigt (loss-of-
Sfunction) bzw. Onkogene aktiviert (gain-of-function) werden, kann eine Karzinogenese induziert
werden [37]. Dartiber hinaus existieren auch nicht-genotoxische Karzinogene, die z. B. durch
epigenetische Modifikationen zu einer veranderten Genexpression fithren oder durch
Storungen der interzelluliren Zellkommunikation das Proliferationsverhalten von Zellen
beeinflussen [38,39].

Folgen insuffizienter DNA-Reparatur

Die DNA-Reparatur stellt nur einen Teil der DNA-Schadensantwort dar, welche infolge von
DNA-Schidigung aktiviert wird. Weitere Signalwege beeinflussen den Zellzyklus, die
Transkription, die Chromatinstruktur, den Energiemetabolismus oder z. B. das Ubetleben der
Zelle [18]. Fehler in der DNA-Reparatur kbnnen die Transkription oder Replikation hemmen,
durch Induktion von Apoptose bzw. zellulirer Seneszenz vorzeitige Alterserscheinungen
hervorrufen und entstandene Mutationen Erkrankungen wie Krebs auslésen [2]. Eine
effiziente Reparatur von DNA-Schiden ist somit nicht nur essentiell fiir das Uberleben und
die Funktion der jeweiligen Zelle, sondern kann sich systemisch auf den gesamten Organismus

auswirken.

Im Laufe des Lebens kommt es zur Akkumulation irreparabler DNA-Schiden und zur
Anhdufung seneszenter Zellen [40,41]. Diese teilungsunfihigen Zellen sind keineswegs
inaktiv, sondern weisen einen sogenannten seneszenz-assoziierten sekretorischen Phianotypen
(SASP) auf, indem sie durch Sekretion von Zytokinen, Wachstumsfaktoren und Proteasen
Einfluss auf das umliegende Gewebe austiben. Dieser Effekt, welcher der Wundheilung und

Regeneration dient, kann bei einer Anreicherung von DNA-Lisionen und einer dauerhaften


http://dict.leo.org/ende/index_de#/search=Karzinogenit%C3%A4t&searchLoc=0&resultOrder=basic&multiwordShowSingle=on
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Aktivierung von DNA-Reparaturmechanismen zu chronischen Entztindungen und Gewebe-
degenerationen fithren [42]. In den letzten Jahren konnte gezeigt werden, dass die
Akkumulation von DNA-Schiden somit wesentlich den Alterungsprozess und die
Entstehung altersbedingter Krankheiten, wie Herzkreislauf- oder neurodegenerative
Erkrankungen, Diabetes sowie Krebs beeinflusst [40,42].

DNA-Reparaturproteine sind nicht nur fir die Reparatur von unwillkiitlichen DNA-
Lisionen, sondern auch fiir verschiedene biologische Prozesse relevant. Die inter- und
intrachromosomale DNA-Rekombination wihrend der Meiose ist bedeutend fir die
Neuverteilung des Erbguts bei der Keimzellentwicklung, die somatische Rekombination
(IV(D)]-Rekombination) gewahrt die Diversitit der Immunrezeptoren, die Klassenwechsel-
Rekombination (engl. class switch recombination, CSR) ermdglicht den Wechsel der
Antikérper-Isotypen [43,44]. Dartiber hinaus sind DNA-Reparaturproteine mit in die

Telomer-Homoostase involviert [18].

Der Einfluss und die Bedeutung von DNA-Reparaturmechanismen werden insbesondere
durch die verschiedenen klinischen Auffilligkeiten deutlich, die Patienten mit DNA-
Reparaturdefekten aufweisen. Zu Chromosomeninstabilititssyndromen zihlen u. a. Erb-
krankheiten wie Ataxia teleangiectasia (ATM-Gendefekt) oder das Nijmegen-Breakage-
Syndrom (Nbs1-Gendefekt, Teil des MRN-Komplexes) [45]. DNA-DSB-Reparaturdefekte
fithren bei beiden Krankheitsbildern z. T. zu dhnlichen klinischen Symptomen. Die Patienten
besitzen eine Hypersensitivitit gegentiber ionisierender Strahlung und weisen zudem Pri-
dispositionen zur Tumorentwicklung auf. Die Gendefekte fithren dariiber hinaus zu
Immundefizienzen und hidufig zur Unfruchtbarkeit [45,46]. Beide DNA-Reparaturdefekte
weisen ein breites Spektrum an phinotypischen Verinderungen auf, wodurch erneut die

Komplexitit und Relevanz der verschiedenen Reparaturmechanismen deutlich wird.

1.2 Analysemethoden zur Genotoxizititsbestimmung

Zur Analyse potentiell schidlicher Substanzen wurden in der Vergangenheit unterschiedliche
Genotoxizititstests entwickelt. Standardisierte Protokolle und Vorschriften international
anerkannter Testmethoden zur (geno)toxischen Priifung chemischer und pharmakologischer
Agenzien sind u.a. in Richtlinien der Organisation fiir wirtschaftliche Zusammenarbeit und
Entwicklung (Organisation for Economic Co-operation and Development, OECD) oder der
International Conference on Harmonisation of Technical Requirements for Registration of Pharmaceuticals for
Human Use 1CH) aufgefiihrt [47,48]. Im Folgenden sollen einige der relevantesten Methoden,
die vorwiegend in den internationalen OECD-Richtlinien zur Priifung von Chemikalien

(Abschnitt 4: Auswirkungen auf die Gesundheit) beschrieben sind [47], kurz erliutert werden.
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1.2.1 Reportersysteme zur Detektion von Genmutationen

Prokaryotische Reportersysteme — Ames-Test

Eine der altesten und verbreitetsten Methoden zur Mutagenititsanalyse ist der bakterielle
Rickmutations- bzw. Ames-Test (OECD #471). Hierbei werden als Indikatororganismen
auxotrophe Mutanten verschiedener Stimme von Salmonella typhimurium genutzt, bei denen
durch gezielte Mutation die Biosynthese der Aminosaure Histidin und folglich das Wachstum
auf histidin-freiem Nihrmedium inhibiert ist [49,50]. Erfolgt durch Testsubstanzen eine
mutageninduzierte Riickmutation (Reversion) und dadurch das Wiedererlangen der Histidin-
produktion, fithrt diese zum Bakterienwachstum. Im konventionellen Ames-Test kann die
Proliferation anhand zunehmender Zellkolonien auf dem Agar bzw. im Ames-
Fluktuationstest anhand eines Farbumschlags des pH-Indikators in Mikrotiterplatten

gemessen werden.

Eine Vielzahl an Substanzen erwirbt ihre mutagene Wirkung jedoch erst nach metabolischer
Aktivierung durch Phase-I/1I-Enzyme. Durch Zusatz einer subzelluliren Fraktion der
Rattenleber (S9-Mix, Mikrosom) wird versucht, diese Biotransformation unter In-vitro-
Bedingungen zu imitieren [51]. Alternativ zu Salnonella typhimurinm werden verschiedene
auxotrophe Mutanten von E. c/i genutzt [52]. Dennoch kénnen Agenzien, die keine Gen-
mutationen (z. B. Punktmutation), sondern ausschlieSlich Genommutationen (Verinderung-
en des Chromosomensatzes) oder Chromosomenmutationen (strukturelle Verinderungen,

z. B. Deletion) induzieren, mithilfe des Ames-Test nicht detektiert werden [53].

Eukaryotische Reportersysteme — Mauslymphom-Assay

Neben Systemen basierend auf Hefe- oder Vogelzellen werden vor allem Siugetierzelllinien
als Reportersysteme verwendet. Dabei ist der Mauslymphom-Assay (MLA, OECD #470)
einer der am haufigsten genutzten eukaryotischen In-vitro-Genmutationstest [54,55]. Hierbei
wird die Vorwirtsmutation und der damit verbundene Verlust der aktiven Thymidin-Kinase
(Tk) in der Mauslymphom-Zelllinie 1.5178Y T&’" beobachtet. Zum beschleunigten
Mutationsnachweis besitzt diese Zelllinie bereits nur noch ein funktionsfihiges Allel fiir Tk.
Nach Behandlung mit der Testsubstanz wird die Integritit des Tk-Genes als Selektions-
merkmal genutzt. Wihrend Tk-aktive T&”/*-Zellen nach Inkubation mit dem letalen
Thymidinanalogon Trifluorothymidin dieses verstoffwechseln und sterben, wird bei mutierten
Tk”'~-Zellen Thymidin denovo synthetisiert und diese Resistenz an Tochterzellen
weitergeben [56]. Anhand der entstandenen Anzahl an Kolonien und deren GroBe kénnen
Rickschliisse tiber die Mutagenitit der Testsubstanz gezogen werden. Die Ausbildung

detektierbarer Kolonien kann jedoch rund zwei Wochen benétigen [53].
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1.2.2 Zytogenetischer Nachweis von Chromosomenschiden

Chromosomenaberrationstest

Beim Chromosomenaberrationstest (CA, OECD #473) werden Chromosomen von Meta-
phasezellen, meist humane Lymphozyten oder Hamsterzelllinien, lichtmikroskopisch auf
numerische und strukturelle Verinderungen untersucht [53,57]. Dieser Test ist bereits seit
mehr als 40 Jahren etabliert und stellt bis heute den Goldstandard fir die Geno-
toxizititsbestimmungen, besonders in der Bestrahlungsdosimetrie, dar [58]. In der
Routinediagnostik  findet vor allem die Quantifizierung fusionierter, dizentrischer
Chromosomen Anwendung (kurz DIC), siehe Abb. 1.3 A. Es konnen zudem Genom-
mutationen und weitere Chromosomenmutationen, wie Strangbriiche, Deletionen oder
Translokationen erfasst werden [58]. Um die Sensitivitit zu erhéhen und Verinderungen
nachzuweisen, die mittels klassischer Giemsa-Bandenfirbung schwer bzw. nicht detektiertbar
sind, kann die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) genutzt werden. Hierbei werden
Chromosomen oder Chromosomenabschnitte spezifisch mittels fluoreszenzmarkierter DNA-

Sonden gekennzeichnet [51,59].

Mikronukleustest

Eine etablierte Methode zur In-vitro-Untersuchung von Chromosomenbriichen, Stérungen
des Mitoseapparates und des Proliferationsverhaltens ist der Mikrokern- bzw. Mikro-
nukleustest (OECD #487) [60,61]. Fiar diesen Test werden vorwiegend MNZ in
Vollblutkulturen oder isolierte Lymphozyten genutzt, welche nach oder wihrend der
Exposition durch Mitogene fiir 72 h stimuliert werden [60]. Um die Zellteilung, nicht aber die
Kernteilung, wihrend der Mitose zu verhindern, wird 44 h nach Stimulationsbeginn der
Zytokinesechemmer Cytochalasin B zur Kultur gegeben. Nach einer Mitose entstehen
binukledre Zellen [53]. Azentrische Chromosomenfragmente, die aufgrund ihres fehlenden
Zentromers wihrend der Mitose nicht mit dem Spindelapparat assoziieren kénnen, bleiben
an der Aquatorialebene zuriick und formen separate Mikronuklei (MN) (Abb. 1.3 B). Neben
klastogenen Substanzen, die Chromosomenbriiche und zentromer-negative MN hervorrufen,
koénnen mithilfe dieses Test Aneugene (Spindelgifte) identifiziert werden. Diese fihren zum
Verlust ganzer Chromosomen und zur Ausbildung zentromer-haltiger Mikronuklei. Eine
Zentromerfirbung der Mikronuklei ermdglicht die Unterscheidung beider Substanzklassen
[62]. Durch FISH kénnen Zentromere sowie andere Chromosomenbereiche markiert und

Informationen tber das Erbgut im Mikronukleus gewonnen werden.

Fir die Auswertung dieses Tests werden mikroskopisch ca. 1.000 — 2.000 binukleire Zellen
auf Mikronuklei untersucht [53,60]. Dartiber hinaus lassen sich aus der Anzahl der
Hauptkerne, d. h. aus dem Verhiltnis zwischen mono-, bi- und multinukleiren Zellen,
Riickschlisse auf die Zahl der Mitosen und das Proliferationsverhalten ziehen [60]. Neben
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den Mikronuklei kénnen weitere Strukturen, wie Verbindungen der beiden Hauptkerne (engl.
nucleoplasmic bridges, NPBs) als Folge dizentrischer Chromosomen, hervorgerufen

werden [60,62].

Ein anerkannter In-vivo-Test ist die Untersuchung von Mikronuklei in Erythrozyten von
Nagetieren (OECD #474). Bilden sich wihrend der In-vivo-Behandlung in den Erythro-
blasten Mikronuklei, bleiben diese bei der Reifung zu Erythrozyten im Gegensatz zum
Hauptkern erhalten und koénnen anschlieBend in Blut- und Knochenmarkproben

mikroskopisch oder durchflusszytometrisch nachgewiesen werden [63,64].

1.2.3 Molekularbiologische Analyse von DNA-Schiden

Im Gegensatz zu den zytogenetischen Genotoxizititstests, deren Analyse zu einem Zeitpunkt
nach Einsetzen der DNA-Reparatur erfolgt und welche daher Auskunft Gber entstandene
Mutationen geben, handelt es sich bei den folgenden Nachweisverfahren nicht um
Mutagenititstests, sondern um Indikatortests. Mithilfe derer koénnen insbesondere
Informationen tber die primare DNA-Schidigung bzw. iiber spezifische zellulire Reaktionen
auf DNA-Schidigungen gewonnen werden, welche jedoch nicht unmittelbar Mutationen

hervorrufen missen [53].

Einzelzell-Gelelektrophorese (Comet-Assay)

Bei der Pulsed-Field-Gelelektrophorese (PFGE) konnen DNA-Stringe und -Fragmente einer
Probe durch Gelelektrophorese mit wechselnder Polung entlang ihrer Grofle aufgetrennt
werden [65]. Der sogenannte Comet-Assay (OECD #489) ermdglicht dariiber hinaus mittels
Einzelzell-Gelelektrophorese die Detektion von DNA-Einzel- und Doppelstrangbriichen in
individuellen Zellen [66,67].

Hierzu werden Zellen aus Kultur (In-vitro-Analyse) oder aus Blut- bzw. Gewebeproben (In-
vivo-Analyse) als Einzelzellsuspension in einer Agarosegelschicht auf einem Objekttriger
immobilisiert, die Zellmembran und Proteine durch Lyse entfernt und die freie DNA-
Doppelhelix durch Behandlung mit einer alkalischen Losung entwunden und denaturiert [53].
Wihrend der anschlieBenden Elektrophorese bleiben unbeschidigte Chromosomen im
Kernbereich zurtck, wohingegen separierte DNA-Fragmente im Gel entsprechend ihrer
GroBe Richtung Anode migrieren (Abb. 1.3 C). Zur Visualisierung erfolgt eine Silber- bzw.
Fluoreszenzfirbung der DNA. Unter dem Mikroskop weisen unbeschidigte Zellen intakte

Kerne auf und Zellen mit DNA-Fragment zeigen einen kometenartigen Schweif [53,67].

Briiche in den durch die alkalische Behandlung generierten DNA-Einzelstringen resultieren
zum einen aus zuvor direkt induzierten Einzel- und Doppelstrangbriichen, kénnen zum

anderen aber auch durch ,,alkali-labile Stellen® (z. B. AP-Stellen) oder wihrend der Reparatur



KAPITEL 1.2 EINLEITUNG 15

anderer Schadigungen als Intermediate von Endonukleasen erzeugt worden sein [68]. Der

Comet-Assay ermoglicht somit die Detektion eines breiten Spektrums an Schidigungsformen.

Pro Probe werden ca. 100 — 200 Zellen entsprechend ihrer Schweifgro3e und -intensitit
manuell klassifiziert bzw. mittels Bildanalysesoftware quantifiziert. Neben dem alkalischen
Comet-Assay existiert ein neutraler Comet-Assay sowie zahlreiche Erweiterungen und
Modifikationen. Durch DNA-Verdau mit lasionsspezifischen Endonukleasen kann z. B. das
Spektrum an DNA-Schiaden erweitert oder durch Kombination mit FISH Informationen iiber

die DNA-Schiadigung oder DNA-Reparatur in spezifischen Genen gewonnen werden [68].

Immunassays zum indirekten Nachweis von DINA-Schiden

Durch technische Fortschritte in der Molekularbiologie und zunehmende Erkenntnisse tiber
DNA-Reparaturmechanismen wurden neue Methoden zur Genotoxizititsbestimmung
entwickelt. Mithilfe spezifischer Antikérper kann die Konzentration eines Proteins bzw. einer
Proteinmodifikation innerhalb einer Probe z. B. iber das Western-Blot-Verfahren oder
mittels ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay) bestimmt werden. Mithilfe der
Durchflusszytometrie ldsst sich nach Immunfluoreszenzfirbung dartiber hinaus die
Proteinexpression in individuellen Zellen analysieren. Die Erfassung von individuellen Zellen
sowie deren intrazellulire Proteinverteilung ermdglicht die Auswertung von Immun-

fluoreszenztests am Fluoreszenzmikroskop (Abb. 1.3 D).

Neben der Analyse von spezifischen Reparaturproteinen konnen auch modifizierte DNA-
Strukturen nachgewiesen werden, wie oxidative DNA-Schiden (8-oxo-dG bzw. 8-OH-dG)
[69,70]. Immunfluoreszenztests finden hierbei vor allem bei der Analyse von DNA-
Doppelstrangbriichen Anwendung. Verschiedene Proteine, die in die Reparatur involviert
sind, reichern sich lokal am DSB an. Nach spezifischer Immunfluoreszenzfirbung kann der
Doppelstrangbruch indirekt als sogenannter Focus mikroskopisch visualisiert werden. Die
verbreitetste Antikorperfirbung zum Nachweis von DNA-DSB ist die Firbung des an
Serin-139 phosphorylierten Histonproteins H2ZAX (yH2AX) [71,72].
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Abb. 1.3: Schematische Darstellung verbreiteter zytogenetischer und molekular-
biologischer Methoden zum Nachweis von DNA-Schiden

A) Der Chromosomenaberrationstest ermdglicht den Nachweis numerischer oder struktureller
Chromosomenverinderungen. B) Die Separation von Chromosomenfragmenten bzw. von
ganzen Chromosomen kann in Form von zentromer-negativen bzw. -positiven Mikrokernen im
Mikronukleustest nachgewiesen werden. C) Der Comet-Assay ermdglicht durch Einzelzell-
gelelektrophorese den Nachweis von DNA-Strangbriichen, deren Hiufigkeit mit der Linge und
Intensitit des erzeugten DNA-Schweifs korreliert. D) Mithilfe spezifischer Antikérperfirbung
kénnen z. B. DNA-Modifikationen oder verschiedene DNA-Reparaturproteine nachgewiesen
werden. Nach Induktion von DNA-DSB bilden verschiedene Proteine an der Bruchstelle einen
Focus aus. Wihrend bei Nachweisverfahren wie Western-Blot oder ELISA die
Gesamtkonzentration der Molekiile im Zelllysat ermittelt wird, erlaubt die Durchflusszytometrie
die Intensititsanalyse der einzelnen Zellen. Die individuellen Reparaturfoci innerhalb der
einzelnen Nuklei kénnen mithilfe mikroskopischer Analysen detektiert werden. Details siche
Kapitel 1.2.
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1.3 Bedeutung und Nachweis von yH2AX

1.3.1 Das H2AX-Histon und seine Bedeutung fiir die DSB-Reparatur

Eines der ersten Signale nach Induktion eines DNA-Doppelstrangbruches ist die
Phosphorylierung des Histonmolekiils H2AX am Serin-139 [73]. Dieses stellt neben H2A.Z,
H2A1 oder H2A2 eine Unterform der H2A-Histonfamilie dar. Zusammen mit Varianten der
drei weiteren Kernhistonfamilien H2B, H3 und H4 formen H2A-Molekiile das Nukleosomen-
Oktamer, mit je zwei Molekilen pro Histonfamilie [9,10]. Wie jedoch die verschiedenen
Zusammensetzungen reguliert werden, wie die einzelnen Histonvarianten im Chromatin
lokalisiert sind und welche Funktion unterschiedliche Kombinationen an Nukleosomen
haben, ist aktuell nicht genau bekannt [74]. Untersuchungen in humanen Zellen bzw.
Zelllinien ergaben, dass je nach Zelltyp 2 —25 % des gesamten H2A-Gehalts von H2AX
dargestellt werden [73]. Dartiber hinaus bestirken Beobachtungen mittels hochauflésender
Mikroskopie ein Modell, bei dem H2AX nicht zufillig tiber den Zellkern verteilt, sondern in

bestimmten Chromatinregionen angereichert vorliegt [75].

Das H2AX-Histon ist evolutionir hoch konserviert und enthilt am freiliegenden C-
terminalen Ende ein charakteristisches SQ-Motiv (Abb. 1.4 A), welches H2AX von anderen
H2A-Varianten unterscheidet [76,77]. Eine spezifische Phosphorylierung der Aminosdure
Serin an Position 139 innerhalb dieses SQ-Motivs wurde im Jahr 1998 erstmals von

Rogakou et al. als Reaktion auf Gammabestrahlung beschrieben [73].

In den darauffolgenden Jahren wurde dieser Biomarker genutzt, um DNA-Reparatur-
mechanismen von DNA-Doppelstrangbriichen und weitere Prozesse im Rahmen der DNA-
Schadensantwort (engl. DNA damage response, DDR) zu analysieren. Anhand Daten dieser
Studien wurde ein Modell zur Schadenserkennung von DNA-Doppelstrangbriichen etabliert,
wonach diese im ersten Schritt von spezifischen Sensormolekiilen wie dem MRN-Komplex
oder Ku70/80 detektiert werden (Abb. 1.4 B). Daraufhin werden die Kinasen ATM, DNA-
PKcs oder ATR (ATR vor allem bei Strangbriichen wihrend der DNA-Replikation) an die
Bruchstelle rekrutiert (siche Kapitel 1.1.3 — NHE], HR). Nach ihrer Aktivierung initiieren
diese Kinasen die spezifische Phosphorylierung des Serin-139 in benachbarten H2AX-
Histonen. Mediatoren, wie das Geriistprotein (engl. scaffolding protein) MDC1 (mediator of
DNA damage check point 1) interagieren anschlieBend mit yH2AX. Dies fiihrt zum einen zur
Rekrutierung  weiterer MRN-Komplexe und ATM-Kinasen, die infolgedessen die
umliegenden H2AX-Histone phosphorylieren [78]. Aufgrund dieser positiven Riickkopplung
erfolgt im Zeitraum von ca. 30 — 60 min die Phosphorylierung mehrerer tausend H2AX-
Molekiile im Umbkreis von 2 — 40 Megabasenpaaren um den DNA-Doppelstrangbruch [78].

Die Signalamplifikation fihrt zur Ausbildung einer Reparaturzone, die nach spezifischer
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Abb. 1.4: Zelluldre DSB-Schadensantwort und Nachweis von yH2AX-Foci

A) Im Vergleich zu anderen H2A-Histonvarianten besitzen H2AX-Molekile ein SQ-Motif am C-
terminalen Ende. In Folge eines DNA-DSB wird durch Phosphorylieren der darin integrierten
Aminosdure Serin (Position 139) yH2AX gebildet. B) 1. Nach Induktion des DNA-DSB erfolgt
die Detektion der Lision durch Sensormolekile, wie dem MRN- oder Ku70/80-Komplex. 2. In
Folge werden Kinasen wie ATM, DNA-PK oder ATR an den Strangbruch rekrutiert, welche 3.
H2AX zu yH2AX phosphorylieren. 4. Dies fithrt zur Interaktion zwischen yH2AX und dem
Mediator MDC1. 5. Durch MDCI1 wird zum ecinen eine Amplifikation der yH2AX-
Phosphorylierung initiiert, indem weitere MRN-Komplexe sowie ATM-Kinasen zum DSB

rekrutiert werden. 6. Zum anderen erfolgt eine verstirkte Akkumulation von Tranducer- bzw.
Effektorproteinen am DBS, welche das Signal kaskadenartig weiterleiten bzw. die DSB-
Schadensantwort induzierten. 7. In Folge des DNA-DSB werden u. a. die DNA-Reparatur initiiert
sowie die Transkription, der Zellzyklus und die Chromatinstruktur beeinflusst. C) Nach DNA-
DSB-Bildung erfolg die Ausbreitung der H2AX-Phosphorylierung im Bereich von 2 —40
Megabasenpaaren um den DSB. Dieser yH2AX-Focus kann durch spezifische Immun-
fluoreszenzfirbung im Zellkern angefirbt und mikroskopisch visualisiert werden. Details siche
Kapitel 1.3. Abbildungen erstellt in Anlehnung an: [72,76,78].

yH2AX-Firbung als einzelner Punkt (yH2AX-Focus) mikroskopisch visualisiert werden kann.
Zum anderen bewirkt MDC1 die Translokation weiterer Proteine zum Doppelstrangbruch,
die als Transducer an der Signalibertragung bzw. als Effektorproteine an der letztendlich
induzierten Zellantwort beteiligt sind. Zu den Transducern zihlen u. a. die Ubiquitinligasen
RNF8 und RNF168, welche nach Modifikation von Chromatinkomponenten wie H2A oder
H2B in einer zweiten Welle die Ansammlung zusitzlicher Reparaturfaktoren wie BRCA1 oder
53BP1 am Doppelstrangbruch veranlassen [27,72,79].
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Im Rahmen der Schadensantwort wird eine komplexe Signalkaskade ausgelost, die zur
Aktivierung von Effektorproteinen fiihrt. Diese werden u. a. fir die Reparatur der DNA-
Lision benotigt, wirken sich auf die Transkription aus, fithren zu Umlagerungen des
Chromatins oder beeinflussen die Zellproliferation durch transienten Zellzyklusarrest bzw.

durch Induktion von zellulirer Seneszenz oder Apoptose [18,80].

Zur Wiederherstellung der urspriinglichen Chromatinstruktur und Termination des
Signalprozesses erfolgt nach Reparatur des DSB die Dephosphorylierung von yH2AX.
Anstelle eines Histonaustauschs von yH2AX mit H2AX-Molekilen geschieht dies bei
hoheren Eukaryoten wahrscheinlich durch direkte Dephosphorylierung im Nukleosom
mithilfe der Phosphatasen PP2A, PP4, PP6 oder Wip1 [76,81,82].

Entgegen der urspriinglichen Hypothese, dass die Vielzahl an phosphorylierten H2AX
Molekiilen vor allem als Plattform fiir die Rekrutierung weiterer Reparaturfaktoren dient,
weisen DSB-unabhingige yYH2AX Foci in Untersuchungen zunehmend auf die Bedeutung
von YH2AX insbesondere im Rahmen von Umlagerungssprozessen des Chromatins hin
[79,83,84]. Wie der Ubersichtsartikel von Turinetto et al. zusammenfassend schildert, konnten
Studien einen Zusammenhang zwischen der H2ZAX-Phosphorylierung und der Inaktivierung
von Gonosomen bei der Keimzell- oder Barkérperbildung sowie mit weiteren Aspekten der
Zellteilung, Stammzellentwicklung und zelluliren Seneszenz beobachten [83]. Dartiber hinaus
weisen u. a. apoptotische Zellen eine sogenannte pan-nukleire yH2AX-Firbung auf, bei

welcher der gesamte Nukleus gefirbt ist [76,85].

1.3.2 Verfahren zum Nachweis von yH2AX

Urspringlich wurde yH2AX von Rogakou et al. mittels zweidimensionaler Gelelektrophorese
identifiziert, bei der die extrahierten Histonmolekiile sowohl anhand ihrer GréBe als auch
anhand ihres isoelektrischen Punktes getrennt wurden [73]. Nach spezifischer Immun-
fluoreszenzfirbung und fluoreszenzmikroskopischer Analyse beschrieben die Autoren im
Folgejahr die Expression von yH2AX als einzelne nukledre Punkte, deren Anzahl mit der Zahl
der induzierten Doppelstrangbriiche korrelierte [71]. Nach der kommerziellen Verfiigbarkeit
spezifischer yH2AX-Antikérper haben sich die sensitiveren immunologischen Nachweis-

methoden zur Quantifizierung des yH2AX-Niveaus durchgesetzt [76,806].

Enzyme-Linked-Immunosorbent-Assay (ELISA)
Mittels ELISA kénnen yH2AX-Molekiile zum einen iiber das klassische Sandwich-Verfahren
detektiert werden [87]. Hierfur werden Antikérper, die gegen das gesamte H2AX-Histon

gerichtet sind, am Boden einer Mikrotiterplatte immobilisiert und darauf anschlieBend das
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Zelllysat der Probe inkubiert. Johnston et al. entwickelten hingegen einen ELISA, bei
welchem die Wells direkt mit dem Zelllysat inkubiert wurden [88]. Zum Nachweis der an
Serin-139 phosphorylierten H2AX-Histone erfolgt die Inkubation der Proben mit einem
phosphospezifischen yH2AX-Antikorper. Dieser ist entweder direkt mit einem Markerprotein
verknlpft oder wird in zusitzlichen Schritten mittels Sekundirantikérper kolorimetrisch,

fluorometrisch oder luminometrisch nachgewiesen.

Eine weitere Variante ist der zell-basierte ELISA. Hierbei werden die Mikrotiterplatten direkt

mit den Zellen inkubiert. Nach der Behandlung erfolgen die Fixierung und Permeabilisierung
der Zellen sowie die Immundetektion der YH2AX-Molekiile [89,90].

Western-Blot

Eine andere Methode zur Quantifizierung des YH2AX-Gehalts ist die Durchfithrung eines
Western-Blots [91]. In der Vorbereitung werden die Zelllysate erhitzt und die Struktur der
Proteine zusitzlich aufgebrochen, indem hydrophobe Wechselwirkungen durch das
anionische Detergens Natriumdodecylsulfat (engl. sodium dodecyl sulfate, SDS) aufgelost
sowie Disulfidbriicken durch Zugabe von niedermolekularen Thiolen wie Dithiothreitol oder
B-Mercaptoethanol reduziert werden [87,92]. Im ersten Schritt werden die denaturierten
Proteine wihrend der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) entsprechend
ihrer molekularen Masse aufgetrennt und im zweiten Schritt auf eine Membran (Blot)
transferiert [92]. Im dritten Schritt erfolgt die spezifische Proteindetektion mithilfe von
YH2AX-Antikérpern. Die yH2AX-Molekiile besitzen ein Molekulargewicht von ca.
17 Kilodalton (kDa) und das Signal der Proben kann anschlieBend als Bande, je nach
Sekundirantikérper, z. B. luminometrisch, fluorometrisch oder kolorimetrisch visualisiert
werden [93].

Immunfluoreszenzanalyse mittels Durchflusszytometrie

Im Gegensatz zum ELISA oder Western-Blot-Verfahren ermdglicht die durchfluss-
zytometrische YH2AX-Quantifizierung eine Einzelzellanalyse. Hierbei werden die Zellen der
Probe zuerst in Losung fixiert und die Phospholipidmembranen permeabilisiert. An-
schlieend erfolgt die Immunfirbung mit yH2AX-Antikorpern, die entweder direkt mit einem
Fluorophor gekoppelt sind oder tiber fluoreszenzmarkierte Sekundirantikbrper nachgewiesen
werden [91]. Bei der Fluoreszenzdetektion am Durchflusszytometer passieren die Zellen in
einem laminaren Probenstrom einzeln den Laser. Dabei werden die Photonen, die der
Anregungswellenlinge des Fluorophores entsprechen, absorbiert und Elektronen kurzzeitig
auf ein energetisch hoéheres Niveau angehoben. Beim Abfall auf das urspringliche
Energieniveau wird die freiwerdende Energie in Form von Wirme und Photonen abgegeben.
Das emittierte Fluoreszenzlicht wird detektiert. Es ist energiedrmer und langwelliger als die

Anregungswellenlinge (Stokes-Differenz) [94,95].
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Wiahrend beim ELISA oder Western-Blot-Verfahren die yH2AX-negativen, yH2AX-
positiven oder pan-nukleir gefirbten Zellen nicht differenziert werden konnen, ermoglicht
die Durchflusszytometrie anhand der individuellen Intensititswerte Aussagen zur Verteilung
des yYH2AX-Signals innerhalb einer Probe. Dartiber hinaus erlaubt diese Hochdurchsatztech-

nologie durch Firbung weiterer Biomarker die parallele Analyse von Subpopulationen [40].

Immunfluoreszenzanalyse mittels Fluoreszenzmikroskopie

Die am haufigsten verwendete Methode zur yH2AX-Analyse ist die Fluoreszenzmikroskopie
[72,96]. Hierfir werden Zellen auf Objekttrager fixiert und die yH2AX-Molekiile mit
spezifischen Antikérpern analog zur Durchflusszytometrie markiert [91]. Die Fluoreszenz-
mikroskopie ermoglicht eine Analyse einzelner DNA-Doppelstrangbriiche, die als
fluoreszierende yH2AX-Foci detektiert werden kénnen (Abb. 1.4.C) [71,77]. Im Gegensatz
dazu ist aus der durchflusszytometrisch ermittelten Gesamtintensitit einer Zelle keine
absolute Quantifizierung der yH2AX-Foci moglich. Der gemessene Intensititswert kann aus
der Summe mehrerer kleiner Foci oder weniger gro3er Foci resultieren und zusitzlich von der

Auto- bzw. Hintergrundfluoreszenz der Zellen beeinflusst werden [97].

Die mikroskopische yYH2AX-Quantifizierung gilt als sensitivste Methode, da hierbei selbst
Zellen mit nur einzelnen schwachen Foci erfasst werden konnen [91,97,98]. Gleichwohl
handelt es sich bei der manuellen Analyse um ein sehr zeitintensives Verfahren, bei welchem
die Augen schnell ermiiden und bei dem aufgrund der subjektiven Auswertung Abweichungen
bei der yH2AX-Quantifizierung auftreten kénnen [99,100]. Um die mikroskopische
Auswertung zu beschleunigen und die Analysebedingungen zu standardisieren, wurden in den
letzten fiinfzehn Jahren verschiedene Moglichkeiten zur automatisierten yH2AX-Focus-

Analyse entwickelt [99,101-111].

Ein System zur digitalen Evaluation von Immunfluoreszenztests ist die AKLIDES-Plattform
der Firma Medipan GmbH. Diese ermoglicht die vollautomatisierte Aufnahme von
Immunfluoreszenzbildern und mittels digitaler Mustererkennung die Analyse der yH2AX-
Foci. Das AKLIDES-System wurde im Rahmen der vorliegenden Promotionsarbeit fir die

YH2AX-Analyse genutzt und validiert.
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1.4 Chemotherapeutisch induzierte DNA-Schiden und

Ursachen fur Arzneimittelresistenzen

1.4.1 Zytostatikainduzierte DNA-Lisionen

Neben den lokal wirkenden chirurgischen und radioonkologischen Behandlungsmethoden
neoplastischer Erkrankungen stellt die zytostatische Chemotherapie ein drittes Standard-
verfahren in der Krebstherapie dar [112].

Die bei der Chemotherapie verwendeten Arzneimittel hemmen je nach Substanzklasse auf
unterschiedliche Weise die Proliferation und das Uberleben von Tumorzellen. Zu den
klassischen Zytostatika zihlen u. a. platinfreie und platinhaltige Alkylantien, die durch
Ubertragung von Alkylgruppen bzw. von Platinatomen eine Quervernetzung der Nukleotide
hervorrufen. Folglich wird durch die Hemmung der DNA-Replikation sowie der
Nukleinsdure- und Proteinbiosynthese der Zelltod induziert [112]. Interkalantien erzeugen
diese Effekte durch ihre Bindung zwischen die Basenpaare des DNA-Doppelstrangs und der
dadurch verursachten nicht-kovalenten Vernetzung [113]. Andere Priparate, wie Anti-
metabolite, inhibieren die De-novo-Synthese von Nukleotiden oder werden als strukturelle
Purin- bzw. Pyrimidinanaloga genutzt, um die Nukleinsidure- und Proteinbiosynthese zu
blockieren [114]. Mitosehemmer beeinflussen hingegen den dynamischen Prozess zwischen
Poly- und Depolymerisation der Tubulinfilamente und fihren dadurch zur fehlerhaften

Ausbildung des Spindelapparates [113].

Ein weiteres Zielprotein sind Topoisomerasen (Top). Diese Enzyme generieren temporire
Einzel- (Top-I) bzw. Doppelstrangbriiche (Top-II), um der Torsionsspannung
entgegenzuwirken, die durch Offnen der DNA-Doppelhelix z. B. bei Transkriptions- und
Replikationsprozessen entsteht. Topoisomeraseinhibitoren, wie der Topoisomerase-II-
Hemmer Etoposid, inhibieren anschliefend die Verkntpfung der temporiren Strangbriche
[112,114]. Bei endokrinsensitiven Tumoren werden dariiber hinaus Hormonagonisten bzw.
Hormonantagonisten zur Therapie verwendet [112]. Neben den klassischen Zytostatika
kommen vermehrt neue molekularpharmakologische Priparate zum Finsatz. Zu diesen
Biologika zihlen u.a. monoklonale Antikérper oder Kinaseinhibitoren, die zielgerichtet

Rezeptoren bzw. spezifische Molekiile in Signaltransduktionskaskaden beeinflussen [114].
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1.4.2 ABC-Transporter und Arzneimittelresistenzen

Ein grofles Problem bei Chemotherapien ist die hohe interindividuelle Variabilitit im
Reaktionsverhalten der Patienten [114,115]. Resistenzmechanismen koénnen durch
verschiedene intrinsische oder arzneimittelinduzierte Faktoren hervorrufen werden [116].
Dazu zihlen u. a. eine verminderte Bioverfugbarkeit oder Pharmakokinetik der Substanzen
im Tumorgewebe, Verinderungen der Zielstrukturen, die vermehrte Bildung von DNA-
Reparaturenzymen in Tumorzellen oder die Inhibition von Apoptoseprozessen durch
Mutationen in pro-apoptotischen Genen bzw. eine Uberexpression von anti-apoptotischen
Genen. Eine weitere Ursache fiir das Auftreten einer sogenannten Multidrug-Resisteny (MDR)
ist die vermehrte Expression spezifischer Membrantransporter, welche einen verstarkten

Medikamentenexport der Zelle bewirken [114,117].

Diese Arzneimittelpumpen zihlen zur Familie der ATP-binding-cassette(ABC)-Transporter,
welche ubiquitir in Pro- und Eukaryoten exprimiert werden. Sie beférdern Substrate wie
Metabolite, Lipide oder Fremdstoffe aktiv aus der Zelle [115]. Vor allem drei Klassen von
ABC-Transportern sind mit der Induktion der MDR bei medikamentésen Tumortherapien
assozilert. Dazu zihlen die Transporter ABCB1, auch als P-Glykoprotein (P-gp) oder MDR1
bezeichnet, sowie die Pumpen ABCC1 (multidrug resistence-associated protein 1, MRP-1)
und ABCG2 (breast cancer resistence protein, BCRP) [115,118].

Der am besten charakterisierte ABC-Transporter ist P-gp, welcher starke inter- und
intraindividuelle Schwankungen im Expressionslevel aufweist. Dariiber hinaus zeigten Studien
mit Leukdmiepatienten eine Korrelation zwischen dem individuellen P-gp-Expressionsniveau
bzw. der P-gp-Aktivitit und dem Ansprechen der Chemotherapie [119]. P-gp interagiert mit
einer Vielzahl an Substraten, wie beispielsweise mit verschiedenen Antitumormedikamenten
(z. B. Etoposide, Daunorubicin, Camptothecin, Imatinib), Antihistaminika, Steroiden oder
Fluoreszenzfarbstoffen (Rhodamin-123, Hoechst-33342) [118]. Einige Substanzen besitzen
die Eigenschaft, die Bindungstasche der ABC-Transporter zu blockieren oder die fir den
aktiven Transport notwendigen ATPase-Untereinheiten zu hemmen. Aufgrund des dadurch
inhibierten Exports fuhren diese Modulatoren bzw. Chemosensibilisatoren (engl. chemo-
sensitizer) zu einer Akkumulation der ABC-Transporter-Substrate im Zellinneren. Um mittels
P-gp-Inhibition die MDR-Mechanismen von Tumorzellen zu tiberwinden, wurden bereits
mehrere Generationen an Chemosensibilisatoren entwickelt und getestet [120,121]. Noch
fehlen jedoch klinisch einsetzbare P-gp-Modulatoren, die nicht systemisch toxisch, aber
dennoch ausreichend effektiv gegen die Tumorzellen wirken. An deren Synthese und

Evaluation wird derzeit weiter gearbeitet [122].
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1.5 DNA-Schiden in der medizinischen Radiologie

1.5.1 Ionisierende und nicht-ionisierende Strahlung bei der
medizinischen Bildgebung

Der Mensch ist tiglich einer Vielzahl natiitlicher Strahlenquellen, z. B. kosmischer oder
terrestrischer Strahlung sowie radioaktiven Kohlenstoffelementen oder Radon ausgesetzt, die
von auflen oder nach Nahrungsaufnahme bzw. Inhalation von innen auf die Zellen des
Korpers wirken [123]. Abhingig davon, ob die tibertragene Photonenenergie ausreichend ist,
um eine lonisation von Atomen zu bewirken, wird die Photonen- bzw. elektromagnetische
Wellstrahlung in zwei Hauptgruppen unterteilt, die Klasse der nicht-ionisierenden und die der
ionisierenden Strahlung [124]. Die in Hertz (Hz) angegebene Frequenz der elektromag-
netischen Wellen bezeichnet die Anzahl der Schwingungen pro Sekunde. Sie beeinflusst deren
Wellenlinge und Photonenenergie sowie die daraus resultierende Wirkung [124]. Anhand der

Frequenz lassen sich weitere Bereiche und Anwendungsgebiete unterteilen, siche Abb. 1.5.

Die optische Strahlung umfasst sichtbares Licht mit einer Wellenlinge zwischen ca.
400 — 800 nm sowie Infrarotstrahlung und ultraviolette (UV) Strahlung [125]. Sie zihlt
zusammen mit den lingerwelligen, energiedrmeren elektromagnetischen Feldern (EMF) zur
Gruppe der nicht-ionisierenden Strahlung. Letztere lassen sich u.a. wiederum in den
Hochfrequenzbereich (Mikro-, Funkwellen), den Niederfrequenzbereich (Wechselstrom) und

den statischen Bereich (getrenntes magnetisches und elektrisches Feld) unterteilen [124,126].

Ein Teil des UV-Lichts und kurzwelligere elektromagnetische Wellen wie Rontgen- oder
Gammastrahlung werden als ionisierende Strahlung klassifiziert. Sie kénnen aufgrund ihrer
hohen Energie chemische Bindungen direkt beeinflussen und zur Ionisierung und
Radikalbildung beitragen [125]. Im Gegensatz zur Teilchenstrahlung (x-, Neutronen-,
Ionenstrahlung) wirken Rontgen- und Gammastrahlung tUberwiegend (65— 70 %) auf
indirektem Wege. Dabei werden die Schiden nicht im Biomolekdl direkt hervorrufen, sondern
durch lokale Sekundirreaktionen mit Radikalionen verursacht, die zuvor iiber Wasserradiolyse
gebildet wurden [127]. Nicht-ionisierende elektromagnetische Felder kénnen indes im Nieder-
frequenzbereich eine Reizwirkung auf Muskeln- oder Nervenzellen ausiiben oder im
Hochfrequenzbereich durch die Energieabsorption eine Erwirmung z. B. in Gewebe

induzieren.

Im Zuge technischer Entwicklungen, u. a. durch Medizin- oder Nukleartechnik sowie durch
Hochspannungsleitungen oder Rund- und Mobilfunk, steigt die Exposition kiinstlich

erzeugter elektromagnetischer Wellen auf den Menschen stetig an [123,128].
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Abb. 1.5: Schematische Darstellung des elektromagnetischen Spektrums

Die Frequenz der elektromagnetischen Wellen beeinflusst deren Wellenlinge und Photonen-
energie. Je mnach Frequenzbereich der elektromagnetischen Felder (EMF) lassen sich
unterschiedliche Auswirkungen und Anwendungsgebiete unterscheiden. Abhidngig von der
Photonenenergie und der Fihigkeit, Atome direkt ionisieren zu konnen, werden elektro-
magnetische Wellen in nicht-ionisierende und ionisierende Strahlung unterteilt. Details siche
Kapitel 1.5. Abbildung erstellt in Anlehnung an: [124,294,295].

Fir die Diagnostik, zur Vorsorge oder zur Beurteilung des Therapieverlaufs, aber auch zur
intraoperativen Uberwachung sind Bilder vom Inneren des Korpers in der Humanmedizin
unerldsslich. Im letzten Jahrhundert wurde eine Vielzahl unterschiedlicher Bildgebungs-
verfahren etabliert, die mittlerweile routinemifig in der Klinik angewandt werden [129]. Die
zur Bildaufnahme genutzten elektromagnetischen Wellen unterscheiden sich je nach
Verfahren in ihrem Frequenzbereich, wodurch die Darstellung des zu untersuchenden

Objekts, aber auch die Strahlenexposition des Patienten, beeinflusst wird.

Bildgebungsverfahren wie Endoskopie oder Mikroskopie beruhen auf Lichtwellen, wihrend
rontgenografische Techniken, wie die klassische Rontgenprojektion, die Mammographie oder
das Schnittbildverfahren bei der Computertomographie (CT), ionisierende Strahlung
nutzen [129]. Ionisierende Strahlung wird neben den morphologischen Untersuchungs-
methoden auch in funktionellen nuklearmedizinischen Bildgebungstechniken wie der
(SPECT)

Emissions-Tomographie (PET) eingesetzt. Hier werden Stoffwechselpriparate injiziert, die

Szintigraphie, Einzelphotonen-Emissions-Tomographie oder  Positronen-

mit instabilen Radionukliden markiert sind. Ihre Anreicherung sowie ihr zeitlicher

Aktivititsverlauf konnen tGber die emittierten Zerfallsquanten detektiert werden, wodurch
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Riickschliisse auf biochemische Funktionen und Stoffwechselprozesse im Koérper zugelassen
werden kénnen [129]. Im Gegensatz dazu nutzen Methoden wie Infrarot-Thermographie oder
Magnetresonanztomographie (MRT oder Kernspintomographie) nicht-ionisierende
elektromagnetische Felder [130,131]. Die Sonographie verwendet ebenfalls keine ionisierende

Strahlung, sondern basiert auf der Detektion von Ultraschallwellen [130].

1.5.2 Magnetresonanztomographie

Ein bedeutendes nicht-invasives Bildgebungsverfahren in der Routinediagnostik ist die
Magnetresonanztomographie (MRT). Sie ermoglicht morphologische, aber auch funktionelle
und biochemische Untersuchungen von Gewebeeigenschaften [131]. Im Gegensatz zu
rontgenografischen Verfahren wie der Computertomographie werden bei der MRT keine
ionisierenden Strahlenquellen, sondern drei unterschiedliche nicht-ionisierende elektro-
magnetischen Feldern genutzt. Dazu zihlen ein statisches Magnetfeld (Bg) mit 0 Hz, dessen
Magnetfeldstirke in Tesla (T) angegeben wird, Gradientenfelder im kHz-Bereich sowie ein
Hochfrequenzfeld im MHz-Bereich [131,132].

Grundlage der Magnetresonanztomographie ist die Rotation (Spin) gebundener Wasser-
stoffatome, genauer Wasserstoffprotonen, die vorwiegend in Weichteilen und weniger in
Knochen lokalisiert sind [133]. Die Anwendung eines starken statischen Magnetfelds (Bo)
bewirkt eine makroskopische Magnetisierung der Wasserstoffkerne, wodurch sich diese mit
der Rotationsachse entlang des einwirkenden Bo-Felds ausrichten und zur Prizession
(Kreiselbewegung) gebracht werden. Durch Impulse eines senkrecht zum Bo-Feld gerichteten
Hochfrequenzfelds (Bi; Radiofrequenzfeld), mit gleicher Prizessionsfrequenz wie die
magnetisierten Wasserstoffkerne (Resonanzbedingung), werden die Protonen aus der Gleich-
gewichtslage gekippt [130,131]. Nach Abstellen der Hochfrequenzimpulse kehren die
Wasserstoffprotonen in ihren Ausgangszustand zuriick (Relaxation). Die jeweilige
Relaxationszeit ist dabei abhingig von der Molekilstruktur und -umgebung im Gewebe [130].
Die wihrend der Relaxation freiwerdende Energie kann in Form von Hochfrequenz-Signalen
detektiert werden. Eine zusitzliche Uberlagerung mit Gradientenfeldern entlang von zwei
oder drei Raumrichtungen (G, Gy, G,) erméglicht die Ortskodierung. Nach Rekonstruktion
der Signale werden Aufnahmen erzeugt, welche Rickschlisse auf die Lokalisation und die
Konzentration der Protonen im untersuchten Gewebe zulassen [130,131]. Durch besonders
schnelles Schalten der Gradientenfelder beim sogenannten Echo-Planar-Imaging (EPI)

koénnen Bilder bereits in weniger als 100 ms generiert werden [131,133].

In der Klinik werden derzeit insbesondere Hochfeld-MRTs mit Magnetfeldstirken (SMF)
zwischen 1 — 3 T genutzt. Da sich das Signal-Rausch-Verhiltnis nahezu proportional zur SMF

verhilt, wurden zur Verbesserung der Bildqualitit Ultrahochfeldscanner mit SMF von = 7 T
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konstruiert. Diese Systeme diirfen derzeit jedoch nur fiir Forschungszwecke bzw. im Rahmen
klinischer Studien genutzt werden [134]. Aus dem Einsatz von MRT-Systemen mit hoheren
Bo-Feldern und ihrer Kombination mit den entsprechenden Hochfrequenz- und Gradienten-
feldern resultiert, ohne entsprechende Anpassungen, eine erhohte Energietibertragung an das
untersuchte Gewebe. Die tbertragene Energie des Hochfrequenzfeldes wird als spezifische
Absorptionsrate (SAR) angegeben [132,133]. Um Schiaden durch die induzierte Erwirmung

zu vermeiden, gelten international festgelegte SAR-Grenzwerte.

Im Gegensatz zu rontgenografischen Verfahren konnte derzeit kein eindeutiger Zusammen-
hang zwischen einer MRT-Exposition und induzierten DNA-Schiden nachgewiesen werden,
weshalb die MRT derzeit als nicht-genotoxisches Bildgebungsverfahren gilt [131,135]. Sie
wird, wenn moglich, als sicherere Alternative zum CT insbesondere fir Kinder und
Schwangere verwendet und tbernimmt zunehmen ehemalige Applikationen der CT. In den
letzten Jahren wurden jedoch Studien veroffentlicht, die eine Zunahme von DNA-Lisionen
in humanen Lymphozyten auch nach In-vitro- bzw. In-vivo-MRT-Exposition beschrieben
[136—139]. In anderen Studien konnte hingegen keine Induktion von DNA-Schiden nach
MRT-Untersuchung beobachtet werden [140,141].

Das Fehlen eindeutiger Ergebnisse zur Bewertung des genotoxischen Potentials nicht-
ionisierender Strahlung, die stetig steigende Anzahl jihrlich durchgefihrter MRT-
Untersuchungen sowie die Entwicklung immer leistungsfihigerer MRT-Scanner (= 7 T),
brachten neue Sicherheitsbedenken gegentiber dieser Technologie hervor. Internationale
Gremien, wie die Weltgesundheitsorganisation (WHO), das Europdische Parlament oder die
Internationale Kommission zum Schutz vor nicht-ionisierender Strahlung (ICNIRP)
forderten zur Risikobewertung sowie zur Erstellung von neuen Grenzwertempfehlungen und
Normen dringend Studien beziiglich MRT-induzierter biologischer Effekte [132,142,143].
Wihrend bereits einige Studien kurzzeitige biologische Auswirkungen bei Probanden, wie
Ubelkeit, Schwindel oder einen metallischen Geschmack, beschrieben, fehlen aktuell
eindeutige Ergebnisse tiber den Nachweis von genotoxischen Schiden infolge klinischer
Hochfeld-MRT-Untersuchungen [144,145]. Daten von In-vitro- oder In-vivo-Studien iber
DNA-Schiden im Zusammenhang mit der 7 T-Ultrahochfeld-MRT wurden, bis auf die

Ergebnisse dieser Promotionsarbeit, bislang noch nicht veréffentlicht.
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2 Zielstellung der Arbeit

Die mikroskopische Erfassung von yH2AX-Foci nach Immunfluoreszenztirbung gilt derzeit
als das sensitivste Verfahren zum Nachweis von DNA-Doppelstrangbriichen. Gleichwohl
stellt die manuelle Auszidhlung ein sehr zeitintensives und subjektives Verfahren dar. Um fur
potentielle Anwendungen in der Routinediagnostik eine beschleunigte Auswertung und die
notwendige Standardisierung von Immunfluoreszenztests zu ermdglichen, wurde von der
Medipan GmbH die AKLIDES-Plattform entwickelt und fur die automatisierte yYH2AX-
Analyse erweitert. Dieses Gerdtesystem verkniipft in einem sequenziellen Prozess

Bildauftnahme, Bildverarbeitung, Bildanalyse und Ergebnisausgabe.

Ein Ziel der vorliegenden Promotionsarbeit war es, das AKLIDES-System in Bezug auf die
mogliche Nutzung zur vollautomatisierten yH2AX-Analyse zu validieren und dieses
Verfahren mit der manuell durchgefithrten yH2AX-Quantifizierung sowie anderen Nachweis-
methoden zur yH2AX-Bestimmung zu vergleichen. Als Zellsystem dienten dabei
unstimulierte humane mononukleire Zellen des peripheren Blutes und als Modellsubstanz zur

Induktion von DNA-Doppelstrangbriichen wurde das Zytostatikum Etoposid genutzt.

Ein weiteres Ziel der Arbeit bestand darin, potentielle Anwendungen des automatisierten
YH2AX-Immunfluoreszenztests zu priifen. Neben der Genotoxizititsanalyse verschiedener
Klassen immunsuppressiv wirkender Medikamente sollte die Eignung der yH2AX-Analyse als
Chemosensitivitatstest untersucht werden. Hierzu wurde der Einfluss von ABC-Transporter-

Inhibitoren auf die Stirke zytostatikainduzierter DNA-Doppelstrangbriiche analysiert.

Wihrend im Bereich der medizinischen Bildgebung gezeigt werden konnte, dass rontgeno-
grafische Verfahren DNA-Schiden hervorrufen, fehlen bislang eindeutige Studien, die das
genotoxische Potential der Magnetresonanztomographie beschreiben. Daher sollte im
Rahmen einer In-vitro- und einer In-vivo-Studie ein méglicher Zusammenhang zwischen der
Induktion von DNA-Doppelstrangbriichen bzw. yH2AX-Foci in mononukledren Zellen und
der (Ultra-)Hochfeld-MRT-Exposition analysiert werden. Neben der Betrachtung moglicher
transienter Effekte durch dieses diagnostische Bildgebungsverfahren wurde in einer weiteren
Studie zusitzlich mittels YH2AX-Assay und Mikronukleustest die DNA-Integritit von

Probanden untersucht, die einer hdufigen 7 T-MRT-Exposition ausgesetzt waren.
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3 Material und Methoden

3.1 Materialien

3.1.1 Reagenzien und Chemikalien

* Triton X-100

Substanz Hersteller/Vertrieb
* 2-Mercaptoethanol Merck

* Actylamid (29:1; 30 % w/v) AppliChem
* Ammonium Persulfat (APS, 10 %; 0,1g/ml) Roth

* Biocoll Separationsmedium Biochrom

* Bromphenolblau Roth

* Bovines Serumalbumin (BSA, Fraktion V) AppliChem
* Dimethylsulfoxid (DMSO) Roth

¢ DPX Mountant fir Histologie Sigma Life Science
* Eindeckmedium mit DAPI (5 pg/ml) Medipan

* Essigsdure (= 99 %) Roth

* Fotales Kilberserum (FCS) Pan Biotec
* FPormaldehyd-Losung (4,0 %) Fischar

¢ Glycerol Roth

*  Glycin fiir Molekularbiologie AppliChem
* Gurr Puffer Tabletten Gibco

* Heparin (5000 Units/ml) Biochrom

* Kaliumchlorid (KKCI) Roth

*  Magermilchpulver Roth

*  Methanol (= 99 %) Roth

* Natriumazid (NaN3) AppliChem
* Natriumchlorid (NaCl) AppliChem
¢ Natriumdodecylsulfat (Sodiumdodecylsulfat, SDS) ICN Biomedicals
¢ Natriumfluorid (NaF) Sigma

¢ PBS Dulbecco, ohne Ca?*, Mg?* (1x Losung steril) Biochrom

¢ PBS Dulbecco, ohne Ca?*, Mg?" (Pulver) Biochrom

* Penicillin (10.000 pg/ml) + Streptomycin (10.000 pg/ml) Gibco

*  RPMI 1640 Medium (mit 2,0 g/I. NaHCO3, Glutamin) Biochrom

» Sammelgelpuffer (Stacking Gel Buffer) Bio-Rad

¢ TEMED Sigma

* TGS (10-fach konzentriert) Bio-Rad

* Trenngelpuffer (Resolving Gel Buffer) Bio-Rad

e Tris fiir Molekularbiologie AppliChem

Sigma-Aldrich
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3.1.2 Farb- und Detektionsstoffe, Analyse-Kits

Rhodamine-123
Trypanblau (0,4 %)

Substanz Hersteller/Vertrieb
* 3H-Thymidin MP Biomedicals

e CellTiter-Blue Viabilititstest Promega

*+ DAPI Roth

* ECL Western Blotting Substrate Pierce

*  Giemsa Stain KaryoMAX Gibco

* PI/RNase Firbepuffer BP Biosciences

Sigma
Sigma-Aldrich

3.1.3 Antikdrper

Spezifitit Spezies/Klon Hersteller/Vertrieb
* Anti-phospho-Histone Maus (monoklonal) Millipore
H2A.X (Serin-139) Klon: JBW301
* Anti-beta-Actin Maus (monoklonal) Sigma
* Anti-Maus-IgG-Alexa488 Ziege (polyklonal) Life technologies
* Anti-Maus-IgG-HRP Esel (polyklonal) Dianova
*  Maus-IgGi Isotypkontrolle Maus Dako

3.1.4 Pharmakologische Substanzen, Inhibitoren und Mitogene

Substanz

Hersteller/Vertrieb

Anti-TNF-a (Golimumab)

Camptothecin (CPT)
Cytochalasin B
Cyclosporin A (CsA)
Cytarabin (AraC)
Daunorubicin (DNR)
Dexamethason (Dexa)
Etoposid (ETP)

Gadovist® (Gadobutrol, Gd-DO3A-butrol)

Phytohidmagglutinin (PHA)

Rapamycin (Rapa)
TGF-81

MSD Sharp & Dohme
Abcam
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Bayer Healthcare
Gibco
Sigma-Aldrich
R&D Systems

3.1.5 Zellkulturmedien, Puffer und Lésungen

Nihrmedium
Zellkulturmedium
* 500 ml RPMI 1640
* 50 ml FCS (hitzeinaktiviert fiir 30 Minuten bei 56°C)
* 5ml Penicillin (10.000 pg/ml) + Streptomycin (10.000 pg/ml)




KAPITEL 3.1 MATERIAL UND METHODEN

31

Immunzytochemie
Waschpuffer
e Ix PBS (Pulver; 9,55 g/1)
Blockierungspuffer
¢ Ix PBS (Pulver; 9,55 g/1)
« 1% BSA (10 g/])
Durchflusszytometrie
Waschpuffer
o 1Ix PBS (Pulver; 9,55 g/1)
* 0,5% BSA (5 g/1)
Blockierungspuffer
* 1Ix PBS (Pulver; 9,55 g/1)
« 1% BSA (10 /1)

Western-Blot

Probenpuffer (5-fach)

* 25ml Sammelgelpuffer

e 2ml Glycerol

e 2ml 20-prozentiges SDS

* 0,2ml 1-prozentiges Bromphenolblau
* 23ml Aqua dest.

e 1ml 2-Mercaptoethanol

Stock (900 pl)

frisch (100 ul)

Trenngell6sung (12,5 %)

* 6,67 ml Aqua dest.

* 5ml Trenngelpuffer

* 8,34 ml 30-prozentiges Acrylamid
* 66 ul 10-prozentiges APS

e 20l TEMED
Sammelgellésung

* 53ml Aqua dest.

e 25ml Sammelgelpuffer

* 1,5ml 30-prozentiges Acrylamid
e 0,5ml Glycerol

* 30l 10-prozentiges APS
10w TEMED

Laufpuffer

. 1x TGS (Tris-Glycin-SDS)
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Transferpuffer

586¢g Glycin

11,62 ¢ Tris

3,75 ml 20-prozentiges SDS

1600 ml Aqua dest.

400 ml Methanol

Waschpuffer

e Ix Tris-gepufferte Salzlésung (TBS); pH 7,5 (+ HCI) aus 10-fachem TBS-Stock
* 00,56 ¢ Tris

* 17532¢ NaCl 10x TBS-Stock
* 2000 ml Aqua dest.

Blockierungspuffer

* 5% Milchpulver (0,5 g pro 10 ml 1x TBS)

3.1.6 Verbrauchsmaterialien

Material Hersteller/Vertrieb
* 6-Well-Objektriger, silanisiert Medipan
* 12-Well-Objekttriger, silanisiert Medipan
* 12-, 24- bzw. 48-Loch-Zellkulturplatte (Flachboden, steril) Costar
* 96-Loch-Mikrotiterplatte (MTP; Flachboden, steril) TPP
* Deckglischen (24 x 60 mm) Menzel
* Bedruckte Filtermembran A Perkin Elmer
* Filterpapier Munktell
* Heparin-beschichtete Blutabnahmeréhrchen (REF 367870) BD Diagnostics
¢ Lumineszenzfilm: High performance chemiluminescence film GE Healthcare
* Nitrozellulosemembran GE Healthcare
* Objekttriger, unbeschichtet Menzel
* Page Ruler Plus Prestained Protein Ladder, 10 — 250 kDa Thermoscientific
» Szintillator Meltilex A Perkin Elmer
* Zentrifugenréhrchen — 1,5 ml VWR
* Zentrifugenréhrchen — 15 ml und 50 ml Greiner
3.1.7 Gerite und Software
Geriit zur medizinischen Bildgebung oder Gammabestrahlung  Hersteller/Vertrieb
e 1 T-MRT — Philips Panorama Philips Healthcare
* 1,5 T-MRT — Philips Intera Philips Healthcare
* 3 T-MRT - Philips Achieva Philips Healthcare

7 T-MRT — Siemens Magnetom

CT — Toshiba Aquilion Prime
CT — Siemens Somatom Definition AS
Gammabestrahlungsanlage — Biobeam 8000 (*37Cs; 2,8 Gy/min)

Siemens Healthcare
Toshiba Medical Systems
Siemens Medical Systems

Gamma-Service Medical
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Laborgerit/-apparatur Hersteller/Vertrieb
* Blotter Trans-Blot SD Semi Dry Transfer Cell Bio-Rad

* Cell-Harvester Inotech

* Entwicklungsmaschine Cawomat 2000 IR CAWO

* TFirbekiivette Glaswerk Wertheim
* Feinwaage Sartorius

¢ Inkubator Steri-cult 200-Incubator

Forma Scientific

* Plattformschiittler wippend, Duomax 2030 Heidolph

* Protein-Elektrophorese-System Bio-Rad

¢ Stromversorgungsgerit — PowerPac 300 Bio-Rad

* Zentrifuge — Biofuge fresco Heraeus

* Zentrifuge — Centriguge 5415D Eppendorf

¢ Zentrifuge — Multifuge 3 S-R Heraeus

* Zentrifuge — Rotantal TR Hettich
Detektionsgerit + dazugehérige Analysesoftware Hersteller/Vertrieb
* AKLIDES + AKLIDES-Nuk Software Medipan

LED: 1380 nm (DAPI); 12470 nm (yH2AX); 23535 nm; 14635 nm
Filter blau (DAPI):  Ex. BP 387|14 nm; Em. 433|40 nm

Filter griin (yH2AX): Ex. BP 480|32 nm; Em. 53044 nm
Objetiv: Olympus, semi-apochromat LUCPLFLN 60x, NA: 0,7
* Epifluoreszenzmikroskop + Spot Advanced Software
Filter blau (DAPI):  Ex. BP 360|40 nm; Em. 470 |40 nm
Filter griin (yH2AX): Ex. BP 480|40 nm; Em. 527|30 nm
Objetiv: 63x, O, numerische Apparatur (NA): 1,4
* BD FACSCalibur + Cell Quest Pro Software
FL rot, FL2 (PI):  Ex. 488 nm Laser; Filter: BP 585|42 nm
* BD LSRFortessa + BD FACSDiva Software

FL blau (DAPI):  Ex. 405 nm Laser; Filter: BP 450 | 50 nm
FL grin (yH2AX): Ex. 488 nm Laser; Filter: BP 530 | 30 nm

Leica; SPOT Imaging
Solutions

Becton Dickinson

Becton Dickinson

* Coulter Ac'T diff2 Beckman Coulter

» Kodak Image Station 2000R + 1D Image Analysis Software Kodak

* Tecan Reader Safire + Magellan Software Tecan Austria; Magellan
* Wallac MicroBeta TrilLux Scintillation Counter Perkin Elmer
Softwareprogramm Herstellet/Vertrieb

* FlowJo 7.6.4 Treestar

* Flowing Software 2 Perttu Terho

* GraphPad Prism 5.01 Graph Pad Software

* Matlab R2012b MathWorks

e MS Oftice (Word, Excel, Powerpoint) Version 2013 Microsoft
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3.2 Methoden

3.2.1 Aufreinigung von mononukleiren Zellen aus humanem Vollblut

Peripheres Vollblut wurde von gesunden Spenderinnen und Spendern durch Venenpunktion
gewonnen und das entnommene Blut zur Gerinnungshemmung im Verhaltnis 2:1 mit
heparinhaltigem RPMI 1640-Medium (5 U Heparin/ml) versetzt. Die Blutabnahme bei der
MRT-In-vivo-Studie (siche Kapitel 4.7.2) erfolgte mit heparinbeschichteten Blutabnahme-
réhrchen. Das gewonnene Vollblut wurde anschlieBend 1:1 mit PBS (Phosphat-gepufferte
Salzl6sung) verdiinnt. Zur Auftrennung der einzelnen Blutbestandteile erfolgte eine Dichte-
gradientenzentrifugation mittels Biocoll-Polysaccharoselésung (Dichte: 1,077 g/ml; Zentri-
fugation: 30 min bei 1540 rpm (490Xg), 18 °C, Bremse Stufe 2) [87]. Die angereicherten
mononukleiren Zellen (MNZ) im Interphasering wurden abgenommen, zweifach in RPMI
gewaschen (Zentrifugation: 10 min bei 500Xg) und in Zellkulturmedium auf eine Zellzahl von
1-10° Zellen/ml eingestellt. Die MNZ wurden entweder direkt weiterverwendet oder in einer
Zellkulturflasche im Inkubator bei 37°C, 7 % CO, und einer Luftfeuchtigkeit von 93 %

kultiviert.

3.2.2 Behandlung von MNZ mit pharmakologischen Substanzen
Die isolierten MNZ wurden je nach Versuch und benétigter Zellzahl in 48-, 24- bzw. 12-

Loch-Zellkulturplatten ausgesit und die zu untersuchenden pharmakologischen Substanzen
in den angegebenen Konzentrationen in die jeweiligen Vertiefungen (Wells) pipettiert (Kapitel
4.4). Die Behandlung erfolgte bei 37 °C im COy-Inkubator. Als Modellsubstanz fiir
arzneimittelinduzierte DNA-DSB wurde in dieser Arbeit das Zytostatikum Etoposid (ETP)
verwendet. Bei Untersuchungen zum DNA-Reparaturverhalten nach Etoposid-Entfernung
wurden die Zellen nach entsprechender Inkubationszeit entnommen, zentrifugiert (200Xg,
12min) und das Zellpellet in frischem Medium resuspendiert (Kapitel 4.2.2, 4.3, 4.5.2, 4.7.3).
Die anschliefend erneut ausplattierten Proben wurden in den Inkubator gestellt und die

DNA-Reparatur zu den angegebenen Zeitpunkten analysiert.

3.2.3 Exposition von MNZ gegeniiber elektromagnetischer Strahlung

Bestrahlung mononukleirer Zellen mit Gammastrahlen (in vitro)

Die MNZ wurden steril in konische 15 ml- bzw. 50 ml-Zentrifugenréhrchen tberfiihrt, bei
Raumtemperatur in eine Gammabestrahlungsanlage platziert (*’Cs; 2,8 Gy/min) und bei
22 °C mit einer Dosis zwischen 0,2 — 30 Gy bestrahlt. Wihrend des Riicktransports zum
Labor erfolgte die Lagerung der Proben auf Eis. AnschlieBend wurden die Zellen ausplattiert
und im Inkubator bei 37 °C kultiviert. Die Analyse initialer yH2AX-Foci erfolgte 1 h nach
Bestrahlung und die der DNA-Reparaturkinetik im Zeitraum von 1 — 24 h nach Exposition.
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Exposition mononukleirer Zellen gegeniiber Rontgenstrahlung im CT (in vitro)

Bei den in Kapitel 4.7.1 beschriebenen In-vitro-Versuchen wurden die isolierten MNZ in
Zentrifugenrohrchen tberfihrt, diese im CT mittig platziert und ein Spiral-CT durchgefiihrt.
Dabei wurde ein konstantes elektrisches Potential von 120 kV, eine Stromstirke von 200 mA
mit einem Aluminiumfilter von 3 mm (Toshiba CT) bzw. 6,8 mm (Siemens CT) sowie eine
Rotationszeit von 0,5s angewendet. Die Durchfihrung der CT-Scans erfolgte durch
Dr. med. Bjorn Friebe aus der Klinik fiir Radiologie und Nuklearmedizin des Klinikums der
Otto-von-Guericke-Universitit Magdeburg A. 6. R. (OvGU).

Exposition mononukleirer Zellen gegeniiber 7 T-Ultrahochfeld-MRT (in vitro)

Die Exposition der MNZ im 7 T-MRT (Kapitel 4.7.1, 4.7.3) erfolgte jeweils fiir 1 h in einem
Ganzkorper-MR-Scanner mit einem statischen Magnetfeld (Bg) von 7 T, einer maximalen
Gradientenstirke von 70 mT/m und einer maximalen Gradientenanstiegszeit (engl. slew rate)
von 200 mT/m/ms. Bei Messungen, die nicht nur im reinen statischen Magnetfeld, sondern
unter Verwendung der EPI-Sequenz (Echo Planar Imaging) durchgefithrt wurden, erfolgte
die Exposition der Proben in eine 8-Kanal-Kopfspule. Die Parameter waren wie folgt
eingestellt: 7900 ms Repetitionszeit (engl. repetition time, TR), 22 ms Echozeit (engl. echo
time, TE), 80° Pulswinkel (engl. flip angle), 0.8 mm X 0.8mm X 1.5 mm Volumen-
element/VoxelgroBe, 100 Schichten. In allen durchgefithrten 7 T-MRT-Expositionen

befanden sich die Proben im Umkreis von 1 — 7 cm zum Isozentrum.

Um den potentiellen Einfluss der 7 T-MRT auf DNA-Schiden zu maximieren, wurde in der
vorliegenden Arbeit, im Gegensatz zu den In-vivo-Analysen, bei den In-vitro-Unter-
suchungen die EPI-Sequenz so angepasst, dass sie annihrend die maximal zuldssige Stirke an
Radiofrequenz- und Gradient-Pulsen und somit die maximale SAR erreichte. Die eingesetzte
maximale Gradientenstirke betrug 65,43 mT/m, die maximale Gradientenanstiegszeit
186 mT/m/ms und die Auslese (engl. read out)-Gradientenstitke 35,33 mT/m. Die
Durchfthrung der 7 T-MRT-Scans bei den In-vitro-Untersuchungen erfolgte unter Leitung
von Frau Mahsa Fatahi aus der Abteilung fiir Biomedizinische Magnetresonanz des Instituts
fir Experimentelle Physik der OvGU.

Durchfiihrung von CT-Untersuchungen (in vivo)

Bei der in Kapitel 4.7.2 beschriebenen In-vivo-Studie wurde an 10 Patientinnen und Patienten
der Klinik fir Radiologie und Nuklearmedizin der OvGU nach Standardprotokoll eine CT-
Untersuchung durchgeftihrt. Aus medizinischer Indikation wurden fiinf der zehn Patienten
nativ, die anderen finf unter Zugabe von jodhaltigem Kontrastmittel (80—120 ml Imeron 300;
Bracco Imaging) behandelt. In beiden CT-Untergruppen erhielten jeweils zwei Patienten ein
CT des Thorax und drei Patienten ein CT des Abdomens. Die Patientenaufklirungen, Blut-

abnahmen und CT-Untersuchungen erfolgten durch Dr. med. Bjérn Friebe.
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Durchfithrung von MRT-Untersuchungen (in vivo)

Bei der in Kapitel 4.7.2 beschriebenen In-vivo-Studie wurde 30 Patientinnen und Patienten
der Klinik fiir Radiologie und Nuklearmedizin der OvGU nach Standardprotokoll am 1 T-,
1,5 T- und 3 T-MRT untersucht. Aus medizinischer Indikation wurde der einen Hilfte der
Patienten gadoliniumhaltiges Kontrastmittel verabreicht (0,1 mmol/kg Korpergewicht
Gadobutrol, Gadovist”™), die MRT-Scans der anderen Hilfte wurden nativ durchgefiihrt. Die
Bildaufnahmen der Patienten am 7 T-MRT erfolgten im Rahmen einer weiteren klinischen
Studie ohne Gabe von Kontrastmittel. In Tabelle 4.2 sind detaillierte Angaben zur
Energieabsorption bei den jeweiligen MRT-Protokolle aufgefiihrt. Die Patientenaufklirungen,

Blutabnahmen und MRT-Untersuchungen erfolgten durch Dr. med. Bjorn Friebe.

3.2.4 Immunzytochemische Firbung von yH2AX-Foci
Zur zytochemischen yH2AX-Immunfluoreszenzfirbung der MNZ wurde ein Testkit der

Medipan GmbH genutzt und die Firbung entsprechend der Herstellerangaben sowie dem
Protokoll von Redon et al. [91] mit leichten Modifikationen durchgefiihrt. Die MNZ wurden
zum angegebenen Untersuchungszeitpunkt in 1,5 ml-Zentrifugenréhrchen tiberfithrt und mit
200Xg fiir 12 min bei Raumtemperatur zentrifugiert. Nach Abnahme des Uberstands und
Resuspension des Zellpellets in PBS (Zellkonzentration: 2-10° Zellen/ml) wurden 25 ul der
Zellsuspension pro Auftragsfliche auf einen silanisierten Glasobjekttriger transferiert und die
Zellen 10 min sedimentieren gelassen. AnschlieBend erfolgte fiir 15 min eine Fixierung in
Formaldehyd (1 %), bevor die Objekttriger dreimal fiir je 10 min in einer PBS-gefillten
Kivette gewaschen wurden. Um eine intranukledre Firbung zu ermoglichen, wurden die
Lipidmembranen der Zellen mit 0,1 % Triton-X 100, verdiinnt in Blockierungspuffer, fir
5min auf Fis irreversibel permeabilisiert und die Objekttrager anschlieBend dreimal in
Blockierungspuffer gewaschen. Fir die Farbung mit dem yH2AX-Primirantikérper wurden
25 pl einer 1:2000-Verdinnung (0,5 ng/ml) auf jedes Well gegeben und die Proben fiir 1 h bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach dreifachem Waschen in Blockierungspuffer erfolgte die
Firbung mit dem 1:2000-verdinnten (1 pg/ml) Sekundirantikérper, ebenfalls fur 1h
abgedunkelt bei Raumtemperatur. Nach dreimaligem Waschen in PBS fiir jeweils 10 min
wurden die Objekttriger luftblasenfrei mit 7 ul DAPI-haltigem Eindeckmedium und einem

Deckglidschen bedeckt und die Ridnder mit Nagellack versiegelt.

Nach der yH2AX-Firbung erfolgte die mikroskopische Auswertung (siche Kapitel 3.2.5).
Eine vereinfachte Darstellung der Probenaufbereitung ist in Abb. 3.1 A gezeigt.

Bei Kinetikuntersuchungen wurden die Zellen zum angegebenen Zeitpunkt fixiert und danach
die Wells mit PBS beschichtet. Die Objekttriger lagerten bei 4 °C im Kihlschrank, bis nach
maximal 24 h die letzten Proben des Versuchs aus dem Inkubator entnommen und fixiert

wurden. Dann erfolgte parallel die Permeabilisierung und Farbung aller Proben.
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3.2.5 Analyse von yH2AX-Foci in humanen mononukleiren Zellen

Manuelle Auswertung

Nach der immunzytochemischen yH2AX-Firbung wurden bei der manuellen Auswertung die
Zellen der Objekttriger mithilfe eines aufrechten Epifluoreszenzmikroskops (Leica) und eines
Ol-Objektives mit 63-facher VergroBerung analysiert. Hierzu wurden die DAPI-gefirbten
Nuklei im blauen Fluoreszenzkanal mit einer Extinktion von 360 nm angeregt, die Zellkerne
fokussiert und anhand ihrer Morphologie 100 runde, aufeinanderfolgende Nuklei ausgewahlt.
Diese wurden in ihrer gesamten Tiefe, d. h. entlang der Z-Ebenen, im grinen Fluoreszenz-
kanal mit einer Anregungswellenlinge von 480 nm untersucht und die Anzahl der yH2AX-

Foci erfasst. Zur Bildaufnahme wurde die Software Spot Advanced genutzt.

Neben der direkten Quantifizierung der DSB durch das Okular am Mikroskop wurden auch
aufgenommene Bilder hinsichtlich ithrer Anzahl an yYH2AX-Foci ausgewertet. Dazu wurden
die am AKLIDES-System generierten Z-Stapel-Bilder, welche die Aufnahmeserie aller Z-
Ebenen einer XY-Position vereinen, verwendet. Die analysierten Zellen wurden anhand ihrer
Morphologie in der DAPI-Aufnahme ausgewidhlt und stark verinderte Zellen sowie

Monozyten und Granulozyten anhand ihrer Gro3e aus der Auswertung ausgeschlossen.

Automatisierte Auswertung

Fir die automatisierte YH2AX-Analyse der Objekttrager wurde die digitale Mikroskopie-
plattform AKLIDES der Medipan GmbH genutzt. Das Geritesystem basiert auf einem
motorisierten inversen Epifluoreszenzmikroskop (Olympus IX81, Olympus) mit einem
Objektiv mit 60-facher VergroBlerung. Zusammen mit anderen Hardwaremodulen, wie einer
400 nm und einer 490 nm lichtemittierenden Diode (LED; pE-2, CoolLED), Multibandfiltern
(DA/FI-A, Semrock), einer ladungstrigergekoppelten (engl. charge-coupled device, CCD)
Graustufenkamera (DX4, Kappa optronics) sowie einem motorisierten Probentisch, wurde

das Mikroskop vollstindig Gber einen angeschlossenen Computer gesteuert (Abb. 3.1 B).

Die automatisierte Untersuchung der Bilder am AKLIDES-System umfasste einen sequen-
ziellen Prozess aus Bildaufnahme, Bildverarbeitung und Bildanalyse. Nach Probenzuordnung
und Messbeginn wurden die einzelnen Auftragsstellen der Objekttriger anhand ihrer XY-
Position lokalisiert und angesteuert. Mikroskopiebilder wurden in zwei unterschiedlichen
Fluoreszenzkanilen (FL) erzeugt. Zuerst erfolgte die Aufnahme der Zellnuklei mit einem 60x-
Objektiv im blauen DAPI-Kanal. Hierbei erméglichte eine Autofokussierung, basierend auf
Texturanalyseverfahren nach Haralick, die exakte Detektion der Fokusebene der
Zellkerne [146].

Nach der Aufnahme des 2-dimensionalen DAPI-Bildes erfolgte die Analyse derselben

Position im grinen yH2AX-Kanal. Hierzu wurden finf Aufnahmen in unterschiedlichen
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Z-Ebenen generiert, d. h. in der urspriinglichen Fokusebene sowie 1 und 2 um ober- und
unterhalb dieser Z-Position. Alle Bilder wurden verlustfrei im TIF-Format gespeichert und

anschlieBend mithilfe verschiedener Bildanalysealgorithmen untersucht.

Zur Identifizierung der Zellkerne auf den DAPI-Aufnahmen wurde diese uber
Segmentierungs- und Schwellenwertverfahren in ein Bindrbild umgewandelt und nach
Wasserscheidentransformation daraus Objekte mit zuvor definierten Eigenschaften selektiert.
Dabei wurden nur Objekte ausgewahlt, die einen Durchmesser von 4 — 10 um besal3en,
entsprechend der Grofle von unstimulierten MNZ. Dartiber hinaus wurden weitere
Formfaktoren beriicksichtigt. Um nur kreisférmige, nicht aber elliptische Objekte in die
Analyse zu integrieren, wurde das Verhaltnis zwischen dem maximalen und dem minimalen
Radius des Objektes fir Lymphozyten empirisch auf < 1,3 festgelegt. Die definierte
Konvexitat lag im Intervall von 0,9 — 1, wobei 1 einen perfekten Kreis symbolisiert und der
Wert mit zunehmenden Ausstiilpungen oder Vertiefungen an der Peripherie des Objektes
sinkt. Anhand dieser morphologischen Parameter konnten Lymphozyten von Monozyten,
Granulozyten sowie von Zellaggregaten, stark beschidigten Zellen oder anderen Artefakten

unterschieden werden.

Von den im DAPI-Bild ausgewihlten Objekten erfolgte anschlieBend die Analyse der
YH2AX-Aufnahmen. Fur jede Zelle wurde die Hintergrundintensitit in den einzelnen Z-
Ebenen ermittelt. AnschlieSend erfolgte in der zusammengefigten Z-Stapelaufnahme durch
Lokalisation von Helligkeitsmaxima, kombiniert mit Bereichserweiterungsalgorithmen (engl.

region growing), d. h. durch Verschmelzung benachbarter, dhnlicher Pixel, die Foci-Detektion

(Abb. 3.1 C).

Wurde der yH2AX-Schwellenwert in mehr als 70 % der Pixel einer aufgenommenen Zelle
Uberschritten, entsprach dies einer pan-nukleiren Firbung. Diese Zelle wurde separat erfasst,
nicht aber weiter in die yH2AX-Analyse integriert. Proben, bei denen mehr als 5 % der Zellen
eine pan-nukledre Firbung aufwiesen, wurden in dieser Arbeit von der Focus-Quantifizierung

ausgeschlossen.

Mithilfe der automatisierten YH2AX-Analyse konnten neben der mittleren Anzahl an yH2AX-
Foci/Zelle zusitzliche Parameter, wie die mittlere integrale yH2AX-Intensitit der Zelle (MFT),
die mittlere Focus-Grofle oder der Anteil yH2AX-positiver Zellen einer Probe, ermittelt
werden. Neben der Ausgabe der tabellarischen Ergebnisdatei im CSV-Dateiformat (engl.
comma-separated values), welche die berechneten Mittelwerte aus allen Zellen der jeweiligen
analysierten Wells enthielt, wurden die Bilder und eine Rohdatendatei fiir jede Probe
gespeichert. Letztere enthielt die Einzelergebnisse der jeweiligen Zellen einer Probe. Anhand
dieser Angaben konnten eine Klassifizierung der Zellen beziiglich der jeweiligen Focus-

Anzahl vorgenommen und die prozentuale Foci-Verteilung bestimmt werden.
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Abb. 3.1: Prinzip der automatisierten yH2AX-Auswertung

A) Aus heparinisiertem, humanem Vollblut erfolgte mittels Dichtegradientenzentrifugation die
Separation der mononukledren Zellen (MNZ). Fir In-vitro-Experimente wurden die MNZ vor
der intranukledren yH2AX-Immunfluoreszenzfirbung entsprechend der Versuchsbedingungen
behandelt und die MNZ bei In-vivo-Analysen direkt nach der Separation gefirbt. Zur Detektion
der Zellkerne war der DNA-interkalierende Fluoreszenzfarbstoff DAPI im Eindeckmedium
enthalten. B) Fir die automatisierte YH2AX-Analyse wurden die gefirbten Objekttriger in das
Aklides-System eingesetzt. Dieses basiert auf einem motorisierten inversen Epifluoreszenz-
mikroskop, welches mit einer CCD-Kamera und einem Computer verbunden ist. Die Plattform
wird von verschiedenen Softwaremodulen gesteuert, die eine automatisierte Bildaufnahme,
Bildverarbeitung und Bildanalyse erméglichen. C) Durch dynamische Autofokussierung wurden
die DAPI-markierten Nuklei im ersten Fluoreszenzkanal (FL-1, blau) identifiziert und anhand
morphologischer Merkmale selektiert. Nach Wechsel in den zweiten Fluoreszenzkanal (FL-2,
griin) erfolgten die Autnahme und Analyse der yH2AX-Foci entlang der Z-Achse in 5-Fokus-
ebenen. In der anschlieBenden Bildanalyse wurden die einzelnen Foci der Zellen mithilfe von
Intensititsmaxima und Bereichserweiterungsalgorithmen detektiert. Die ethobenen Daten (u. a.
Foci/Zelle, yH2AX-Intensitit/ Zelle) wurden zum einen fur die einzelnen analysierten Zellen einer
Probe in eine Rohdatendatel und zum anderen gemittelt tber alle Zellen einer Probe als
Ergebnissdatei tabellarisch im CSV-Dateiformat (engl. comma-separated values) gespeichert.
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3.2.6 Durchflusszytometrische yH2AX-Detektion

Die yH2AX-Immunfluoreszenzfirbung fiir durchflusszytometrische Messungen wurde von
je 1110° MNZ pro Probe in Rundbodenréhrchen analog zur Objekttrigerfirbung durch-
gefithrt. In Anlehnung an das Protokoll von Redon et al. [91] erfolgte nach der 10-mintitigen
Fixierung der Zellen in 1-prozentigem Formaldehyd eine weitere Fixierung in 70-prozentigem
Ethanol fiir 20 min bei Raumtemperatur bzw. bei Proben aus Kinetikversuchen, die erst am
Folgetag gefirbt wurden, bei 4 °C tiber Nacht. Nach Abschluss der Fixierung und zweifachem
Waschen in Waschpuffer (Zentrifugation: je 10 min bei 1500 rpm (485Xg)) wurden die MNZ
fir 5min auf Eis mit 0,1-prozentigem Triton X-100, verdinnt in Blockierungspuffer,
permeabilisiert und erneut zweimal in Blockierungspuffer gewaschen. Anschlieend erfolgte
fir eine Inkubationszeit von 1 h bei Raumtemperatur die Zugabe des 1:2000-verdinnten
(0,5 pg/ml) yH2AX-Primirantikorpers bzw. einer entsprechenden IgG-Isotypkontrolle. Nach
einem zweifachen Waschschritt in Blockierungspuffer wurden der Sekundirantikérper
hinzupipettiert und die Proben fiir 1 h abgedunkelt bei Raumtemperatur inkubiert. Um das
Fluoreszenzsignal zu verstirken, wurde fiir die Durchflusszytometrie der Sekundarantikérper
mit einer Verdinnung von 1:500 eingesetzt (4 ug/ml). Nach dreifachem Waschen mit

Waschpuffer wurden die Proben bis zur Messung abgedunkelt auf Eis aufbewahrt.

MNZ wurden anhand ihre GroB3e und Granularitit mittels Vorwirtsstreulicht (engl. forward
scatter, FSC) und Seitwirtsstreulicht (engl. side scatter, SSC) am BD LSRFortessa cell analyzer
identifiziert (Abb. 3.2). Der Median der ermittelten Fluoreszenzintensitit (MFI) dieser MNZ-
Population im griinen Fluoreszenzkanal wurde als Signal fiir die yH2AX-Intensidt gewertet
und mindestens 20.000 MNZ pro Probe analysiert. Die Auswertung der Daten erfolgte
mithilfe der FlowJo analyzing Software sowie mit dem quelloffenen Softwareprogramm
Flowing Software. Um Schwankungen zwischen den Firbungen an verschiedenen Tagen und
zwischen Zellen von unterschiedlichen Spender auszugleichen, erfolgte eine Subtraktion der
Hintergrundfluoreszenz von den Messproben, welche fir jeden Spender separat tiber die

mitgefiihrte IgG-Isotypkontrolle bestimmt wurde.
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Abb. 3.2: Durchflusszytometrische Bestimmung der yH2AX-Intensitait

A) Zweidimensionale Dichteverteilung (Density-Plot) eines reprisentativen Beispiels fiir die
Detektion der MNZ-Population anhand der FSC- und SSC-Signale. B) Dichteverteilung (links)
und Histogramm (rechts) der selektierten MNZ-Population in Abhidnigkeit von der yH2AX-
Intensitit im grinen Fluoreszenzkanal. Dargestellt sind je ein reprisentatives Beispiel einer
unbehandelten (oben) und einer fiir 1 h mit 100 uM ETP behandelten Probe (unten).

3.2.7 SDS-PAGE und Western-Blot-basierte YH2AX-Detektion
Die yH2AX-Quantifizierung von Zelllysaten erfolgte per SDS-PAGE und anschlieBendem

Western-Blot in Anlehnung an das Protokoll von Redon etal. [91]. Nach der In-vitro-
Behandlung wurden 1:10° MNZ in ein 1,5 ml-Zentrifugentohrchen tiberfiihrt und bei 2000Xg
fir 5 min und 4 °C abzentrifugiert. AnschlieBend wurde der Uberstand verworfen, die Zellen
in 800 pl eiskaltem PBS mit 10 mM NaF resuspendiert und die Probe erneut zentrifugiert.
Danach wurde das Zellpellet direkt in 60 pl heilem (95 °C) 1x-reduzierendem SDS-Proben-
puffer lysiert und fiir 5 min bei 95 °C gekocht. Nach anschlieBendem Herunterkithlen der
Proben auf Eis wurden sie bei -20 °C im Tiefkihlschrank aufbewahrt.

Am Tag der Gelelektrophorese wurden die Proben erneut fir 5 min auf 95 °C erhitzt und
anschlieBend auf Eis abgekihlt. Parallel wurde ein 12,5 % SDS-Polyacrylamidgel in eine
vertikale Elektrophoresekammer gespannt und der Tank mit Laufpuffer gefillt. In die erste
Tasche des Gels wurde ein Standard aus Proteinen mit definiertem Molekulargewicht
aufgetragen und die restlichen Taschen wurden mit je 20 ul Lysat beladen. Die Gelelektro-
phorese erfolgte bei einer elektrischen Spannung von 150 V' (konstant), bis nach ca. 1 h die
bromphenolblaue Lauffront das untere Ende des Gels nahezu erreicht hatte. Im zweiten
Schritt erfolgte der Transfer der im Gel nach Groéfe aufgetrennten Proteine auf eine

Nitrozellulosemembran. Hierzu wurde diese in doppelt destilliertem Wasser und das Gel
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sowie sechs Stiick Filterpapier in Transferpuffer equilibriert. Auf die Anode der Semi-dry
Blotting-Apparatur wurden anschlieBend drei Stiick Filterpapier, die Nitrozellulose Membran,
das Gel und erneut drei Stiick Filterpapier luftblasenfrei tibereinandergelegt und das System
durch Platzieren der Kathodenplatte verschlossen. Der Proteintransfer erfolgte fiir 60 min bei

einer Stromstirke von 0,14 A pro Gel.

Nach Ende des Transfers wurde die Membran mit der dem Gel zugewandten Seite nach oben
in eine Inkubationsschale gegeben und fir 30 min in Blockierungspuffer auf einem Wipp-
schiittler bei Raumtemperatur inkubiert. Die Bindung des yH2AX-Primarantikorpers (1:2000
verdinnt bzw. 0,5 pg/ml in 3 % BSA und 0,01 % Natriumazid) erfolgte anschlieend tber
Nacht bei 4 °C. Nach dreimaligem Waschen der Membran in Waschpuffer wurde diese mit
1:10.000 verdiinntem HRP (engl. horseradish peroxidase)-gekoppelten anti-Maus-Sekundir-
antikorper bei Raumtemperatur fiir 1 h inkubiert und erneut gewaschen. Zur Proteindetektion
wurde die Membran mit lumineszierendem (engl. enhanced chemiluminescence, ECL)
Western-Blot-Substrat benetzt. In der Dunkelkammer erfolgten anschlieffend die Belichtung
sowie die Entwicklung des Lumineszenzfilms. Nach erneutem Waschen wurde analog die

Farbung und Detektion von $-Aktin durchgefiihrt.

Zur Quantifizierung wurden die Filme eingescannt und die Intensitit der Banden mittels
Kodak-Image-Station bestimmt. Die jeweilige Intensitit der yH2AX-Bande wurde anhand der

dazugehorigen Intensitit der 3-Aktin-Ladekontrolle normalisiert.

3.2.8 Zellviabilititsbestimmung mittels Propidiumiodid-Firbung

Propidiumiodid (PI) ist ein Fluoreszenzfarbstoff, der zwischen die Basenpaare der DNA und
RNA interkaliert. Zur Optimierung des DNA-Profils wurde Letztere durch den Zusatz von
Ribonukleasen im PI/RNase-Firbepuffer verdaut. Neben Messungen des DNA-Gehalts
dient diese Methode auch zur Unterscheidung zwischen lebenden und toten Zellen, da der
Farbstoff nicht die intakte Zellmembran vitaler Zellen, jedoch die perforierte Membran toter
Zellen durchdringt [87]. Fiir die Zellviabilititsbestimmung wurden 0,5:10° MNZ pro Probe 10
Minuten bei 500X g in einem Rundbodenréhrchen zentrifugiert, der Uberstand verworfen und
das Zellpellet in 250 ul PI/RNase-Puffer resuspendiert. Nach einer Inkubationszeit von
15 min, abgedunkelt bei Raumtemperatur, erfolgte die durchflusszytometrische Analyse der
Zellen am BD FACSCalibur. Hierzu wurden die MNZ anhand der FCS- und SSC-Signale
detektiert und daraus Gber den zweiten Fluoreszenzkanal (FL2) das Verhiltnis zwischen den
toten, PI-positiven (Quadrant Q1) Zellen und den lebenden, PI-negativen Zellen (Quadrant
Q4) ermittelt (Abb. 3.3).



KAPITEL 3.2 MATERIAL UND METHODEN 43

Q2

1K - =i 2 S
1 ' 0,00%

800 —

600 —

FL-2: Propidiumiodid

400 —

200 —

Q3
0,00%
T

4
0 103 10

FL-1: Annexin V

Abb. 3.3: Durchflusszytometrische Zellviabilititsbestimmung nach PI-Firbung

A) Zweidimensionale Dichteverteilung (Density-Plot) eines reprisentativen Beispiels (10 uM ETP,
72h) fir die Detektion der MNZ-Population anhand der FSC- und SSC-Signale sowic B)
Quantifizierung der Pl-positiven Zellpopulation (tot) in Quadrant 1 (Q1) und der Pl-negativen
Population (lebend) in Quadrant 4 (Q4).

3.2.9 CellTiter-Blue® Viabilititstest

Die Zellviabilitit von unstimulierten MNZ wurde zudem mithilfe des CellTiter-Blue-
Viabilititstests entsprechend der Herstellerangaben bestimmt. Hierzu wurden jeweils 100 ul
der behandelten Zellen mit einer Konzentration von 0,5:10° Zellen/ml als Triplikate in eine
96-Loch-Platte pipettiert. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden 20 pl des blauen
Redoxfarbstoffes Resazurin den Proben hinzugefiigt und nach einer weiteren Inkubationszeit
von 2 h das Fluoreszenzsignal des zu Resorufin reduzierten Indikators am Tecan-Reader
gemessen (Absorption: 560 nm, Emission: 590 nm). Nach Subtraktion der Hintergrund-
fluoreszenz des Mediums wurden die Messergebnisse auf den Referenzwert der

unbehandelten Zellen (100 %) normiert.

3.2.10 [’H]-Thymidin-Zellproliferationstest

Zur Untersuchung der DNA-Synthese wurden in 100 ul (1:10° MNZ) je als Quadruplikate in
96-Loch-Platten pipettiert und anschlieBend fir 72 h bzw. 84 h mit 2 pg/ml PHA aktviert.
Danach erfolgte eine Pulsmarkierung der DNA-synthetisierenden Zellen (S-Phase) mit dem
radioaktivmarkierten Nukleosid [’H]-Thymidin (dT) [147]. Hierzu wurden 20 ul ['H]-
Thymidin (0,2 uCi) pro Kavitit hinzupipettiert, welches wihrend der anschlieBenden
Inkubationszeit von 6 h bei 37 °C von Zellen kompetitiv zum zelleigenen Nukleosid in die
DNA eingebaut wurde. Nach Einfrieren und Auftauen der Platten wurden die DNA-

Fragmente mithilfe eines Cell-Harvesters auf eine bedruckte Glasfaserfiltermembran
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Uberfiihrt und getrocknet. AnschlieSend erfolgte in einer Mikrowelle die Beschichtung der
Filtermembran mit entsprechendem Szintillatorwachs (Meltilex A fiir Microbeta). Nach
erneutem Trocknen wurde die Membran im Wallac MicroBeta Trillux Scintillation Counter
analysiert und der radioaktive Zerfall pro Minute (engl. counts per minute, cpm) als Mal3 fir

das eingebaute [’H]-Thymidin und die Zellproliferation ermittelt.

3.2.11 Mikronukleus-Test

Fir die Analyse von Mikronuklei (Kapitel 4.7.3) wurden nach Abschluss der In-vitro-
Exposition pro Probe 4:10° MNZ in 2 ml Medium steril in Zellkulturplatten tiberfiihrt und
mit 2 pg/ml PHA stimuliert. Nach 44-stiindiger Inkubation bei 37 °C erfolgte zur Zytokinese-
hemmung die Zugaben von 4 pug/ml Cytochalasin B pro Probe und eine weitere Inkubation
fir 28 h [60]. Danach wurden die Zellen in 15 ml-Zentrifugenréhrchen tberfihrt und 10 min
bei 500Xg zentrifugiert. AnschlieBend wurden die Zellen fir 3 min in 100 mM KCI
resuspendiert, abzentrifugiert (10 min bei 100Xg) und vorsichtig Tropfen fir Tropfen in
eiskalter Fixierlosung (Methanol : Essigsdure, 1:5) aufgenommen. Das Waschen der Zellen
und die erneute Zugabe von 10 ml Fixierl6sung erfolgten jeweils dreimal. Nach dem letzten
Waschschritt wurden die MNZ, je nach PelletgroBe, in 150 — 250 pul Fixierlosung
aufgenommen und je drei Tropfen (10 ul) auf einen sauberen Glasobjekttriger pipettiert.
Nach dem Trocknen wurden die Objekttriger in 5-prozentiger Giemsalosung fiir je 5 min
gefirbt, Gber Nacht getrocknet, am Folgetag mit DPX-Mount und einem Deckglaschen
eingedeckt und bis zum Aushirten unter der Sterilbank gelagert. Nach Fertigstellung aller
Dauerpriparate wurden diese als Duplikate kodiert nach San Antonio (USA) ins Institut fir
Radiologie der Universitit Texas geschickt, wo sie verblindet von Frau Dr. Vijayalaxmia am
Lichtmikroskop (Carl Zeiss Microlmaging GmbH) bei 1000-facher VergroBerung aus-
gewertet wurden. Die Quantifizierung der Mikronuklei erfolgt pro Probe in 2000 binukledren
Zellen (1000 Zellen pro Duplikat). Zur Bestimmung des Verhiltnisses an mono-(N1), bi-(IN2)
und multinukledren (N3) Zellen wurden ebenfalls 2000 Zellen pro Probe erfasst und anhand
der Daten der Proliferationsindex ((1'N1 + 2-N2 + 3-N3)/2000) berechnet.

3.2.12 Effluxaktivititsanalyse des ABC-Transporters P-Glykoprotein

Zur intrazelluliren Aufnahme des fluoreszierenden P-Glykoproteinsubstrats Rhodamin-123
wurde dieses in einer Endkonzentration von 500 ng/ml der Zellsuspension zugefiigt
(14-10° MNZ in 14 ml pro Probe). Nach einer Inkubationszeit von 1 h abgedunkelt bei 37 °C
wurde das extrazellulire Rhodamin durch 10-minttige Zentrifugation bei 4 °C und 500xg
entfernt und das Zellpellet in frischem Nihrmedium resuspendiert. AnschlieBend wurden
1-10° MNZ zur Bestimmung des Initialwerts (t)) sofort entnommen und die restlichen Zellen

in drei Gruppen zu je 410° MNZ aufgeteilt. Eine der Proben blieb unbehandelt, wohingegen
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zu den anderen beiden Proben entweder 10 uM Cyclosporin A bzw. 10 uM Rapamycin
hinzugefiigt wurden. Nach einer Inkubationszeit von 30, 60 und 120 min wurden je 1-10°
MNZ pro Probe entnommen. Nach der jeweiligen Entnahme erfolgten zwei Waschschritte
bei 4 °C mit eiskaltem PBS mit 0,5 % BSA und die Aufbewahrung der Proben abgedunkelt
auf Fis. Am Ende des Experiments wurde die 10 Proben durchflusszytometrisch, analog zur
yH2AX-Detektion, analysiert und die intrazellulire Rhodamin-123-Konzentration der MNZ-
Population iiber ihre Intensitit im griinen Fluoreszenzkanal ermittelt. Die Rhodamin-123-

MFI wurden anschlieBend auf den Ausgangswert (to = 100 %) normiert.

3.2.13 Statistische Analysen

Die erhobenen Messdaten wurden mit MS Excel ausgewertet sowie mit Graph Pad Prism
graphisch dargestellt und statistisch analysiert. Zur Signifikanziiberprifung wurde je nach
Experiment der daflir geeignete statistische Test verwendet. Bei Analysen zwischen zwei
Gruppen wurde der Mittelwertunterschied mithilfe des t-Tests untersucht. Beim Mittelwert-
vergleich von mehr als zwei Teilgruppen wurde eine einfaktorielle Varianzanalyse (engl. one-
way ANOVA (analysis of variance)) als statistisches Verfahren genutzt. Bei den durch-
gefithrten Experimenten handelte es sich meist nicht um unabhingige Teilgruppen, da die
Zellen eines Spenders unterschiedlichen Behandlungen unterzogen bzw. zu unterschiedlichen
Zeitpunkten analysiert worden sind. Daher erfolgte eine angepasste Varianzanalyse fur
Messwertwiederholungen (engl. repeated measures ANOVA). Das festgelegte Konfidenz-
intervall lag bei 95 % (o = 0,05). Dartiber hinaus erfolgte anschlieBend die Durchfithrung
eines Post-hoc-Tests nach Dunnett, um zu ermitteln, ob die verschiedenen Behandlungs-
bedingungen signifikante Unterschiede im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe
hervorriefen. Im Text sowie in den Abbildungen sind die Ergebnisse als
Mittelwert (MW) * Standardfehler (engl. standard error of the mean, SEM) angegeben.
Signifikanzen sind in den Darstellungen wie folgt gekennzeichnet: P = 0,001: ***,
P = 0,01: %, P = 0,05: *, P > 0,05: n.s. (nicht signifikant).
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3.3 Ethikvoten und Probanden

3.3.1 Ethikvotum

Bei den durchgefiihrten Studien handelte es sich entweder um In-vitro-Experimente oder um
nicht-interventionelle In-vivo-Studien. Alle Probanden erhielten vor der Blutentnahme eine
schriftliche Probandeninformation und gaben schriftlich ihre Einwilligung zur Teilnahme. Die
Studien wurden durch die Ethikkommission der Otto-von-Guericke-Universitit Magdeburg
genchmigt (RAD244 DSB-MRT; RAD265 DSB-7-Tesla-MRT-Probanden).

3.3.2 Probanden

In-Vitro-Analysen
Fir die reinen In-vitro-Analysen wurden MNZ von gesunden Blutspendern, sowohl Mannern

als auch Frauen, im Alter von 18 — 60 Jahren verwendet.

In-vivo-Studie zur yH2AX-Foci-Induktion nach MRT und CT

In diese prospektive Diagnostikstudie (Kapitel 4.7.2) wurden 53 Patienten aus der Klinik fur
Radiologie und Nuklearmedizin der Universititsklinik Magdeburg A. 6. R. im Alter von
18 — 80 Jahren eingeschlossen, bei denen zuvor keine Leukdmie oder Lymphome diagnosti-
ziert worden waren, die keiner Radio- oder Chemotherapie unterzogen waren und die

innerhalb der letzten drei Tage weder eine Rontgenaufnahme noch Szintigraphie erhielten.

Studie zur Untersuchung der DNA-Integritit in MNNZ von Probanden mit erhéhter

7 T-MRT-Exposition

Fir diese Studie (Kapitel 4.7.3) wurden 11 gesunde Minner im Alter zwischen 29 — 49 Jahren,
die als Probanden oder aus beruflichen Griinden haufig gegentiber MRT-assoziierten elektro-
magnetischen Feldern exponiert waren (EXP), untersucht. Als Kontrollgruppe (KG) dienten
11 gesunde Minner im Alter zwischen 24 — 54, die 1 Jahr vor Studienbeginn keiner MRT-
Exposition ausgesetzt waren. Raucher, sowie Personen, bei denen zuvor eine Leukimie oder
ein Lymphom diagnostiziert worden waren, die einer Radio- oder Chemotherapie unterzogen
wurden oder innerhalb der letzten drei Tage vor Studienbeginn eine Rontgenaufnahme bzw.

Szintigraphie erhielten, wurden nicht in die Untersuchung integriert.
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4 Ergebnisse

4.1 Validierung der automatisierten yH2AX-Focus-
Analyse an MNZ von gesunden Blutspendern

4.1.1 Vergleich zwischen manueller und automatisierter Auswertung des

yH2AX-Immunfluoreszenztests

Zu Beginn dieser Arbeit wurde eine Validierung durchgefiihrt, bei der die Daten aus der
automatisierten Focus-Analyse des AKLIDES-Systems der Medipan GmbH mit Ergebnissen
nach manueller yYH2AX-Foci-Quantifizierung verglichen wurden. Bei der automatisierten
Analyse wurden die Belichtungszeiten fiir den blauen und griinen Fluoreszenzkanal zuvor
definiert und waren fir jede Messung identisch. Aufnahmen desselben Bildausschnitts, zum
einen erstellt am AKLIDES und zum anderen manuell am Mikroskop aufgenommen, zeigten
sehr gute Ubereinstimmungen. Eine reprisentative Beispielaufnahme ist in Abb. 4.1 A
dargestellt. Hierbei handelte es sich jeweils um die tberlagerte Darstellung (Z-Projektion) aus
5 Fokusebenen des yH2AX-Kanals mit einem Abstand (AZ) von je 1 um. Zur besseren
Visualisierung in gedruckter Form wurden die Bilder in Abb. 4.1 B im Vergleich zu Abb. 4.1 A

als invertiertes Graustufenbild dargestellt.

Abb. 4.1 C zeigt die Verteilung der yH2AX-Foci entlang der Z-Achse von einer mit 10 pM
Etoposid (ETP) behandelten Zelle. Die mittlere Fokusebene der Zelle entspricht der Z-
Ebene O (Zo). Je nach Anzahl der weiteren Z-Ebenen und deren Abstand erfolgte die
Aufnahme zusitzlicher Bilder, die mit in die Focus-Analyse integriert worden sind. Um den
Einfluss der Anzahl an Z-Ebenen auf die Menge detektierter yH2AX-Foci zu untersuchen,

wurden in drei unabhingigen Experimenten Zellen fiir 16 Stunden mit 10 pM ETP bzw. ohne
ETP behandelt.

Von jeder Probe wurden 200 Zellen analysiert und urspringlich Aufnahmen von 17 Z-
Ebenen (Zo = 4 um) in einem Abstand von je 0,5 pm (AZ) generiert. AnschlieSend erfolgte
mithilfe der AKLIDES-Software eine erneute Analyse, in die eine verringerte Anzahl an
Bildern (Z-Ebenen) einbezogen wurde. Bei der Auswertung von 9 Ebenen wurde der Abstand
(AZ) von 0,5 auf 1 um verdoppelt und nur jedes zweite Bild in die Analyse integriert. In den
anschlieBenden Durchliufen blieb AZ konstant bei 1 um. Durch Ausschluss der
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Abb. 4.1: Vergleich zwischen manueller und automatisierter yH2AX-Focus-Analyse und
Einfluss der Z-Ebenenanzahl auf die automatisiert quantifizierten yH2AX-Foci

A) Uberlagerte Aufnahme (Z-Projektion) aus 5 Fokusebenen desselben Bildausschnitts, aufge-
nommen im Abstand von je 1 um. Links: Aufnahme generiert wirend der automatisierten Messung
(60x-Objektiv, Luft). Rechts: Aufnahme manuell erstellt am Fluoreszenzmikroskop (63x-Objektiv,
Ol). Die DAPI-gefirbten Zellkerne sind blau, die yH2AX-Foci griin dargestellt. B) Invertiertes
Graustufenbild der Aufnahmen aus (A) zur besseren Visualisierung in gedruckter Form. C) Ein
Beispiel zur Veranschaulichung der yH2AX-Foci-Verteilung entlang der Z-Achse einer fiir 16 h
mit 10 uM ETP behandelten Zelle. Die mittlere Fokusebene entspricht der Z-Ebene 0 (Zo).
Aufnahmen zusitzlicher Z-Ebenen im Abstand von AZ wurden wihrend der automatisierten
Messung gleichmifBig ober- und unterhalb von Zo generiert. Die Linien unterhalb der Bilder
veranschaulichen, welche Aufnahmen in die yH2AX-Analysen bei Verwendung verschiedener Z-
Ebenenanzahlen einbezogen worden sind. D) Einfluss der Z-Ebenenanzahl auf den Wert
detektierter Foci/Zelle (%) fir unbehandelte Zellen (links) und behandelte Zellen (rechts, 10 uM
ETP). E) Proben wurden fiir 16 h mit unterschiedlichen Konzentrationen an ETP (0 —10 uM)
behandelt und die generierten Bilder anschlieBend sowohl manuell, als auch automatisiert
ausgezahlt. Jeder Punkt reprisentiert die quantifizierten yH2AX-Foci einer Probe (n = 20).
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jeweils dulleren Z-Aufnahmen ober- und unterhalb der mittleren Fokusebene wurde die
Anzahl auf 7 (Zo £3um), 5 (Zo * 2 pum), 3 (Zo = 1 um) und 1 Ebene (Z) reduziert. Der
Ablauf hierzu ist in der Legende zu Abb. 4.1 C dargestellt. Wie in Abb. 4.1 D zu sehen, gab
es in der Anzahl detektierter Foci Unterschiede zwischen Analysen, in denen die mittlere
Fokusebene (Zo) allein, und Analysen, in denen mehrere Fokusebenen quantifiziert wurden.
Eine Erweiterung der Fokusebenen auf mehr als 5 Ebenen fiihrte weder bei unbehandelten
noch bei ETP-behandelten Zellen zu Anderungen der detektierten yH2AX-Foci, verursachte
jedoch aufgrund der zusitzlichen Aufnahmen eine Zunahme der Messzeit und des
Datenvolumens. Basierend auf diesen Untersuchungen wurde die Anzahl der analysierten Z-
Ebenen anfangs auf 3 und bei Versuchen in Kapitel (4.2, 4.5 —7) auf 5 Z-Ebenen mit einem
Abstand (AZ) von je 1 um festgelegt.

Aufbauend auf den hier erthobenen Daten von yH2AX-Analysen ETP-behandelter MNZ
erfolgte von der Medipan GmbH die Anpassung weiterer Parameter fiir die automatisierte
yH2AX-Quantifizierung. Diesbeztglich wurden u.a. der Intensititsschwellenwert, der
minimale sowie maximale Focus-Durchmesser oder Grenzwerte fiir die Focus-Konvexitit
definiert. Zur Evaluierung der Software wurden im Rahmen dieser Promotionsarbeit
automatisiert erhobene Daten mit manuell ausgezihlten yH2AX-Foci derselben Proben
verglichen. Die Resultate aus vier unabhingigen Experimenten mit je 5 ETP-Konzentrationen
(0 — 10 uM) zeigten eine gute Ubereinstimmung zwischen der manuell und der automatisiert
bestimmten Anzahl an yH2AX-Foci (Pearson-Korrelationskoeffizient r = 0,9827;
P <0,0001) (Abb. 4.1 E). Ein Vergleich von Proben nach Behandlung mit héheren ETP-
Konzentrationen war jedoch nicht mdéglich, da ab Konzentrationen von 20 uM ETP die
yH2AX-Foci tiberlagert waren und die einzelnen Foci manuell nicht mehr zuverlissig erfasst

werden konnten.

4.1.2 Charakterisierung der automatisierten yH2AX-Analyse nach
dosisabhingiger Induktion von DNA-DSB durch Etoposid

Zur Evaluierung einer dosisabhingigen Induktion von DNA-Doppelstrangbriichen wurden
isolierte MNZ tuber Nacht mit unterschiedlichen Konzentrationen des Zytostatikums
Etoposid behandelt. Hierbei wurde eine 1:2-serielle Verdiinnung von 1,25-20uM
angewendet. Nach anschlieBender yH2AX-Firbung erfolgte die Bestimmung verschiedener
Parameter durch die automatisierte Objekttrigerauswertung. Beispielaufnahmen der Zellen
nach Behandlung mit aufsteigenden ETP-Konzentrationen sind in Abb. 4.2 A abgebildet. Die
Anzahl an yH2AX-Foci und die Fluoreszenzintensitit der einzelnen Zellen einer Probe sind

als Punktwolkendiagramme fur einen reprisentativen Versuch in Abb. 4.2 B dargestellt. Mit
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zunehmender ETP-Konzentration ist eine deutliche Verschiebung der Punktwolke entlang
beider Achsen zu erkennen. Diese YH2AX-Erhohung wird ebenfalls in der Darstellung der
gemittelten Werte aus 9 Experimenten deutlich (Abb. 4.2 C, D). Die Anzahl an yH2AX-Foci
und die mittlere Fluoreszenzintensitit (MFI) der Zellen nahmen von urspriinglich
0,06 £ 0,02 Foci/Zelle bzw. 19,7 £ 4,2 MFI mit steigender ETP-Konzentration zu. Wihrend
die Dosis-Wirkungskurve fir die yH2AX-Intensititsmessung auch bei hohen ETP-
Konzentrationen linear verlief, konnte bei der Quantifizierung der einzelnen yH2AX-Foci mit
steigender ETP-Dosis ein Abflachen der Kurve beobachtet werden (Abb. 4.2 C, ohne

Clusteranalyse).

Um einer Unterbewertung tiberlappender yH2AX-Foci entgegenzuwirken, wurden Foci, die
einen empirisch bestimmten Durchmesser von 1,2 um iiberschritten, als sogenannte Cluster
klassifiziert. Die Anzahl dieser Cluster erhdhte sich ebenfalls mit zunehmender ETP-
Konzentration und stieg von 0,001 + 0,001 Cluster/Zelle bei unbehandelten Proben auf
1,04 £ 0,13 Cluster/Zelle nach 16-stundiger Inkubation mit 20 uM ETP an (Abb. 4.2 E).
Mithilfe einer differenzierten Clusteranalyse, bei der ein einzelner Cluster nicht als Einzelfocus
gewertet wurde, sondern anhand der Gréf3e eine Berechnung der integrierten Foci erfolgte,
konnte eine Optimierung der Focus-Quantifizierung erzielt werden (Abb. 4.2 C, mit
Clusteranalyse). Wahrend die Anwendung der zusitzlichen Clusteranalyse bei Proben mit
geringen ETP-Konzentrationen keinen Einfluss auf die Ergebnisse hatte, zeigte sich bei
Proben, die zuvor mit 20 uM ETP inkubiert wurden, ein signifikanter Anstieg der
quantifizierten Foci von zuvor 3,87 £ 0,10 Foci/Zelle auf 7,44 + 0,49 Foci/Zelle (gepaarter
t-Test, P < 0,0001). Dadurch konnte die Linearitit der Dosis-Wirkungsbeziehung, gemessen
am Bestimmtheitsmal3 der linearen Regression, von R* = 0,964 ohne Clusteranalyse auf

R? = 0,997 mit Clusteranalyse verbessert werden.

Die basale Rate an yH2AX-positiven MNZ variierte zwischen den einzelnen Blutspendern
und betrug im Durchschnitt 4,3 = 1,2 %. Nach ETP-Behandlung konnte bei allen Proben
eine dosisabhingige Zunahme yH2AX-positiver Zellen beobachtet werden. Eine detailliertere
Ubersicht iiber die prozentuale Foci-Verteilung innerhalb der Zellen in Abhingigkeit von der
ETP-Konzentration ist in Abb. 4.2 F gezeigt. Bei einer Konzentration von 20 uM wiesen
nahezu alle Zellen (96,1 + 1,0 %) yH2AX-Foci auf.
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Abb. 4.2: Automatisierte yH2AX-Analyse nach dosisabhingiger Induktion von DNA-DSB
in MNZ durch ETP-Behandlung iiber 16 h

A) Automatisiert aufgenommene Mikroskopiebilder von DAPI-gefirbten Zellkernen (blau) und
yH2AX-Foci (griin) nach 16-stindiger Inkubation mit der jeweils angegebenen Konzentration an
ETP. B) Punktwolkendiagramm eines reprisentativen Beispiels zeigt die Anzahl an yH2AX-Foci
sowie die yH2AX-Intensitdt der einzelnen Zellen (X) einer Probe fiir die angegebenen ETP-
Konzentrationen. C) Die Diagramme zeigen den Mittelwert an YH2AX-Foci/Zelle bestimmt mit
und ohne zusitzliche Clusteranalyse, D) die mittlere Fluoreszenzintensitit (MFI) ohne und mit
(AMFTI) Subtraktion der Hindergrundfluoreszenz, E) die mittlere Anzahl an Clustern/Zelle sowie
F) die mittlere prozentuale Focus-Verteilung aus 9 Versuchen in Abhinigigkeit von der ETP-
Konzentration, dargestellt als MW = SEM.



KAPITEL 4.1 ERGEBNISSE 52

4.1.3 Einfluss der analysierten Zellzahl auf die Messgenauigkeit

Um den Einfluss der Zellzahl auf die Prizision der yH2AX-Quantifizierung zu ermitteln,
wurden MNZ fir 1h mit OpM, 1 uM oder 10 uM ETP inkubiert und fur alle drei
Bedingungen je eine 12-fach-Bestimmung durchgefiihrt. Pro Bedingung wurden von jeder der
12 Auftragsstellen urspriinglich mindestens 1000 Zellen analysiert und anschlieBend die ersten
25, 50, 100, 200, 500 bzw. 1000 Zellen in die Berechnung des yH2AX-Mittelwertes
einbezogen. Die Ergebnisse sind in Abb. 4.3 dargestellt. Die Prizision wurde iber den
Variationskoeffizienten (VK) kalkuliert. Dieser beschreibt die relative Streuung
(Standardabweichung, STD) um den Mittelwert (MW), (VK =STD X 100/MW). Die

einzelnen Daten sind in Tabelle 4.1 aufgelistet.

Fir alle drei Bedingungen zeigte sich eine Verringerung der Streuung bzw. des Variations-
koeffizienten mit zunehmender Anzahl analysierter Zellen. Dartiber hinaus wurde ersichtlich,
dass die Messgenauigkeit nicht nur von der Anzahl der erfassten Zellen, sondern auch von
der Gesamtzahl detektierter Foci abhingig ist. Dies spiegelt sich in den differierenden
Variationskoeffizienten bei gleicher Zellzahl aber unterschiedlicher ETP-Konzentration
wider. Bei Proben, die mit 10 uM ETP behandelt wurden, lag der VK bereits nach
Quantifizierung von 50 Zellen unterhalb von 10 %, hier flossen im Mittel 162 Foci pro Well
in die Berechnung des Mittelwertes ein. Im Vergleich dazu lag der VK nach Auswertung von

50 unbehandelten Zellen und einem Mittelwert von 7 Foci pro Auftragsfliche bei 37 %.
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Abb. 4.3: Einfluss der Anzahl an analysierten Zellen auf die Messgenauigkeit

In einer 12-fach-Bestimmung wurden Zellen fiir 1 h entweder mit 0 uM, 1 uM oder 10 uM ETP
behandelt und nach yH2AX-Firbung jeweils 1000 Zellen pro Auftragsstelle analysiert. Anschlie-
Bend wurden in die Auswertung entweder die ersten 25, 50, 100, 200, 500 oder 1000 analysierten
Zellen der einzelnen Auftragstellen einbezogen (0). Die Kastengrafik (engl. Box-Whisker-Plot)
veranschaulicht die Streuung der 12-fach-Bestimmung. Der Kasten symbolisiert den Bereich des
oberen und unteren Quartils, getrennt durch den Median (—). Die Antennen umfassen den
restlichen Bereich zwischen Minimum und Maximum der Daten. Die graue horizontale Linie im
Hintergrund zeigt fur die jeweilige ETP-Konzentration den Mittelwert aller 12.000 erfassten
Zellen.
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Tabelle 4.1: Einfluss der Anzahl an analysierten Zellen auf die Messgenauigkeit

In einer 12-fach-Bestimmung wurden Zellen entweder mit 0, 1, oder 10 uM ETP fiir 1 h behandelt
und nach yH2AX-Firbung jeweils 1000 Zellen pro Auftragsfliche (Well) analysiert. Anschlieend
wurden fiir die Auswertung entweder die ersten 25, 50, 100, 200, 500 oder 1000 Zellen der jeweiligen
Wells herangezogen. Die folgende Tabelle zeigt fir die jeweilige 12-fach-Bestimmung die
durchschnittliche Anzahl an Foci, die pro Well in die Berechnung eingingen, den Mittelwert (MW)
an Foci/Zelle sowie die berechnete Standardabweichung (STD) und den ermittelten
Variationskoeffizienten (VK.

Zellen/Well 25 50 100 200 500 1000
0 uM ETP
MW Foci/Well 4 7 15 27 60 123
MW Foci/Zelle 0,16 0,14 0,15 0,14 0,12 0,12
STD Foci/ Zelle 0,10 0,05 0,05 0,03 0,03 0,02

VK | 594% | 371% | 338% | 199% | 238% | 132%

1uM ETP
MW Foci/Well 8 18 37 70 178 349
MW Foci/Zelle 0,32 0,36 0,37 0,35 0,36 0,35
STD Foci/Zelle 0,13 0,08 0,07 0,05 0,04 0,02
VK | 407% | 21,6% | 195% | 130% | 10,6% | 6,9%
10 uM ETP
MW Foci/Well 81 162 318 623 1541 3089
MW Foci/Zelle 3,25 3,24 3,18 3,12 3,08 3,00
STD Foci/ Zelle 0,38 0,31 0,26 0,16 0,14 0,11

VK 11,5 % 9,5 % 8,2 % 51% 4,6 % 3,4 %

Basierend auf diesen Ergebnissen wurde, im Vergleich zu den Versuchen in Kapitel 4.1 — 5,
die Anzahl ausgewerteter Zellen von 100 auf 200 Zellen pro Well verdoppelt (Daten in
Kapitel 4.6 — 7). In der durchgefiihrten Untersuchung lag der ermittelte Variationskoeftizient
nach Auswertung von 200 unbehandelten Zellen bei 19,9 % (£ 0,03 Foci). Nach Behandlung
der Zellen mit 10 uM ETP sank der VK auf 5,1 % (£ 0,16 Foci) und lag damit unterhalb von
10 %. In der genutzten Softwareversion konnte keine separate Minimalzahl an zu
detektierenden Foci angegeben werden, sondern nur eine minimale Zellzahl, die fiir alle Wells
identisch war. Da eine Vervielfachung der Zellzahl bei mehr als 200 Zellen nur noch eine
geringfiigige Verbesserung des VK hervortief, jedoch eine Vervielfachung der Analysezeit und
des generierten Datenvolumens verursachte, wurde bisher von der Auswertung von mehr als
200 Zellen pro Well abgesehen.

Die Validierung bestitigte eine gute Korrelation zwischen manueller und automatisierter
Focus-Quantifizierung und die Prizision des Verfahrens und damit dessen Eignung fur die

automatisierte yH2AX-Analyse.
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4.2 Vergleich unterschiedlicher Methoden zur yH2AX-
Detektion und Zytotoxizititsbestimmung

4.2.1 Vergleich der Dosis-Wirkungsbeziehung zwischen Etoposid und
yH2AX in MINZ analysiert mittels automatisierter Mikroskopie,
Durchflusszytometrie und Western-Blot-Verfahren

Die Konzentration phosphorylierter H2AX-Molekiile in einer Probe kann mithilfe
spezifischer Antikorper gegen yH2AX iiber unterschiedliche indirekte Nachweismethoden
analysiert werden. In den folgenden Untersuchungen wurde die Detektion von yH2AX durch
automatisierte Fluoreszenzmikroskopie, Durchflusszytometrie sowie durch SDS-PAGE mit
anschlieBendem Western-Blot verglichen. Um ein grof3es Spektrum an induzierten DNA-DSB
abzudecken, wurden MNZ mit unterschiedlichen Konzentrationen an ETP (0,05 bis 250 uM)
fir 1 h inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Analyse des yH2AX-Niveaus der Proben anhand

der drei genannten Methoden in jeweils fiinf unabhingigen Experimenten.

Bei der Auswertung mittels automatisierter Mikroskopie am AKLIDES-System wurden zum
einen die mittlere Anzahl an yYH2AX-Foci/Zelle und zum anderen die mittlere Fluoreszenz-
intensitdt der MNZ in die Vergleichsanalyse integriert. Reprisentative Mikroskopaufnahmen
sind in Abb. 4.4 A dargestellt. Wie bereits aus diesen Aufnahmen zu erkennen ist, wiesen ab
einer ETP-Konzentration von 50 pM mehr als 10 % der Zellen eine pan-nukleire Firbung
auf. Diese Proben tberschritten den intern festgelegten maximalen Grenzwert von 5 % pan-
gefirbter Nuklei und wurden von der Focus-Quantifizierung ausgeschlossen (Abb. 4.4 B,
gekennzeichnet mit #). Die Dosis-Wirkungskurven beider Parameter sind in Abb. 4.4 B bzw.
Abb. 4.4 C gezeigt.

Die durchflusszytometrisch erfassten yH2AX-Fluoreszenzintensititen (MFI) sind fiir einen
reprasentativen Versuch in Form von Histogrammen in Abb. 4.5 A dargestellt. Im Vergleich
zur Kontrolle konnte in den Histogrammen bei Konzentrationen ab 10 uM eine deutliche

Intensititssteigerung und Verschiebung der Kurve beobachtet werden. Die Dosis-Wirkungs-
kurve der MFI aus 5 Versuchen ist in Abb. 4.5 B abgebildet.

Fir die yH2AX-Analyse mittels Western-Blot wurden fiir die SDS-PAGE die Taschen des
Gels mit Zelllysat beladen, nach der Gelelektrophorese die Proben auf eine Nitrozellulose-
membran geblottet und diese sequentiell mittels YH2AX- und B-Aktin-Antikérpern gefirbt.
Nach Entwicklung der Filme (Abb. 4.5 C) wurden die jeweiligen Intensititen der yH2AX-
und [-Aktin-Banden mithilfe der Kodak-Image-Station ermittelt und die yH2AX-Werte

entsprechend der dazugehérigen 3-Aktin-Konzentration normalisiert.
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Abb. 4.4: Dosis-Wirkungsbeziehung zwischen der ETP-Konzentration und den yH2AX-
Foci bzw. der yH2AX-Intensitit pro Zelle analysiert mittels automatisierter Mikroskopie

A) Mikroskopaufnahmen von DAPI- (blau) und yH2AX-gefirbten (grin) MNZ gesunder
Blutspender 1 h nach In-vitro-Inkubation mit den angegebenen Konzentrationen an ETP. B)
MW + SEM an yH2AX-Foci/Zelle und C) mittlere Fluoreszenzintensitit (MFI) von 5 unab-
hingigen Versuchen in Relation zur ETP-Dosis. Proben, bei denen mehr als 5 % der Zellen eine
pan-nukledre Farbung aufwiesen, lagen oberhalb der Quantifizierungsgrenze fiir die Erfassung der
cinzelnen yH2AX-Foci und sind mit # markiert. Die gestrichelte Linie kennzeichnet die jeweiligen
Mittelwerte der unbehandelten Kontrollproben. Aus der Summe dieses Mittelwerts und dessen
dreifacher Standardabweichung wurde die Nachweisgrenze berechnet, dargestellt als dicke Linie.

Zellen, die mit einer ETP-Konzentration = 100 uM behandelt wurden, wiesen im Western-
Blot bei der herkdmmlichen Chemilumineszenzanalyse Banden auf, die aulerhalb des linearen
Bereichs lagen und daher aus der Quantifizierung ausgeschlossen werden mussten
(Abb. 4.5 D, gekennzeichnet mit #). Die gesamte Dosis-Wirkungskurve aus den gemittelten

Werten 5 unabhingiger Versuche ist in Abb. 4.5 D dargestellt.
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Abb. 4.5: Analyse der Dosis-Wirkungsbeziehung zwischen der ETP-Konzentration und
dem yH2AX-Niveau mittels Durchflusszytometrie und Western-Blot

Nachweis von yH2AX in MNZ gesunder Spender nach einstiindiger Inkubation mit
unterschiedlichen Konzentrationen an ETP. A) Darstellung der am Durchflusszytometer
gemessenen yYH2AX-Fluoreszenzintensititen eines reprisentativen Versuches in Form von
Histogrammen sowie B) die gemittelten Werte (MW = SEM) aus 5 Versuchen. C) Reprisentativer
Western-Blot von Zelllysaten nach yH2AX- und B-Aktin-Firbung. D) Darstellung der
quantifizierten Bandenintensititen von 5 Versuchen (MW * SEM), normalisiert auf den dazu-
gehorigen 3-Aktin-Wert. Die mit # markierten Proben lagen oberhalb der Quantifizierungsgrenze.
Die gestrichelte Linie kennzeichnet die jeweiligen Mittelwerte der unbehandelten Kontrollproben.
Aus der Summe dieses Mittelwerts und dessen dreifacher Standardabweichung wurde die
Nachweisgrenze berechnet, dargestellt als dicke horizontale Linie.
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Abb. 4.6: Vergleich der yH2AX-Analyse mittels Mikroskopie, Durchflusszytometrie und
Western-Blot

Darstellung der relativen yH2AX-Werte (MW * SEM) aus den Diagrammen 4.4 B und C sowie
4.5B und D nach Normierung der Daten beziiglich der jeweiligen unbehandelten Kontrolle
(0 uM ETP = 1), gekennzeichnet als gestrichelte Linie. Werte der mit # markierten Proben lagen
oberhalb der Quantifizierungsgrenze.

Zum besseren Vergleich der Methoden wurden die jeweiligen Nachweisgrenzen (NG)
bestimmt. Diese entsprachen der Summe des Mittelwerts der Negativkontrolle (NK, ETP
0 uM) und dessen dreifacher Standardabweichung (NG = MWk + 3 STDxk) [148]. Durch
Interpolation wurde die entsprechende ETP-Konzentration zur jeweiligen Nachweisgrenze
berechnet. Wihrend bei der yH2AX-Focus-Quantifizierung die Nachweisgrenze bereits ab
einer Konzentration von 0,53 uM ETP erreicht wurde, konnte diese erst ab einer Konzen-
tration von 6,7 uM ETP bei der Intensititsmessung mittels automatisierter Mikroskopie bzw.
ab einer Dosis von 8,7 uM ETP in der Durchflusszytometrie Uberschritten werden. Die
geringste Sensitivitit zeigte die YH2AX-Analyse mittels Western-Blot-Verfahren. Aufgrund
der hohen Standardabweichungen lag die berechnete Nachweisgrenze hier bei einer

Konzentration von 15,5 uM ETP.

Zum weiteren Vergleich wurden zudem die jeweiligen Daten der Methoden beziiglich ihrer
Negativkontrolle normalisiert. Die relativen Werte aller vier Dosis-Wirkungskurven sind in
Abb. 4.6 dargestellt. Analog zu den absoluten Werten ist ersichtlich, dass die mikroskopische
Quantifizierung der yH2AX-Foci die sensitivste Methode darstellt. Die Kurven der drei
verbleibenden Parameter/Verfahren verliefen bis zu einer ETP-Konzentration von rund
2,5uM annihrend identisch und lagen auf Ho6he der Negativkontrolle. Im weiteren
Kurvenverlauf spiegelte dieser die Unterschiede der zuvor bestimmten Nachweisgrenzen der

einzelnen Methoden wider.
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4.2.2 Zytotoxizititsuntersuchung mittels Propidiumiodid-Einbau und
[’H]-Thymidin-Zellproliferationstest nach ETP-Behandlung

Zum Vergleich der Ergebnisse aus den yH2AX-Analysen wurde die Zytotoxizitit von ETP
mithilfe von zwei etablierten Methoden ermittelt. Hierfir wurde in unstimulierten MNZ
gesunder Blutspender zum einen die Zellviabilitit, d. h. die Lebensfihigkeit bzw. der
prozentuale Anteil lebender Zellen, in Abhingigkeit von der ETP-Dosis durch Propidium-
iodid-Firbung bestimmt. Zum anderen erfolgte nach ETP-Behandlung die Analyse des
Proliferationsverhaltens PHA-stimulierter MNZ anhand des [’H]-Thymidin-Einbaus. Im
Gegensatz zur einstiindigen ETP-Inkubation bei den yH2AX-Analysen (siche Kapitel 4.2.1)
lag der Endpunkt der genannten Zytotoxizititsmethoden bei 72 h. Daher wurden zwei
Bedingungen in je 5 Versuchen analysiert. Zum einen wurden die Zellen fur die Gesamtdauer
von 72 h mit den angegebenen Konzentrationen an ETP inkubiert, zum anderen wurde nach
1-stindiger Inkubationszeit das ETP durch zweifaches Waschen entfernt und die Proben
anschlieBend fir 72 h bei 37 °C kultiviert.

An unstimulierten MNZ konnte nach 72-stiindiger Inkubation bei einer ETP-Konzentration
von 10 uM ein signifikanter (P < 0,001) Abfall der Zellviabilitit auf 58,3 & 3,7 % und bei einer
Konzentration von 100 uM ETP auf 21,3 * 2,5 % gemessen werden (Abb. 4.7 A). Der Anteil
lebender Zellen in der unbehandelten Kontrolle lag bei 91,2 * 0,5 % (Abb. 4.7 B). MNZ, bei
denen nach 1-stiindiger Inkubation mit 10 uM ETP das Medium gewechselt wurde, zeigten
keine signifikanten Verinderungen in der Zellviabilitit (89,1 * 1,3 %). Ein signifikanter
Rickgang an lebenden Zellen auf 54,3 + 1,7 % konnte hingegen fur Zellen nach einstindiger
Inkubation mit 100 uM ETP gemessen werden.

Im Vergleich zur Zellviabilitit wurde ein stirkerer Effekt von ETP auf die Proliferation von
PHA-stimulierten MNZ beobachtet. Hier wurde die DNA-Synthese bereits bei einer
Konzentration von 0,1 uM ETP um mehr als 50 % inhibiert und sank von
45.646 £ 6.874 cpm bei unbehandelten Zellen auf 22.054 = 8.782 cpm (Abb. 4.7 C). Mit
steigender ETP-Konzentration konnte eine zunehmende Proliferationshemmung auf
3.773 £ 544 cpm (1 uM), 1.592 * 339 cpm (10 uM) bzw. 214 * 36 cpm (100 uM) gemessen
werden. Wurde das ETP jedoch nach einstiindiger Inkubation ausgewaschen, wiesen, analog
zur Zellviabilititsbestimmung, nur noch die Proben eine signifikante Inhibition der DNA-
Synthese auf, die zuvor fir 1 h mit 100 uM ETP (9.437  2.475 cpm) inkubiert wurden. Nach
Behandlung mit 10 uM ETP sank die Proliferation der anschlieSend stimulierten MNZ nicht
signifikant auf 30.934 + 8.071 cpm ab (Abb. 4.7 D).



KAPITEL 4.2 ERGEBNISSE 59

A Zellviabilitat — 72 h B Zellviabilitat — 72 h
ETP—-72h ETP—- 1h
1004 [ N.S. NS NS, Hkx xokk 1009 [ NS. NS NS, NS, ok
9 SR
b w604
5 2 40-
= =
N S 20
0 I I I I I I
DI D> MO D DI D O D
oY O AN oY O RN
ETP [pM] ETP [uM]
C D
DNA-Synthese — 72 h DNA-Synthese — 72 h
ETP-72h ETP— 1h

60 NS, NS, NS NS, #ksk

L

r N.S. % skkk sokok kokk

e ‘e

(=8 Q.

(] (&)

m m

o o

Ll i

X, >, 407

s | 3

m m

0 0

| |

o o 204

o o

o o

i i | |

r";)E‘ ,,';,'_:' 0 T T T T T T

= DA AN ANSD D - DA N NO O
Q\Q Qv o \9 Q9 QA N \‘Q

ETP [uM] ETP [uM]

Abb. 4.7: Zytotoxizititsanalyse nach 72- bzw. 1-stiindiger ETP-Behandlung

MNZ wurden entweder 72 h mit der angegebenen ETP-Konzentration behandelt (dunkelgraue
Balken, A und C) oder ETP bereits nach 1 h ausgewaschen und die Zellen anschlieend fiir 72 h
in frischem Medium inkubiert (hellgraue Balken, B und D). A) Zellviabilititsanalyse unstimulierter
MNZ mittels Propidiumiodid-Firbung 72h nach permanenter bzw. B) nach einstindiger
Behandlung mit ETP. C) Proliferationsanalyse mittels [3H]-Thymidin-Einbau von PHA-
stimulierten MNZ 72 h nach permanenter bzw. D) nach einstiindiger Inkubation mit der jeweils
angegebenen ETP-Konzentration. Dargestellt sind MW + SEM aus 5 unabhingigen Versuchen
(o P < 0,001; #%: P < 0,01; % P < 0,05; n.s.: P> 0,05).



KAPITEL 4.3 ERGEBNISSE 60

4.3 Analysen zur Kinetik Etoposid-induzierter
yH2AX-Foci und deren Reparaturverlauf

Zur weiteren pharmakodynamischen Charakterisierung der Wirkung von ETP in Zusammen-
hang mit der yH2AX-Induktion wurden in MNZ gesunder Blutspender die Kinetiken der
DSB-Formation sowie das Reparaturverhalten analysiert. Nach Behandlung unstimulierter
MNZ mit 5uM ETP erfolgte die Untersuchung von zwei Testbedingungen. Zum einen
wurden die MNZ iiber einen Zeitraum von 24 h mit ETP inkubiert und wihrenddessen die
Anzahl an yH2AX-Foci sowie der Anteil yH2AX-positiver Zellen zu verschiedenen
Zeitpunkten ermittelt (Abb. 4.8 A, B). Zum anderen wurden die MNZ nach einer
einstiindigen ETP-Inkubation zweimal gewaschen und anschlieSend in ETP-freiem Medium
resuspendiert. Diese Zellen wurden parallel zu den ETP-haltigen Proben inkubiert und die

Anzahl an yH2AX-Foci zu den angegebenen Zeitpunkten bestimmt.

Das Maximum an DSB wurde nach einer ETP-Inkubation im Zeitintervall von 4 h
(3,08 + 0,40 yH2AX-Foci/Zelle) bis 8h (3,13 £ 0,50 Foci/Zelle) gemessen, bevor es,
vermutlich ausgelost durch den Abbau von ETP, zu einer Reduktion der DNA-Schidigung
kam. Zellen, bei denen das ETP nach einstiindiger Inkubationszeit (1,11 + 0,22 Foci/Zelle;
50,5 * 5,6 % yH2AX-positive Zellen) aus dem Medium entfernt wurde, zeigten nach 4 h
einen Ruckgang an DSB (0,32 + 0,13 Foci/Zelle) und an yH2AX-positiven Zellen
(13,8 4,1 %). Nach 24 h glichen die Daten dieser Proben denen von unbehandelten Zellen.
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Abb. 4.8: Kinetikanalysen zur Induktion und Reparatur von yH2AX-Foci nach ETP-
Behandlung

MNZ wurden entweder durchgehend fiir 24 h mit 5 uM ETP (#) behandelt oder das ETP nach
einstiindiger Inkubationszeit entfernt (#) — Waschschritt gekennzeichnet durch vertikale gestrich-
elte Linie. A) Die Anzahl an yH2AX-Foci pro Zelle sowie B) der prozentuale Anteil an yH2AX-
positiven Zellen wurden zu den angegebenen Zeitpunkten ermittelt. Dargestellt sind die
MW £ SEM aus 4 unabhingigen Versuchen.
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4.4 Genotoxizititsanalyse mittels YH2AX-Assay von
unterschiedlichen immunsuppressiven Substanzen

Zur Hemmung der Lymphozytenproliferation und zur Unterdrickung von Immun-
reaktionen, z. B. bei Autoimmunerkrankungen, werden Immunsuppressiva eingesetzt. Diese
lassen sich anhand ihres Wirkmechanismus in unterschiedliche Klassen unterteilen.
Calcineurin-Inhibitoren wie Cyclosporin A (CsA), mTor-Inhibitoren wie Rapamycin (Rapa)
oder Glucocorticoide wie Dexamethason (Dexa) supprimieren u. a. die Produktion von
Zytokinen, die zur Aktivierung und Proliferation von Lymphozyten bendtigt werden.
Immunsuppressive Zytostatika interagieren mit der DNA-Biosynthese [114]. Die
Verabreichung des aktiven immunsuppressiven Zytokins TGF-1 (Transforming Growth
Factor $1) oder die Behandlung mit Antikérpern gegen das proinflammatorische Zytokin

TNF-a (Tumornekrosefaktor-o) fithren ebenfalls zur Inhibition der Immunteaktion.

Im folgenden Versuch sollten immunsuppressiv wirkende Substanzen aus unterschiedlichen
Klassen hinsichtlich ihrer genotoxischen Wirkung und der Induktion von DNA-DSB
untersucht werden. Vor der yH2AX-Analyse wurden unstimulierte MNZ iiber Nacht mit den
pharmakologischen Substanzen behandelt. Neben den Immunsuppressiva Cyclosporin A
(10 uM), Rapamycin (10 pM) und Dexamethason (10 uM) wurden die Zytostatika Etoposid
(10 uM), Camptothecin (CPT, 2,5 uM), Daunorubicin (DNR, 50 nM) und Cytarabin (AraC,
2,5uM) untersucht. Des Weiteren wurde der Einfluss auf die yH2AX-Bildung durch
Inkubation der MNZ mit aktivem TGF-1 (10 ng/ml) bzw. mit einem Antikorper gegen
TNFo (anti-TNFo, Golimumab, 100 pg/ml) analysiert.

Die Immunsuppressiva wurden in einem Konzentrationsbereich angewendet, in dem bereits
bei der DNA-Synthese hemmende Effekte beschrieben wurden [149]. Dartiber hinaus wurden
die Konzentrationen der Zytostatika von anfangs 10 uM soweit reduziert, bis bei der
mikroskopischen Analyse jeweils ein vergleichbares Niveau an yH2AX-Foci induziert wurde.
Ein signifikanter Anstieg (P < 0,001) an yH2AX-Foci/Zelle konnte mittels automatisiertem
yH2AX-Immunfluoreszenztest nur bei der Gruppe der Zytostatika beobachtet werden
(Abb. 4.9 A). Mittels Western-Blot-Analyse wurde ebenfalls eine signifikante Erhéhung des
yH2AX-Niveaus nur nach Zytostatikabehandlung detektiert, jedoch unterschieden sich die
Anstiege beider Methoden (Abb. 4.9 B). Der starke Anstieg der yH2AX-Konzentration im
Western-Blot nach Inkubation der MNZ mit CPT und AraC spiegelte nicht nur die Zahl der
yH2AX-Foci, sondern vor allem die Rate pan-nukleir gefirbter Zellen wider. Reprisentative
Mikroskopaufnahmen sowie der Anteil pan-nukledr gefirbter MNZ nach Zytostatika-
behandlung sind unterhalb der Daten aus der automatisierten yH2AX-Analyse in Abb. 4.9 A

gezeigt.
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Abb. 4.9: yH2AX-Analyse nach Behandlung von MNZ mit Immunsuppressiva
Unstimulierte MNZ wurden tiber Nacht mit Cyclosporin-A (CsA, 10 uM), Rapamycin (Rapa,
10 uM), Dexamethason (Dexa, 10 uM), den Zytostatika Etoposid (ETP, 10 uM), Camptothecin
(CPT, 2,5 uM), Daunorubicin (DNR, 50 nM) und Cytarabin (AraC, 2,5 pM) oder mit aktivem
TGF-81 (10 ng/ml) bzw. mit einem Antikorper gegen TNF-o (anti-TNFe, 100 pg/ml) inkubiert.
A) Oben: yH2AX-Foci/Zelle quantifiziert mithilfe der automatisierten Mikroskopie. Unten:
Reprisentative Beispielaufnahmen nach Zytostatikabehandlung sowie die prozentuale Angabe
pan-nukledr (pan.) gefirbter Zellen/Probe B) Oben: Darstellung des relativen yH2AX-Niveaus
bezogen auf die unbehandelte Kontrolle nach Western-Blot-Analyse. Unten: Reprisentativer
Western-Blot. Diagramme zeigen die MW £ SEM aus 4 unabhingigen Experimenten
(P < 0,001; % P < 0,05; n.s.: P > 0,05).

Wiahrend bei der mikroskopischen Auswertung pan-nukleire Zellen aus der Analyse
ausgeschlossen und separat aufgefithrt wurden, konnte beim Western-Blot-Verfahren keine
Differenzierung getroffen werden. Die Ergebnisse verdeutlichen, dass der Anteil pan-
gefirbter Zellen daher nicht als Artefakt bei der mikroskopischen Auswertung ignoriert
werden darf. Eine genaue Analyse apoptotischer Zellen ist jedoch anhand der pan-nukleir
gefirbten Zellen nicht moglich. Diese kann nur durch Anwendung apoptosespezifischer

Biomarker gewihrleistet werden.

Nach Inkubation mit AraC wiesen 8,5 £ 2,7 % der MNZ einen pan-gefirbten Nukleus auf.
Da die zuvor beschriebene Obergrenze fir die Foci-Quantifizierung von 5 % an pan-nukleir
gefirbten Zellen zu diesem Zeitpunkt noch nicht definiert war, wurden die Proben in diesem

Versuch noch mit in die yH2AX-Foci-Quantifizierung integriert.
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4.5 Untersuchungen zur Eignung des yH2AX-Assays

als Chemosensibilitatstest

4.5.1 Bestimmung der Effluxaktivitit mittels Rhodamin-123

Ein Problem bei der Chemotherapie ist das Auftreten von Zytostatikaresistenzen. Wie viele
andere Arzneistoffe werden auch zahlreiche Chemotherapeutika iitber ABC-Transporter aus
der Zelle transportiert und somit ihre Zytotoxizitit reduziert. Ein modulierender Effekt auf
die Chemosensibilitit konnte in Kombination mit sogenannten Chemosensibilisatoren gezeigt
werden, welche durch Inhibition der ABC-Transporter eine Akkumulation der Zytostatika im
Zellinneren hervorrufen und somit der Zytostatikaresistenz entgegenwirken [115]. Im
Rahmen dieser Arbeit wurde untersucht, ob die Immunsuppressiva CsA und Rapamycin
ABC-Transporter in MNZ inhibieren. AnschlieBend wurde analysiert, inwiefern mithilfe des
YH2AX-Assays eine dadurch erhéhte Chemosensibilitit der MNZ gegeniiber Etoposid

nachzuweisen ist.

Zu Beginn wurde mittels Rhodamin-123-Effeluxtest untersucht, ob die Aktivitit des P-gp-
Transporters durch die Immunsuppressiva CsA oder Rapa inhibiert werden kann. Hierzu
wurden MNZ mit dem Fluoreszenzfarbstoff Rhodamin-123 (Rho 123) inkubiert, welcher als
Substrat fir den ABC-Transporter P-gp beschrieben ist. Nach 1h wurde durchfluss-
zytometrisch die intrazellulire Rhodaminkonzentration anhand der Fluoreszenzintensitit
bestimmt (Abb. 4.10 A) und diese als Ausgangswert (to = 100 %) fiir die darauffolgenden
Effluxuntersuchungen nach 30 min, 60 min und 120 min genutzt. Nach der Farbstoff-
aufnahme wurden die Zellen gewaschen und anschlieBend in An- oder Abwesenheit von
10 uM CsA bzw. 10 uM Rapa inkubiert. Die Mittelwerte der P-gp-Aktivititsmessung von vier
unabhingigen Versuchen sind in Abb. 4.10 B und die Histogramme der Rhodaminintensitit
fir einen reprisentativen Versuch in Abb. 4.10 C gezeigt. Nach 30 min sank die intrazellulire
Fluoreszenzintensitit bei Zellen, die mit CsA behandelt wurden, auf 83,4 = 2,1 % und nach
Inkubation mit 10 uM Rapa auf 84,3 = 1,5 % ab. Bei Zellen, die nur in Medium resuspendiert
wurden, konnte eine stirkere Reduktion des Rhodamingehalts auf 69,5 £ 2,2 % gemessen
werden. Signifikante Unterschiede in der Effluxaktivitit konnten zwischen den Proben, die
ohne oder mit CsA bzw. Rapa behandelt wurden, vor allem nach 60 min und 120 min
beobachtet werden. Wihrend die intrazellulire Rhodaminkonzentration der unbehandelten
Zellen nach 60 min (58,4 * 4,0 %) und 120 min (37,1 £ 7,3 %) weiter sank, stagnierte indes
der Rhodaminexport bei den Proben, die mit einem der beiden Immunsuppressiva inkubiert
wurden. Dieser Versuch bestitigte eine Hemmung des Rhodaminefflux bzw. der P-gp-

Transporteraktivitit durch die Zugabe von 10 uM CsA bzw. 10 uM Rapa.
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Abb. 4.10: Bestimmung der ABC-Transporteraktivitit mittels Rhodamin-123-Effluxassay
Isolierte MNZ gesunder Spender wurden fiir 1h mit dem fluoreszierenden P-gp-Substrat
Rhodamin-123 behandelt. Nach Entfernung von extrazellulirem Rhodamin-123 wurden die
Zellen in Medium mit oder ohne Zugabe von 10 uM CsA bzw. 10 uM Rapa inkubiert. Die
intrazellulire Rhodaminkonzentration wurde durchflusszytometrisch  zu  verschiedenen
Zeitpunkten quantifiziert. A) Reprisentatives Histogramm der initialen Rhodamin-Intensitit zum
Zeitpunkt to. B) Intrazellulire Fluoreszenzintensititen 30 min, 60 min und 120 min nach Ende der
Rhodaminaufnahme, bezogen auf die Ausgangskonzentration (to = 100 %). Dargestellt sind die
MW £ SEM aus 4 unabhingigen Versuchen (***: P < 0,001; **: P < 0,01). C) Histogramm der
einzelnen Bedingungen und Zeitpunkte eines reprisentativen Versuches (grau gefillt:
Ausgangsintensitit (to), schwarze Kurve: Intensitit der angegebenen Kondition).
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4.5.2 Bestimmung der Zytostatikasensibilitit mittels yH2AX-Analyse

In den folgenden Experimenten sollte untersucht werden, ob der gezeigte inhibierende Effekt
von CsA bzw. Rapa auf die Effluxaktivitit mithilfe der automatisierten yH2AX-Analyse durch

eine verinderte Chemosensibilitit der MNZ gegeniiber ETP detektiert werden kann.

Einfluss von CsA und Rapa auf die Bildung ETP-induzierter yH2AX-Foci

Um die Wechselwirkung zwischen den Substanzen zu untersuchen, wurden unstimulierte
MNZ in Medium allein oder mit 10 uM CsA bzw. 10 uM Rapa tber Nacht inkubiert. Am
Folgetag wurden die drei Proben zweigeteilt und jeweils eine Hilfte ohne ETP und die andere
Hilfte fir 1 h mit 5 uM ETP behandelt. AnschlieBend erfolgte die immunzytochemische
Farbung und Analyse der yH2AX-Foci (Abb. 4.11).
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Abb. 4.11: Modulierte ETP-Sensibilitit von MINZ nach Ko-Inkubation mit CsA bzw. Rapa
Unstimulierte MNZ wurden tiber Nacht in Medium (Kontr.), in 10 uM CsA oder 10 uM Rapa
inkubiert. Am Folgetag wurden die Proben zweigeteilt und jeweils ein Teil ohne (hellgrau Balken)
und ein Teil fiir 1 h mit 5 uM ETP (dunkelgraue Balken) behandelt. AnschlieSend wurde die ETP-
Toxizitdit mittels yH2AX-Analyse bestimmt. A) Reprisentative Mikroskopaufnahmen der
einzelnen Proben nach DAPI- (blau) und yH2AX-Firbung (griin). B) Prozentuale Verteilung der
yH2AX-Foci, C) Anzahl an yH2AX-Foci/Zelle und D) yH2AX-Fluoreszenzintensitit. Dargestellt
sind MW + SEM aus 6 unabhingigen Experimenten (***: P < 0,001; **: P < 0,01; n.s.: P > 0,05).
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Im Vergleich zu unbehandelten MNZ, die im Mittel 0,12 £ 0,03 Foci/Zelle aufwiesen, gab es
keine signifikanten Unterschiede bei Zellen, die Uber Nacht entweder mit 10 uM CsA
(0,20 £ 0,10 Foci/Zelle) oder 10 uM Rapa (0,27 £ 0,12 Foci/Zelle) behandelt wurden
(Abb. 4.11 C, hellgraue Balken). Dariiber hinaus wurden weder Differenzen im Anteil
YH2AX-positiver Zellen noch in der Fluoreszenzintensitit der ETP-freien Proben detektiert
(Abb. 4.11 B, D). Nach Zugabe von 5uM ETP stieg die Anzahl der yH2AX-Foci auf
2,53 £ 0,42 Foci/Zelle an. Ein signifikant erhohter Anstieg an DNA-DSB, um mehr als
100 %, wurde bei den Proben ermittelt, die zuvor mit CsA (5,47 £ 0,72 Foci/Zelle) oder Rapa
(6,20 + 0,54 Foci/Zelle) inkubiert wurden (Abb. 4.11 C, schwarze Balken). Diese signifikante
Zunahme der ETP-Toxizitit nach Ko-Inkubation mit CsA bzw. Rapa wurde ebenfalls beim
Anteil yH2AX-positiver Zellen sowie bei der Fluoreszenzintensitit beobachtet
(Abb. 4.11 B, D).

Zur Untersuchung einer dosisabhingigen Steigerung der ETP-Sensibilitit wurden in weiteren
Versuchen MNZ iiber Nacht mit unterschiedlichen Konzentrationen an CsA bzw. Rapa
(0,1 =10 uM) behandelt und die Proben am Folgetag fir 1 h mit 5 uM ETP inkubiert. Die
Auswertungen belegten einen Zusammenhang zwischen der Konzentration an CsA bzw.
Rapa und dem Anstieg an ETP-induzierten yH2AX-Foci/Zelle (Abb. 4.12).
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Abb. 4.12: Modulierte ETP-Sensibilitit der MNZ und Induktion von yH2AX-Foci in
Abhingigkeit von der Konzentration an CsA bzw. Rapa

Unstimulierte MNZ wurden tiber Nacht mit den angegebenen Konzentrationen an CsA bzw. Rapa
inkubiert und die Proben zur Induktion von DNA-DSB am Folgetag fiir 1 h mit 5uM ETP
behandelt. AnschlieBend wurde die ETP-Sensibilitit der MNZ mittels yH2AX-Analyse bestimmt.
Dargestellt sind MW = SEM aus 3 unabhingigen Experimenten (***: P < 0,001; **: P < 0,01; *:
P = 0,05; n.s.: P > 0,05).
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Dartber hinaus konnte gezeigt werden, dass die erthohte Chemosensibilitit der MNZ nicht
nur bei Priaexposition von CsA bzw. Rapa tiber Nacht, sondern bereits 1 h nach zeitgleicher
Inkubation mit P-gp-Inhibitor (10 uM) und 5 uM ETP erfolgte (Abb. 4.13 A). Im Vergleich
zur ETP-Behandlung allein (3,30 £ 0,47 Foci/Zelle) wiesen die Proben mit P-gp-Modulator
(ETP + CsA: 5,35 + 0,26 Foci/Zelle; ETP + Rapa: 8,05 £ 1,24 Foci/Zelle) erneut einen
signifikanten Anstieg an DSB auf. Dieser Anstieg war, wie Kinetikuntersuchungen tiber ein
Zeitintervall von 0,5 h bis 24 h mit ETP * CsA zeigten, von Beginn der Ko-Inkubation an
detektierbar und hielt Giber den gesamten Zeitraum an (Abb. 4.13 B).
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Abb. 4.13: Modulierte ETP-Sensibilitit der MNZ und Induktion von yH2AX-Foci in
Abhingigkeit von der Inkubationszeit

A) Unstimulierte MNZ wurden zeitgleich fiir 1 h mit 10 pM CsA bzw. 10 uM Rapa und mit 5 uM
ETP inkubiert und die Anzahl induzierter yH2AX-Foci bestimmt. B) Zeitverlauf der yH2AX-
Foci-Induktion nach Inkubation mit 5uM ETP in An- oder Abwesenheit von 10 uM CsA.
Dargestellt sind die MW £ SEM aus 3 unabhingigen Experimenten (***: P <0,001; n.s.:
P > 0,05).
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Einfluss von CsA und Rapa auf Daunorubicin- und strahleninduzierte YH2AX-Foci
In einem weiteren Versuchsansatz erfolgte die Substitution von ETP durch das Zytostatikum
Daunorubicin (DNR). Bei DNR handelt es sich wie bei ETP um einen Topoisomerase-II-
Inhibitor, welcher ebenfalls als P-gp-Substrat beschrieben wurde. Im Vergleich zur
Einzelinkubation mit 50 nM DNR idber Nacht (4,11 + 0,34 Foci/Zelle) fithrte die
Kombination von 50 nM DNR mit 10 uM CsA (6,19 + 0,48 Foci/Zelle) bzw. 10 uM Rapa
(6,65 + 0,67 Foci/Zelle) erneut zu einem signifikanten Anstieg der induzierten YH2AX-Foci
(Abb. 4.14 A (obere Reihe), B).

Um den Zusammenhang zwischen der gesteigerten Zytostatikasensibilitit der MNZ und dem
inhibierenden Einfluss von CsA und Rapa auf ABC-Transporter weiter aufzukliren, wurden
in einem Experiment die DSB nicht durch Zytostatika, sondern mittels Gammabestrahlung
induziert. Hierzu wurden MNZ in Medium ohne bzw. mit 10 uM CsA oder 10 uM Rapa
aufgenommen, tiber Nacht inkubiert und die Proben am Folgetag mit 0,2 Gy bestrahlt. Nach
einer anschlieBenden Inkubationszeit von 1 h bei 37°C wurden die induzierten yH2AX-Foci
bestimmt. Zwischen den Proben nach Inkubation ohne (2,86 + 0,57 Foci/Zelle) und mit CsA
(2,40 + 0,52 Foci/Zelle) bzw. Rapa (2,64 + 0,66 Foci/Zelle) konnten keine signifikanten
Unterschiede der ermittelten yH2AX-Foci detektiert werden (Abb. 4.14 A (untere Reihe), C).
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Abb. 4.14: Einfluss von CsA und Rapa auf Daunorubicin- und strahleninduzierte DSB

A) Reprisentative Mikroskopaufnahmen der in B) und C) quantifizierten Proben zeigen DAPI-
gefirbte Zellkerne (blau) mit yH2AX-Foci (griin). B) Anzahl an yH2AX-Foci in unstimulierten
MNZ nach 16-stindiger Inkubation mit 50 nM Daunorubicin (DNR) allein oder in Kombination
mit 10 pM CsA bzw. 10 uM Rapa. C) Anzahl an yH2AX-Foci 1 h nach Gammabestrahlung mit
0,2 Gy. Die MNZ wurden zuvor fiir 16 h in Medium mit oder ohne Zusatz von 10 pM CsA bzw.
10 uM Rapa inkubiert. Dargestellt sind die MW £ SEM aus 4 unabhingigen Experimenten
(n.s.: P> 0,05; ¥ P < 0,001).
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Einfluss von CsA und Rapa auf die Reparatur ETP- und strahleninduzierter DSB

In weiteren Experimenten sollte der Einfluss von 10 uM CsA bzw. Rapa auf die Reparatur
von DNA-DSB untersucht werden. Zur Induktion der yH2AX-Foci erfolgte entweder eine
Inkubation der MNZ mit 5 uM ETP oder eine Bestrahlung mit 0,2 Gy. Das ETP wurde nach
einer einstindigen Behandlung durch zwei Waschschritte aus den Proben entfernt. Nach
Herbeifiihren der DNA-DSB wurden die Zellen in jeweils drei Proben unterteilt. Eine Probe
wurde tber Nacht allein in Medium, die zweite mit 10 uM CsA und die dritte Probe mit 10 uM
Rapa bei 37°C inkubiert. Nach 20 h erfolgte die Bestimmung der residualen Foci
(Abb. 4.15 A, B). Bei den ETP-behandelten Proben betrug die Anzahl an verbleibenden DSB
0,12 £+ 0,05 Foci/Zelle (Medium), 0,12 + 0,10 Foci/Zelle (CsA) bzw. 0,15 £ 0,09 Foci/Zelle
(Rapa), bei den Proben nach Bestrahlung wurden 0,24 £ 0,09 Foci/Zelle (Medium),
0,24 £ 0,10 Foci/Zelle (CsA) und 0,36 + 0,15 Foci/Zelle (Rapa) detektiert.

Im Vergleich zum initialen Wert (1 h) war nach 20 h anhand der reduzierten yH2AX-Foci
eine DSB-Reparatur deutlich erkennbar. Hierbei war jedoch kein signifikanter Einfluss von
CsA bzw. Rapa zu ersichtlich. Wihrend 20 h nach ETP-Entfernung alle behandelten Proben
vergleichbare Werte an YH2AX-Foci erreichten wie unbehandelte MNZ (Abb. 4.15 A), wiesen
alle gammabestrahlten Zellen im Vergleich zur unbehandelten Probe noch signifikant erh6hte
DSB-Werte auf (Abb. 4.15 B).
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Abb. 4.15: Einfluss von CsA und Rapa auf die Reparatur ETP- bzw. strahleninduzierter DSB
Zur Induktion von DNA-DSB wurden unstimulierte MNZ entweder A) mit 5 uM ETP behandelt
und dieses nach 1 h durch Waschschritte entfernt oder B) die DSB durch Gammabestrahlung der
Zellen mit einer Dosis von 0,2 Gy hervorgerufen. AnschlieBend wurden die initialen yH2AX-Foci
bestimmt (schwarze Balken) und die restlichen Proben dreigeteilt (Pfeile). Ein Teil der Zellen wurde
in Medium allein, ein Teil mit 10 uM CsA und ein Teil mit 10 uM Rapa inkubiert und nach 20 h
die Anzahl residualer Foci bestimmt (graue Balken). Kontrollen, die weder mit ETP behandelt noch
bestrahlt wurden, sind als weille Balken abgebildet. Dargestellt sind die MW + SEM aus
3 unabhinigen Experimenten (n.s.: P > 0,05; ***: P < 0,001).
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4.6 Dosisabhingige Zytotoxizitit und Induktion von
yH2AX-Foci nach Gammabestrahlung von MNZ

4.6.1 Zytotoxische Wirkung von Gammastrahlen auf MNZ

Neben chemischen Noxen stellt ionisierende Strahlung eine weitere Hauptursache fir exogen
induzierte DNA-Lisionen dar. Im folgenden Versuch wurde die Zellviabilitit mittels PI-
Farbung 1 h, 24 h und 72 h nach Bestrahlung von unstimulierten MNZ mit einer Dosis von
0 Gy, 0,2 Gy, 2 Gy bzw. 20 Gy gemessen. Wie in Abb. 4.16 dargestellt, kénnen Gamma-

strahlen dosisabhingig die Zellviabilitit reduzieren.
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Abb. 4.16: Zellviabilitit y-bestrahlter MNZ in Abhingigkeit von der Dosis und Zeit
Unstimulierte MNZ wurden 7 pztro mit 0 Gy, 0,2 Gy, 2 Gy oder 20 Gy bestrahlt und das Verhiltnis
an lebenden und toten Zellen mittels PI-Firbung 1 h, 24 h und 72 h nach Strahlenexposition
bestimmt. Dargestellt sind die MW = SEM aus 3 unabhingigen Versuchen (n.s.: P > 0,05; **:
P < 0,01; ##f: P < 0,001).

4.6.2 Induktion und Reparatur von DNA-DSB nach Gammabestrahlung

Ein GrofB3teil der durch geringe ionisierende Strahlung induzierten Schiaden ist reversibel und
kann von Zellen mit intakten DNA-Reparaturmechanismen behoben werden. Bei biodosi-
metrischen Analysen nach ionisierender Bestrahlung wird der yH2AX-Assay als schnelle
Methode zum Nachweis von DNA-DSB genutzt. Der zeitliche Verlauf der yH2AX-Foci-
Induktion bzw. die Kinetik der DSB-Reparatur sind in Abb. 4.17 dargestellt. Hierzu wurden
unstimulierte MNZ mit unterschiedlichen Dosen (0 Gy; 0,2 Gy; 0,5 Gy; 1 Gy; 2 Gy; 5 Gy)
bestrahlt und die Foci zu verschiedenen Zeiten bestimmt. Wie bereits aus den Mikroskop-
aufnahmen in Abb. 4.17 A erkennbar ist, wiesen direkt nach der Bestrahlung mit 2 Gy bzw.
5 Gy mehr als 5 % der Zellen eine pan-nukleire Firbung auf (Abb. 4.17 B). Diese Proben

mussten von der Focus-Quantifizierung ausgeschlossen werden.
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Abb. 4.17: Dosisabhingige Induktion und Kinetik strahleninduzierter yH2AX-Foci

Zeitverlauf des yH2AX-Niveaus nach Gammabestrahlung von unstimulierten MNZ mit den ange-
gebenen Dosen zwischen 0,2 Gy und 5 Gy. A) Automatisiert erstellte Mikroskopaufnahmen der
DAPI-gefirbten Zellkerne (blau) und yH2AX-Foci (griin) 1 h nach Bestrahlung. B) Prozentualer
Anteil an Zellen mit pan-gefirbten Nuklei. Proben, die mehr als 5 % pan-gefirbte Zellen aufwiesen,
wurden von der automatisierten yH2AX-Foci-Quantifizierung ausgeschlossen. Der Grenzwert
(5 %) ist durch eine gestrichelte Linie gekennzeichnet. C) Anzahl an yH2AX-Foci/Zelle der
quantifizierbaren Proben und D) yH2AX-Fluoreszenzintensitit in Abhingigkeit von der
Bestrahlungsdosis und Zeit. Dargestellt sind MW £ SEM von 3 unabhingigen Versuchen.

Abhingig von der Bestrahlungsdosis konnten Unterschiede in der Anzahl quantifizierter Foci
und der gemessenen yH2AX-Intensititen beobachtet werden (Abb. 4.16 C, D). Wihrend
innerhalb der ersten 30 — 60 min nach Bestrahlung die Anzahl an yH2AX-Foci anstieg,
spiegelten sich im anschlieBenden Kurvenabfall die einsetzenden Reparaturprozesse wider.
Messungen 8 h und 24 h nach Exposition ermdglichten dartber hinaus die Quantifizierung
von DNA-DSB auch in 2 Gy- und 5 Gy-bestrahlten MNZ. Trotz des Riickgangs initialer Foci

konnten dosisabhiangige Unterschiede in der Foci-Anzahl detektiert werden.
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4.7 Analysen zum genotoxischen Potential der
Hochfeld- und Ultrahochfeld-MRT

4.7.1 In-vitro-Studie zur Untersuchung von genotoxischen und
zytotoxischen Effekten nach 7 T-Ultrahochfeld-MRT

In der folgenden Studie wurden MNZ von 16 gesunden Blutspendern isoliert und in jeweils
sechs Proben unterteilt. Diese wurden anschlieBend unterschiedlichen Expositionen
ausgesetzt. Bine der Proben blieb unbehandelt, einer weitere Probe wurde fir 1 h im reinen
statischen Magnetfeld des 7 T-MRT (7 T — By) exponiert und eine dritte nach einstiindigem
7 T-MRT mit EPI-Sequenzen (7 T — EPI) analysiert. Bei Letzterer erfolgte die Exposition
daher nicht nur gegentiber dem statischen Magnetfeld, sondern in Kombination mit den fiir
die Bildgewinnung notwendigen Hochfrequenzfeldern und Gradientenfeldern. Um einen
moglichst groen Effekt zu erzeugen, wurden diese entsprechend der maximal zuldssigen
Stirken eingestellt. Als Positivkontrollen dienten Proben nach Behandlung mit ionisierender
Strahlung. Die MNZ sind diesbeziiglich entweder in einem CT-Scanner mit einer durch-
schnittlichen Bestrahlungsdosis von 37,4 mGy oder mit Gammastrahlen einer Dosis von
0,2 Gy bzw. 30 Gy behandelt worden.

Genotoxizititsanalyse

Zur Untersuchung von DNA-DSB wurden die Proben nach yH2AX-Firbung sowohl am
Durchflusszytometer als auch mikroskopisch am AKLIDES-System analysiert. Die Farbung
erfolgte am Tag 1 sowohl direkt nach den Behandlungen (0 h), als auch nach einstiindiger
Inkubation der Zellen bei 37 °C sowie an Tag 2, 20 h nach Exposition.

Bei der yH2AX-Analyse mittels Durchflusszytometrie konnten direkt nach der Behandlung
(0 h) keine Unterschiede zwischen der unbehandelten Kontrolle (414 = 58 AU) und Zellen
nach 7 T-MRT-Exposition (Bo: 412 + 59 AU; EPI: 414 £ 63 AU) beobachtet werden
(Abb. 4.18). Wihrend in Zellen nach CT-Scan nur ein geringer Anstieg der yH2AX-
Fluoreszenzintensitit auf 442 = 59 AU gemessen wurde, wiesen Zellen nach Gamma-
bestrahlung mit 0,2 Gy einen signifikant erhéhten Wert von 765 = 101 AU auf. Proben, die
zur verbesserten Phosphorylierung der H2AX-Molekiile nach der Behandlung fir 1 h bei
37°C inkubiert wurden, zeigten eine leichte Erhdhung des Fluoreszenzsignals. Dies fithrte vor
allem bei den CT- und 0,2 Gy-bestrahlten Zellen zu einer VergréBerung der Intensitits-
differenz, allerdings nicht zu Anderungen der berechneten Signifikanzbereiche bezogen auf
die unbehandelte Kontrolle. Die Daten aller Proben, die 20h nach der Behandlung
entnommen wurden, unterschieden sich nicht signifikant von der Negativkontrolle
(1042 £ 113 AU), da aufgrund der eingesetzten DNA-Reparatur auch die YH2AX-Intensitdt
der mit 0,2 Gy bestrahlten Zellen (1256 + 121 AU) zuriickging.



KAPITEL 4.7 ERGEBNISSE 73

Im Vergleich zu den an Tag 1 fixierten Zellen (0 h, 1 h) war bei allen Proben, die 20 h nach
der Exposition untersucht wurden, eine erhohte yH2AX-Fluoreszenzintensitit messbar.
Diese spiegelt jedoch nicht unmittelbar eine Zunahme an yH2AX-Foci wider, sondern kann
auch auf unterschiedliche Fixierungsbedingungen zuriickzufiihren sein. Wihrend die an Tag 1
untersuchten Zellen iiber Nacht bei 4°C in Ethanol fixiert wurden, erfolgte die Fixierung bei
Proben an Tag 2 (Fixierung 20 h nach Exposition) nur fiir 20 min bei 22 °C. Zusitzliche
Experimente zeigten, dass eine Ethanolfixierung tiber Nacht (Tag 1) die Autofluoreszenz der
Zellen herabsetzte, weshalb die Hintergrundintensitiat der an Tag 2 fixierten Proben erhoht
war. Da jedoch nur jeweils Proben desselben Zeitpunktes miteinander verglichen wurden,

hatte dieser Effekt keinen Einfluss auf die Ergebnisse.
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Abb. 4.18: Durchflusszytometrische YH2AX-Analyse nach In-vitro-Exposition von MNZ
gegeniiber nicht-ionisierender und ionisierender Strahlung

Bestimmung der yH2AX-Fluoreszenzintensitit in unstimulierten MNZ direkt (0 h) sowie 1 h und
20 h nach angegebener Exposition (unbehandelte Kontrolle; 7 T-MRT: nur Bo-Feld oder Bo-
Feld+EPI; CT mit ~37,4 mGy Rontgenstrahlen; 0,2 Gy Gammastrahlen). A) Die Histogramme
der yH2AX-Intensitit eines reprisentativen Versuchs zeigen die Intensititsverteilung der
Kontrolle (grau gefiillt) und die der exponierten Proben (schwarze Linie). B) Mittlere yH2AX-
Intensitit zu den drei analysierten Zeitpunkten, berechnet aus der Differenz zur individuellen IgG-
Isotyp-Kontrolle (t = 0 h). Dargestellt sind die MW + SEM aus je 16 unabhinigen Versuchen (*¥**:
P < 0,001; **: P < 0,01; *: P < 0,05; n.s.: P > 0,05).
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Neben der Durchflusszytometrie erfolgte die yH2AX-Analyse parallel mittels automatisierter
Mikroskopie (Abb. 4.19). Die ermittelten Intensititsdaten aus der Mikroskopie dhnelten im

Verlauf und in den Signifikanzberechnungen denen der Durchflusszytometrie (Abb. 4.19 B).

Unterschiede zeigten sich hingegen bei der Foci-Quantifizierung (Abb. 4.19 C). Im Vergleich
zur Kontrolle (0,058 £ 0,015 Foci/Zelle) konnten nach 1 h zwar erneut keine signifikanten
Verinderungen nach 7 T-MRT-Exposition (7 T-Be: 0,065 £ 0,016 Foci/Zelle; 7 T-EPI:
0,057 £ 0,014 Foci/Zelle) ermittelt werden, jedoch war ein signifikanter Anstieg an YH2AX-
Foci sowohl nach CT-Scan (0,377 £ 0,094 Foci/Zelle) als auch nach Gammabestrahlung mit
0,2 Gy (2,101 £ 0,525 Foci/Zelle) detektierbar. Bei der Anzahl an yH2AX-Foci konnten
zwischen den Proben, die direkt nach Exposition (0 h) und 1h nach Exposition fixiert
wurden, keine Unterschiede beobachtet werden. Dariiber hinaus war 20 h nach Exposition
mittels automatisierter Foci-Quantifizierung noch ein signifikanter Anstieg an yH2AX-Foci
bei y-bestrahlten MNZ (0,267 £ 0,034 Foci/Zelle) im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle
(0,088 + 0,017 Foci/Zelle) messbar.

Ein vergleichbares Ergebnis zeigte sich in der prozentualen Foci-Verteilung (Abb. 4.19 D). In
5,0+ 1,0 % der unbehandelten Zellen konnten yH2AX-Foci detektiert werden sowie in
5,6 £ 0,7 % (7 T-Bo) und 4,9 £ 0,8 % (7 T-EPI) der Zellen 1 h nach Exposition am 7 T-MRT.
Signifikante Unterschiede der yH2AX-positiven Zellen wurden 1 h nach Bestrahlung im CT-
Scanner (28,7 £ 2,5 %) und zu allen drei untersuchten Zeitpunkten nach Gammabestrahlung

mit 0,2 Gy (1 h: 80,3 + 2,7 %) gemessen.

Zellen, die zuvor einer Bestrahlungsdosis von 30 Gy ausgesetzt waren, konnten nicht in die
YH2AX-Analyse integriert werden, da 1 h nach Bestrahlung 90,0 * 1,5 % der Zellen eine pan-

nukledre yH2AX-Firbung aufwiesen und nicht ausgewertet werden konnten.

Zytotoxizititsanalysen
Zur Zytotoxizititsuntersuchung wurden zum einen die Zellviabilitit mithilfe des Cell-Titer-

Blue-Tests und zum anderen die Zellproliferation mittels ’H]-Thymidin-Einbau bestimmt.

Zellen, die mit 30 Gy bestrahlt wurden, zeigten bereits nach 24 h eine signifikante Reduktion
der Zellviabilitit auf 77,2 £ 3,0 % (Abb. 4.20 A). Mit zunehmender Zeit nach Bestrahlung fiel
die Zellviabilitit der y-bestrahlten Zellen dosisabhingig ab und betrug 84 h nach Bestrahlung
mit einer Dosis von 30 Gy 56,6 + 2,9 % und mit einer Dosis von 0,2 Gy 54,4 £ 2,9 %
(Abb. 4.20 B, C). Bei den restlichen Proben konnten 84 h nach Exposition keine signifikanten
Verinderungen der Zellviabilitit im Vergleich zur Kontrolle (100 %) beobachtet werden. Sie
betrug 102,4 + 2,7 % (7 T-By), 101,7 £ 3,1 % (7 T-EPI) und 97,6 £ 2,9 % (CT).
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Abb. 4.19: Mikroskopische YH2AX-Analyse nach In-vitro-Exposition von MNZ gegen-
iiber nicht-ionisierender und ionisierender Strahlung

Analyse der yH2AX-Foci in unstimulierten MNZ direkt (O h) sowie 1h und 20h nach
angegebener Exposition (unbehandelte Kontrolle; 7 T-MRT: nur Bo-Feld oder Bo-Feld+EPI; CT
mit ~37,4 mGy Rontgenstrahlen; 0,2 Gy Gammastrahlen). A) Mikroskopbilder von DAPI- (blau)
und yH2AX-gefirbten (griin) Zellen eines reprisentativen Versuchs, aufgenommen 1h nach
angegebener Behandlung mittels automatisierter Mikroskopie. B) Mittlere yH2AX-Intensitit, C)
mittlere Anzahl an yH2AX-Foci/Zelle und D) prozentuale Foci-Verteilung zu den drei
analysierten Zeitpunkten. Dargestellt sind die MW * SEM aus je 16 unabhingigen Experimenten
¢+ P = 0,001; **: P < 0,01; n.s.: P > 0,05).
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Fir die Proliferationsanalyse erfolgte nach Exposition der MNZ eine Zellaktivierung durch
PHA, wodurch sich die DNA-Synthese bei Kontrollproben von 497 + 60 cpm (unstimuliert)
auf 12.362 = 1.055 cpm erhoéhte. Nach 7 T-MRT-Exposition (7 T-Bo: 11.630 £ 962 cpmy;
7 T-EPI: 10.967 £ 957 cpm) sowie nach Bestrahlung mit einer geringen Dosis ionisierender
Strahlung (CT: 11.386 + 941; 0,2 Gy: 12.924 £ 974 cpm) war die DNA-Synthese der Zellen
nicht signifikant verindert. Nur nach Bestrahlung mit 30 Gy sank die Zellproliferation
signifikant um 81 % auf 2.382 £ 159 cpm (Abb. 4.20 D).
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Abb. 4.20: Zytotoxizititsanalyse nach In-vitro-Exposition von MNZ gegeniiber nicht-
ionisierender und ionisierender Strahlung

Bestimmung der Zellviabilitit (graue Balken) mittels Cell-Titer-Blue-Test und des Proliferations-
verhaltens (schwarze Balken) mittels [?H]-Thymidin-Einbau nach angegebener Exposition
(unbehandelte Kontrolle; 7 T-MRT: nur Bo-Feld oder Bo-Feld+EPL; CT mit ~37,4 mGy Rontgen-
strahlen; 0,2 Gy bzw. 30 Gy Gammastrahlen). A) Die Zellviabilitit der unstimulierten MNZ wurde
24h, B) 48h und C) 84h nach angegebener Exposition bestimmt. D) Zur Analyse des
Proliferationsverhaltens wurden die Zellen nach Exposition mit PHA stimuliert und die DNA-
Synthese nach 84 h gemessen. Dargestellt sind die MW = SEM aus je 16 unabhingigen
Experimenten (***: P < 0,001; **: P < 0,01; n.s.: P > 0,05).
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4.7.2 Analysen zum Einfluss der statischen Magnetfeldstirke und des
Kontrastmittels auf die Induktion von yH2AX-Foci in MNZ von
Patienten nach MRT-Untersuchung

In-vivo-Studie zur Analyse MRT-induzierter yH2AX-Foci

In die folgende In-vivo-Studie wurden 53 Patienten aus der Klinik fir Radiologie und
Nuklearmedizin des Universititsklinikums Magdeburg einbezogen, die dort eine routine-
miflige MRT- bzw. CT-Untersuchung erhielten. Thnen wurde jeweils vor dem Scan (t1), 5 min
nach dem Scan (t) und 30 min nach dem Scan (t;) Blut enthommen und die Anzahl an
yH2AX-Foci in den daraus isolierten MNZ bestimmt. Anhand des genutzten Scanners und
der Gabe von Kontrastmittel (KM) wurden MRT- und CT-Patienten in insgesamt neun
Gruppen unterteilt. Eine Ubersicht ist in Abb. 4.21 dargestellt. Angaben zur Energie-
absorption beztiglich der angewendeten MRT-Protokolle und zu demographischen Daten der
Patienten sind in Tabelle 4.2 aufgefiihrt.
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Abb. 4.21: Flussdiagramm zur Darstellung der Blutabnahmen und Klassifizierung der
verschiedenen Untersuchungsbedingungen in der In-vivo-Studie

(.

Oben: Den Patienten wurde direkt vor dem Scan (t) sowie 5 min (t2) und 30 min (t3) nach dem
Scan Blut abgenommen. Insgesamt wurden 53 Patienten in die Studie integriert. Unten: Die
Klassifizierung der Patienten beinhaltete das durchgefiihrte Bildgebungsverfahren (MRT, CT), die
Feldstirke des verwendeten MRT-Scanners sowie die Injektion von Kontrastmittel (= KM).

Der mittlere Basalwert (t;) an DSB aller 53 Patienten betrug 0,14 + 0,02 yH2AX-Foci/Zelle.
Dabei wurden keine signifikanten Unterschiede (P = 0,699) zwischen Mannern und Frauen
beobachtet. Bezogen auf die gesamte MRT-Gruppe wurde ein Basalwert von
0,13 £ 0,02 Foci/Zelle ermittelt (Abb. 4.22 A). MNZ, die von Patienten 5 min und 30 min

nach MRT-Scan isoliert wurden, wiesen keine signifikanten Verinderungen in der Menge
quantifizierter YH2AX-Foci/Zelle auf (t: 0,12 + 0,02 Foci/Zelle; t3: 0,11 + 0,02 Foci/Zelle).
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Anders als bei der MRT-Gruppe konnte bei Patienten nach CT-Untersuchung ein
signifikanter Anstieg von 0,14 + 0,05 yH2AX-Foci/Zelle (t;) auf 0,26 + 0,07 Foci/Zelle (t2)
bzw. 0,24 = 0,07 Foci/Zelle (t3) gemessen werden (Abb. 4.22 A).

Im Gegensatz zu der vorherigen In-vitro-Studie, bei der ausschlieSlich MNZ von gesunden
Blutspendern verwendet wurden, war innerhalb dieser In-vivo-Studie eine erhohte
Heterogenitit der individuellen Basalwerte zu beobachten. Diese lagen zwischen minimal
0,01 Foci/Zelle und maximal 0,58 Foci/Zelle. Der Unterschied zwischen den individuellen
YH2AX-Werten fihrt innerhalb der Gruppen zu einer hohen Varianz der gemittelten Daten.
Um die starke Streuung der Einzelwerte zu kompensieren und den relativen Anstieg zum
Basalwert zu ermitteln, erfolgte in einem weiteren Schritt die Normalisierung der individuellen
Daten beziiglich des entsprechenden Ausgangswerts (t; = 1). Dadurch konnte der Variations-
koeffizient halbiert werden. Wihrend sich die relativen Werte der MRT-Gruppe (tz:
0,94 £ 0,07; t5: 0,96 = 0,06) nicht signifikant unterschieden, konnte fir die CT-Gruppe zum
Zeitpunkt t, ein signifikanter Anstieg um das 4,00 £ 1,13-fach und zum Zeitpunkt t; um das
2,52 £ 0,49-fach ermittelt werden (Abb. 4.22 B). Durch die Normalisierung vergréferte sich
die Differenz zwischen den yH2AX-Werten vor und nach CT, im Vergleich zu den absoluten

Daten.
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Abb. 4.22: In-vivo-Studie zur Analyse MRT-induzierter yH2AX-Foci

Insgesamt wurde von 43 MRT- und 10 CT-Patienten unmittelbar vor der Untersuchung (t1) sowie
5 min (t2) und 30 min (t3) nach dem Scan Blut abgenommen und in den daraus isolierten MNZ
die Anzahl an yH2AX-Foci/Zelle mikroskopisch am AKLIDES-System bestimmt. A) Dargestellt
sind MW + SEM der yH2AX-Foci/Zelle sowie B) die relative Verinderung bezogen auf den
individuellen Ausgangswert zum Zeitpunkt t; = 1. (**: P < 0,01; *: P < 0,05; n.s.: P > 0,05).
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Bei den differenzierten Analysen der einzelnen MRT-Untergruppen, klassifiziert beztiglich der
MRT-Feldstirke und der Gabe von Gadolinium-basiertem Kontrastmittel, konnten erneut
keine Unterschiede zwischen den yH2AX-Werten vor und nach MRT-Untersuchung
beobachtet werden (Abb. 4.23). Im Vergleich zum nativen Hochfeld (1 T, 1,5 T, 3 T)-MRT
(t1: 0,11 + 0,025 t2: 0,10 £ 0,02; t3: 0,10 £ 0,02 Foci/Zelle) verursachte weder die Injektion von
Kontrastmittel (ti: 0,15 £ 0,04; tx 0,13 £ 0,04; t 0,13 + 0,04 Foci/Zelle), noch die
Untersuchung am 7 T-Ultrahochfeldscanner  (ti: 0,12 £ 0,04; t: 0,11 = 0,04;
t3: 0,11 + 0,04 Foci/Zelle) eine signifikante Anderung der yH2AX-Foci (Abb. 4.23 A, links).
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Abb. 4.23: In-vivo-Studie zur Analyse MRT-induzierter yYH2AX-Foci — Proben
differenziert beziiglich der statischen Magnetfeldstirke und Injektion von Kontrastmittel
Differenzierte Darstellung der in Abb. 4.22 gezeigten Daten. Die Gruppen wurden anhand der
Feldstirke des MRT-Scanners (1 T; 1,5T; 3 T und 7 T) und zusitzlich beziiglich der Gabe von
Kontrastmittel (¥ KM) unterteilt. Die Ergebnisse der 7 T-MRT-Gruppe beruhen auf den Daten
von 13 Patienten, die der restlichen Gruppen auf den Daten von jeweils 5 Patienten. A) Dargestellt
sind MW + SEM der absoluten Anzahl an yH2AX-Foci/Zelle sowie B) der relativen Verinderung
bezogen auf den individuellen Ausgangswert zum Zeitpunkt t; = 1, (**: P < 0,01; *: P < 0,05; n.s.:
P > 0,05).
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Bei der CT-Untergruppe, die ohne Kontrastmittel untersucht wurde, stieg die Anzahl an
yH2AX-Foci von 0,18 + 0,08 Foci/Zelle (t;) im Durchschnitt auf 0,21 + 0,10 Foci/Zelle (t»)
bzw. auf 0,27 + 0,12 Foci/Zelle (t;, P < 0,05) an. Nach CT in Kombination mit jodhaltigem
Kontrastmittel erhohte sich die Anzahl der yH2AX-Foci von 0,10 + 0,05 Foci/Zelle (t;) auf
0,32 £ 0,10 Foci/Zelle (t2, P < 0,05) bzw. 0,21 + 0,08 Foci/Zelle (t3) (Abb. 4.23 A, rechts).

Bezogen auf den individuellen Ausgangswert zeigten Analysen der relativen yH2AX-Daten
ebenfalls keine signifikanten Verinderungen innerhalb der MRT-Untergruppen. Hingegen
stieg das relative yH2AX-Niveau um den Faktor 2,22 * 0,88 (t;) bzw. 2,27 £ 0,51 (&,
P = 0,05) nach CT-Untersuchung ohne Kontrastmittel und um 5,79 £ 1,83 (t,, P = 0,05) bzw.

2,77 £ 0,88 (ts) nach einer CT-Untersuchung mit jodhaltigem Kontrastmittel an.

Tabelle 4.2: Energieabsorption bei Anwendung unterschiedlicher MRT-Protokolle und
demographische Patientendaten

Berechnete Ganzkorper-SAR, Expositionszeit (tg) sowie standardisierte Energiedosis (SED,
entspricht dem Produkt aus SAR X tg) der einzelnen MRT-Protokolle, sowie demographische
Charakteristika der Patienten.

MRT MRT- SAR te SED n n n Alter
T | KM | Protokoll | [W/kg] [s] [J/kg] | ges. @ & | [Jahre £ SD]

L |_— | Schulter 0,4 2070 840 5 3 2 | 328+117

+ Herz 0,3 605 193 5 3 2 | 398+172
Abdominal 1,4 755 1065 3

- Knie 2,1 1345 2808 1 5 0 | 442+119
Thorax 2,4 679 1149 1
1,5 LWS 2,6 1656 4379 1
Lunge 2 679 1369 1

+ 1 4 542+ 19,8
Pankreas 2 1409 2818 2
Becken 1,4 761 1027 1
Knochel 0,9 1439 1295 1

- HWS 1,3 2038 2726 1 3 2 45,0 £ 8,9
Knie 1,1 1227 1350 3
3 LWS 1,3 1188 1511 1
Becken 1,1 1673 1757 2

+ 1 4 67,8 £10,3
Prostata 1,2 1432 1718 1
Rektum 1,2 1861 2311 1

7 - Knie 0,2 1982 312 13 6 7 432 + 13,5
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In-vitro-Analyse zur Toxizitit des MRT-Kontrastmittels Gadovist®

In In-vitro-Untersuchungen mit MNZ gesunder Blutspender wurde getestet, ob das
gadoliniumhaltige MRT-Kontrastmittel Gadovist” (Gd) allein toxisch auf Zellen wirkt. Zellen
wurden dazu mit Konzentrationen von 0,01 bis 100 mM Gd inkubiert und anschlieBend
YH2AX-Foci, Zellproliferation und Zellviabilitit analysiert. Die Behandlung der Zellen mit
10 uM ETP diente als Positivkontrolle. Nach einer Inkubationszeit von 24 h und 72 h konnte
bei keiner der getesteten Gd-Konzentrationen eine signifikante Verinderung der
durchschnittlichen Anzahl an yH2AX-Foci/Zelle nachgewiesen werden (Abb. 4.24 A). Bei
der Analyse des Proliferationsverhaltens PHA-stimulierter MNZ zeigte sich nach 72 h
ebenfalls keine signifikante Beeintrichtigung durch Gd (Abb. 4.24 B). Nur mittels PI-Farbung
konnte bei einer Dosis von 100 mM Gd nach 72-stiindiger Inkubation eine signifikante Re-
duktion der Zellviabilitit von 91,7 £ 0,5 % auf 86,6 = 1,4 % ermittelt werden (Abb. 4.24 C).
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Abb. 4.24: In-vitro-Analyse zur Toxizitit des Kontrastmittels Gadovist®

Isolierte MNZ gesunder Spender wurden mit den angegebenen Konzentrationen an Gadovist®
(Gd, hellgraue Balken) bzw. mit 10 uM ETP (dunkelgraue Balken) inkubiert. A) Nach 24 h und
72 h wurde mikroskopisch die Anzahl an yH2AX-Foci/Zelle bestimmt. Nach 72-stundiger
Inkubation erfolgte die Messung B) der DNA-Synthese (PHA-Stimulation) und C) der
Zellviabilitit (unstimulierten MNZ; PI-Firbung). Dargestellt sind MW * SEM aus 4 Versuchen
(kP = 0,001; % P =< 0,05; n.s.: P > 0,05).
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4.7.3 Studie zur Untersuchung der DNA-Integritit in MNZ von
Probanden mit erhéhter 7 T-MRT-Exposition

In der folgenden Studie sollte der Einfluss haufiger Exposition gegeniiber 7 T-MRT-
assoziierten elektromagnetischen Feldern auf die DNA-Integritit analysiert werden. In der
exponierten Probandengruppe (EXP) wurden Minner (mittleres Alter: 34 £ 7 Jahre)
untersucht, die als Versuchspersonen im Vorjahr durchschnittlich 65 h (max. 175 h) im 7 T-
MRT exponiert wurden und aus beruflichen Griinden 0,5 — 6 h pro Woche am 7 T-Scanner
arbeiteten (siche Kapitel 3.3.2). Als Kontrollgruppe (KG) dienten gleichaltrige mannliche
Probanden (mittleres Alter: 33 £ 9 Jahre), die noch nie im Ultrahochfeldscanner exponiert
worden waren und im Vorjahr zur Studie keine anderen MRT-Untersuchung erhielten (ein
Proband der KG wurde 6 Monate vor Studienbeginn am 1,5 T-MRT untersucht). Von jeweils
elf Blutspendern pro Gruppe wurden MNZ isoliert und die basale Anzahl an yH2AX-Foci
und Mikronuklei bestimmt. Dariiber hinaus erfolgte analog zu den Versuchen in Kapitel 4.7.1
eine In-vitro-Exposition der unstimulierten MNZ am 7 T-MRT mit EPI-Sequenzen, welche
die maximal zuldssige Stirke der Gradienten- und Hochfrequenzfelder aufwiesen. Die

Bestrahlung mit 0,2 Gy diente als Positivkontrolle.

Um zusitzlich den Einfluss der 7 T-MRT in Kombination mit Zytostatikabehandlung sowie
die anschlieBende DNA-Reparaturkinetik zu untersuchen, wurden Proben von beiden
Gruppen mit 10 uM ETP behandelt und jeweils eine Probe aufBlerhalb und eine Probe
innerhalb des 7 T-MR-Scanners zusammen mit EPI-Sequenzen fiir 1 h bei 22°C inkubiert.
Zur weiteren Phosphorylierung von yH2AX wurden alle Proben im Anschluss fiir eine Stunde
im Inkubator platziert und danach die initiale Anzahl an yH2AX-Foci bestimmt. Zur Analyse
der Reparaturkinetik wurde das ETP ausgewaschen und die yH2AX-Foci nach 1 h, 4 h und
20 h fir alle vier Bedingungen (EXP: ETP = 7 T-MRT; KG: ETP £ 7 T-MRT) bestimmt.

yH2AX-Analyse

Anhand des basalen yH2AX-Niveaus konnten zwischen EXP (0,10 £ 0,01 Foci/Zelle;
7,8 + 1,0 % yH2AX-positive Zellen) und KG (0,09 £ 0,02 Foci/Zelle; 7,6 £ 1,5 % yH2AX-
positive Zellen) keine Unterschiede ermittelt werden (Abb. 4.25). Auch die zusitzliche In-
vitro-Exposition im 7 T-MRT induzierte keine signifikanten Verinderungen im yH2AX-
Niveau beider Gruppen (7 T-MRT: EXP 0,08 + 0,01 Foci/Zelle; KG 0,09 £ 0,02 Foci/Zelle)
Messungen nach 20 h und 72 h wiesen ebenfalls keine Unterschiede auf. Im Gegensatz dazu
fuhrte eine Gammabestrahlung mit 0,2 Gy sowohl in MNZ der EXP (2,01 + 0,17 Foci/Zelle)
also auch in der KG (1,92 * 0,16 Foci/Zelle) zu einem 20-fachen Anstieg der yH2AX-Foci.
Wie die Daten nach 20 h und 72 h zeigen, erfolgte die Reparatur der Foci gleichermallen in
EXP und KG. Drei Tage nach Bestrahlung konnten keine signifikanten Unterschiede in der
Anzahl an yH2AX-Foci zwischen den Proben gemessen werden (Abb. 4.25 A, B — 72 h).



KAPITEL 4.7 ERGEBNISSE 83
A | gHaax-1n | | sHeax-20n | | sHeax-72n
5+ 5 54
ns o n.s. pe————— [l MRT-Exponierte
nsr———— LI B ] Kontrollgruppe
g 37 — N.S. k%x — NS, xxx% g 3 g 3_
(<] Q (7]
: | : S P
- -~ ~ n.s.
(W] 1L o 1__ O 1__ n.s.
uo‘ - uo' - n.s * n.s "E
X 0,4 X 0,4 5.k s 04T
0,3 0,37 ~ 0,3 [ s RS RSN,
= 0,2 70,2 T 0,2
0,11 0,11 0,11
0- 0- 0-
S A el R S A S A A oS e
A RGN S SN C) S, LG S NG
\)"\ﬁ"\é\ A 0(\\0 ’\Q\ Qv \){‘\Q ’\é\ At \){\0 &%\ QO \){\0 /\é\ Qs Q@Q/&Q\ Qn
A A A A A A
B | yHeax-1h | | sHeax-20n | | Heax-72n |
140 ns 140+ ns 140+ ns
(18- E— ns.r— 1 ne.r— 1
4 ns——— 1 ns—— 1 ns———
1204 & 1204 /=2—my 120 ———
&, N.S.{|%4% n.s.lexy S 2
o 804 o 804 @ 80
3 L] g g
— 60+ — 60+ — 60+
3 3 3
£ 40 £ 40 £ 40-
N.S.| peokox N.S.| % %%
204 20- [ ! 204! r|[ns{nsy | - |[n.s{[n.s
0 I _T_ I I O I I * I I 0_
C A A A A & A A A & A & A
PO SR A ) AR GO IR AN O & G & G
\)QQ &é\ o \)(\\06‘\%\ Qv \\,{\&/\Q\ oV &Q\ o \\_."\“0 /\Q\ QY \;"\“0 '\Q\ N
A A A A A A
| [J 0 Foci O 1 Focus M 2-3 Foci B > 4 Foci |

Abb. 4.25: Analyse der YH2AX-Foci in MNZ von Probanden mit ethohter Exposition
gegeniiber MRT-assoziierten elektromagnetischen Feldern

Bei 11 Probanden mit erhShter Exposition gegeniiber MRT-assozilerten elektromagnetischen
Feldern (MRT-Exponierte, EXP, schwarze Balken) sowie bei 11 Blutspendern der Kontrollgruppe
(KG, graue Balken) wurden MNZ isoliert. Diese blieben unbehandelt oder wurden 7 vitro in einem
7 T-MRT+EPI exponiert bzw. mit 0,2 Gy bestrahlt. A) Die Anzahl an yH2AX-Foci/Zelle sowie
B) die prozentuale Verteilung der yH2ZAX-Foci wurde zu drei Zeitpunkten (1 h, 20 h, 72 h) nach
Exposition bestimmt. Dargestellt sind MW £ SEM aus 11 unabhingigen Versuchen (***:

P =< 0,001; n.s.: P> 0,05).
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Mikronuklei-Analyse

In den MNZ wurden 72 h nach Exposition die Mikronuklei bestimmt. Wie in Abb. 4.26 A
dargestellt, unterschied sich die Anzahl spontaner Mikronuklei nach Auswertung von jeweils
2.000 binukledren Zellen pro Probe nicht signifikant zwischen beiden Probandengruppen
(unbehandelt: EXP 14,4 + 0,6 MN; KG 13,8 + 0,6 MN). Nach zusitzlicher In-vitro-7 T-
MRT-Exposition war ebenfalls keine signifikante Verinderung in der MN-Anzahl zu
beobachten (7 T-MRT: EXP 14,6 = 0,6 MN; KG 14,1 + 0,7 MN). Im Gegensatz dazu konnte
nach Bestrahlung mit 0,2 Gy ein signifikanter Anstieg an MN gleichermalen fiir beide
Gruppen verzeichnet werden (0,2 Gy: EXP 22,9 + 1,2 MN; KG 22,2 + 1,3 MN).

Bei der Analyse der Zellproliferation lag der ermittelte prozentuale Anteil an binukledren
Zellen fir unbehandelte Zellen bei 56,3 + 0,7 % (EXP) bzw. 57,0 £ 0,6 % (KG) und
verianderte sich nicht signifikant nach 7 T-MRT (EXP 60,0 * 0,9 %; KG 57,6 £ 0,7 %). In
beiden Gruppen reduzierte sich der prozentuale Anteil binukledrer Zellen signifikant nach
Gammabestrahlung (EXP 47,1 £ 0,9 %; KG 46,1 £ 0,9 %) (Abb. 4.26 B). Ein éhnliches
Ergebnis ergab die Bestimmung des Proliferationsindexes. Wihrend sich dieser nicht
zwischen den unbehandelten (EXP 1,68 £ 0,01; KG 1,72 £ 0,01) und 7 T-MRT-exponierten
Zellen (EXP 1,65*0,01; KG 1,68 £ 0,02) unterschied, sank der Proliferationsindex
signifikant bei bestrahlten MNZ (EXP 1,49 £ 0,01; KG 1,48 £ 0,01) ab (Abb. 4.26 C).
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Abb. 4.26: Analyse der Mikronuklei und Proliferation in MNZ von Probanden mit erhéhter
Exposition gegeniiber MRT-assoziierten elektromagnetischen Feldern

Bei 11 Probanden mit erhohter Exposition gegeniiber MRT-assoziierten elektromagnetischen
Feldern (schwarze Balken) sowie bei 11 Blutspendern der Kontrollgruppe (graue Balken) wurden
MNZ isoliert. Diese blieben unbehandelt oder wurden 7 vitro in einem 7 T-MRT+EPI exponiert
bzw. mit 0,2 Gy bestrahlt. Nach anschlieBender 72-stiindiger PHA-Stimulation wurde von den
Proben A) die Anzahl der Mikronuklei (MN) in jeweils 2000 binukledren Zellen pro Probe sowie
B) der Anteil binukledrer Zellen und C) der Proliferationsindex bestimmt. Dargestellt sind
MW £ SEM aus 11 unabhingigen Versuchen (***: P < 0,001; n.s.: P > 0,05).
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Analysen der induzierten YH2AX-Foci und der DSB-Reparatur nach Ko-Exposition
ETP-behandelter MNZ im 7 T-MRT

Nach Zugabe von 10 uM ETP erhohte sich die Anzahl an yH2AX-Foci in den MNZ beider
Probandengruppen im Vergleich zu unbehandelten Zellen. Dabei wurden keine signifikanten
Unterschiede zwischen der alleinigen ETP-Behandlung und der Ko-Exposition im 7 T-MRT
sowie zwischen der Gruppe hiufig exponierter Probanden (ETP: 2,80 *+ 1,23 Foci/Zelle;
ETP + 7 T-MRT: 2,87 £ 1,14 Foci pro Zelle) und der Kontrollgruppe (ETP:
2,54 £ 1,26 Foci/Zelle; ETP +7 T-MRT: 2,60 £ 1,27 Foci/Zelle) ermittelt (Abb. 4.27). Nach
Entfernen von ETP konnten in der Reparaturkinetik ebenfalls weder signifikante
Unterschiede zwischen einzel- und ko-exponierten MNZ, noch zwischen beiden
Probandengruppen detektiert werden. Alle Proben wiesen innerhalb der ersten 4 h nach ETP-
Entfernung eine starke Reduktion der yH2AX-Foci auf. Dennoch war auch 20 h nach
Exposition der Anteil residualer yH2AX-Foci, im Vergleich zu unbehandelten MNZ, bei allen

ETP-exponierten Proben signifikant erhcht.
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Abb. 4.27: Einfluss der 7 T-MRT auf yH2AX-Foci in ETP-behandelten MNZ und deren
Reparaturkinetik in MRT-exponierten Probanden und Kontrollgruppe

Bei 11 Probanden mit erhohter Exposition gegeniiber MRT-assoziierten elektromagnetischen
Feldern (EXP) sowie bei 11 Blutspendern der Kontrollgruppe (KG) wurden MNZ isoliert und zu
den Proben ca. 15 min vor MRT-Exposition 10 uM ETP gegeben (dargestellt als graues Rechteck).
Die ETP-haltigen Proben wurden anschlieBend fiir 1 h im 7 T-MRT exponiert oder aul3erhalb des
MRT gelagert (Zeitraum dargestellt durch schraffiertes Feld). AnschlieBend erfolgte eine
einstiindige Inkubation der Proben bei 37°C, bevor ETP tber zwei Waschschritte aus den Proben
entfernt wurde (Zeitpunkt 0 h). Die ermittelte Anzahl an yH2AX-Foci/Zelle ist als MW £ SEM
von jeweils 11 unabhingigen Versuchen in Abhingigkeit von der Zeit dargestellt.
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5 Diskussion

5.1 Evaluierung der automatisierten yH2AX-Analyse

Im Jahr 1998 beschrieb die Arbeitsgruppe um William Bonner nach Gammabestrahlung der
humanen Glioblastom-Zelllinie SF268 erstmals die spezifische Phosphorylierung von
Serin-139 des H2AX-Molekils als Folge von DNA-Doppelstrangbrichen [73]. Im
darauffolgenden Jahr konnte diese Arbeitsgruppe am Fluoreszenzmikroskop yH2AX
immunzytochemisch als punktférmige Strukturen im Zellkern nachweisen [71]. Die Vielzahl
potentieller Anwendungen, die einfache Umsetzung und hohe Sensitivitit dieser Nachweis-
methode im Zusammenhang mit der kommerziellen Verfugbarkeit spezifischer poly- und
monoklonaler Antikorper fithrten in der Folge zu einer weiten Verbreitung des yH2AX-
Assays. Basierend auf den Angaben der Meta-Datenbank Pubmed erschienen allein im Jahr
2015 mehr als 500 Publikationen zum Suchbegriff yH2AX [150].

Die sensitivste und verbreitetste Methode zur yYH2AX-Bestimmung ist die Durchfithrung
eines indirekten Immunfluoreszenztests mit anschlieBender Quantifizierung der yH2AX-Foci
am Fluoreszenzmikroskop [72,77,151]. Dabet ist die visuelle Auszihlung der Foci sehr zeitauf-
wendig und anfillig fur subjektive Einflisse [99,100]. Studien haben gezeigt, dass manuell
erhobene Daten insbesondere zwischen verschiedenen Laboren hohe Varianzen aufwiesen
[109,152]. Um die Auswertung der Foci zu standardisieren und zu beschleunigen, wurden in
den letzten 15 Jahren verschiedene Verfahren zur automatisierten Foci-Quantifizierung
entwickelt [99,101-111].

Im Rahmen der vorliegenden Promotionsarbeit sollte die Eignung der digitalen Mikroskopie-
plattform AKLIDES fur die Analyse des yH2ZAX-Immunfluoreszenztests untersucht werden.
Das AKLIDES-System wurde urspriinglich zur automatisierten Auswertung von Immun-
fluoreszenzmustern in der AutoantikGrperdiagnostik konstruiert und spiter u. a. fir die
Analyse von partikel-basierten Multiparametertests sowie von yH2AX-Foci erweitert
[109,146,153—155]. Das langfristige Ziel besteht darin, dieses Geritesystem fiir die stan-
dardisierte und kostenginstige Hochdurchsatzanalyse von Immunfluoreszenztests in der
Routinelabordiagnostik einzusetzen. Fur die diagnostische Bestimmung von Autoantikrpern
wurde die AKLIDES-Plattform in Kombination mit den dazugehérigen Testsystemen bereits

zertifiziert. Die yH2AX-Analyse ist indes derzeit nur fur Forschungszwecke zugelassen.
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Um die automatisierte yH2AX-Analyse des AKLLIDES-Systems zu charakterisieren, erfolgte
im Rahmen dieser Promotionsarbeit zuerst die Validierung dieses Verfahrens. Als Zellsystem
dienten frisch isolierte humane MNZ, in denen durch Inkubation mit dem Zytostatikum

Etoposid yH2AX-Foci induziert wurden.

Die Vergleichsanalyse zwischen manueller und automatisierter yH2AX-Foci-Quantifizierung
verdeutlichte eine gute Ubereinstimmung zwischen den Bildaufnahmen und den
quantifizierten yH2AX-Foci beider Datensitze. Der ermittelte Basalwert an DNA-DSB in
MNZ gesunder Blutspender betrug nach automatisierter Auswertung 0,06 £ 0,02 Foci/Zelle
und entsprach den Angaben anderer Publikationen [156—159]. Des Weiteren konnte in MNZ
nach 16-stindiger Inkubation mit ETP im Konzentrationsintervall von 1,25 —20 uM eine
Dosis-Wirkungsbeziehung zwischen Zytostatikumkonzentration und YH2AX gezeigt werden.
Hierbei wurden Unterschiede zwischen der yH2AX-Foci-Quantifizierung und der yH2AX-
Intensititsanalyse deutlich. Im Gegensatz zur yH2AX-Intensitit der Zellnuklei, welche im
gesamten Konzentrationsbereich linear zur ETP-Dosis verlief, flachte die Kurve der
quantifizierten yH2AX-Foci mit zunehmender ETP-Konzentration ab. Dieser Effekt ist
insbesondere auf die Uberlagerung der Foci und Bildung von yH2AX-Cluster
zurickzufihren. Wihrend unbehandelte Zellen keine Cluster aufwiesen, stieg die Anzahl der
Cluster pro Zelle mit zunehmender ETP-Konzentration linear an, sodass bei einer ETP-Dosis
von 20 uM jede Zelle im Durchschnitt einen Cluster enthielt. Eine Zunahme tiberlappender
Foci mit steigender Anzahl an DNA-DSB wurde auch von anderen Autoren beobachtet und

als Ursache fiir eine Unterbewertung der quantifizierten yH2AX-Foci beschrieben [71,102].

Um bei der Auszdhlung einen Fehler durch fusionierte Foci zu korrigieren, enthielt die
YH2AX-Analysesoftware des AKLIDES-Systems einen zusitzlichen Algorithmus. Dieser
ermittelte anhand der zuvor definierten mittleren Focus-Grof3e und der gemessenen Cluster-
fliche die Foci-Anzahl, die der jeweilige Cluster theoretisch umfasst. Wie die durchgefithrten
Untersuchungen zeigten, konnte durch die zusitzliche Clusterauswertung der lineare Quantifi-
zierungsbereich der yH2AX-Foci erweitert werden. Um zu verhindern, dass pan-nukleir
gefirbte oder stark beschidigte Zellen ebenfalls mithilfe dieses Algorithmus ausgewertet
werden, wurde empirisch festgelegt, dass nur Zellen, die eine YH2AX-Kernfirbung von
weniger als 70 % aufweisen, in die DSB-Quantifizierung integtiert werden. Uberschritten

Zellen diesen definierten Grenzwert, wurden sie als pan-nukleire Zelle klassifiziert.

Andere Softwareprogramme nutzen zur Auswertung von Uberlappenden Foci z. B. die
Wasserscheidentransformation, wodurch eine Segmentierung der Objekte erfolgt
[99,102,111]. Diese ist im AKLIDES-System fur die yH2AX-Analyse nicht implementiert,

wird aber im Rahmen der automatisierten Nuklei-Erfassung genutzt.
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Neben Analysen zum Dosis-Wirkungsverhalten wurde in einer Zwolffachbestimmung die
Prizision der automatisierten yH2AX-Immunfluoreszenzmikroskopie in Abhingigkeit von
der erfassten Zellzahl bei drei verschiedenen ETP-Konzentrationen (0 uM, 1 uM, 10 uM)
untersucht. Hierbei wurde deutlich, dass die Prizision der Methode nicht nur von der Anzahl
der analysierten Zellen, sondern auch von der Anzahl detektierter Foci abhingt. Bei einer
quantitativen Erfassung von 50 Zellen pro Probe betrug die Gesamtzahl an yH2AX-Foci bei
unbehandelten MNZ durchschnittlich 7 DSB mit einem Variationskoeffizienten von 37,1 %.
Nach Vervierfachung der Zellzahl auf 200 Zellen wurden durchschnittlich 27 DSB erfasst und
der Variationskoeffizient sank auf 19,9 %. Im Vergleich konnten nach Behandlung mit 10 uM
ETP und der Steigerung der yH2AX-Foci bei gleicher Zellzahl eine deutliche Verringerung
des Variationskoeffizienten beobachtet werden (50 Zellen — VK: 9,5 %; 200 Zellen — VK:
5,1 %).

In einer Studie von Valente et al. wurde ebenfalls der Einfluss der Zellzahl auf die Varianz der
ermittelten yH2AX-Foci untersucht [160]. Die Auswertung erfolgte von je 1.500
unbehandelten und mit 0,2 Gy bestrahlten Lymphozyten mithilfe einer Bildanalysesoftware
(Cellprofiler). In 100 Durchlaufen wurden je 25, 50, 100, 250 oder 500 Zellen analysiert und
die Ergebnisse gegentibergestellt. Analog zu den eigenen Daten konnte bei Erfassung
derselben Zellzahl bei bestrahlten Proben, d. h. bei einer héheren Focuszahl pro Nukleus, ein
geringerer VK bestimmt werden als bei unbehandelten Zellen. Dieser sank zudem mit
steigender Anzahl an quantifizierten Zellen pro Probe. Wihrend jedoch bei der eigenen 12-
fach-Bestimmung eine Auswertung von je 12 separaten Proben bzw. Datensitze erfolgte,
wurde bei der Untersuchung von Valente et al. auf denselben Datensatz mit 1.500 Zellen
zurickgegriffen [160]. Bei einer Quantifizierung von 500 Zellen pro Durchlauf und einer
Anzahl von 100 Durchliufen wurden von den 1500 Zellen des Datensatzes dieselben Zellen
vielfach in die Analyse einbezogen, sodass die Varianzanalyse nicht als unabhingig betrachtet

werden kann.

Die Daten der eigenen Analyse und von Valente et al. zeigten, dass zur Steigerung der
Messgenauigkeit nicht nur eine minimale Anzahl an Zellen, sondern dariiber hinaus auch eine
minimale Anzahl an Foci erfasst werden sollten [160]. In der AKLIDES-Softwareversion,
welche fir die Erstellung dieser Arbeit genutzt wurde, war diese Bedingung der minimalen
Foci-Anzahl noch nicht enthalten. Diese sollte in zukinftigen Versionen unbedingt mit
implementiert werden. Wihrend im ver6ffentlichten Protokoll zur yH2AX-Analyse und den
Studien der Arbeitsgruppe von W. Bonner bzw. C. Redon, welche erstmals die Quantifi-
zierung fluoreszierender YH2AX-Foci beschrieb, Foci in 50 — 100 bzw. 50 — 200 Nuklei
ausgewertet wurden [91,161-163], erfolgte in Untersuchungen der Arbeitsgruppe um
M. Lobrich eine Quantifizierung von mindestens 40 Zellen (bei héherer yH2AX-Konzen-
tration) oder mindestens 40 Foci (bei geringem yH2AX-Level) pro Probe [31,164—166].
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Der Immunfluoreszenztest in Kombination mit der mikroskopischen Foci-Quantifizierung
ist als sensitivste Methode zur yH2AX-Bestimmung beschrieben [91,97,98,167]. Um dies zu
analysieren und eine Gegeniiberstellung der automatisierten Fluoreszenzmikroskopie mit der
YH2AX-Bestimmung mittels Durchflusszytometrie und Western-Blot zu ermoglichen, wurde

ein direkter Vergleich dieser Methoden vorgenommen.

Anhand einer ETP-Verdiinnungsrethe wurde die geringste ETP-Konzentration ermittelt, die
im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle einen Anstieg der yH2AX-Expression im
jeweiligen Analyseverfahren hervorrief. Die Nachweisgrenze lie3 sich aus der Summe des
durchschnittlichen yH2AX-Niveaus und der dreifachen Standardabweichung der unbe-
handelten Proben bestimmen [148]. Sie betrug nach Interpolation in den Versuchen fir die
automatisierte Foci-Quantifizierung 0,53 uM ETP. Eine mehr als 10-fach hoéhere ETP-
Konzentration war noétig, um mittels mikroskopischer bzw. durchflusszytometrischer
Intensititsbestimmung einen Anstieg des YH2AX-Niveaus im Vergleich zu unbehandelten
MNZ nachzuweisen. Die geringste Sensitivitit zeigte die yH2AX-Bestimmung mithilfe des
Western-Blot-Verfahrens. Die Resultate des Methodenvergleichs demonstrierten eindeutig,
dass die yH2AX-Foci-Quantifizierung von Immunfluoreszenzaufnahmen auch bei der

automatisierten Bildanalyse das sensitivste Verfahren darstellte.

Dartiber hinaus weisen die Ergebnisse dieser direkten Vergleichsuntersuchung auf den Vorteil
der zusitzlichen Intensititsanalyse hin. Diese eignet sich insbesondere bei Proben mit einem
hohen Anteil an yH2AX-Foci, bei denen die einzelnen DSB nicht mehr separat erfasst werden
konnen [167]. Bei der Intensititsmessung konnten im analysierten ETP-Konzentrations-
intervall alle Proben quantifiziert werden, allerdings ging die Dosis-Wirkungskurve der
Intensititsanalyse von einem linearen Anstieg bei hohen Konzentrationen in ein Plateau tiber

und die Intensitit der Zellnuklei niherte sich einer Sittigung an.

Neben der hohen Sensitivitit zeichnet sich die digitale yH2AX-Mikroskopie durch die
Erfassung zusitzlicher Parameter aus. Focusintensitit, Focusgréfle oder Focusform variieren
je nach Art der Schadensinduktion. Watters et al. beobachteten in embryonalen Maus-
fibroblasten (MEF) diffuse yH2AX-Foci nach Etoposid-Exposition, hellere schirfere Foci
nach Behandlung mit Bleomycin und schwache, schwer zu quantifizierende yH2AX-
Strukturen nach Behandlung mit der alkylierenden Substanz Methylmethansulfonat [168].
Trotz der Unterschiede werden diese morphologischen Parameter nur selten in yH2AX-
Untersuchungen bertcksichtigt. Einen haufig genutzten Vorteil der mikroskopischen
Auswertung bietet die Ko-Lokalisations-Analyse. Dariiber wird ein direkter Vergleich der
yH2AX-Foci mit der Akkumulation anderer DNA-Reparaturmarker oder die Lokalisation der
Schiden innerhalb unterschiedlicher Chromatinbereiche gewihrt [169-173]. Des Weiteren

koénnen in histologischen Analysen von Gewebeschnitten, z. B. aus Biopsien, Strukturen mit
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YH2AX-positiven Zellen identifiziert oder einzelne yH2AX-Foci quantifiziert werden
[161,174,175]. Verschiedene Studien demonstrierten dariiber hinaus die mikroskopische
Analyse von YH2AX- oder 53BP1-Foci mittels Videomikroskopie in lebenden Zellen. Hierfiir
wurden entweder fluoreszenzmarkierte AntikOrperfragmente (Nanobodies) verwendet, ein
binires H2AX/MDC1-Luciferase Reportersystem genutzt oder die Dynamik der Reparatur-
foci mithilfe transfizierter Zellen visualisiert, die fluoreszierendes 53BP1 exprimierten [176—
179].

Im Vergleich zur Mikroskopie ist die Durchflusszytometrie insbesondere fiir die Auswertung
von Proben mit mehr als einem Focus pro Zelle geeignet [91]. Zusitzlich kann am Durch-
flusszytometer Gber die angelegte Spannung der Photomultiplier die Signalstirke und dariiber

der Detektionsbereich der Proben innerhalb eines gewissen Intervalls angepasst werden.

Die yH2AX-Analysen beruhen in dieser Arbeit auf den Signalen der Alexa-Fluor-488-
gekoppelten Sekundirantikérper. Im  Vergleich zu traditionellen Fluorophoren, wie
Fluorescein oder Rhodamin, wurden in den letzten Jahren z. B. von BD Biosciences sehr viel
hellere Polymer-Farbstoffe (BD Horizon Brilliant polymer dyes) entwickelt, welche die
Detektion besonders schwacher Signale verbessern sollen [180,181]. Zukinftig wire zu
prifen, inwiefern die Nachweisgrenze der yH2AX-Intensititsanalyse durch die Verwendung

dieser Fluorophore weiter herabgesetzt werden kann.

Dartiber hinaus bietet die Durchflusszytometrie den Vorteil, durch Kombination, z. B. mit
DNA-Farbstoffen wie PI, Zellen gemal3 der verschiedenen Zellzyklusstadien zu markieren
und zu Kklassifizieren [182]. Fine derartige Differenzierung ist bei Analysen von
proliferierenden Zellen relevant, da diese abhingig von der Zellzyklusphase unterschiedliche
YH2AX-Niveaus aufweisen [183,184]. Weitere Antikérperfirbungen von Apoptosemarkern
oder von spezifischen Oberflichenmolekiilen wiirden die Identifizierung verschiedener Zell-

subpopulationen erméglichen.

Multiple Immunfluoreszenzfirbungen kénnen unter Verwendung notwendiger Hardware-
module, wie Filter oder Laser, auch auf die mikroskopische Analyse, z. B. mit dem AKLIDES-
System, tbertragen werden. In der Publikation von Hernandez et al. nutzten die Autoren ein
mikroskopisches Verfahren zur automatisierten yH2AX-Quantifizierung in Kombination mit
Zellzyklusanalysen [108]. Zu beriicksichtigen ist bei der Fluoreszenzmikroskopie die
unterschiedliche Geschwindigkeit in der Zellerfassung. Der Vorteil der Durchflusszytometrie
besteht darin, innerhalb von Sekunden mehrere Tausend Zellen detektieren zu kénnen und
folglich auch kleine Subpopulationen schnell zu analysieren. Andererseits kann bei der
Durchflusszytometrie, im Gegensatz zur mikroskopischen yH2AX-Focus-Analyse, die
Hintergrundfluoreszenz nicht von der Foci-Intensitit getrennt werden, sodass Effekte, die

z. B. die Autofluoreszenz der Zellen oder die unspezifische Bindung von Sekundirantikérpern
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betreffen, auch im yH2AX-Signal widergespiegelt werden [97]. In eigenen Versuchen wurde
eine Reduktion der Autofluoreszenz in Abhiangigkeit von der Fixierungsdauer beobachtet.
Zur Bestimmung des unspezifischen Fluoreszenzsignals sollten daher z.B. bei
Kinetikanalysen oder bei Vergleichen zwischen Probanden jeweils die entsprechenden Isotyp-

kontrollen mitgeftihrt werden.

Neben der Fluoreszenzmikroskopie und der klassischen Durchflusszytometrie werden
Eigenschaften beider Verfahren in der digitalen Bild-Zytometrie sowie bei der bildgebenden
Durchflusszytometrie kombiniert [185,186]. Die Verbindung der Fluoreszenzmikroskope mit
digitalen Kameras ermdglicht bei der digitalen Bild-Zytometrie die anschlieBende Analyse der
generierten Mikroskopaufnahmen. Studien zeigten die Durchfiihrung der yH2AX-Analyse in
Verbindung mit der Zellzyklusbestimmung und der anschlieBenden Datenauswertung in
Form von Punktwolkendiagrammen, analog zur Durchflusszytometrie [187,188]. Die
YH2AX-Analyse mittels bildgebender Durchflusszytometrie ermdglichte neben der durch-
flusszytometrischen Intensititsbestimmung die Bildaufnahme der einzelnen Zellen und
dartiber die Erfassung zusitzlicher Parameter, z. B. die Focus-Anzahl [189,190]. In einer
Studie von Parris et al. wurde die Zahl der yH2AX-Foci mithilfe der bildgebenden Zytometrie
von 5.000 — 10.000 Zellen pro Probe bestimmt [190].

Im Gegensatz zu den einzelzellbasierten Immunfluoreszenztests eignet sich das Western-Blot-
Verfahren weniger gut fiir quantitative Analysen in der Routinediagnostik, sondern dient vor
allem experimentellen Ansitzen, bei denen mehr als ein DNA-DSB pro Zelle induziert
werden. Wie der Vergleich der Nachweisgrenzen zwischen den unterschiedlichen Methoden
verdeutlichte, zeigte dieses Verfahren die geringste Sensitivitit bei der YH2AX-Detektion. Da
hierbei die YH2AX-Konzentration aus dem Lysat der gesamten Probe bestimmt wird, kénnen
zudem weder unterschiedliche Subpopulationen noch apoptotische Zellen mit pan-nukleirer
YH2AX-Firbung differenziert werden. Das in dieser Arbeit angewandte chemilumineszenz-
basierte Nachweisverfahren fuhrte zudem zur Sittigung des Signals in Proben, die zuvor mit
einer Konzentration von = 100 uM ETP behandelt wurden. Bei geringeren Belichtungszeiten
konnte hingegen die Bande der unbehandelten Kontrolle nicht detektiert werden. Zukiinftig
wire fur dieses Verfahren zu untersuchen, inwiefern der lineare Quantifizierungsbereich fiir
die yH2AX-Analyse durch Substitution der enzym-gekoppelten Sekundirantikfrper mit
fluoreszenzmarkierten Antikérpern —in Kombination mit einer digitalen Fluoreszenz-
messung — erweitert werden kann [191]. Einen Vorteil des Western-Blots im Vergleich zur
Immunfluoreszenzfirbung stellt die Lagerung der Lysate dar, wodurch eine zeitversetzte

Analyse und die nachtrigliche Erfassung zusitzlicher Proteine erméglicht werden.
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Wie der Vergleich verdeutlicht, weisen die verschiedenen yH2AX-Methoden unterschiedliche
Vor- und Nachteile auf. Die Wahl des idealen Verfahrens ist daher abhingig von den zu

untersuchenden Proben und der zu klirenden Fragestellung zu treffen.

Neben der vollautomatisierten YH2AX-Analyse am AKLIDES-System wurden innerhalb der
letzten 15 Jahre auch andere Softwarelosungen zur automatisierten Focus-Quantifizierung
beschrieben [99,101-111]. Die meisten Anwendungen umfassen Softwareprogramme zur
digitalen Bildanalyse, welche die yH2AX-Foci in zuvor separat erstellten Immunfluoreszenz-
aufnahmen auswerten. Wahrend einige Programme nur eine semi-automatische Auswertung
ermoglichen (z. B. Histolab [100,160], FociCounter [1006]), bei welcher die Anwesenheit eines
Benutzers zur Auswahl der einzelnen Zellnuklei oder zum ILaden der nachfolgenden Bilder
notwendig ist, erkennen andere Programme anhand von zuvor definierten Parametern die
Zellnuklei selbstindig und koénnen kontinuierlich eine Vielzahl hinterlegter Bilder auswerten
(z. B. Cellprofiler [160], TGI [99], Focinator [110], FoCo [111]). Die jeweilige Software arbeitet
dabei entweder alleinstehend (FociCounter [106]) oder wird als zusitzliche Applikation
innerhalb bereits existierender Programme angewandt, wie Matlab [111,192] oder ins-
besondere Image] [102,103,107,110]. Dariiber hinaus sind einige Programme, die in
Publikationen beschrieben wurden, nicht offiziell erhiltlich, sondern wurden bislang nur

intern in den Arbeitsgruppen fir Untersuchungen genutzt [99,108,192].

Neben Softwareapplikationen zur reinen Bildauswertung wurden weltweit weitere
Plattformen zur vollautomatisierten YH2AX-Analyse entwickelt. Wahrend, dhnlich wie beim
AKLIDES-System [109], mithilfe der Metafer-Plattform [193] oder einem adaptierten System
zur FISH-Analyse [108] automatisiert Mikroskopaufnahmen generiert und yH2AX-Foci
quantifiziert werden kénnen, umfassen die automatisierten Prozesse des RABiT-Systems
(Rapid Automated Biodosimetry Tool) nicht nur die Bildaufnahme und yH2AX-Analyse,
sondern dariiber hinaus die maschinell-gesteuerte Isolation und Immunfluoreszenzfirbung
von MNZ [105,194].

In den entsprechenden Publikationen zur automatisierten yH2AX-Analyse beschrieben die
Entwickler eine gute Ubereinstimmung zwischen der jeweiligen getesteten Analysemethode
und der manuellen yH2AX-Foci-Quantifizierung [109,110,160]. Externe Nutzer wiesen
jedoch auf Defizite dieser Applikationen im Vergleich zur manuellen Auswertung hin und
kritisierten z. B. den Grad der Anpassungsfihigkeit oder hohere Varianzen der Ergebnisse
[195,190]. Bisher fehlen unabhingige Veroffentlichungen zu Vergleichsstudien, in denen ein
breites Spektrum verfiigbarer Programme objektiv bewertet und die jeweiligen Stirken und

Schwichen dargelegt werden.
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Im Rahmen der Validierung des automatisierten yH2AX-Assays wurden in dieser
Promotionsarbeit neben der dosisabhingigen DSB-Bildung der zeitliche Verlauf ETP-
induzierter yH2AX-Foci sowie deren Reparaturkinetik untersucht. In unstimulierten MNZ
konnte bereits 30 min nach Inkubation mit 5 uM ETP ein Anstieg an yH2AX-Foci detektiert
werden. Wihrend die Anzahl der Foci innerhalb der ersten zwei Stunden im Mittel um einen
Focus pro Zelle und Stunde stieg, erreichte die Anzahl an DSB nach 4- bis 8-stiindiger
Inkubationszeit ihr Maximum. Nach 12 und 24 Stunden wurde indes ein Rickgang der
durchschnittlichen Foci-Anzahl pro Zelle detektiert. Eine Ursache hierfir stellt die
einsetzende DNA-Reparatur dar. Zwar wurde das ETP nicht aus dem Medium entfernt und
konnte erneut DNA-DSB induzieren, jedoch ist anzunehmen, dass durch den Abbau von
ETP bzw. durch die Transformation des trans-Etoposids zu inaktivem cis-Etoposid eine
Reduktion der aktiven ETP-Konzentration uber die Zeit im Medium hervorgerufen wurde
[197]. Der zeitliche Verlauf der tatsichlichen ETP-Konzentration im Medium konnte im

Rahmen dieser Arbeit allerdings nicht separat geprift werden.

Die durchgefiihrten Untersuchungen in MNZ zur Reparaturkinetik ETP-induzierter yH2AX-
Foci wiesen innerhalb der ersten 4 Stunden nach ETP-Entfernung eine Reduktion von 72 %
der initial erzeugten YH2AX-Foci auf. Nach 24 Stunden konnten keine Unterschiede in den
YH2AX-Werten zwischen zuvor mit 5 uM ETP-behandelten und unbehandelten Zellen

beobachtet werden.

Alvaresz-Quilon et al. beschrieben nach 30-miniitiger Behandlung von embryonalen Maus-
fibroblasten mit 10 uM ETP einen édhnlichen Verlauf der DSB-Reparaturkinetik und
beobachteten innerhalb der ersten 3 Stunden einen Rickgang von mehr als 80 % der ETP-
induzierten yH2AX-Foci [198]. Der dargestellte Verlauf spiegelte eine biexponentielle
Reparaturkinetik wider und wurde ebenfalls fiir die Reparatur strahleninduzierter DNA-DSB
beschrieben [98]. Wie verschiedene Ubersichtsartikel anhand wissenschaftlicher Daten
schlussfolgerten, setzt sich diese aus einer schnellen Reparaturphase (4 — 6 h), in welcher ca.
80 — 85 % der DNA-DSB repariert werden, und einer langsamen Kinetik zusammen [29,199].
Dabei kann die DNA-Reparaturgeschwindigkeit von der Lokalisation des DSB im Chromatin
beeinflusst werden. Diesbeziiglich zeigten Studien u. a. von Ribe et al., dass insbesondere
DSB im kompakten Heterochromatin deutlich langsamer repariert werden als im
Euchromatin [173,200]. Zudem konnen sich die chemische Struktur des DSB bzw.
benachbarte Lisionen auf die Komplexitit des Schadens und somit auf die notwendigen

Reparaturprozesse auswirken [151].
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In den zuvor beschriebenen Versuchen dieser Promotionsarbeit wurde der Einfluss des
Zytostatikums ETP auf die Induktion von yH2AX-Foci analysiert. Inwiefern die
durchgefiihrte ETP-Behandlung nicht nur genotoxisch, sondern auch zytotoxisch auf MNZ
wirkte, wurde mithilfe des Propidiumiodid-Einbaus und des ['H]-Thymidin-Zell-

proliferationstests untersucht.

Im Gegensatz zur yH2AX-Analyse, welche bereits eine Stunde nach Inkubation mit ETP
einen Nachweis von DNA-Schiden in MNZ ermdglichte, betrug die Inkubationszeit dieser
beiden Zytotoxizititstests 72 h. Bei einer Konzentration von 10 uM ETP konnte nach drei
Tagen ein signifikanter Riickgang der Zellviabilitit beobachtet werden, wohingegen yH2AX-
Foci bei deutlich geringeren ETP-Konzentrationen nachgewiesen werden konnten. Beim
Proliferationstest war indes bereits ab einer ETP-Konzentration von 0,1 uM eine Inhibition
der DNA-Synthese detektierbar. Diese Differenz zwischen beiden Zytotoxizititsanalysen ist
insbesondere auf die unterschiedlichen Kultivierungsbedingungen zuriickzufithren. Fir die
Proliferationsanalyse ist eine Aktivierung der Zellen notwendig, wihrend beim Viabilitatstest
mittels PI-Einbau unstimulierte Zellen genutzt wurden. Wie u. a. die Studie von Stacey et al.
zeigte, reagieren Zellen in der S- und G2-Phase sehr viel empfindlicher auf Etoposid als in der
G1-Phase [201].

In den Versuchen, bei denen MNZ fur nur eine Stunde mit ETP inkubiert wurden und nach
anschlieBender Entfernung des Zytostattkums eine Kultivierung der Zellen fiir 72 Stunden
erfolgte, zeigte sich erst ab 100 uM ETP ein signifikanter Riickgang sowohl der Zellviabilitit
als auch der DNS-Synthese. Im Rahmen dieses Versuches konnte allerdings nicht eindeutig
geklirt werden, ob der inhibierende Effekt nach einstindiger Inkubation von 100 uM ETP
auf die primire Schidigung der Zellen oder auf die Restkonzentration an ETP zurtickzuftihren
ist. Mithilfe spektroskopischer Analysen zeigten Chamani et al. die Bindung von ETP vor
allem an H1-Histone [202]. Daher kann nicht ausgeschlossen werden, dass intrazellulire

Riickstinde auch nach zweifachem Waschen in den Proben zurtickgeblieben sind.

Allgemein bestitigten die Ergebnisse, insbesondere fiir unstimulierte MNZ, die hohere
Sensitivitit und schnellere Durchfiihrung des yH2AX-Assays im Vergleich zu Zytotoxizitits-
bestimmungen. Zudem wurde verdeutlicht, dass trotz genotoxischer Schidigung und

nachgewiesenen yH2AX-Foci DNA-DSB nicht unmittelbar zytotoxisch auf MNZ wirkten.

Die Validierung der automatisierten yH2AX-Analyse reprisentiert einen wichtigen Punkt der
vorliegenden Promotionsarbeit. Zusammenfassend kann anhand der gewonnen Ergebnisse
geschlussfolgert werden, dass die untersuchte digitale Immunfluoreszenzanalyse mithilfe des
AKLIDES-Systems ein effektives Verfahren zur vollautomatisierten Auswertung von
yH2AX-Foci in unstimulierten MNZ darstellt. Die Untersuchungen zeigten eine sehr gute

Ubereinstimmung zwischen manuell und automatisiert erhobenen Daten. Die quantifizierten
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Basalwerte fiir unbehandelte Lymphozyten entsprachen Literaturangaben und es konnte eine
dosis- und zeitabhingige Korrelation zwischen der ETP-Konzentration und der Formation
von yH2AX-Foci in MNZ nachgewiesen werden. Neben der Foci-Quantifizierung aus den
Immunfluoreszenzaufnahmen ermoglichte die automatisierte Analyse die Erfassung weiterer
Parameter, wie Zellintensitit oder Focusgrofle. Die durchgefithrten Vergleiche zwischen
verschiedenen yH2AX-Nachweismethoden bestitigten zum einen die hohe Sensitivitit der
automatisierten yH2AX-Focus-Quantifizierung und veranschaulichten zum anderen
Unterschiede im Detektionsbereich der einzelnen Verfahren. Des Weiteren wurde aufgezeigt,
dass die automatisierte Auswertung des yH2AX-Immunfluoreszenztests fiir Untersuchungen

zur Reparaturkinetik von DNA-DSB genutzt werden kann.

5.2 Untersuchungen zur Eignung des yH2AX-Assays
hinsichtlich potentieller klinischer Anwendungen

Der wachsende Fortschritt in den sogenannten ,,Omics“-Technologien, welche u. a. die
Bereiche der Genomik (Gene), Transkriptomik (mRNA), Proteomik (Proteine) oder
Metabolomik (Stoffwechselprodukte) umfassen, ermoglicht die Identifikation zahlreicher
potentieller Biomarker und die Bestimmung individueller Patientenprofile [203]. Im Rahmen
der Prizisionsmedizin sollen spezifische diagnostische, pridiktive oder prognostische Marker
die Klassifizierung einzelner Patientengruppen ermdglichen, deren Behandlungsstrategie
darauthin, entgegen dem klassischen Einheitskonzept, den individuellen Charakteristika
angepasst werden soll [204]. Diese neuen Ansitze werden bisher insbesondere in der Anti-
Tumor-Therapie verfolgt [205,200].

Die Analyse von yH2AX als sensitiver Biomarker fiir die Quantifizierung von DNA-DSB
findet nicht nur in der Grundlagenforschung Anwendung, sondern bietet ebenfalls ein breites
Spektrum an potentiellen klinischen Applikationen [207,208]. Hierzu zahlen neben der
individuellen Anpassung oder der Uberwachung von Chemo- oder Bestrahlungstherapien
mogliche Anwendungen bei der Biodosimetrie z. B. in der Radio- und Nuklearmedizin oder
bei der Diagnostik und Therapie verschiedener altersassoziierter Erkrankungen. Zudem kann
der yH2AX-Assay in Bereichen der pharmazeutischen Entwicklung bzw. Medikamenten-

testung sowie bei Genotoxizititsanalyse von Umweltgiften genutzt werden [72,78,209].

Wie u. a. der Ubersichtsartikel von Geric et al. [210] zusammenfassend darstellt, konnte in
zahlreichen Studien nach Behandlung verschiedener Zelllinien mit Zytostatika deren

genotoxische Wirkung mithilfe des YH2AX-Assays nachgewiesen werden. Hierzu zihlten u. a.
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Antimetabolite (Methotrexat, Gemzitabin, Cytarabin), Crosslinker (Cisplatin), Topo-
isomerase-I-Inhibitoren (Irinotecan, Topotecan), Topoisomerase-II-Inhibitoren (Etoposid,
Mitoxantrone, Doxorubicin) oder der Tyrosinkinaseinhibitor Imatinib. Aneugen wirkende

Mikrotubuli-Inhibitoren induzierten hingegen keinen yH2AX-Anstieg [210].

An Cho-9-Zellen zeigten Nikolova etal., dass genotoxische Substanzen, wie Etoposid,
Cisplatin oder Wasserstoffperoxid, dosisabhingig yH2AX-Foci induzierten und diese Daten
positiv. mit Ergebnissen aus Zytotoxizititsanalysen korrelierten. Zusitzlich wiesen die
Autoren bei zehn nicht-genotoxisch wirkenden Agenzien zwar eine dosisabhingige Reduktion
der Zellviabilitit nach, aber keine Formation von yH2AX-Foci [211].

Eine Analyse residualer yH2AX-Foci erfolgte in der Studie von Banath et al. [212]. Humane
Zervixkarzinomzellen (SiHa) wurden fir 30 min bzw. 60 min u.a. mit Camptothecin,
Cisplatin, Doxorubicin, Etoposid oder Wasserstoffperoxid behandelt, die Substanzen entfernt
und nach 24-stindiger Inkubation in frischem Medium der Anteil an Zellen mit residualen
YH2AX-Foci bestimmt. Abhingig von der Behandlungsdosis konnte fiir alle Substanzen ein
Anstieg an YH2AX-positiven Zellen detektiert werden. Die Autoren zeigten zudem, dass das
Niveau residualer yH2AX-Foci mit der Uberlebensrate im parallel durchgefiihrten
klonogenen Assay (engl. clonogenic survival assay) korrelierte und beschrieben residuale
YH2AX-Foci als Indikator fiir letale DNA-Schiden [212].

Im Rahmen dieser Promotionsarbeit wurde der yH2AX-Assay genutzt, um die genotoxischen
Effekte verschiedener Klassen immunsuppressiver Substanzen zu analysieren. Diese
Agenzien waren im Vorfeld bereits innerhalb der eigenen Arbeitsgruppe charakterisiert
worden. Die fir die Untersuchungen gewihlten Konzentrationen entsprachen Dosen, bei
denen zuvor eine signifikante Inhibition der DNA-Synthese in T-Lymphozyten beobachtet

werden konnte [149].

Die Ergebnisse der yH2AX-Bestimmungen in unstimulierten MNZ demonstrierten nur nach
Zytostatikabehandlung (Etoposid, Camptothecin, Daunorubicin und Cytarabin) einen
signifikanten Anstieg an yH2AX-Foci. Die Inkubation mit den Immunsuppressiva
Cyclosporin A, Rapamycin oder Dexamethason sowie mit aktivem TGF-31 oder anti-TNF-«
fihrte unter den angewandten Versuchsbedingungen zu keiner signifikanten Erhohung an
yH2AX-Foci. Anderen Ver6ffentlichungen beschreiben ebenfalls keine Induktion von DNA-
Schiden durch CsA, Rapamycin oder Dexamethason [38,213-217].

In einer Untersuchung von O’Driscoll and Jeggo wurde hingegen beobachtet, dass CsA
insbesondere wihrend der Replikationsphase und verstirkt in reparaturdefizienten Zellen zu
einer Erh6éhung an DNA-DSB fihrte [218]. Auch demonstrierten andere In-vitro-Studien an
MNZ eine inhibierende Wirkung von Immunsuppressiva auf die DNA-Reparatur [219,220].
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Unterschiede in der Stirke der induzierten H2AX-Phosphorylierung nach Zytostatika-
behandlung wurden in der eigenen Arbeit zwischen der Fluoreszenzmikroskopie und dem
Western-Blot-Verfahren deutlich. Wahrend bei der yH2AX-Foci-Quantifizierung dhnlich
viele yH2AX-Foci fir alle Proben nach Zytostatikagabe erfasst werden konnten, wiesen im
Western-Blot-Verfahren zwar auch nur die mit Zytostatika behandelten Proben einen
signifikanten Anstieg an yH2AX auf, jedoch wurden groflere Differenzen in den yH2AX-
Niveaus detektiert. Hierbei war die yH2AX-Konzentration der MNZ nach Behandlung mit
Camptothecin und Cytarabin im Vergleich zu den Topoisomerase-II-Inhibitoren Etoposid

und Daunorubicin deutlich erhoht.

Eine Ursache fur diesen Unterschied stellt die Anzahl an MNZ mit pan-nukledrer yH2AX-
Farbung dar, die u. a. in apoptotischen Zellen nachgewiesen werden kann [76,85,221]. Pan-
nukleir gefirbte Zellen wurden bei der automatisierten Immunfluoreszenzmikroskopie nicht
in die Foci-Analyse einbezogen und separat aufgefithrt. Im Vergleich zu den Substanzen
Etoposid und Daunorubicin war nach Behandlung mit Camptothecin und Cytarabin ein
deutlich erhohter Anteil an pan-gefarbten Nuklei im Immunfluoreszenztest zu erkennen.
Wihrend Etoposid und Daunorubicin zu den Topoisomerase-1I-Hemmern zihlen, die auch
in unstimulierten Zellen DNA-DSB induzieren, geh6rt Camptothecin zur Gruppe der
Topoisomerase-I-Inhibitoren. Diese erzeugen vorwiegend Einzelstrangbriiche und wirken
insbesondere auf Zellen in der S-Phase [114,222]. Cytarabin fihrt als Cytidinanalogon
ebenfalls vor allem in der S-Phase zur DNA-Schadigung [113].

Inwiefern bei diesen Proben die kernweite YH2AX-Farbung reversible zytostatikainduzierte
oder irreversible apoptose-assoziierte DSB darstellt, kann ohne die zusitzliche Verwendung
spezifischer Apoptosemarker, wie aktivierte Caspase-3 oder Annexin-V, nicht beurteilt
werden. Nach Apoptoseinduktion beschrieben Solier und Pommier eine Ko-Lokalisation
zwischen yH2AX und der aktivierten Caspase-3 [85]. Um parallele Untersuchungen zur
Zellviabilitit zu ermoglichen, sollte zukinftig ein Nachweis von Apoptosemarkern (z. B.

Annexin 'V, aktivierte Caspase-3, Cytochrom ¢) in die automatisierte yH2AX-

b

Immunfluoreszenzanalyse integriert werden.

Die Ergebnisse der im Rahmen dieser Arbeit durchgefihrten Untersuchungen an
unstimulierten MNZ zeigten Gbereinstimmend mit oben genannten Studien die Tauglichkeit
des YH2AX-Assays zur Identifikation genotoxischer Substanzen. Dennoch missen zur

richtigen Interpretation der Daten die Limitierungen dieses Tests berticksichtigt werden.

Im Gegensatz zu Analysen von strahleninduzierten DNA-DSB stellen unstimulierte MNZ ftr
pharmakologische Genotoxizititsscreenings nicht unbedingt ein geeignetes Zellsystem dar.
Da viele Zytostatika oder auch andere genotoxische Agenzien in die DNA-Replikation

eingreifen und besonders stark auf proliferierende Zellen wirken, sind fir Untersuchungen
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von chemisch induzierten DNA-Schiden z. B. gut charakterisierte Tumorzelllinien mit
ausreichender H2AX-Expression besser geeignet [223]. Zudem wirken viele Substanzen erst
nach Biotransformation genotoxisch. Daher sollten insbesondere metabolisch kompetente
Zellsysteme genutzt werden, wie z. B. die humane Hepatomzelllinie HepG2, welche ein
leberdhnliches Enzymprofil exprimiert, oder alternativ aktiviertes Rattenleberhomogenat (S89-

Mix) zur Zellkultur gegeben werden [53].

Zudem muss beim yH2AX-Assay bedacht werden, dass es sich um eine indirekte Nachweis-
methode fir DNA-DSB handelt und Substanzen wie Kinaseinhibitoren Reparatur-
mechanismen und die Phosphorylierung von yH2AX beeinflussen und das Ergebnis
verfilschen konnen [170,224].

Zwar gilt die yH2AX-Analyse derzeit als sensitivste Methode zum Nachweis von DNA-DSB,
welche hoch toxische DNA-Schiden darstellen, jedoch koénnen andere DNA-Lisionen
mithilfe dieses Tests nicht spezifisch nachgewiesen werden. Aufgrund dessen fithren bei
Genotoxizititsanalysen Substanzen, welche z. B. Basenmodifikationen induzieren oder

aneugen wirken, im yH2AX-Assay zu einem falsch-negativem Ergebnis.

In Studien von Watters et al. [168], Smart et al. [225] und Tsamou et al. [226] wurden die
Ergebnisse aus der yH2AX-Analyse mit denen etablierter Genotoxizititstests vergleichen.
Watters et al. behandelten embryonale Mausfibroblasten mit unterschiedlichen Konzen-
trationen an Etoposid, Bleomycin und Methylmethansulfonat sowie mit den beiden nicht-
genotoxischen Substanzen Natriumchlorid und Ampicillin. Wihrend die nicht-genotoxischen
Substanzen bei keinem der Tests ein falsch-positives Ergebnis hervorriefen, konnte mittels
Comet-Assay nur bei Konzentrationen ab 6 uM Etoposid ein signifikanter Anstieg an DNA-
Schiden detektiert werden. Im Gegensatz dazu induzierten alle drei genotoxischen
Substanzen dosisabhingig yH2AX-Foci und Mikronuklei. Trotz geringer Unterschiede
zeigten YH2AX-Assay und Mikronukleustest eine gute Ubereinstimmung bei den Substanz-
konzentrationen, die einen nachweisbaren Anstieg an DNA-Schiden induzierten. Die
Resultate konnten zusitzlich in durchflusszytometrischen Analysen mit Mauslymphomzellen
(LL5178Y) bestatigt werden und glichen den Ergebnissen des durchflusszytometrischen
Mikronukleustests und des Mauslymphomassays [168].

Bei der Genotoxizititsbestimmung von Smart et al. konnten mithilfe der durchflusszyto-
metrischen yH2AX-Analysen vergleichbare Daten zum Amestest und Mauslymphomassay
erzielt werden [225]. Tsamou et al. bestimmten bei Analysen von 24 genotoxischen und 40
nicht-genotoxischen Substanzen die Sensitivitit und Spezifitit des durchflusszytometrischen
YH2AX-Assays sowie des Ames-Tests, des Chromosomenabberationstests, des Mikro-
nukleustests und des Mauslymphomassays. Im Vergleich besal der yH2AX-Assay die

geringste Sensitivitit, zeichnete sich aber durch eine hohe Spezifitit aus [226]. Die geringe
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Spezifitit bzw. hohe Rate falsch-positiver Ergebnisse und die zeitintensive Durchfithrung des
Chromosomenabberationstests, des Mikronukleustests oder des Mauslymphomassays stellen
zwei wesentliche Einschrinkungen dar, denen mithilfe des yH2AX-Assays entgegengewirkt

werden kann [86].

Zukinftig konnte die automatisierte yH2AX-Analyse als schnelle und kostengiinstige
Methode fiir Genotoxizititsscreenings genutzt werden und stellt eine potentielle Erweiterung
etablierter Testbatterien dar [211,226].

Im Gegensatz zu den 7z vitro durchgefihrten Genotoxizititsuntersuchungen von Einzel-
substanzen wurde der yH2AX-Assay in In-vivo-Studien vorwiegend zur Effektivititsanalyse
von Medikamentenkombinationen in der Anti-Tumortherapie genutzt [72,78]. Hierbei wurde
u.a. der Einfluss von sogenannten Chemosensibilisatoren untersucht, die z.B. durch
Hemmung von DNA-Reparaturmechanismen (z. B. PARP-Inhibitoren) die Wirksamkeit von
Chemotherapien erhéhen sollen. In einer Phase-I-Studie zeigten Kummar et al., dass die
Kombination des Topoisomerase-I-Inhibitors Topotecan mit dem PARP-Inhibitor Veliparib
einen Anstieg der yH2AX-Foci in MNZ von Tumorpatienten induzierte und somit den Grad
der DNA-Schidigung modulierte [227]. In einer In-vitro-Studie von Kim et al. wurde der
yH2AX-Immunfluoreszenzassay fir das Screening einer Substanzbibliothek mit 6800
Agenzien genutzt. In Kombination mit einer ETP-Behandlung von Osteosarkomzellen
(U20S) konnten verschiedene Substanzen identifiziert werden, welche die Induktion oder

Reparatur von DNA-Schiden modulieren [228].

Die hohe Proliferationsrate von Tumorzellen sowie Defekte in DNA-Reparaturmechanismen
bewirken hidufig eine erhéhte Sensibilitit von Krebszellen gegeniiber DNA-schadigenden
Chemotherapien und erlauben deren gezielte Eliminierung. Dem entgegen stehen jedoch
intrinsische oder erworbene Mechanismen, die zur Therapieresistenz der Tumorzellen fithren
konnen. Die Unterschiede hinsichtlich der individuellen Zytostatikasensitivitit bzw.
Zytostatikaresistenz stellen derzeit eine grofle Hurde in der chemotherapeutischen
Tumorbekimpfung dar [114,115]. Neben Modulationen von DNA-Reparatur- und
Apoptoseprozessen ist ein weiterer bedeutender Mechanismus fiir Chemoresistenzen eine
erhohte Aktivitit bzw. Expression von membranstindigen ABC-Transportern, die tiber aktive
Prozesse Zytostatika aus der Zelle beférdern, wie P-gp [117]. Eine Uberexpression von P-gp
wurde hidufig bei Tumorzellen beschrieben und korrelierte z. T. negativ mit dem
Therapieverlauf und der Uberlebensrate der Patienten [229,230]. Verschiedene Substanzen
besitzen die Figenschaft, ABC-Transporter zu inhibieren und dartiber die Efflux-

geschwindigkeit und die intrazelluldren Arzneimittelkonzentration zu beeinflussen [115].
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Zu diesen Modulatoren zihlen die Immunsuppressiva Cyclosporin A und Rapamycin, welche
inhibitorisch u. a. auf den ABC-Transporter P-gp wirken [231,232]. Studien tber die ABC-
Transporterexpression in himatopoetischen Zellen zeigten, dass P-gp auch auf der

Zellmembran von Lymphozyten exprimiert wird [233].

Im Rahmen dieser Promotionsarbeit wurde untersucht, ob die Inkubation mit CsA bzw.
Rapamycin in Kombination mit ETP bei MNZ zu einer Verstirkung der Zytostatika-

sensibilitit fithrt. Diese wurde mithilfe des automatisierten yH2AX-Assays analysiert.

Zuvor konnte in dieser Arbeit mithilfe des Rhodamin123-Efflux-Assays gezeigt werden, dass
CsA und Rapamycin die ABC-Transporter in MNZ inhibieren. Wihrend die intrazellulire
Konzentration des zuvor aufgenommenen Rhodamins bei MNZ, die in Kulturmedium
kultiviert wurden, kontinuierlich abnahm, zeigten die Fluoreszenzanalysen bei Proben, die
nach der Rhodaminaufnahme mit 10 uM CsA bzw. Rapamycin versetzt wurden, eine
Hemmung des Rhodaminexports. Diese Ergebnisse bestitigten Befunde von Anglicheau et al.
[232]. Die Autoren beschrieben an primiren humanen Nierenepithelzellen eine dosis-
abhingige Reduktion des Rhodaminexports und eine maximale P-gp-Hemmung ab
Konzentrationen von > 1 uM Cyclosporin A bzw. Rapamycin [232]. Bei Rhodamin-Efflux-
Untersuchungen an frisch isolierten CD4'-T-Lymphozyten sowie CD8'-T-Lymphozyten
beobachteten Llaudo et al. eine verminderte Effluxrate in CD4"-Zellen im Vergleich zu CD8"-
Zellen. Nach Inkubation mit 2,5 uM Cyclosporin A konnte insbesondere die erhéhte P-gp-
Aktivitait in CD8"-Zellen inhibiert werden, wohingegen eine Behandlung mit 0,25 uM
Rapamycin bei keiner der Subpopulationen zu einer P-gp-Hemmung fiihrte [234].

Die Daten der eigenen yH2AX-Analysen demonstrierten, dass eine 16-stiindiger Inkubation
von MNZ mit CsA oder Rapamycin allein keine yH2AX-Foci induzierte. Hingegen fithrte bei
MNZ, die mit 5 uM ETP behandelt wurden, die Anwesenheit dieser Immunsuppressiva im
Kulturmedium dosisabhingig zu einem signifikanten Anstieg der ETP-induzierten DNA-
DSB. Dieser synergistische Effekt konnte bei Kinetikanalysen in MNZ bereits unmittelbar
(30 min) nach Inkubation von ETP in Kombination mit CsA beobachtet werden und war
Gber den gesamten Versuchszeitraum von 24 h nachweisbar. Die Inkubation von MNZ mit
CsA bzw. Rapamycin in Anwesenheit des Zytostatikums Daunorubicin induzierte ebenfalls

eine Verstirkung der hervorgerufenen DNA-DSB.

Die Hypothese, dass die erthohte Zytostatikatoxizitit durch einen inhibierenden Effekt von
CsA bzw. Rapamycin auf die ABC-Transporter und folglich von der intrazelluliren ETP-
Akkumulation verursacht wird, bestirkten Untersuchungen nach Gammabestrahlung mit
0,2 Gy. Im Vergleich zur Kontrolle fithrte die zusitzliche Inkubation der MNZ mit CsA bzw.
mit Rapamycin zu keinen signifikanten Unterschieden in der Hohe der strahleninduzierten
yH2AX-Foci.
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Im Gegensatz zu den hier durchgefiihrten Versuchen an unstimulierten MNZ, wurde in der
Studie von Dai et al. an zwei Pankreaskarzinomzelllinien eine erhohte Radiosensitivitit durch
Rapamycinbehandlung nachgewiesen [235]. Die Befunde von Zheng et al. zeigten dartiber
hinaus, dass Rapamycin die Radiosensitivitit von Lungenkrebszellen (A549) erhohte,
wohingegen die Kombination aus Bestrahlung und Rapamycinbehandlung bei normalen
Lungenzellen (WI-38) einen protektiven Effekt bewirkte [236]. Ferner ergaben Analysen von
Herman-Edelstein et al., dass die Reparatur von Wasserstoffperoxid-induzierten DNA-
Schiden in humanen MNZ dosisabhingig sowohl durch Cyclsoporin A als auch durch
Rapamycin inhibiert wurde [219]. Dartiber hinaus besteht ein Zusammenhang zwischen einem
erhohten Hautkrebsrisiko von Patienten nach Organtransplantation und einer durch die CsA-

Therapie verursachten Reparaturverminderung von UV-induzierten DNA-Schiaden [237,238].

In der hier vorliegenden Promotionsarbeit konnten mithilfe der yH2AX-Analyse diese
inhibierenden Effekte von CsA und Rapamycin auf die DNA-Reparatur nicht beobachtet
werden. Die Inkubation von unstimulierten MNZ mit CsA bzw. Rapamycin unmittelbar nach
DSB-Induktion fiihrte im Vergleich zur Kontrolle zu keinen Anderungen der detektierten
residualen Foci. Fine Ursache fir diese gegensitzlichen Beobachtungen kénnte in der
Aktivierung von unterschiedlichen DNA-Reparaturmechanismen liegen. Wahrend Wasser-
stoffperoxid- und UV-induzierte DNA-Schiden vorwiegend durch BER und NER behoben
werden, erfolgt die Phosphorylierung von yH2AX und Reparatur von DNA-DSB vorwiegend
tber den NHE]J-Mechanismus [20]. Detaillierte Analysen zum FEinfluss von
Immunsuppressiva auf die unterschiedlichen DNA-Reparaturmechanismen wurden im

Rahmen dieser Arbeit nicht durchgefiihrt.

Der Entwicklung multipler Arzneimittelresistenzen koénnen verschiedene molekulare
Mechanismen zugrunde liegen. Die Sequenzanalyse spezifischer Gene ermdglicht es,
Informationen tber vorliegende Mutationen bzw. tber die Genexpression einer Vielzahl
resistenzbeeinflussender Proteine zu gewinnen. Dennoch ist es schwierig, anhand dieser
Daten verlissliche Aussagen z.B tber das Proteinlevel und die Aktivitit von ABC-
Transportern zutreffen [239]. Der yH2AX-Assay bietet den Vorteil, das Ansprechen von
Zellen auf das getestete Arzneimittelregime innerhalb kurzer Zeit als ein Bilanzergebnis, unter
Einfluss verschiedener Faktoren wie ABC-Transporteraktivitit oder DNA-Reparatur-
mechanismen, abzubilden. In den Untersuchungen dieser Arbeit konnte mithilfe der yH2AX-
Analysen ein modulierender Effekt von CsA und Rapamycin auf die Zytostatikasensibilitdt
von MNZ gegeniiber Etoposid bzw. Daunorubicin beobachtet werden. Dieser synergetische
Effekt wurde ebenfalls u.a. von Bisognol etal. und Lacayo etal. beschrieben, die in
pharmakokinetischen In-vivo-Studien bei Patienten eine verminderte Plasmaclearance von
ETP bei kombinierter Behandlung mit CsA nachwiesen [240,241].
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Die Kenntnis tGber einen Zusammenhang zwischen der ABC-Transporteraktivitit und der
multiplen Arzneimittelresistenz bei Tumorzellen weckte die Hoffnung, durch Gabe von
Chemosensibilisatoren die ABC-Transporteraktivitit zu inhibieren und dariiber die Effizienz
der Chemotherapie zu steigern. Wie die Ubersichtsartikel von Ozben etal. [120] und
Kathawala et al. [121] zusammenfassend schildern, fiihrten Modulatoren der ,ersten
Generation®, wie die bereits zugelassenen Substanzen Cyclosporin A oder Verapamil, trotz
positiver Voruntersuchungen in klinischen Studien zu starken toxischen Nebenwirkungen
oder sie konnten nur unzureichende Effektivititssteigerungen erzielen. AnschlieBend wurden
Substanzen der ,,zweiten® und ,,dritten Generation® mit hoherer Affinitit gegeniiber ABC-
Transportern und geringeren toxischen Nebenwirkungen entwickelt [120,121]. Obwohl bei
Studien Modulatoren der ,dritten Generation® identifiziert wurden, die bereits in
nanomolaren Konzentrationen eine signifikante Inhibition von ABC-Transportern
induzierten und weniger toxisch waren, ist derzeit keiner der ABC-Transportermodulatoren
in Kombination mit Chemotherapien von der US-amerikanischen Behorde fiir Lebensmittel-
und Arzneimittelsicherheit (FDA) zugelassen worden [121]. Wie Shuka et al. [242], He et al.
[243] und Anreddy et al. [244] in ihren Artikeln berichteten, konnten Studien zeigen, dass neue
Therapeutika wie Tyrosinkinaseinhibitoren ebenfalls Substrate fir ABC-Transporter
darstellen und einige Tyrosinkinaseinhibitoren, insbesondere in hoheren Konzentrationen,
ABC-Transporter hemmen. Ob diese Substanzen geeignete Modulatoren in der Bekdimpfung
von ABC-Transporter-vermittelten Resistenzen darstellen, gilt es in weiteren Studien zu

untersuchen.

Neben der Komplexitit molekularer Wechselwirkungen beeinflussen pharmakokinetische
Prozesse die Bioverfiigbarkeit und das Resultat der Therapie [117]. Diese Mechanismen
werden jedoch nicht in In-vitro-Tests abgebildet, was eine Ursache sein kann, weshalb trotz
der Entwicklung einer Vielzahl von Chemosensitivitits- und Chemoresistenztests diese
Assays nicht genitigend Aussagekraft besitzen, um sie als festen Bestandteil fir die

personalisierte Therapie in die Klinik zu integrieren [245].

Zum Umdenken raten die Autoren Volm und Efferth. Sie fordern weniger die
Chemosensitivititsanalyse zur Bestimmung des vermeintlich optimalen Arzneimittelregimes
als vielmehr die Identifizierung von Chemoresistenzen, um bei positivem Befund alternative
Behandlungsstrategien zur klassischen Zytostatikabehandlung, wie Immun- bzw. Antikérper-

therapie oder Hyperthermie, anzuwenden [240].

Laut Richtlinien der FDA sollen begleitende In-vitro-Diagnostika die Identifikation von
Patienten gewihrleisten, die entweder 1. von einer speziellen Behandlung profitieren bzw. 2.
erhohte Risiken fir Nebenwirkungen aufweisen, 3. bei denen durch Uberwachung des

Therapieverlaufs eine Anpassung der Behandlung erfolgen kann, welche die Sicherheit oder
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Effektivitat steigert, oder mithilfe derer 4. Patienten einer Population bestimmt werden
konnen, fur die, im Gegensatz zu anderen Gruppen, die Therapie bereits untersucht und als
sicher und effektiv befunden wurde [247]. Inwiefern der yH2AX-Assay allein oder in
Kombination mit anderen Applikationen zur Chemosensitivitits- bzw. Chemoresistenz-
bestimmung genutzt werden kann und Patienten folglich aufgrund der individualisierten
Behandlung eine verbesserte Uberlebensrate, im Vergleich zu bereits etablierten
Therapieauswahlfaktoren, aufweisen, muss erst in genau konzipierten, randomisiert

kontrollierten Studien gezeigt werden.

Im Rahmen dieser vorliegenden Promotionsarbeit wurde die automatisierte yH2AX-Analyse
neben Untersuchungen von medikamenteninduzierten DNA-DSB auch zur Auswertung
strahleninduzierter DNA-Schiden genutzt. Nach Exposition unstimulierter MNZ gegeniiber
einer "’Cs-Strahlenquelle konnte immunzytochemisch eine dosisabhingige Induktion von
yH2AX-Foci beobachtet werden. Die minimal applizierbare Dosis der genutzten Gamma-
bestrahlungsanlagen betrug dabei 0,2 Gy. Bereits 5 min nach Exposition mit 0,2 Gy wurden
yH2AX-Foci nachgewiesen, wohingegen eine Stunde sowie einen Tag nach Bestrahlung mit
0,2 Gy bzw. 2 Gy keine signifikanten Anderungen bei der Zellviabilitit mittels PI-Firbung
gemessen werden konnten. Drei Tage nach Exposition war die Rate toter Zellen bei einer

Bestrahlung mit 2 Gy signifikant und mit 0,2 Gy leicht erhoht.

In der vorliegenden Arbeit wurden Kinetikanalysen zur yH2AX-Formation in unstimulierten
MNZ nach Gammabestrahlung mit Dosen zwischen 0,2 — 5 Gy durchgefiihrt. Innerhalb der
ersten 30 — 60 min nach Exposition konnte ein Anstieg an YH2AX-Foci verzeichnet werden.
AnschlieBend ging die Anzahl der yH2AX-Foci stetig zuriick. In anderen Publikationen wurde
nach Bestrahlung von Lymphozyten eine vergleichbare DSB-Reparaturkinetik mit initialer
Formation der yH2AX-Foci innerhalb der ersten 30 — 60 min nach Exposition sowie ein

anschlieBender biexponentieller Rickgang an yH2AX-Foci beschrieben [77,162].

Die Daten des yH2AX-Immunfluoreszenztests demonstrierten erneut die Sensitivitit dieses
Verfahrens, zeigten aber andererseits die oberen Grenzen bei der Quantifizierung initialer
yH2AX-Foci auf. Aufgrund der zunehmenden Foci-Uberlappung und steigender Anzahl pan-
nukledr gefirbter Zellen konnten yH2AX-Foci nur bis zu einer Bestrahlungsdosis von
maximal 1 Gy tber den gesamten Analysezeitraum (5 min — 24 h) quantifiziert werden. Die
Analyse der yH2AX-Intensitit konnte indes tber den gesamten Dosisbereich erfolgen.
Andere Publikationen beschrieben ebenfalls die Eignung der quantitativen Focus-Erfassung
nur bis Bestrahlungsdosen von ca. 1 Gy [98,102,167].

In allen Proben (0 — 5 Gy) konnte 8 h nach Bestrahlung die Anzahl der yH2AX-Foci erfasst
werden. Trotz der bereits ablaufenden DNA-Reparaturprozesse wurde ein dosisabhingiger

Unterschied in der Anzahl der quantifizierten yH2AX-Foci zwischen den Proben ermittelt.
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Dennoch muss bedacht werden, dass es sich beim yH2AX-Assay um einen indirekten Test
zum Nachweis von DNA-DSB handelt. Wie Kinner et al. durch Vergleichsanalysen mittels
Pulsed-Field-Gelelektrophorese (PFGE) demonstrierten, verlduft die Kinetik der yH2AX-
Foci-Formation  zeitverzogert zur DNA-Reparatur. Waihrend nach enzymatischer
Phosphorylierung die yH2AX-Foci erst 30 — 60 min nach DSB-Induktion ihre maximale
GroBe und Intensitit erreichten und anschlieBend eine Reduktion der H2AX-
Phosphorylierung zu beobachten war, konnten die Daten aus den PFGE-Messungen zeigen,
dass die DNA-Reparatur unmittelbar nach DSB-Induktion einsetzte [77]. Dennoch stellt
YH2AX einen bedeutenden Indikator zum Nachweis von DNA-DSB dar und ermoglicht
durch den dosis- und zeitabhingigen Verlauf biodosimetrische Analysen und eine

retrospektive Bestimmung von initialen Strahlendosen [98].

Um im Katastrophenfall Betroffene entsprechend ihrer Bestrahlungsdosis klassifizieren zu
konnen, werden bisher u. a. Chromosomenaberrationen oder Mikronuklei bestimmt. Im
Rahmen eines europiischen, labortibergreifenden Netzwerks erfolgten in den vergangenen
Jahren Untersuchungen zur Eignung des yH2AX-Assays als biodosimetrische Methode
[152,195,248]. Hierfiir wurden Blutproben unterschiedlich stark bestrahlt und zur
Dosisbestimmung an verschiedene Labore versandt. In den anschlieBend vorgenommenen
Untersuchungen zeigte sich, dass der yH2AX-Assay im Vergleich zu den etablierten
Methoden zwar die grofiten Varianzen aufwies, jedoch fiir die schnelle Identifikation der am

starksten exponierten Proben besonders geeignet war.

Im Vergleich zum Mikronukleus- oder Comet-Assay zeichnet sich der YH2AX-Assay durch
seine hohe Sensitivitit aus und erlaubt die Detektion strahleninduzierter DSB bereits ab ca.
1-10 mGy [158,164,249]. Dadurch werden auch biodosimetrische In-vitro- und In-vivo-
Untersuchungen in Bereichen mit geringeren Strahlendosen ermdglicht, wie sie bei

radiologischen Bildgebungsverfahren mittels Rontgenstrahlung eingesetzt werden [164,196].

Neben der Strahlendosis beeinflussen individuell hoch variable biologische Mechanismen den
Grad und die Auswirkungen der induzierten DNA-Schiden. Es wurde vermutet, dass die
Formation von yH2AX als Biomarker zur Bestimmung der individuellen Strahlensensitivitat
sowohl gesunder als auch pathologisch verinderter Zellen dienen kann. Der yH2AX-Assay
wurde bereits in vielen radioonkologischen Studien genutzt, deren Ergebnisse u. a. in den
Ubersichtsartikeln von Pouliliou et al. [250] oder Siddiqui et al. [40] gegentibergestellt werden.
Hierbei wurde meist der Zusammenhang zwischen dem yH2AX-Niveau nach Bestrahlung
und der Radiosensitivitit bzw. Radioresistenz verschiedener Tumorzelllinien analysiert oder
der yH2AX-Assay als potentielle pridiktive Methode zur Detektion strahlenempfindlicher

Patienten untersucht.
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Wihrend in einigen Studien eine Korrelation zwischen dem induzierten yH2AX-Niveau und
der Strahlensensitivitit gezeigt werden konnte, liel3 sich dieser Zusammenhang in anderen
Studien nicht bestitigen. Eine chancenreiche Applikation des yH2AX-Assays in der Radio-
therapie an Kindern mit soliden Tumoren beschreiben die Studien von Riibe et al. [251,252].
Tumorerkrankungen, insbesondere im Kindesalter, konnen durch genetische Pradis-
positionen, welche mit Defekten in DNA-Reparaturmechanismen assoziiert sein kénnen,
hervorgerufen werden. In diesen Individuen weist auch das Normalgewebe DNA-
Reparaturdefizite und eine erhohte Strahlensensitivitit auf, weshalb eine Radiotherapie starke
Nebenwirkungen auslosen kann. In ersten Studien konnte der yH2AX-Assay erfolgreich
genutzt werden, um hoch radiosensitive Risikopatienten mit Mutationen in DNA-

Reparaturgenen zu identifizieren [251,252].

Analog zu den Chemosensitivititsbestimmungen wird der yH2AX-Assay bislang weder in der
Radiologie noch in der Nuklearmedizin als klinischer Routinemarker verwendet. Ob yH2AX
die Voraussetzungen fiir einen pridiktiven oder prognostischen Biomarker erftllt, muss nach

Festlegung standardisierter Protokolle in Multicenter-Studien validiert werden [253].

Neben Tumorerkrankungen steht ein Anstieg an oxidativem Stress und DNA-Schiden in
Zusammenhang mit weiteren, vor allem alters-assoziierten Krankheitsbildern. Hierzu zdhlen
u. a. neurodegenerative Defekte, Autoimmunkrankheiten oder Erkrankungen des Herz-
Kreislauf-Systems [40,254,255]. Inwiefern mithilfe von Indikatoren fir DNA-Schiden und
insbesondere durch den yH2AX-Assay auch in diesem klinischen Bereich zusitzliche
Erkenntnisse tiber das Krankheitsstadium oder tber Therapieverliufe gewonnen werden
konnen, lasst sich derzeit nicht beantworten. Bislang fehlen hierzu valide Daten aus In-vitro-
und In-vivo-Studien. Zusitzlich zu experimentellen Analysen, soll die Aufklirung komplexer
molekularer Netzwerke bei der DNA-Schadensantwort, die Bedeutung von yH2AX sowie die
Identifizierung neuer therapeutischer Zielstrukturen oder Biomarker durch Simulations-
prozess anhand von verschiedenen mathematischen Modellen unterstiitzt werden [208,256—
258].
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5.3 Untersuchungen zum genotoxischen Potential der
(Ultra-)Hochfeld-Magnetresonanztomographie

Wihrend ein genotoxischer Effekt schon bei geringen Dosen an ionisierender Strahlung
nachgewiesen werden konnten, lassen die widerspriichlichen Ergebnisse beztiglich nicht-
ionisierender elektromagnetischer Felder keine eindeutigen Riickschlisse auf potentielle
DNA-Schidigung in Menschen zu [143]. Zwar konnen elektromagnetische Wellen aufgrund
ihres geringeren Energiegehalts nicht direkt DNA-Strangbriiche induzieren, jedoch kann nicht
ausgeschlossen werden, dass sie durch sekundire Reaktionen DNA-Schiden hervorrufen. Ein
wahrscheinlicher Mechanismus wire die Bildung von freien Radikalen, welche folglich

verschiedene DNA-Lisionen hervorgerufen [259].

Fir jene Bildgebungsverfahren, die auf ionisierender Strahlung basieren, findet im Rahmen
des Strahlenschutzes das AL ARA-Prinzzp (engl. as low as reasonably achievable) Anwendung,
nach welchem die Strahlenexposition, entsprechend dem aktuellen Stand der Technik, so
niedrig zu halten ist, wie sinnvollerweise erreichbar [260]. Wihrend fiir rontgenografische
Bildaufnahmeverfahren vermehrt Strategien zur Dosisreduktion erarbeitet werden [261],
zeichnet sich fur MRT-Systeme sowohl in der klinischen Routine als auch in der Forschung

die Anwendung von Geriten mit immer stirkeren Feldstirken ab [262,263].

Bisherige Studien untersuchten vorwiegend die biologischen Auswirkungen einzelner
elektromagnetischer Felder, konnten aber auch dort keine eindeutigen Aussagen z. B. tiber die
mutagene Wirkung von Funkwellen oder Hochspannungsleitungen treffen. Noch wenig ist
Gber die biologische Gefihrdung durch eine Kombination unterschiedlicher nicht-
ionisierender elektromagnetischer Felder bekannt [128]. Neben einem sehr starken statischen
Magnetfeld im Hoch- oder Ultrahochfeldbereich wirken bei der MRT zusitzlich ein

Hochfrequenzfeld und Gradientenfelder auf den Patienten ein.

Vor Beginn der MRT-Studien dieser Promotionsarbeit im Jahr 2014 existierten funf
Publikationen, welche die genotoxischen Effekte der MRT 7z vitro und/oder in vivo an
humanen primaren Lymphozyten untersuchten. Die z. T. gegensitzlichen Ergebnisse lassen
jedoch keine eindeutigen Riickschlisse tiber MRT-induzierte DNA-Schiden zu. Dartber
hinaus erschweren die unterschiedlichen Versuchsanordnungen, Expositionsbedingungen

und verwendeten Genotoxizititsassays den direkten Vergleich der Studienresultate [143].

Simi et al. beschrieben eine dosisabhingige Induktion von Mikronuklei nach In-vitro-
Exposition unstimulierter peripherer Vollblutkulturen in einem 1,5 T-MRT fiir verschiedene
Zeitintervalle und Energiedosen. Zusitzlich bestitigten die Autoren eine signifikante
Steigerung der Mikronukleizahl in einem Kollektiv aus 8 Patienten nach In-vivo-
Untersuchungen im 1,5 T-MRT [136].
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Der Einfluss der 3 T-MRT auf die Induktion von DNA-Schiden in peripheren Blutproben
eines Spenders wurde von Lee etal. 7z vitro mittels Mikronukleustest, Comet-Assay und
Chromosomenaberrationsanalyse untersucht [137]. Die Ergebnisse aller drei Analyse-
methoden demonstrierten einen Anstieg an DNA-Lasionen in Abhingigkeit von der

Expositionsdauer.

Diese Studie wurde von Szerencsi et al. in Blutproben zweier Spender wiederholt [140]. Die
Daten zeigten keine signifikanten Veranderungen der DNA-Integritit und konnten die

Ergebnisse von Lee et al. nicht bestitigen.

In die Untersuchung von Yildiz et al. waren 28 Personen integriert, die eine 1,5 T-MRT der
Hypophyse erhielten [264]. Nach anfinglicher Untersuchung ohne Kontrastmittel und einer
Blutentnahme wurde den Probanden gadoliniumhaltiges Kontrastmittel injiziert und die
Untersuchung fortgesetzt. Die Ergebnisse des alkalischen Comet-Assays zeigten, dass nach
naiver MRT, im Vergleich zum Basalwert, ein leichter, aber nicht signifikanter Anstieg an
DNA-Schidigungen detektiert werden konnte, wohingegen am Ende der kontrastmittel-

verstirkten Untersuchung das ermittelte Niveau an DNA-Lisionen signifikant erhéht war.

Zu einer verstirkten Sensibilisierung fiir die Problematik potentieller DNA-Schiden nach
MRT trug im Jahr 2013 die In-vivo-Studie von Fiechter et al. bei [138]. Hier beschrieben die
Autoren nach KM-verstirkter 1,5 T-MRT-Untersuchung von 20 Patienten einen signifikanten
Anstieg an YH2AX-Foci in MNZ und rieten zu ahnlichen Einschrinkungen bei MRT-Unter-

suchungen, wie sie fiir ionisierende Bildgebungsverfahren, z. B. Rontgen oder CT, gelten.

In keiner der bisherigen Studien wurde, weder 7 vitro noch in vivo, der genotoxische Einfluss
der Ultrahochfeld-MRT (= 7 T) untersucht. Mithilfe des automatisierten yH2AX-Assays
erfolgte im Rahmen dieser Arbeit die Analyse potentieller DNA-Schiden nach 7 T-MRT, in
Kooperation mit Prof. Oliver Speck und Frau Mahsa Fatahi aus der Abteilung fur
Biomedizinische Magnetresonanz des Instituts fiir Experimentelle Physik sowie mit Dr. Bjorn
Friebe aus der Klinik fiir Radiologie und Nuklearmedizin. Diesbeziiglich wurde eine In-vitro-
Studie mit 16 gesunden Probanden durchgefiihrt, aus deren Blutproben MNZ isoliert wurden.
Die Proben wurden anschlieBend 7z vitro unter verschiedenen Bedingungen exponiert. Unter
der Annahme, dass mit steigender Energiedosis die induzierten Effekte zunehmen, wurden,
im Gegensatz zu In-vivo-Untersuchungen, die EPI-Sequenzen am 7 T-MRT so gewihlt, dass

sie annihrend der maximal zulédssigen spezifischen Absorptionsrate (SAR) entsprachen.

Bei der anschlieBenden Intensititsbestimmung des yH2AX-Immunfluoreszenztests konnten
keine signifikanten Unterschiede zwischen den unbehandelten Kontrollen und Proben, die
entweder fir eine Stunde im reinen statischen Magnetfeld bzw. fiir eine Stunde im 7 T-MRT

in Kombination mit EPI-Sequenzen exponiert wurden, detektiert werden. Aufgrund der
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geringeren Sensitivitit der yYH2AX-Intensitdtsanalyse wurden ebenfalls nach CT-Exposition
in den unstimulierten MNZ keine signifikant erhéhten Werte ermittelt. Die Positivkontrollen

zeigten nach Bestrahlung mit 0,2 Gy indes einen signifikanten Anstieg der yH2AX-Intensitt.

Die Quantifizierung der yH2AX-Foci erwies sich erneut als sensitivere Methode. Hierbei
wurden direkt und eine Stunde nach MRT-Exposition keine signifikanten Anderungen der
erfassten YH2AX-Foci detektiert. Eine signifikante Erhéhung konnte indes sowohl nach CT
als auch nach Gammabestrahlung gemessen werden. Der Anstieg nach CT-Exposition um
mehr als das Sechsfache, von 0,06 Foci/Zelle auf 0,38 Foci/Zelle, entsprach dabei Werten,
die von Rothkamm et al. nach Exposition im CT fir einen Dosisbereich von ca. 10 — 20 mGy
fir MNZ publiziert wurde [249]. Die Messungen 24 Stunden nach Exposition zeigten
ebenfalls keine signifikanten Unterschiede zwischen den Negativkontrollen und den MRT-
exponierten Proben auf, veranschaulichten aber die DSB-Reparatur und Reduktion der
YH2AX-Foci bei rontgen- bzw. y-bestrahlten MNZ. Die Ergebnisse der Foci-Quantifizierung

spiegelten sich ebenfalls in der prozentualen Verteilung der Foci pro Zelle wider.

Neben der yH2AX-Bestimmung wurde mittels Viabilititsanalyse und Proliferationstest das
zytotoxische Potential der 7 T-Ultrahochfeld-MRT 7z vitro untersucht. Bei MRT- und CT-
exponierten MNZ konnte zu keinem der analysierten Zeitpunkte (24 h, 48 h, 84 h) eine
signifikante Verinderung der Zellviabilitit beobachtet werden, wohingegen diese bei y-
bestrahlten Zellen (0,2 Gy, 30 Gy) zeit- und dosis-abhingig abnahm. Proliferationsanalysen
zeigten im Vergleich zur Negativkontrolle ebenfalls keine signifikanten Abweichungen bei
MRT- und CT-exponierten MNZ auf. Auch nach Gammabestrahlung mit 0,2 Gy konnte kein
Rickgang der DNA-Synthese verzeichnet werden. Nur bei Proben, die mit einer Dosis von

30 Gy bestrahlt wurden, war eine signifikante Proliferationshemmung messbar.

Innerhalb dieser In-vitro-Studie an unstimulierten humanen MNZ gesunder Spender konnten

somit keine Hinweise gefunden werden, die auf einen genotoxischen oder zytotoxischen
Effekt der 7 T-Ultrahochfeld-MRT hindeuten.

Neben der In-vitro-Studie wurde im Rahmen dieser Promotionsarbeit eine In-vivo-Studie
durchgefithrt. Hierfiir wurden Patienten abhingig von der jeweiligen medizinischen
Indikation am MRT untersucht und begleitend die Anzahl der yH2AX-Foci aus Blutproben
vor und nach der Exposition ermittelt. Zusitzlich wurde zwischen MR-Scannern mit
unterschiedlichen statischen Magnetfeldstirken differenziert. Zum einen wurden die am
hiufigsten in der Klinik angewandten MR-Gerite, mit Feldstirken von 1 T, 1,5 T und 3 T, in
die Studie integriert und zum anderen ein 7 T-Ultrahochfeldsystem genutzt. Letzteres ist
derzeit noch nicht fiir Routineuntersuchungen zugelassen und darf nur im Rahmen von
medizinischen Studien angewandt werden. In Studien von wu.a. Heinrich etal. oder

Friebe et al. sind ubereinstimmend sensorische Effekte von Patienten nach Hochfeld- und
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Ultrahochfeld-MRT beschrieben worden, wie Schwindel, Ubelkeit oder ein metallischen
Geschmack [144,145]. Untersuchungen zu genotoxischen Effekten bei Patienten nach 7 vivo
7 T-MRT wurden bislang noch nicht veréffentlich.

Neben der Unterscheidung der verschiedenen Feldstirken erfolgte bei Patienten, bei denen
eine Routineuntersuchung am 1T-, 1,5 T- oder 3 T-MR-System durchgefithrt wurde, die
Klassifizierung hinsichtlich einer nativ durchgefihrten oder einer kontrastmittelverstarkten
Analyse. Bei je fiinf der zehn Patienten der jeweiligen Hochfeld-MRT-Gruppen wurde aus
medizinischer Indikation das gadoliniumhaltige Kontrastmittel Gadovist® injiziert. In den
derzeit publizierten In-vivo-Studien tiber den Zusammenhang zwischen MRT und DNA-
Lisionen wurde, bis auf die Analysen von Yildiz et al. [264], ein potentieller additiver oder

synergistischer Effekt durch das verabreichte Kontrastmittel nicht differenziert betrachtet.

Im Gegensatz zur zuvor durchgefiihrten In-vitro-Studie, mit Zellen von gesunden
Blutspendern, war der durchschnittliche Basalwert aller beteiligten Patienten in der In-vivo-
Studie etwas erhoht (0,13 yH2AX-Foci/Zelle). Dieser Wert entsprach dennoch Basalwerten
anderer MRT-Studien [138,141]. Einen Grund fur diesen leichten Anstieg kann das héhere
Alter der Probanden darstellen. Betrug das Durchschnittsalter bei der In-vitro-Studie 36 Jahre,
lag es bei der In-vivo-Studie bei 50 Jahren. Obgleich in unserer Studie keine Korrelation
zwischen den Basalwerten und dem Alter der Probanden nachgewiesen werden konnte,
beobachteten Sharma etal. in einer von ihnen durchgefithrten Populationsstudie einen
altersabhingigen Anstieg der basalen YH2AX-Konzentration [265]. Dariiber hinaus handelte
es sich bei den MRT-Probanden der In-vivo-Studie um Personen, bei denen aus
unterschiedlichen medizinischen Indikationen heraus ein MRT bzw. CT angefertigt wurde.
Zwar wurden zuvor Radio- bzw. Chemotherapie, Leukdmie bzw. Lymphome und kirzlich
durchgefiihrte radiographische Untersuchungen als Ausschlusskriterium definiert, gleichwohl
kann nicht ausgeschlossen werden, dass andere Faktoren Ursachen fiir eine erh6hte DSB-
Anzahl darstellten. Die Varianzen der Basalwerte beeinflusste die Studie insofern nicht, da
immer nur die Werte vor und nach MRT- bzw. CT-Untersuchung gegeniibergestellt wurden.
Zusitzlich wurde zum besseren Vergleich neben den gemittelten absoluten yH2AX-Foci-

Werten die relative YH2AX-Anderung der individuellen Patienten bestimmit.

Zwischen den basalen Werten und den yH2AX-Foci nach MRT konnten keine signifikanten
Unterschiede gemessen werden. Auch die Einzelanalyse der Subgruppen zeigte weder mit
zunehmender Feldstirke, noch nach Injektion von Kontrastmittel eine Anderung der Focizahl
auf. Im Vergleich zu den Daten der hier durchgefiihrten In-vivo-Studie wurde nach 1,5 T
Herz-MRT in der Untersuchung von Fiechter et al. ein Anstieg von urspriinglich 0,066 Foci
auf 0,190 Foci/Zelle (Median) beschrieben. In der eigenen In-vivo-Studie ergaben
Berechnungen zur Effektstirke nach Cohen [266] fir die MRT-Gruppe eine minimal
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detektierbare Effektgrole von 39,6 %. Demzufolge hitten Anderungen von rund 40 % des
Basiswertes und somit auch ein von Fiechter et al. beschriebener Anstieg um 188 % erfasst

werden konnen [138].

In Anlehnung an die Studie von Fiechter etal. wurden im Jahr 2015 zwei weitere
Publikationen iiber die yH2AX-Induktion nach kardialer 1,5 T-MRT ver6ffentlicht [139,141].
Die In-vivo-Studie von Brand et al. umfasste 45 Patienten, denen direkt vor und 5 min nach
kontrastverstirkter MRT Blut abgenommen wurde [141]. Nach manueller Quantifizierung der
DNA-DSB betrug der Mittelwert 0,116 Foci/Zelle vor und 0,117 Foci/Zelle nach der
Untersuchung. Analog zu den Daten der eigenen In-vivo-Analyse konnten die Autoren keine

signifikanten Veranderungen der yH2AX-Foci nach MRT-Exposition detektieren.

In die Studie von Lancellotti et al. wurden 20 gesunde Probanden integriert, die ein natives
1,5 T-MRT erhielten [139]. Vor sowie zu mehreren Zeitpunkten (1 h bis 1 Jahr) nach der
MRT-Exposition wurde den Probanden Blut entnommen und das yH2AX-Level von T-
Lymphozyten, die Blutzellzahlen sowie Aktivierungsmarker analysiert. Wihrend eine Stunde
und zwei Stunden nach MRT weder in einzelnen T-Zellsubpopulationen noch in der gesamten
T-Lymphozytenpopulation ~ Anderungen im yH2AX-Niveau durchflusszytometrisch
detektierbar waren, beschrieben die Autoren einen signifikanten Anstieg der yH2AX-
Intensitit in T-Lymphozyten, die zwei Tage und einen Monat nach MRT-Exposition isoliert
wurden. Daten ein Jahr nach Exposition dhnelten erneut den Basalwerten vor Studienbeginn.
Bei genauer Betrachtung der Einzelwerte wurde jedoch deutlich, dass ein Anstieg der yH2AX-
Expression nach einem Monat nur bei einigen der Probanden nachgewiesen werden konnte
und grofB3e interindividuelle Varianzen vorlagen. Zur Verifizierung eines MRT-assoziierten
Effekts tiber einen solchen Zeitraum hitten die Werte zudem mit Daten nicht-exponierter
Probanden verglichen werden mussen, um den Einfluss anderer Faktoren auf das yH2AX-
Niveau besser beurteilen zu kénnen. Die Autoren beobachteten zwar eine Korrelation
zwischen der individuellen SAR und der yH2AX-Intensitit einen Monat nach Exposition,
dennoch kénnen die Daten, aufgrund fehlender Kontrollen, den kausalen Zusammenhang

zwischen MRT und einer verzégerten YH2AX-Formation nicht verldsslich belegen.

Wihrend das Mal3 der absorbierten Energie in J/kg bei ionisierender Strahlung vorwiegend in
der Einheit Gy angegeben wird, entspricht es bei Hochfrequenzfeldern der spezifischen
Energiedosis (SED) bzw. der spezifischen Absorption (SA), welche aus dem Produkt der
Ganzkorper-SAR und der Expositionsdauer berechnet wird [267]. Wie aus der Tabelle 4.1
ersichtlich wird, fihrte in der hier durchgefiihrten In-vivo-Studie eine Erhohung der
statischen Magnetfeldstirke nicht zwangsldufig zu einer Steigerung der SAR, obgleich die
Signalstirke des Hochfrequenzfeldes in Abhingigkeit zum B¢-Feld zunimmt. Da

entsprechend der geltenden Richtlinien der Internationalen Elektrotechnischen
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Kommission (IEC) die SAR definierte Grenzwerte nicht iberschreiten darf, wurden die
Protokolle und Sequenzparameter dahingehend angepasst. Aufgrund dieser Einstellungen
ahnelten sich die ermittelten SAR verschiedener Protokolle, unabhingig von der Feldstarke.
Bei hohen statischen Magnetfeldstirken kann die Ganzkoérper-SAR sogar niedriger ausfallen

als bei geringeren Feldstirken, da die lokalen SAR-Maxima bedeutend frither erreicht werden.

Im Gegensatz zu den beschriebenen MRT-Studien anderer Autoren wurden in die eigene In-
vivo-Analyse, zum besseren Vergleich der Daten mit Werten nach ionisierender Bestrahlung,
Probanden integriert, die eine native oder kontrastmittelverstirkte CT-Untersuchung
erhielten. Innerhalb der CT-Gruppe konnte nach dem Scan ein signifikanter Anstieg an
yH2AX-Foci beobachtet werden. Hierbei wurde ein besonders starker Anstieg in MNZ
detektiert, die 5 min nach den kontrastmittelverstirkten CT-Analysen entnommen wurden.
Wiahrend bei der vorherigen In-vitro-Studie eine Bestrahlung aller isolierten MNZ der Proben
ohne zusitzliche Abschirmung durch Gewebe bzw. Erythrozyten im CT erfolgte, wurde nach
In-vivo-CT ein geringerer, aber dennoch signifikanter Anstieg an yH2AX-Foci gemessen. In
einer Studie von Schab et al. beschrieben die Autoren eine Induktion von yH2AX-Foci
sowohl nach 7 vitro als auch 7z vivo Mammographie-Untersuchungen [268]. Ebenfalls konnten
andere Autoren nach 7 vitro und in vivo CT-Expositionen Steigerungen des yYH2AX-Niveaus
detektieren [31,157,158,249,269]. Dartiber hinaus fithrte beim CT die Kombination mit
jodhaltigem Kontrastmittel aufgrund einer gesteigerten Energieabsorption zu einer
Verstirkung der DNA-Schiden [270-272]. Auch wenn in der eigenen In-vivo-Studie
Patienten nach CT in Kombination mit Kontrastmittel einen héheren Anstieg des yYH2AX-
Niveaus aufwiesen als Patienten nach nativer CT-Untersuchung, lisst die hieraus
nichteindeutig die verstirkende Wirkung des Kontrastmittels ableiten. Im Rahmen der Arbeit
diente die CT-Gruppe als Referenz. Um jedoch differenziertere Aussagen treffen zu kénnen,
miussen in der Analyse weitere Faktoren beriicksichtigt werden. In einer Studie von
Grudzenski et al. wurde deutlich, dass der induzierte yH2AX-Anstieg im Bezug zum jeweiligen
Basalwert, zur Bestrahlungsdosis und zur individuellen Reparaturkapazitit betrachtet werden
muss [270].

Ob ein synergistischer oder ein additiver Effekt nicht nur beim der kontrastverstirkten CT-
Analyse, sondern auch durch gadoliniumbasierte Kontrastmittel in der MRT hervorgerufen
wird, ist in Bezug auf DNA-Lisionen bisher nicht bekannt. In der eigenen In-vivo-Studie

konnten keine Indizien dafir gefunden werden.

Ergebnisse der In-vitro-Studie von Cho et al. deuten nach der Durchfihrung von Comet-
Assays auf einen konzentrations- und inkubationszeitabhingigen genotoxischen Effekt in
Lymphozyten nach Behandlung mit Gadolinium(II) (GdCls) hin, welcher sich in

Kombination mit elektromagnetischen Feldern im Niederfrequenzbereich verstirkte [273].
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Nach Behandlung von MNZ beobachteten ebenfalls Yongxing etal. mit steigender
Gadoliniumkonzentration eine Zunahme von Mikronuklei und eine Reduktion der
Zellviabilitit [274]. Um die toxische Wirkung von freiem Gadolinium zu vermeiden, wird es
bei MRT-Kontrastmitteln in chemischen Komplexen gebunden [133]. Die Verabreichung
dieser Gadolinium-Chelate galt als unbedenklich, bis Nebenwirkungen in Zusammenhang mit
diesem Kontrastmittel beschrieben wurden. Bei Patienten mit Niereninsuffizienzen wurde die
Entwicklung einer nephrogenen systemischen Fibrose beobachtet, welche aus der
verminderten Ausscheidung des verabreichten gadoliniumhaltigen Kontrastmittels resultierte
[275,276]. Zwar konnten durch Anpassung der Behandlungsmaf3nahmen bei Patienten mit
Nierenschwiche die Fille an nephrogener systemischer Fibrose stark reduziert werden, jedoch
deuten Daten aktueller Studien darauf hin, dass eine mehrfache Kontrastmittelgabe, vor allem
schwacher Chelate, auch bei Patienten mit intakter Nierenfunktion und Blut-Hirn-Schranke

zur Anreicherung von Gadolinium im Gehirn fihren kann [277,278].

Die unterschiedlichen zugelassenen gadoliniumhaltigen MRT-Kontrastmittel konnen anhand
threr chemischen Struktur, welche die biochemischen Eigenschaften und die Stabilitit der
Chelate beeinflusst, in verschiedene Klassen unterteilt werden [279]. Robic et al. beobachteten
unter simulierten In-vivo-Bedingungen die Entchelatisierung eines der zugelassenen
Kontrastmittel (Omniscan®, linear, nicht-ionisch) [280]. In der In-vivo-Studie von Yildiz et al.
fihrte die Exposition der Probanden am 1,5 T-MRT nach Injektion des Kontrastmittels
(Omniscan®) zu einem signifikanten Anstieg an DNA-Schiden [264]. Stabilere, makro-
zyklische Kontrastmittel (Gadovist® bzw. Dotarem®) wurde hingegen in der eigenen Studie

sowie in den Untersuchungen von Fiechter et al. [138] und Brand et al. [141] verwendet.

Die Toxizitit von Gadovist® wurde im Rahmen dieser Promotionsarbeit zusitzlich 7 vitro an
MNZ mittels yH2AX-Assay, ['H]-Thymidin-Proliferationstest und Pl-basiertem Zellviabili-
tatstest analysiert. Wahrend nach 24- und 72-stiindiger Inkubation bei keiner der untersuchten
Gadovist®-Konzentrationen (0,01 — 100 mM) signifikante Anderungen in der Anzahl der
yH2AX-Foci detektiert werden konnten, fiihrte die Behandlung mit 100 mM Gadovist” zu
einer schwachen, nicht signifikanten Inhibition der DNA-Synthese sowie zu einer
signifikanten Reduktion der Zellviabilitit. In einer Publikation von Heinrich et al. wurden vier
der derzeit klinisch zugelassenen gadoliniumhaltigen Kontrastmittel, jedoch nicht Gadovist®,
beztglich ihrer Zytotoxizitit an der Nierenzelllinie LLC-PK1 untersucht [281]. Die dafir
durchgefithrten Zellviabilititsanalysen mittels MTT-Test zeigten bereits bei der minimal
getesteten Dosis von 15,6 mM nach 24-stundiger Inkubation zytotoxische Effekte in LLC-
PK1-Zellen.

Zusitzliche Studien, in denen die verschiedenen klinisch zugelassenen Kontrastmittel unter

relevanten In-vitro- und In-vivo-Bedingungen analysiert werden, sind notwendig, um die
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potentiellen zytotoxischen sowie genotoxischen Risiken bei MRT-Untersuchungen mit
gadoliniumhaltigen Kontrastmitteln weiter aufzukliren und um Unterschiede in der toxischen
Wirkung der verschiedenen Priparate zu charakterisieren sowie gegebenenfalls die aktuellen

Richtlinien anzupassen.

Neben der Analyse von modglichen transienten DNA-DSB unmittelbar nach der MRT-
Exposition wurde in der vorliegenden Promotionsarbeit auch die langfristige Wirkung der
7T-MRT im Rahmen einer weiteren Studie untersucht. Die Analyse potentieller
genotoxischer Schiden bei Probanden, die hiaufig gegentiber elektromagnetischen Feldern des
7T-MRT exponiert waren, erfolgte hierfiir mittels yH2AX-Immunfluoreszenztest und
Mikronukleus-Assay. Es wurden die basalen yH2AX-Foci und Mikronuklei in MNZ dieser 11
Probanden mit denen von altersgleichen Kontrollspendern verglichen, die noch nie im 7 T-
MRT exponiert wurden und ein Jahr vor der Studie keine anderen MRT-Untersuchungen
erhielten.* Die Gegeniiberstellung der Basalwerte zwischen den MRT-exponierten Probanden
und der Kontrollgruppe zeigte, dass keine signifikanten Unterschiede in der Anzahl der
erfassten YH2AX-Foci und Mikronuklei detektierbar waren und ebenfalls tibereinstimmende

Daten beim Proliferationsindex ermittelt wurden.

Durch eine zusitzliche In-vitro-Exposition der isolierten MNZ aller 22 Studienteilnehmer am
7 T-MRT konnten ebenfalls keine signifikanten Anderungen der genannten Parameter
hervorgerufen werden. Dies bestitigte erneut die Ergebnisse aus der vorherigen In-vitro-
Studie. Durch Gammabestrahlung der Proben mit 0,2 Gy konnten im vergleichbaren Umfang
sowohl in MNZ der MRT-exponierten Probanden als auch in MNZ der Kontrollspender
yH2AX-Foci und Mikronuklei induziert werden. Anhand dieser Daten gibt es keine Hinweise
dafir, dass Personen, die einer haufigen Exposition am Ultrahochfeld-MRT ausgesetzt waren,
erh6hte DNA-Schiden aufweisen.

In der Publikation von Lancellotti et al. beschrieben die Autoren einen signifikanten Anstieg
des durchschnittlichen yH2AX-Niveaus in T-Lymphozyten der Studienteilnehmer im
Zeitraum zwischen zwei Tagen und einem Monat nach 1,5 T-MRT [139]. Die 11 MRT-
exponierten Probanden, die in die eigene Studie integriert waren, mussten aufgrund ihrer
hiufigen Exposition dieses beschriebene Zeitintervall (2 — 30 Tage nach MRT) ebenfalls
abgedeckt haben. Dennoch konnten in dieser Studie keine Unterschiede in der Anzahl der
yH2AX-Foci und Mikronuklei zwischen der Untersuchungs- und der Kontrollgruppe

beobachtet werden.

* Zwar erfolgte bei einem Kontrollprobanden 6 Monate vor Teilnahme an der Studie eine 1,5 T MRT,

allerdings unterschieden sich die Daten dieser Person nicht von denen der anderen Kontrollspendern.
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Wie der Ubersichtsartikel von Ghodbane etal. zusammenfasst, konnten bereits in
verschiedenen Studien 7 vitro oder in vivo (Maus) ein additiver oder synergistischer Effekt von
statischen Magnetfeldern auf die Chemotherapie beobachtet werden [282]. Diesbeziiglich
zeigten die Ergebnisse in der Studie von Liuetal. an K562-Zellen auf, dass durch das
zusatzlich einwirkende statische Magnetfeld die Membranpermeabilitit der Zellen zunimmt

und folglich eine gesteigerte Zytostatikaaufnahme bewirkt [283].

Aufgrund ausbleibender Effekte der Ultrahochfeld-MRT-Exposition auf das yH2AX-Niveau
von MNZ in der hier zuvor durchgefithrten MRT-In-vitro-Studie wurde parallel zur
Untersuchung von Folgen nach haufiger MRT-Exposition ein zweiter Versuchsansatz in diese
Studie integriert. Hierbei wurden yH2AX-Foci in unstimulierten MNZ beider Probanden-
gruppen durch Zugabe von Etoposid induziert. Wihrend die eine Hilfte der Proben
auflerhalb des MR-Scanners platziert wurde, erfolgte eine Ko-Exposition der anderen Hilfte
im 7 T-MRT. AnschlieSend wurden die Werte zwischen MRT-Gruppe und Kontrollspendern
sowie zwischen einzel- und ko-exponierten Proben verglichen. Hierbei konnten ebenfalls
keine signifikanten Unterschiede im yH2AX-Niveau zwischen den Proben detektiert werden.
Auch Analysen der Reparaturkinetik nach ETP-Entfernung wiesen keine signifikanten
Differenzen der Reparaturkapazititen zwischen den einzelnen Gruppen auf. Diese Ergebnisse
lassen schlussfolgern, dass unter den hier getesteten Versuchsbedingungen die 7 T-MRT

keinen Einfluss auf die Formation und Reparatur ETP-induzierter yH2AX-Foci hatte.

Obgleich 7 vitro und in vive in den Analysen dieser Promotionsarbeit keine Verinderungen an
YH2AX-Foci nach MRT-Behandlung detektiert werden konnten, ldsst sich daraus nicht direkt
die Unbedenklichkeit der MRT ableiten. Anhand der alleinigen yH2AX-Analyse kann nicht
beurteilt werden, ob die MRT kurz- oder langfristig andere genotoxische Schiden (z. B.
Einzelstrangbriiche und Basenmodifikationen) induziert oder epigenetische Modifikationen

sowie Schaden verursacht durch oxidativen Stress hervorruft.

Ein Grund fir die variierenden Ergebnisse der Publikationen tber den Zusammenhang
zwischen MRT-Exposition und DNA-Schiden kann in der Verwendung unterschiedlicher
Genotoxizititsassays liegen. Im Vergleich zum yH2AX-Test weist der alkalische Comet-Assay
eine geringere Sensitivitit beim Nachweis von DNA-DSB auf, allerdings erlaubt dieser die
Detektion sowohl von DNA-Doppelstrangbriichen als auch von DNA-Einzelstrangbriichen
und von alkali-labilen DNA-Stellen [67,68]. Unterschiede zum yH2AX-Test bestehen auch
beim Endpunkt der Genotoxizititsanalyse mittels Mikronukleustest, der eine 72-stiindige
Aktivierung der MNZ erfordert. Die detektierten Mikronuklei kénnten zwar durch primar
induzierte DSB hervorgerufen werden, aber auch aus anderen DNA-Lisionen resultieren, die
u. a. in Folge der Zellaktivierung bei der Replikation zur Abspaltung von DNA-Fragmenten

fihrten [60]. Wahrend der Chromosomenaberrationstest den Goldstandard fur die
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biodosimetrische Analyse nach ionisierender Bestrahlung darstellt, wurde derzeit noch keine
Methode als Standard zur Genotoxizititsanalyse nach Exposition gegentiber nicht-

ionisierender Strahlung definiert.

Der GrofBteil der Studien tiber MRT-induzierte DNA-Schiden wurde an humanen, nicht-
proliferierenden MNZ bzw. Lymphozyten durchgefiihrt. Studien zur Wirkung von starken
statischen Magnetfeldern (> 4 T) auf humane MNZ bzw. T-Lymphozyten zeigten, dass bei
unstimulierten Zellen keine Effekte beobachtet werden konnten [284-286]. Im Gegensatz
dazu beschriecben Onodera etal. und Norimura etal. jedoch Beeintrichtigungen des
Zellwachstums oder der Uberlebensrate bei PHA-stimulierten Lymphozyten [284,285]. In der
Studie von Aldinucci et al. konnten auch nach Stimulation der MNZ keine Effekte detektiert
werden, jedoch wurde bei Versuchen an Jurkat-Zellen eine Reduktion der Proliferationsrate
sowie Verinderungen der Membraneigenschaften nach Exposition gegentber 4,75T
beschrieben [286]. Dariiber hinaus dokumentierten Studien Auswirkungen von hohen
statischen Magnetfeldern (> 10 T) auf das Zytoskelett und die Viabilitit von Fibroblasten und
Neuronen [287]. Keine signifikanten Verinderungen im durchflusszytometrisch ermittelten
yH2AX-Niveau konnten indes bei Genotoxizititsanalysen an humanen Leukidmie-Zelllinien
(HL-60, KG-1a) 1 h und 24 h nach Exposition im 3 T-MRT detektiert werden [288].

Die Ergebnisse der MRT-Studien dieser Arbeit beschreiben den genotoxischen Einfluss nicht-
ionisierender elektromagnetischer Felder in der MRT auf unstimulierte MNZ. Zwar gelten
diese Zellen als sehr strahlenempfindlich und stellen aufgrund ihrer Gewinnung ein ideales
Zellsystem fur In-vivo-Studien dar, dennoch kann nicht ausgeschlossen werden, dass z. B.
stark proliferierende hdmatopoetische Stammzellen oder Vorliuferzellen durch MRT-
Exposition temporir oder permanent geschidigt werden. Auch ist nicht bekannt, ob Patienten
bzw. Zellen mit DNA-Reparaturdefekten nicht nur sensitiver auf ionisierende, sondern

eventuell auch auf nicht-ionisierende Strahlung reagieren.

Durch das Einbeziehen von Vergleichswerten nach CT-Untersuchungen konnte in den In-
vitro- und In-vivo-Studien dieser Promotionsarbeit erneut bestitigt werden, dass die MRT im
Vergleich zum rontgenografischen CT-Verfahren ein weniger genotoxisches Bildgebungsver-
fahren darstellt. Obwohl in keinem der durchgefithrten Experimente nach MRT-Exposition
eine signifikante Anderung der untersuchten Genotoxizitits- und Zytotoxizititsparameter
nachgewiesen werden konnte, sollte entsprechend dem Vorbeugungsprinzip und unter
Berticksichtigung der individuellen Nutzen-Risiko-Bewertung sowohl bei CT- als auch bei

MRT-Untersuchungen ein angemessener Gebrauch der Verfahren gewihrleistet werden.
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5.4 Ausblick

Anhand der durchgeftihrten Untersuchungen konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass das
automatisierte AKLIDES-System eine schnelle und zuverlissige yH2AX-Analyse erméglicht.
Dennoch gilt es, zukinftig weitere Fragestellungen zur Methodik zu adressieren und

entsprechende Studien durchzufithren.

Wie verschiedene Untersuchungen bereits zeigten, konnen yH2AX-Foci z. T. auch ohne
Induktion von DNA-DSB hervorgerufen werden. Zur priziseren Identifizierung DSB-
assoziierter yH2AX-Foci dienen daher Ko-Lokalisationsanalysen mit anderen an der
Reparatur von DNA-DSB beteiligten Proteinen, wie 53BP1 oder phospho-ATM [169,214].
Diesbeziiglich sollte gepriift werden, inwiefern die Sensitivitit bzw. die Spezifitit des yH2AX-
Assays durch Ko-Lokalisationsuntersuchungen verbessert werden kann. Zudem ist es erstre-
benswert, die direkte Ko-Lokalisationsanalyse der einzelnen yH2AX-Foci mit in die
automatisierte Evaluierung zu integrieren. Dariiber hinaus wire auch die parallele
Durchfihrung anderer Immunfluoreszenzfirbungen geeignet. Um beispielsweise eine bessere
Charakterisierung apoptotischer und pan-nukleir gefirbter Zellen zu ermdoglichen, sollten
Protokolle zur parallelen Detektion apoptosespezifischer Biomarker, wie Annexin V oder

aktivierte Caspase-3, erarbeitet werden.

Im Gegensatz zu Analysen an unstimulierten MNZ, die synchron in der Go-Phase vorliegen,
ist insbesondere fiir Untersuchungen an proliferierenden Zellen bzw. Zelllinien die
Unterscheidung der einzelnen Zellzyklusphasen relevant. Daher ist des Weiteren zu priifen,
inwieweit mithilfe des AKLIDES-Systems einzelne Zellzyklusphasen anhand spezifischer

Marker oder DNA-Farbstoffe differenziert werden konnen.

Bei der Verwendung von MNZ ist indes zu bertcksichtigen, dass es sich um eine heterogene
Population an Immunzellen handelt, die sich aus Monozyten und Lymphozyten (T- und B-
Lymphozyten, NK-Zellen und deren Subpopulationen) zusammensetzt. Da Unterschiede in
der Chemosensitivitit und Radiosensitivitit einzelner Subpopulationen beschrieben wurden,
ist zu prifen, ob individuelle Differenzen in den Verhiltnissen dieser Zellgruppen das
Ergebnis der yH2AX-Analyse beeinflussen [234,289]. Einzelne Populationen kénnten dann
z.B. vor der yH2AX-Firbung separiert oder durch spezifische Oberflichenfirbungen
innerhalb der MNZ detektiert werden. Zudem ist eine Unterscheidung zwischen normalen
und neoplastischen Zellen z. B. bei Blutproben von Leukidmie- bzw. Lymphompatienten zu

treffen.

Wie in dieser Arbeit demonstriert wurde, konnte die yH2AX-Analyse zum Nachweis einer
modulierten Zytostatikasensitivitit in MNZ genutzt werden. Zukiinftig ist im Rahmen nicht-

interventioneller Studien (unter Bertcksichtigung bereits publizierter Daten) weiter zu
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untersuchen, inwieweit yH2AX bei Patienten mit Tumorerkrankungen, Reparaturdefekten
oder anderen alters-assoziierten Krankheiten einen geeigneten pradiktiven oder prognos-

tischen Biomarker darstellt.

In Hinblick auf eine Anwendung der yH2AX-Quantifizierung als Hochdurchsatzverfahren in
der Routinediagnostik beschrieben Publikationen verschiedene Moglichkeiten —zur
Vereinfachung des Versuchsprotokolls, indem die yH2AX-Firbungen z. B. in Mikrotiter-
platten oder direkt von Blutausstrichen aus Kapillarblut erfolgte [290-292]. Hier wire zu
prifen, ob diese Verfahren eine geeignete Alternative zum urspringlichen Protokoll

darstellen.

Weiterhin wurde im Rahmen dieser Arbeit das genotoxische Potential der (Ultra-)Hochfeld-
MRT analysiert. Diesbeztiglich konnte in keiner der hier durchgefihrten Studien eine
Verinderung des yH2AX-Niveaus beobachtet werden. Allerdings existieren derzeit keine
Ergebnisse tiber den Nachweis von DNA-Schiden nach 7 T-MRT, die entweder die Effekte
auf proliferierende Zellen (z. B. auf stimulierte MNZ) oder den genotoxischen Einfluss durch

Kontrastmittelgabe beschreiben.

Zukinftig wire dartiber hinaus zu untersuchen, ob eine MRT-Exposition eventuell oxidative
DNA-Schidigungen verursacht. In einer Untersuchung an Zelllinien konnte kiirzlich die
Quantifizierung von 8-OH-dG mithilfe des AKLLIDES-Systems demonstriert werden [70].

Durch ionisierende Réntgenstrahlung werden neben direkt-induzierten DNA-Strangbriichen
aufgrund von ROS indirekte DNA-Schiden hervorgerufen. Untersuchungen von
Kuefner et al. [158] und Brand et al. [159] zeigten bereits, dass durch Vorbehandlung mit
Antioxidantien das Niveau strahleninduzierter yH2AX-Foci signifikant reduziert wurde. Bei
einer erthohten ROS-Produktion in Folge der (Ultra-)Hochfeld-MRT wire daher nicht nur
eine differenzierte Analyse der einzelnen einwirkenden elektromagnetischen Felder
durchzufiihren, sondern kann ebenfalls der Einfluss von Antioxidantien auf die ROS-

Entstehung untersucht werden.

Wie die Ergebnisse dieser Arbeit verdeutlichen, stellt die automatisierte yH2AX-Analyse eine
Basis fur vielfiltige Anwendungen dar. Zukinftig kann zum einen die Methodik z. B. durch
Ko-Lokalisationsuntersuchungen oder Zellzyklusanalysen optimiert werden. Zum anderen
ermdglicht dieses Verfahren sowohl im Rahmen von In-vitro- als auch von In-vivo-Studien

die schnelle und standardisierte Analyse chemisch- oder strahleninduzierter DNA-DSB.
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Zusammenfassung

DNA-Doppelstrangbriiche (DSB) werden durch unterschiedliche endogene bzw. exogene
Noxen verursacht und gelten als eine der schwerwiegendsten DNA-Lisionen. Die sensitivste
Methode zum Nachweis von DNA-DSB stellt derzeit die immunzytochemische Farbung
und anschlieBende mikroskopische Quantifizierung von yH2AX-Foci dar, welche im
Rahmen der DNA-Reparatur durch Phosphorylierung der umliegenden H2AX-Histone
gebildet werden. Um die subjektive und zeitintensive manuelle Auszahlung der yH2AX-Foci
durch schnelle, standardisierte Verfahren zu ersetzen, wurden verschiedene Techniken zur

automatisierten Auswertung von Immunfluoreszenztests entwickelt.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte die Eignung des AKLIDES-Mikroskopiesystems
der Medipan GmbH in Bezug auf eine automatisierte yH2AX-Analyse gepriift werden. Nach
Behandlung humaner mononukledrer Zellen (MNZ) des peripheren Blutes mit dem Zyto-
statikum Etoposid konnte zum einen die dosisabhingige Induktion von yH2AX-Foci nach-
gewiesen werden. Zum anderen demonstrierten Vergleichsanalysen eine sehr gute Uber-

einstimmung zwischen der manuellen und der automatisierten yH2AX-Quantifizierung.

Nach erfolgreicher Validierung des automatisierten YH2AX-Assays sollte zudem dessen
potentielle Anwendung als Genotoxizitits- bzw. Chemosensitivititstest evaluiert werden. Bei
der Behandlung von MNZ mit unterschiedlichen Immunsuppressiva konnte die Substanz-
klasse der Zytostatika mithilfe des yH2AX-Immunfluoreszenztests eindeutig differenziert
werden. Dartiber hinaus lie sich bei Analysen von Arzneimittelkombinationen die
inhibierende Wirkung der Immunsuppressiva Cyclosporin A bzw. Rapamycin auf ABC-
Transporter und eine dadurch erhéhte Zytostatikasensitivitit der MNZ mithilfe des yH2AX-

Assays nachweisen.

Wihrend der Zusammenhang zwischen Rontgenstrahlung und induzierten yH2AX-Foci
bereits gezeigt wurde, galt es im Rahmen dieser Arbeit, das genotoxische Potential der
Magnetresonanztomographie (MRT) zu untersuchen. Die Ergebnisse des yH2AX-Assays
zeigten, dass weder durch In-vitro-MRT-Exposition (7T) noch durch In-vivo-MRT-
Exposition (1 T — 7 T) von Patienten eine Induktion von DNA-DSB in MNZ nachgewiesen
werden konnte. Daneben wurde in einer dritten Studie der Einfluss der 7 T-MRT auf die
DNA-Integritit bei hidufig exponierten Probanden analysiert. Im Vergleich zur
Kontrollgruppe konnten erneut keine Unterschiede in der Anzahl an yH2AX-Foci, an

Mikronuklei oder in der DNA-Reparaturkapazitit aufgezeigt werden.

Die Ergebnisse dieser Arbeit verdeutlichten, dass es sich bei der automatisierten yH2AX-
Analyse um ein schnelles und zuverldssiges Verfahren zur Quantifizierung von DNA-DSB

handelt, welches fiir eine Vielzahl von Anwendungen genutzt werden kann.
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Summary

DNA double strand breaks (IDSB) can be induced by various endogenous and exogenous
agents and represent highly dangerous DNA lesions. Upon DNA DSB formation rapid
phosphorylation of the histone variant H2AX (yH2AX) is induced. Currently,
immunofluorescence staining combined with microscopic quantification of yH2AX foci is
described as the most sensitive method for DNA DSB assessment. In order to replace
subjective and time-consuming manual quantification of yH2AX foci and to allow fast and
standardized routine screenings, different approaches for automated evaluation of

immunofluorescence tests have been developed.

In the present work, we validated the fully automated yH2AX analysis by the microscopy
platform AKLIDES. Treatment of freshly isolated human peripheral blood mononuclear
cells (PBMCs) with the cytostatic drug etoposide resulted in a dose-dependent increase of
determined yH2AX foci. Further, the comparison between manual and automated yH2AX

foci quantification revealed a very good agreement.

In addition to assay validation feasibility studies of yH2AX as potential biomarker for
genotoxicity and chemosensitivity testing were conducted. After treatment of PBMCs with
different immunesuppressive drugs the group of cytostatic agents could clearly be
distinguished by automated yH2AX assessment. Further, increased cytostatic chemo-
sensitivity of PBMCs resulted from an inhibitory effect of cyclosporine A and rapamycin on
ABC-transporters after co-treatment and could be monitored by yH2AX immuno-

fluorescence staining.

Whereas YH2AX foci are known to be induced after medical imaging based on ionizing
radiation, we additionally analyzed the genotoxic potential of magnetic resonance imaging
(MRI). The results of the yH2AX assay revealed no inducted DNA DSB neither in isolated
PBMC:s after iz vitro 7'T MRI exposure nor in PBMCs of patients isolated post iz vivo MRI
examinations (1 T —7 T). Additionally, we assessed the impact of 7 T MRI exposure on
DNA integrity of frequently exposed subjects. In comparison to the control group, no
evidence of altered YH2AX foci and micronuclei incidence were found and no differences in

DNA repair capacity could be detected.

In conclusion, this work successfully demonstrated the use of automated YH2AX analysis as
a fast and reliable approach for microscopic DNA DSB quantification which can be utilized

for various applications.
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