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1 Einleitung

Nach Unféallen und anderen Ereignissen, die zu dix@osition mit ionisierenden Strahlen fuhren,
treten innerhalb von wenigen Tagen in Folge davarteaSchaden am Organismus auf, die unter
dem Begriff der ,akuten Strahlenkrankheit* subsutmieerden. In diesem Zeitfenster fehlen geeig-
nete Parameter zur Triagierung und individuelleagDbstik sowie flr eine zuverlassige Prognose.
Eine unmittelbare Dosisabschatzung kann als friigeeiHinweis auf den weiteren klinischen Ver-
lauf dienen. Gegebenenfalls lassen sich Daten s physikalischen Dosimetrie verwenden,
doch sind diese gerade bei Gro3schadensereigroftseicht vorhanden. Aus diesem Grund kom-
men zur retrospektiven Dosisrekonstruktion biodesiache Untersuchungen, zu denen der
Nachweis dizentrischer Chromosomenfragmente z&hit, Anwendung. Dieses auch als ,Dic-
Assay”“ bezeichnete Verfahren gilt als ,Gold-Stadater Biodosimetrie und wird routinemafiig
nach jedem Strahlenereignis eingesetzt. Hierbed wie Anzahl dizentrischer Chromosomenfrag-
mente in zuvor stimulierten Lymphozyten des penipheBlutes bestimmt. Die Durchfihrung setzt
eine grof3e Erfahrung bei der mikroskopischen Bedpiitgng voraus und ist auch aufgrund der not-
wendigen Stimulation der Lymphozyten zeitaufwendig.nach Dosis und Fragestellung missen
mehrere Hunderte oder Tausende von Zellen in deaphase beurteilt werden. Da die Ergebnisse
erst nach ein bis zwei Wochen zur Verfligung stegeniigt dieses Verfahren nicht dem zeitlichen
Anspruch einer frihzeitigen Triagierung grof3eregptiell strahlenexponierter Personengruppen.

Einen alternativen Ansatz stellt die Analyse voratdenbedingten Expressionsdnderungen be-
stimmter Markergene dar, da diese sehr schnelerivatb weniger Stunden, nach Strahlenexposi-
tion auftreten. Durch mehrere Arbeitsgruppen weltweirde bereits ein direkter Zusammenhang
zwischen der Strahlendosis und dem Ausmal der @ezgsionsanderungen gezeigt. Da diese zu-
dem innerhalb von Stunden mittels quantitativeryP@rase-Kettenreaktion mit groRer methodi-
scher Genauigkeit nachgewiesen werden kénnent, dtedle Methode ein attraktives biodosimetri-
sches Verfahren dar. Allerdings besteht noch Uhkliartiber geeignete Kandidaten fur die
bendtigten Markergene, da das Verfahren im Gegergsat dizentrischen Chromosomenanalyse
relativ neu und die Anzahl entsprechender Studegleichsweise gering ist. Aufgrund der Selten-
heit akzidenteller Expositionen ganzer Personermgupyurden, wie bei der Einfihrung der di-
zentrischen Chromosomenanalyse, unterschiedlich@rirModelle entwickelt. Fir den seit mehr-
eren Jahrzehnten im Gebrauch befindlichen ,Dic-#s&it die Ubereinstimmung dieser etablierten
In-vitro-Modelle mit der In-vivo-Prozessierung diggscher Chromosomenfragmente nachge-

wiesen. Obwohl diese Erfahrungen fir strahlenineltiei Genexpressionsanderungen bislang feh-
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len, werden Ublicherweise zur Simulation einer ivevBestrahlung die fur den ,Dic-Assay” vali-
dierten In-vitro-Modelle verwendet. Hierzu wird gereres Blut ex vivo als Vollblutkultur mit
kinstlichen Nahrmedien und fetalem Kalberserum softibiotika versehen und anschliel3end
bestrahlt.

Es ist bislang nicht hinreichend untersucht, obed@blierten In-vitro-Modelle das geeignetste Ver-
fahren darstellen, um bei der Suche nach potestiélarkergenen eine In-Vivo-Situation nachzu-
bilden. Anders als bei dem Nachweis dizentriscHao@osomenfragmente muss vermutet werden,
dass Anderungen der Genexpression sowohl| prapashgdingt als auch durch die artifizielle Um-
gebung, induziert werden kénnten. Am Institut flmdi®biologie der Bundeswehr in Minchen
wurde aus diesem Grund ein modifiziertes In-vitroddll entwickelt. Dieses erlaubt eine Unter-
suchung von Genexpressionsanderungen nach Ex-wstdhlung mit geringstmdglichem pra-
parativen Aufwand, unter weitgehender Belassundlsdrar korpereigener Medien und ohne Zu-
gabe korperfremder Substanzen. Um das Potentis¢sliderfahrens zu prifen, wurde die strahlen-
induzierte Expressionsanderung von Genen untersdahtin etablierten In-vitro-Modellen eine
eindeutige Dosis-Wirkungs-Beziehung aufwiesen. Bigebnisse und Schlussfolgerungen dieser
mittels quantitativer Polymerasekettenreaktion inchtZeitverfahren durchgefihrten Unter-

suchungen werden im Rahmen dieser Arbeit vorgestell
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2 Stand des Wissens

2.1 Notwendigkeit der Biodosimetrie

Die Erforschung der ionisierenden Strahlung unctle@knwendung fir den Menschen stellten im
Ubergang vom 19. zum 20. Jahrhundert und in deaudldolgenden Jahrzehnten einen grofRen
Fortschritt dar. Insbesondere die Entdeckung detdgimstrahlung durch Wilhelm Conrad Rontgen
im Jahr 1895 war fiur die Diagnostik in der Medizm Quantensprung. Die kurz darauf von
Antoine Henri Becquerel im Jahr 1896 entdeckte &aldivitat ebnete den Weg zur Kernspaltung
und der daraus folgenden Nutzbarmachung der Kergendg-riih erkannte man, dass die neue
Technologie neben ungeahnten Mdoglichkeiten in deer@ieversorgung sowie bei der medi-
zinischen Diagnostik und Therapie auch ein grof3efiliddungspotential in sich birgt. Durch
technische und organisatorische MalRnahmen kanesdRsiko unter normalen Umstanden mini-
miert werden. In Deutschland wird der Umgang mit daisierenden Strahlung unter anderem
durch das Atomgesetz, das Strahlenschutzvorsorgegelse Rontgenverordnung und die Strahlen-
schutzverordnung geregelt. Diese Vorschriften seheben der Reduzierung der auf den Menschen
wirkenden Strahlung, auch die Uberwachung und Megslerselben vor. Trotz all dieser Sicher-
heitsmalBhahmen kann es zu Ereignissen kommen,ebeindPersonen mit einer gesundheitsge-
fahrdenden, rickwirkend nicht nachvollziehbar hoBé&mahlendosis belastet werden. Die Biodosi-
metrie, als Verfahren zur retrospektiven Dosisrakarktion anhand der Veranderung biologischer
Parameter, kommt insbesondere dann zur Anwenduagn Weine physikalischen Messdaten vor-
liegen. Dies ist vor allem der Fall, wenn eine grd®ersonengruppe betroffen ist. Im Folgenden

sind einige Ungliicke der jungeren Geschichte exanggh aufgefihrt.

Zu Beginn der sowjetischen Nuklearwaffenproduktach Ende des 2. Weltkrieges kam es tber
Jahre hinweg zu einer Verseuchung des Flusseshbetsit radioaktiven Abféllen aus der kern-
technischen Anlage Majak. Insgesamt gelangten 7Abokten Kubikmeter strahlendes Material in
die Wasserversorgung von uUber 40 Gemeinden unddtéaten (Kossenko et al. 2005, S. 591).
Beim Kyschtym-Unfall am 29. September 1957 wurdecdweine Explosion in der gleichen Fabrik
radioaktives Material Uber ein Gebiet von etwa Q0.@uadratkilometern verteilt (Jones 2007,
S. 3). Die groR3te Katastrophe in der zivilen Nutzuier Kernenergie war der Reaktorunfall im uk-
rainischen Kernkraftwerk Tschernobyl am 26. Ap8B6. Hierbei wurde ein Gebiet mit einer Aus-
dehnung von 140.000 Quadratkilometer, in dem 4 Edvien Menschen lebten, kontaminiert. Bis

Ende 1987 wurden zur Sicherung des Reaktors et@®@0 Aufraumarbeiter, so genannte Liqui-



2 Stand des Wissens -4 -

datoren, eingesetzt. Uber 1.000 von ihnen erhigitearhalb des ersten Tages nach dem Ungliick
schwere bis tédliche Strahlendosen von bis zu 2y Gnsgesamt wurden zirka 800.000 Menschen
in den Folgejahren im Bereich des Kernkraftwerkeg\mfraum- und Sicherungsarbeiten eingeteilt

und somit einer oft unbekannten Strahlenexposdaimsyesetzt (Cherp et al. 2002, S. 32).

Nicht nur im industriellen Bereich besteht das Riseiner radioaktiven Verstrahlung. Das Leben
und die Gesundheit tausender Menschen sind auch den militarischen oder terroristischen Ge-
brauch nuklearer Waffen gefahrdet (Weisdorf e@06, S. 674). Die beiden Atombombenabwirfe
Uber den japanischen Stadten Hiroshima am 6. Augu$ Nagasaki am 9. August 1945 zeigten
deren verheerende Auswirkungen. Auch nach dem Hesl&alten Krieges ist die Bedrohung durch
Nuklearwaffen nicht voruber. Einige Staaten miteementsprechenden Arsenal sind innenpolitisch
instabil, wodurch diese Waffen in die Hande vonrdsten fallen kénnten. Auch ware jederzeit
der Einsatz von sogenannten schmutzigen Bombenichgglei denen konventioneller Sprengstoff
mit radioaktivem Material kombiniert wird (Chaudh®p08, S. 557; Dainiak et al. 2007, S. 17,
Mettler und Voelz 2002, S. 1555). Wie leicht anspnéchendes Material zu kommen ist, beweist
der Goiania-Unfall in Brasilien vom 13. Septemb881, bei dem aus einem leer stehenden Kran-
kenhaus ein Behalter mit radioaktiveffiCaesiumchlorid entwendet wurde. Fast 250 Menschen
wurden versehentlich kontaminiert, vier von Ihn&arlsen (Anjos et al. 2002, S. 201).

All diese Beispiele zeigen, dass sowohl bei Unféaftgt als auch beim gezielten Einsatz von radio-
aktiven Stoffen tausende von Menschen binnen kitez&®it zu Schaden kommen kénnen. Vor
allem das Ausmal} eines terroristischen Anschlages allgemein als kritisch angesehen, well

hierfir keine Notfallplane, wie zum Beispiel benem Unfall in einer industriellen Anlage, existie-

ren (Chao 2007, S. 24). Aus diesem Grund wird gemadlen USA der Entwicklung von geeigne-

ten biodosimetrischen Assays und Biomarkern hédRgteitat zugesprochen (Pellmar et al. 2005,
S. 115).
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2.2 Verschiedené&/erfahren der Biodosimetrie

2.2.1 Zytogenetisch&/erfahren

ChromosomenaberrationsAnalyse

Verschiedene Verfahren der Zytogenetik, also detetdnchung von Chromosomekommen im
Rahmen der Biodosimetrigum Einsat. Als ,Gold-Standard“in der retrospektiven Dos-
Abschatzung hat sich déNachweis dizerrischer Chromosomenfragmenggabliert (Goans und
Waselenko 2005, S. 505; Blakely et al. 2005, S).4SeinenUrsprung nahndieses Verfahren, als
im Jahr1927 Hermann Joseph Muller die mutagene Eigenscimaft Rontgenstrahlen bei ¢
Drosophila-Fliegeentdeckte. Karl Sapostulierte im Jahr 1940 Chromosomenbrials Ursache
fur chromosomale Aberrationen und entdeckte alteEieren linearen Zusammenhang mit
Hohe der Strahlendosis. Ursachlich fur alle Artem \Chromosomenaberrationen sind Dd-
strangbriche wahrend diterfhase des Zellzyklus und deren fehlerh&ttgparatur (Nowalund
Obe 1984, S. 335)n Abbildung 2.1 sind die im Folgenden beschrielmexeranderungen scha-
tisch dargestellt.

i e
tH{o it i

Abb. 2.1: Schematische Darstellung eines Chromosomen-Bruchesnit einem azentrische
Fragment, beiner dizentrischen Aberrati ebenfalls mit einerazentrischen Fragme sowie c) einer
Ringbildung und d) einefranslokation. Bis auf die Translokaticsind alle diese Formen d
Chromosomenaberrationen inste Jeweils links ist der normale Chromosomenaufbauehitdget,
rechts davon der veranderte.
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Die mittels Lichtmikroskop am haufigsten zu beolianden radiogene Veradnderungen sind Chro-
mosomen-Briche, dizentrische Aberrationen, azehis-ragmente und Ringbildungen. Sie gelten
als instabil, da sie zum Zelluntergang wahrendfalgenden Zellteilung fihren. Aus diesem Grund
nimmt ihre Haufigkeit im lebenden Organismus mit deit ab (Natarajan et al. 1998, S. 308).
Translokationen, also der balancierte Austausch@oromosomenfragmenten, sind hingegen sta-
bile Aberrationen, die mit jeder Zellteilung verereerden und somit unter anderem fur die radio-

gene Krebsentstehung verantwortlich sind (Garcgr&i 2008, S. 365).

Der Nachweis dizentrischer ChromosomenfragmentéelsitDic-Assay* kann Dosen in einem
Bereich von 10cG bis 10 Gy sicher nachweisen uhdigher als Standardverfahren zur Ermittlung
akzidenteller Strahlenbelastungen. Die hierfur \esrdeten peripheren Blutlymphozyten (PBL)
werden zunachst mittels verschiedener Agentienudigmt (Abend 2000, S. 104). Je nach Fragestel-
lung werden 1.000 bis 5.000 mit Giemsa gefarbteablesen-Lymphozyten analysiert (Ramalho et
al. 1995, S. 47). Aufgrund ihrer Zirkulation durdbn Korper sind PBL gute Indikatoren sowohl fir
eine interne wie eine externe Bestrahlung, ebensdiw eine lokale oder Ganzkdrper-Exposition.
Es lassen sich nur die Auswirkungen einer akutean kdrzlich erfolgten Bestrahlung aufzeigen, da
die Lymphozyten eine vergleichsweise kurzen Lebansdhaben (Abend 2000, S. 105; Ramalho
et al. 1995, S. 47). Liegt ein Ereignis l&angeret Zerick, so muss auf mathematische Verfahren
zuruckgegriffen werden, die den Rickgang der instalAberrationen ausgleichen (Abend 2000,
S. 105; Edwards et al. 2005, S. 396). Eine mikrpsahe Aufnahme eines Chromosomensatzes

mit dizentrischen Aberrationen ist in Abbildung 212sehen.

Abb. 2.2: Mikroskopisches Bild eines mit Giemsa gefarbtenrd@fosomensatzes. Deutlich zu
erkennen sind ein dizentrisches Chromosom (dic) dexsl korrespondierende azentrische Fragment
(ace). (Quelle: Institut fur Radiobiologie der Baestvehr, Minchen)
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Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH)

Eine Weiterentwicklung der konventionellen Chronmaso-Analyse stellt die Fluoreszenz-in-situ-
Hybridisierung (FISH) dar. Hierbei werden bestimmieale der Desoxyribonukleinsdure (DNA)
beziehungsweise beim ,Chromosome Painting”® ganzeor@bsomen angefarbt. Durch die Ver-
wendung von Mehr-Farben-Assays lassen sich strelkduyeranderungen der Ziel-Chromosomen
leicht durch ihr mehrfarbiges Muster erkennen (Ab2000, S. 108; Bauchinger 1998, S. 89). Eine
mikroskopische Aufnahme einer solchen Analyse mstAbbildung 2.3 dargestellt. Die FISH-
Technik ist, wie auch die konventionelle Chromospamalyse, sehr zeitintensiv. Ihr Vorteil liegt
darin, dass sie auch Translokationen nachweisen kAbend 2000, S. 109; Mitelman 2000,
S. 248) und sich somit sowohl eine langer zuriugkliele als auch die kumulative Strahlenbe-
lastung eines Individuums ermitteln lasst (BaucbmtP98, S. 91). Da gerade reziproke Transloka-
tionen ein hohes karzinogenes Potential beinhal#est sich durch ihre Bestimmung eine Risiko-
abschatzung aufgrund individueller Strahlensengibitiurchfiihren (Terzoudi und Pantelias 2006,
S. 519). Vor allem das Probandenalter, aber auklofem wie das Rauchen, zeigen einen deutli-
chen Einfluss auf die Anzahl der Translokationed omissen daher bei der Dosisabschatzung be-
ricksichtigt werden (Edwards et al. 2005, S. 398).

Abb. 2.3: Mikroskopisches Bild einer Fluoreszenz-in-situ-iHgisierung (FISH). Durch diese
spezielle Farbetechnik lassen sich auch Transkmkam und somit weiter zurtickliegende Expositionen
nachweisen. In diesem Fall sind Chromosom 1 rotp@bsom 4 grin und Chromosom 12 gelb (als
Mischung aus grin und rot) gefarbt. Die grinen |Pfeieisen auf die Translokationen unter
Beteiligung der Chromosomen 1 und 4. (Quelle: tasfiir Radiobiologie der Bundeswehr, Minchen)
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Mikrokernanalyse

Neben der Chromosomenanaljkann eine Dosisabschatzung auch dwette Untersuchur der
Morphologie des Zellkern®rfolger. Bei der sogenannten Mikrokemnmalys: werden die von
William Henry Howell und Justin Marie Jolly erstritabeschriebenen, pathologisn Zellkern-
fragmente untersuchSie bestehen aus Chrom-Partikeln,die wahrend der Anaphase desl-

zyklus erkennbar werderUrsachlich hierfur sincDoppelstrangriiche oder Fehlfunktionen d
Spindelapparates, die die Chromosomen davon abhaléEhrend der Anaphase zu Zellpolen
zu wandern. Somit werdeties¢ wahrend der Telophasdcht Bestandteil d neuen Zellkerne
(GarciaSagredo 2008, S. 369Abbildung 2.4 zeigt beispielhafeinen Mikrokern in eine
fluoreszenzmikroskopischekufnahme eineLymphozyten.

10 pm

Abb. 2.4: Fluoreszenzikroskopisches Bilzweier, aufgrund der Einwirkung ionisierender Strahl,
pathologisch verandertélymphozytel. In der linken Zelle ist ein Mikrokern zu erken, rechts im
Bild befindet sich eine binukleare Zel(Quelle: Institut fir Radiobiologie der Bundeswelijnchen

Da fur dieses Verfahren Lymphozyten wéahrend deerpitaseuntersuct werden, sind ent-
sprechende Veradnderungen schneller und einfacherkamnen, als bei der konventionellen o-
mosomenangke (Streffer et al. 1998, S. 101). Allerdings eeigsich bei der Mikrokernunx-
suchung aufgrund unterschiedlich hoher Radioseitéitivon Individuen roRe Unterschiede
(Abend 2000, S. 113 hierens et al. 2000 S. 245). Die Kombination datddsuchun von Mikro-
kernen, apoptotischen Zellkernen wvon sogenanntesonstig abnormen Kernen erhoht die §i-
tivitat der Analyse und reduziert die interindivedien Besonderheiterm Hinblick auf eine Dos-
abschatzung (Abend et al. 2000, S. z
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Eine Voll- beziehungsweise Teilautomatisierungraife diesem Kapitel beschriebenen zytogene-
tischen Verfahren ist bereits heute moglich (Ab26d0, S. 113; Schunck et al. 2004, S. 388) und
reduziert den Zeit- und Personalaufwand deutliglotzZbem bleiben diese Methoden zeitintensiv,

so dass sie keine friihzeitige Dosisabschatzungghichén.

2.2.2 Die Elektronenspinresonanz-Messung

Mithilfe der Elektronenspinresonanz (ESR) wird désonante Absorption von Mikrowellen einer
Probe in einem &uReren Magnetfeld gemessen. Geédigniir sind Materialien mit einzelnen oder
mehreren ungepaarten Elektronen. Diese findenziah Beispiel bei Radikalen in Kristallen, die
durch ionisierende Strahlung entstanden sind. Deflin zugrundeliegende Effekt wurde im Jahr
1944 erstmalig von Jewgeni Konstantinowitsch Sakvdigschrieben. Im Jahr 1972 wurde mittels
dieses Verfahrens an Knochen von Hiroshima-Opfestmalig eine Dosimetrie durchgefuhrt
(Regulla 2005, S. 118).

Zur retrospektiven Dosisabschatzung ist vitale Kemsubstanz wenig geeignet, da sie standigen
Umbauprozessen unterworfen ist. Zahnschmelz, dgptbachlich aus Hydroxylapatit besteht, un-
terliegt diesen metabolischen Vorgéangen nicht umaskrviert die radiogen entstandenen Radikale
dauerhaft. Fir die ESR wird Ublicherweise eine gesaiMenge des Schmelzes mechanisch vom
Zahn abgetragen und zermabhlen (llyinskikh et a@91%. 474). Neben der bislang tblichen Zahn-
extraktion ist auch der hohe apparative Aufwand,eilee portable Anwendung unmdéglich macht,
nachteilig. Dartber hinaus hat die konventionel&REeine im Vergleich zur Chromosomenanalyse
geringere Sensitivitat. Dies liegt vornehmlich irariggen magnetischen Moment der einzelnen
Radikale begriindet, so dass eine gewisse Mindegeram Zahnschmelz und ein grol3es magneti-
sche AulRenfeld benétigt werden (Pass 1997, S. 138®@Jerweile wurde das Verfahren immer
weiter entwickelt, so dass durch Verwendung andErequenzbéander, allerdings unter Inkauf-
nahme einer schlechteren Sensitivitat, auf eine n&sinaktion verzichtet werden kann
(Romanyukha et al. 2005, S. 151). Es gibt unteesitithe Ansatze zur technischen Umsetzung der
In-vivo-Messung. Sie reichen von flachen Magnetke,seitlich am Kopf des Probanden angelegt

werden, bis zu Geraten in der Grél3e von Kernspiagwaphen (Swartz et al. 2006, S. 165).
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2.2.3 Die Sequentialdiagnostik

Vor dem Hintergrund des Bedarfes einer multilatatajestimmten Vorgehensweise im Falle eines
strahlenbedingten Schadensereignisses, beauftrdigte Europaische Kommission ein inter-
nationales Expertenteam zur Ausarbeitung von Inggtti zur Diagnostik und Therapie von strahlen-
exponierten Personen, die wegen einer akuten Bivatainkheit behandlungsbedirftig werden. Die
im Jahr 2001 veroffentlichten ,Medical Treatmenwtecols for Radiation Accident Victims*
(METREPOL) sehen aufgrund klinischer und laborclsstmer Parameter eine Einteilung in vier
.Response Categories” (RC) vor. Insgesamt 24 Eimgkkatoren aus den Hauptorgansystemen
des neurovaskularen (N), des hamatologischen @$) kdtanen (C) und des gastrointestinalen (G)
Organsystems werden hierbei semiquantitativ inige 8chweregrade eingeteilt. Der hochste Ein-
zelwert bestimmt sowohl die organspezifische alshalie globale RC und ist maf3geblich fir die
weiterfiihrende Behandlung gemaR dieser Leitlinkereéecke et al. 2001, S. 121).

Response

Category

Ubelkeit Lymphozytopenie Erythem Durchfall

Ubergeben Granulozytopenie Hautjucken Abdominalkrampfe
Anorexie Thrombozytopenie Odembildung
g Fatigue-Syndrom Blutverlust Blasenbildung
% Fieber Infektion Hautablésung
% Kopfschmerz Ulzeration
Blutdruckabfall Haarausfall
Neurolog. Defizite Nagelausfall

Kognitive Defizite

Tabelle 2.1: Auflistung der 24 Indikatoren nach METREPOL, eiteii¢ in die vier Hauptkategorien des
neurovaskularen (N), des hdmatologischen (H), dganien (C) und des gastrointestinalen (G) Organ-
systems.

Spatere Publikationen betonen vor allem die Relewsr Blutbildanalyse fiir prognostische Aus-

sagen, da entsprechende Veradnderungen bereithalimeron wenigen Stunden nach einer Ganz-
korper-Bestrahlung quantitativ messbar sind. Egteospektive Auswertung der klinischen Ver-

laufe von Strahlenunfallopfern ermdglicht die SEARDatenbank (System of Evaluation and

Archiving in Radiation Accidents based on Case dtiss) der Universitat Ulm. Sie enthalt medizi-

nische Daten von tber 800 Fallen (Fliedner et@D.72S. 9). In Tabelle 2.2 ist die Kategorisierung
des hamatopoetischen Systems gemald METREPOL dalgest
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Kategorie # Granulozyten # Lymphozyten # Thrombozyten
H1 22 215 = 100
H2 <2 <15 <100
H3 <1 <1 <50
H4 <0,5 <05 <20

Tabelle 2.2: Kategorisierung der Veradnderungen des hamatopbetis Systems nach
Bestrahlung gemafl den Empfehlungen der METREPGLA#zahl proul in Tausend

Die fur den behandelnden Arzt entscheidende Frstg®h sich das blutbildende System durch ei-
gene Kraft erholt oder ob weiterfihrende Therapre,zum Beispiel der Einsatz von Wachstums-
faktoren oder eine Knochenmarkspende, notwendid $NMahrend die Kategorie H1 den Normal-

werten eines gesunden Probanden entspricht, fehetts eine Grenzwertunterschreitung bei einem
der drei Parameter zu einer Eingruppierung in Ha. d&r Kategorie H3 zeigt sich der klassische
Verlauf einer Strahlenkrankheit: Die Granulozytdnzsinkt bis zum 10. Tag und hat ihren Nadir

zwischen dem 20. und 30. Tag. Die Thrombozyten-i€atration bleibt in den ersten 10 Tagen

relativ konstant und sinkt erst danach ab, bisitgien Nadir zeitgleich mit den Granulozyten er-

reicht. Sowohl bei H3 als auch bei H4 féllt die Lymozyten-Konzentration innerhalb der ersten

beiden Tage rapide ab, wobei sie sich lediglicdanGruppe H3 bereits nach wenigen Tagen lang-
sam erholt. Nur bei der Kategorie H4 kommt es bemwvischen dem vierten und sechsten Tag zu
einem Abfall der Granulozyten-Konzentration sowiaeen progressiven Sinken der Thrombo-

zytenzahl innerhalb der ersten 10 Tage. Bei Kategddl bis H3 sind die Blutbildveranderungen

reversibel, so dass eine symptomatische Therapleeine Infektionsprophylaxe ausreichend sind.
Ein irreversibler Schaden des hamatopoetischere@gsliegt ausschliel3lich bei der Kategorie H4
vor. Die genannten spezifischen Blutbild-Verandgemerlauben bereits nach kurzem Verlauf eine
Differenzierung zu den drei anderen Kategoriere(fier et al. 2007, S. 10).

2.2.4 Untersuchung metabolischer und anderer Paraner

Sowohl in Tierversuchen als auch in Kohorten-Studien Strahlenopfern wurden Veranderungen
des Metabolismus nach Bestrahlung untersucht.eRodlich bei Ratten ein temporarer Anstieg des
Blutzucker- und Triglycerid-Spiegels, eine dauerddirhohung der LDL- sowie eine permanente

Reduzierung der HDL-Konzentration nach einer Saaékposition nachweisen. Ebenso wurde eine
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Erh6hung von Triglyceriden und Cholesterin in Lejgsvebe, Thymus, Skelettmuskel und Knoch-
enmark gefunden. Ein Anstieg der Glykogen-Konzéimmawiederum fand sich nur in der Leber
(Ahlers 1994, S. 538). Bei einigen Studien an Uldshden von Atombombenabwiirfen zeigte sich
ein Zusammenhang zwischen der Strahlenbelastungichttkarzindsen Erkrankungen. Insbeson-
dere fand sich eine Erh6hung von Risikofaktorerefiie koronare Herzkrankheit, wie ein niedriger
HDL-Spiegel, Hypertriglyceriddmie, Steatosis hepd#kahoshi et al. 2003, S. 968) sowie eine
Hypercholesterinamie (Wong et al. 1999, S. 736)cl8n teilweise dauerhaften Veranderungen des
Metabolismus erméglichen gegebenenfalls eine Aligahg des individuellen Gesundheitsrisikos.
Fur eine retrospektive Dosisabschatzung beim Mamselurde bislang aufgrund der geringen Sen-
sitivitat und Spezifitat keiner der genannten Patemverwendet.

Aussagekraftiger als die im vorherigen Abschnitsdbgiebenen Parameter, ist eine Dosisab-
schatzung durch die Bestimmung metabolischer Bikerain Form von Stoffwechselabbaupro-
dukten. Mittels einer ultraschnellen Flussigchrovgatphie mit Flugzeitmassenspektrometer
(UPLC-TOFMS) konnte an Mausen nach einer Bestrahl@m signifikanter Anstieg von
3-Hydroxy-2-Methyl-Benzoeséaure-3-O-Sulfat, N-Hexggbd/cin als Abbauprodukt der Fettsauren,
B-Thymidin als Pyrimidin-Derivat und Taurin als Ahlrodukt von Cystein und Methionin nach-
gewiesen werden (Tyburski et al. 2008, S. 11). Aadédetaboliten wie Aminoessigsaure, Homo-
vanillinsdure, Indoxylsulfat, Thymidin-Glykol, 84dgrostaglandin £, Thromboxan B,
8-Hydroxyguanin, Hippursaure, Metanephrine, Normepdrine, 5-Hydroxy-Indolessigsaure,
Zitronensaure, 4-Hydroxyl-3-Methoxyl-Mandelsaureiydroxy-3-Methoxy-Phenyl, Kreatinin und
Inosin zeigten hingegen in verschiedenen Veroéfigmihgen ein sehr unterschiedliches Verhalten
(Tyburski et al. 2008, S. 12). In anderen Tierexpenten und bei Studien an ganzkdrperbestrahl-
ten Tumorpatienten konnte eine signifikanter Abfddr Polyaminkonzentration in Erythrozyten
gezeigt werden (Porciani et al. 2001, S. 187). &uipe, wie Spermidin und Spermin, sind kleine
polykationische Molekule, die mit Ribonukleinsduneteragieren und unter anderem mutagene
Folgen von genotoxischem Stress reduzieren (Judgkim 2008, S. 1233). Mittels eines Flug-
zeitmassenspektrometers lassen sich eine Vielzaliensr Verbindungen, die fur eine Biodosi-
metrie in Frage kommen, quantifizieren (MénardleR@06, S. 1848). Bislang konnte aber mit kei-
nem der genannten Stoffwechselabbauprodukte egnéikante Dosis-Wirkungs-Beziehung nach-

gewiesen werden.
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2.2.5 Genexpressionsanalyse mittels Mikroarray

Organismen haben im Laufe der Evolution verschiedemtwortreaktionen, insbesondere Repara-
turmechanismen, auf natirliche Strahlenschade®Neér entwickelt. Diese aul3ern sich durch eine
vermehrte Produktion von Stressproteinen und Reparzymen. Die zugrundeliegenden Mecha-
nismen sind bei einem artifiziellen Strahlenunfdiéntisch und kdonnen daher als Grundlage fur
eine Dosimetrie dienen (Horneck 1998, S. 1631).sd@edene Verfahren zur Bestimmung der
Veranderung der Genexpression sind etabliert. Btegum einen die Mikroarry-Analyse, wie sie

im Folgenden vorgestellt wird, zum anderen die tjtetive Polymerase-Kettenreaktion, die in Ka-

pitel 2.3 ausfuhrlich beschrieben wird.

Ein Mikroarray besteht aus einer Nylonmembran, anane vorgegebene Anzahl verschiedener
Abschnitte komplementarer DNA (cDNA) fixiert ist.i@Auswahl der Genabschnitte richtet sich
dabei nach der jeweiligen Fragestellung. Die zensnichende cDNA wird zuvor aus Ribonuklein-
saure (RNA) synthetisiert, die aus unterschiedhcBeweben und zellularen Materialien gewonnen
werden kann. Wéahrend der Synthese erfolgt gleitigzeine Markierung der cDNA. Es werden je
nach Untersuchungs-Kit sowohl radioaktive (Voeheingt al. 2000, S. 2680) als auch fluoreszier-
ende Marker (Cho et al. 2001, S. 571) verwendet.2bi untersuchende cDNA bindet wéhrend des
Versuchsablaufes an die entsprechenden cDNA-Abgehes Arrays. Mittels dieses Verfahrens
kénnen so mehrere tausend Gene gleichzeitig urtarseerden (Voehringer et al. 2000, S. 2680).
Seit einigen Jahren stehen auch sogenannte ,WhehetGe-Arrays” zur Verfiigung, die es erlau-
ben, in einem einzigen Versuchsansatz die Expnmessim weit Uber 40.000 Transkriptionsab-
schnitten des menschlichen Genoms aufzuzeigen @ge@004, S. 20; Amundson 2008, S. 27). In
Abbildung 2.5 ist beispielhaft die Fotodokumentat@ner Mikroarray-Analyse gezeigt.

Das Mikroarray-Verfahrens erlaubt lediglich einengguantitative Aussage uber die Ausgangs-
menge der zu untersuchenden cDNA, da sich nur diierenz der Expression der Zielgene in Rela-
tion zu einer Kontrolle bestimmen lasst. Eine Megsder absoluten Genexpression und somit der
individuellen Auswirkungen der ionisierenden Stuady ist nicht moglich. Dieses Verfahren dient
deswegen vornehmlich als Screening-Methode firldéntifikation moéglicher Kandidaten von
Marker-Genen (Snyder und Morgan 2004, S. 263).Bzistimmung sowohl der differentiellen als
auch der absoluten Genexpression, wie sie fur taitséchliche Anwendung in der Biodosimetrie
erforderlich ist, ermdglicht die quantitative Polgrase-Kettenreaktion im sogenannten ,Realtime*-

Verfahren. Diese ist ausfuhrlich im folgenden Kablteschrieben.
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Abb. 2.5: Bild eines ,Whole Genome" -Mikroarrays (links) umihe VergréRerung hieraus (rechts). Die
Helligkeit, der mittels Chemolumineszenz sichtbamgehten, punktférmigen Hybridisierungsprodukte
korreliert mit der Anzahl der der an jener Stelés dArrays gebundenen cDNA-Kopien und erlaubt somit
eine semiquantitative Aussage Uber die Expresstarjelveiligen Genes. (Quelle: Institut fir Radiddiie

der Bundeswehr, Miinchen)

2.3 Funktionsweise der Polymerase-Kettenreaktion

2.3.1 Die konventionelle Polymerase-Kettenreaktio(PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion, die im Jahr 1985 Kany Mullis erfunden und seither vielfach

weiterentwickelt wurde, ermdglicht die effizienteMielfaltigung bestimmter Gen-Abschnitte aus-
gehend von sehr kleinen DNA-Mengen. Die hierfiurrangeliegende Reaktion erfolgt durch die
mehrmalige Wiederholung von drei Reaktionsschrjttha im Folgenden ausfiihrlich beschrieben
und in Abbildung 2.6 grafisch dargestellt werdered® sind:

1. die Denaturierung der DNA durch Erhitzen,
2. das sogenannte ,Annealing“ (die Bindung von ,Prinien die DNA) sowie

3. die Elongation (also die Verlangerung der ,Primiesfnplementar zum DNA-Strang).

Zunachst wird die DNA durch Erhitzen auf eine Tenapg von 95 °C denaturiert. Hierdurch I6sen

sich die beiden Doppelstranghalften voneinanders dia Voraussetzung fir die folgenden Re-
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aktionsschritte darstellt. Im zweiten Schritt, dgAmnealing” wird die Temperatur auf eine Hohe
von 50 bis 60 °C reduziert. Dies ermoglicht ausddtea Einzelstrang-Oligomeren, sogenannten
.Primern®, die Bindung an komplementare SequenzenRNA. Die Reaktionstemperatur muss
ausreichend hoch sein, da sonst zu viele unspda#fiBindungen entstehen kdénnen. Anschliel3end
erfolgt im dritten Schritt, der Elongation, ausgetti&on den ,Primern* die Verlangerung der Kopie
entlang des originalen DNA-Strangs mittels einelyfPerase. Hierfur ist meist wieder eine Tem-
peraturerhdhung auf etwa 75 °C, dem Temperaturoptinder Polymerase, erforderlich. Die so
entstandene doppelstrangige DNA steht im darawdfalgn Zyklus mit beiden Einzelstrangen als
Matrize zur Verfugung. Durch regelmaf3ige Wiederhglwer drei genannten Reaktionsschritte
erfolgt eine exponentielle Amplifikation der urspglichen DNA-Menge um den Faktof, 2vobei

n die Anzahl der durchlaufenen Zyklen angibt (Clart693, S. 256S). Auf der folgenden Seite in
Abbildung 2.6 sind die ersten beiden Zyklen mitegifPolymerase-Kettenreaktion mit den drei
Reaktionsschritten schematisch dargestellt. Ab demiten Zyklusdurchlauf liegen erstmalig Ko-
pien des Genabschnittes in der exakt gewlnschtegelor.

Zunachst wurde die aus dem Bakterium EschericHiageavonnene DNA-Polymerase |, die soge-

nannte Klenow-Polymerase, verwendet. Ihr groRerhiglcist ihre Thermosensibilitat, so dass

nach jedem Erhitzungsschritt, der flr die Denaturig der neugebildeten DNA-Strange erforder-
lich ist, erneut Polymerase zur Reaktion hinzugeftigrden muss. Hierdurch ist diese Methode
sehr zeitaufwendig und fehleranfallig. Erst durdd \derwendung einer thermostabilen Polymerase
aus dem hitzeresistenten Bakterium Thermus aqsafitaq) konnte dieses Problem endgultig ge-
I6st und die PCR-Zyklen unterbrechungsfrei durcigefwerden. Dies erhohte die Spezifitat und
Sensitivitat des Verfahrens und ermdoglichte eindofaatisierung der PCR (Saiki et al. 1988,

S. 487).
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Abb. 2.6: Darstellung der einzelnen Reaktionsschritte Polymerasd<ettenreaktion (PCR). Di
DNA liegt normalerweise als Doppelstrang vorer zu kopierende Abschnitst rot eingekreis. In
Schritt 1 kommt es wahrend der TemperaturerhéhumgdDenaturierung und zur Lésung der bei
Einzelstrange. In Schritt Binden je ein Vorwar- und ein Rickwarts“-Primeran komplementare
NukleotidSequenzen der Einzelstrdnge an. Ab dieser Steftdgerin Schritt 3a mittels eine
Polymerase die Elongation bis zum Ende des Ausgtmagges. Dies andert sich ab dem foden
Zyklus, dargestellt in Schritt 3kbei dem die Polymerasstmalig Kopien in der gewiinschten L&l

erstellt.
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Die ldentifikation des PCR-Produktes erfolgt matdlangenbestimmung der kopierten Genab-
schnitte durch eine Agarose-Gel-Elektrophoreserligievandern die DNA-Abschnitte wegen der
elektrischen Ladung der Nukleinsduren in untersititieen Geschwindigkeiten in Richtung der
Anode. Kurze DNA-Fragmente konnen sich dabei sédineurch die Poren des Agarosegels be-
wegen, so dass sie sich am Ende der Elektrophaédss an der Anode befinden. Die eigentliche
Identifikation erfolgt durch Vergleich mit einem [PNL&ngenstandard. Es handelt sich hierbei um
ein Gemisch aus verschiedenen DNA-Abschnitten eliahbnter Lange, welches sich wahrend der
Elektrophorese zu einer sogenannten DNA-Leiter auttbZur Kenntlichmachung stehen unter-
schiedliche DNA-Farbstoffe fir die Elektrophoreser 2/erfigung. Am gebrauchlichsten ist
Ethidiumbromid, welches unter UV-Licht fluoreszielis weist DNA-Spuren ab einer Menge von
4 ng nach (Adkins und Burmeister 1996, S. 17).

Zur Quantifizierung lasst sich die cDNA-Konzentoati nach Durchlauf des n-ten Zyklus der
PCR (¢) mittels Spektralphotometrie oder Fluoreszenzmegduestimmen (Haque et al. 2003,
S. 2). Mit folgender Formel kann hieraus die cDNAsfjangskonzentrationgjcund somit die ab-

solute Genexpression errechnet werden:
Co=G/2

Die Bestimmung der Anfangskonzentration durch digsgenannte Endpunktmethode ist relativ
ungenau. Da die Reaktion ab einer bestimmten Zykhiseine Sattigung aufweist, steigt die Men-
ge der kopierten DNA nicht unendlich exponentiell @rsachlich hierfur ist unter anderem sowohl
der Verbrauch der Desoxynukleotidtriphosphate (d\&Bs denen der neue cDNA-Strang synthe-
tisiert wird, als auch der ,Primer* (Zimmermann uMhnnhalter 1996, S. 270). Aufgrund der
hoheren Spezifitat der Tag-Polymerase wird beidas Plateau erst deutlich spater als bei der
Klenow-Polymerase erreicht (Saiki et al. 1988, 8)4Auch bei einer Unterbrechung der Reaktion
vor Erreichen des Plateaus zeigt die Methode ezhe geringe Reproduzierbarkeit. Dies ist durch
den exponentiellen Charakter des PCR begriundetldai kleinste Unterschiede in der Effizienz

eine grofRe Auswirkung auf die EndkonzentrationAl®plikons haben kénnen.

Die einfachste Mdglichkeit den im vorherigen Absithbeschriebenen Effekt zu umgehen und
mittels einer konventionellen PCR eine quantitaBestimmung der Genexpression durchzufihren,
ist die Co-Amplifikation von kompetitiver DNA mitdkannter Ausgangskonzentration. Diese be-

sitzt nahezu die gleiche Sequenz wie die zu messBNA und wird mit dem gleichen exponen-
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tiellen Faktor vervielfaltigt. Durch einfache Draigrechnung erhélt man die Ausgangskonzen-
tration der zu analysierenden DNA (Diviacco etl&92, S. 313). Allerdings ist die Herstellung der
kompetitiven DNA recht aufwendig und ihr Einsatzaudie Einfihrung der im folgenden Kapitel

beschriebenen, quantitativen PCR obsolet geworden.

2.3.2 Die quantitative PCR im Realtime-Verfahren (R Q-PCR)

Bei der RT Q-PCR werden die Verfahren der DNA-Arildition und der Quantifizierung mittels

Fluoreszenz in einem System kombiniert und so die Zyklus zu Zyklus steigende Leuchtkraft
des verwendeten Farbstoffes in Echtzeit gemessiendudch werden die Unzulanglichkeiten bei
der Bestimmung der DNA-Anfangskonzentration mitdés im vorherigen Kapitel beschriebenen
Endpunktmethode umgangen. Ermdglicht wird diesemndman in einem Gerat sowohl einen
Thermocycler fur die Amplifikation als auch ein gemeter mit einer entsprechenden Auswer-

tungssoftware integriert (Orlando et al. 1998, &3)2

Es kommen verschiedene, sich in ihrer Funktionsavsiark unterscheidende Farbstoffe zum Ein-
satz, die in den folgenden Abschnitten néher esféimterden. Bei der einfachsten Methode wird ein
Farbstoff verwendet, der ausschlie3lich an dopgglgiger DNA bindet. Die drei anderen hier be-
schriebenen Verfahren beruhen auf einer Hybridisigivon speziellen Sonden, sogenannten ,Pro-
bes”, am Amplikon. Diese setzen sich entweder @menefluoreszierenden ,Reporter” und einem
die Fluoreszenz unterdrickendem ,Quencher” oderzaws interagierenden ,Reportern” zusam-
men (Bustin 2000, S. 174). Durch die Verwendungrathiedlicher ,Reporter-Farbstoffe kann
mittlerweile die Expression gleich mehrerer Geneimem Versuchsansatz, als sogenannte Multi-
plex-PCR, durchgefiihrt werden (Lee et al. 199849).

Interkalierende Farbstoffe

Die einfachste Methode beruht auf der Verwendung Farbstoffen, wie zum Beispiel SYBR-
Green, deren Fluoreszenz nach Einlagerung in dsiaebiger DNA im Vergleich zum freien Zu-
stand deutlich ansteigt. Bei der Denaturierung fish der Farbstoff erneut und die Leuchtkraft
sinkt wieder. Die Fluoreszenz-Messung erfolgt aesein Grund am Ende jedes Polymerisations-
schrittes. Vorteil dieses Verfahrens ist, dassk#bstoff vollig unspezifisch ist. Dadurch entsteht

ein starkeres Signal, womit auch kleinste cDNA-Mamgletektiert werden kdonnen. Allerdings ist
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die Spezifitat im Vergleich zu anderen Verfahrenttieh geringer, dider Farbstol im Gegensatz
zu den komplementéar bindenden Sor, auch an unerwinschten Amplifikationsprodukten aat
(Bustin 2000, S. 176Pie Funktionsweise der interkalierenden Farbstisfén Abbildung 2.7 ca-

fisch dargestellt.

5l

5l

Abb. 2.7: Schematisch®arstellung der Funktionsweise er RT QPCR, bei der ein Farbstoff zu
Einsatz kommt, der direkt mit ddoppelstrangigen DNA interkaliert. Ungebunden ist der Farbst:
wenig fluoreszierend. A)urch dieEinlagerung in der doppelstrangigen cDNAoresziert er starker.
Durch die folgendd emperaturerhéhung und Denaturierung des c-Doppelstranges st sich au
der Farbstoff wiede(Modifiziert nach Bustin 2000, S. 1

,Molecular Beacon”

Bei dem als ,Molecular Beacon“ bezeichneten Vedahkommen Sonden zum Einsatz, die
Ruhezustand eine Schleifepeziehungsweise Haarnadelstruktur einnehmen. Hihaben die an
den entgegengesetzten Enden der Sonde liegendguorir“ und ,Quencher‘den geringst-
maoglichen Abstand zueinanderodurch die Emission des ,Reporters” unterdriwkid (Bustin
2000, S175). Der hierfur zugrundeliegenphysikalische Effekt wird nach seinem Entdec
ForsterResonanzenergietrans(FRET) genannt (Orlando at. 2001, S. 262 Nachdem die Reak-
tionstemperatur im Anschluss an die DenaturierugrtccDNA reduziert wird, lagern sic,Primer*
und Sonde an komplementaren Abschn an. Dabei 6ffnet sich die Schleifenstruktur der &x
wodurch sichder Abstand vor,Reporter” und Quencher* vergroRert und die Flupeeg nich
mehr unterdrickt wirdDie Intensitat der Fluoreszenz gdemnachdie Menge an kopiertccDNA

des vorangegangenen Zyklus wiecBei der darauffolgenden Polymerisation I6st siol Sonde
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wieder vom cDNA-Strang undie beiden Enden schlie3en sich ernDer Nachteil dieses Velh-
rens liegt in der besonderen Struktur der SondeinDRuhezustand nicht immer cexakte Haar-
nadelstruktur eingenommen wird, kommt es zu einemeh Hintergrundrauscn (Bustin 2000,
S. 175).

5l

5l
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Abb. 2.8: Darstellung des ,Molecular Beacc -Prinzips, bei dem sichdie ,Reporter‘- und
»Quencher‘Farbstoffe am jeweiligen Ende der Sonde befincl) Bei der ungebundenen Sor
unterdrtickt der ,Quencher* d¢,Reporter“-Signal. 2) Legt sich die Sonde das komplementa
cDNA-Stuck an, so kann der ,Reporter” ohne Beeinflussdagch den ,Quencher” fluoresziere
3) Durch die Aktivitatder Polymeraswird die Sonde wieder vom cDNAtrang geld: und die beiden
Enden schlie3en sich erne(ilodifiziert nach Busti 2000, S. 175)

Hybridisierungs-Sonden

Ein im Vergleich zum ,Molecular Beacordeutlich einfacheres Verfahren besteht in der Vn-

dung vonsogenannten ,LightCycle- oder auch Hybridisierungs-Sondétierbei kommerPaare
aus zwei interagierendedonden zum Einse. Bei der ersten Sonde befindet sam 3’-Ende ein
Fluoreszendonor, der durch Beleuchtung gesLicht emittiert. Das Spektrum dieser Emiss

Uberlappt die Zielfrequenz des an-Ende der zweiten Sonde befindlichédopridierenden Farb-
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stoffes. Wahrend der Abklihlung eines F-Zyklus lagern sich di&onden an den Zielabschnitt «
cDNA an, sodass die beiden Farbstoffe direkt aneinander geti&kommen. Durch die Anregu
der Fluoeszenz des zweiten Farbstoffes emittiert diesesrbicht,welches mit del Spektrometer
gemessen wil. Bei der nachfolgenden Elongation l16sen sichStiaden wieder von dcDNA und

somit auch voneinander (Bustin 2000, S. 1

b 4
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Abb. 2.9: Darstellung der Funktionsweise von Hybridisier-Sonden. 1) Edefinden sich zwe
interagierende Farbstoffe auf unterschiedlichend8an2) Lagern dies&komplementdaiam cDNA-
Strang an, so regt die Fluoreszenz des ,Donors“aigentlichen ,Reporter” a Licht zu emttieren.
3) Durch die Polymerase werden beide Sonden wieder eOMA-Strang gel6ds (Modifiziert nach
Bustin 2000, S. 176)

Hydrolyse-Sonden

Eine weitereMarkierungsmethodinutzt Hydrolyse-, sogenannte ,TagMaBonden. Dieses Ver-
fahrenwurde auch im Rahmen der vorliegenden Arbeit ange®. Das Prinzip &hnelt dem d
.MolecularBeacon®, hat diesem gegenuber aber einige Vortaleh hier wird eine Sonde r-
wendet, die am 5-Ende eindluoreszierenden ,Reporte- und an ihrem ~-Ende einen ,Quen-

cher“-Farbstoff besitzDurch die unmittelbare Nahe zueinander wird die $smoin des ,Reporter:
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unterdricktlm Unterschied zum ,Molecul-Beacon“-Verfahren wirgedochwahrend der Elonga-
tion die Sonde nicht nur vom DMStrang gel6st, sondern durch dieNgikleas-Aktvitat der ein-
gesetzten Polymeraseydrolysiert. Durch den enzymatischen Abbau werden ,Reporter”
~,Quencher” getrennt, so dass die ansteigende Haenz gemessen werden kaDie Polymerase
ist doppelstrangspezifiscljodurcl ungebundene Sonden intakt bleibBrese Methode bietet d
hdchste Spezifitat aller Verfahren, da die Freisagzdes ,Reporters” erst durch eine erfolgrei
Elongation erfolgt und somit direkt von der Spedéifider,Primer abhangicist. Durch die zusatz-
liche Hydrolysierung der Sondast die Geschwindigkeler Polymerase wahrend der Elonga
verringert, so dasdie Reaktionszeiteetwas langer als bei den andetmschriebeneVerfahren
sind. Die Emission des ,Reporters” wiidurch den ,,Quencher” agfund des etwas grofRerelb-
standes zwischen beidanf der intaktetHydrolyseSonde etwas schwacher unterdriickt alsden
Sonden der ,Molecular BeacorViethode (Bustin 2000, S. 178).

3’ 5'
2. °* e
. 3l 5l
vl d \
N ™ 1T
e N %
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Abb. 2.10: Darstellung der Funktionsweise von Hydrol-Sonden. 1) + 2) Ebefinden sich zwe
interagierende Farbstoffe auf der gleichen ‘. Die Nahe des ,Quenchers* unterdriickt
fluoreszierende Eigenschaft des ,Reporte3) Durch die Polymerase wird die Sonhydrolysiert.
Der nun freie ,Reporter” kann ungedert emittieren(Modifiziert nach Bustin 2000, S. 17
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2.3.3 Eigenschaften von Primer-Probe-Designs (PPD)

Ausschlaggebend fur eine hohe Spezifitdt der RTGR-Rind die verwendeten Primer. Sie sollten
»Intron-Spanning“ und somit spezifisch fir cDNA seium die Amplifikation von DNA-
Kontaminationsprodukten zu verhindern. Dariiber tmsnkOnnen unspezifische Bindungen an der
cDNA durch die Verwendung von ,Primern* mit eineelativ instabilen 3‘-Ende reduziert werden.
Diese ,Primer” besitzen lediglich eine oder zweiaBin- oder Cytosin-Basen innerhalb der letzten
funf Nukleotide. Entscheidend fur Spezifitat der RIPCR ist die richtige Konzentration der ,,Pri-
mer* im Reaktionsansatz: Ist sie zu hoch, kannuesiaer Anhaufung von unspezifischen cDNA-
Kopien kommen. Eine zu niedrige Konzentration istgegen fir die Spezifitdt des Verfahrens
nicht von Bedeutung. Sie fiihrt allerdings zu earzeitigen Plateauphase im Amplifikationsplot
(Bustin 2000, S. 179).

Die optimale Konzentration der Sonden, im Englischerobes*, ist abhéngig von ihrer Hinter-
grund-Fluoreszenz. Diese ist bei den Hybridisiesdngnd ,Molecular Beacon“ -Sonden geringer
als bei den Hydrolyse-Sonden, so dass bei Letz#renzu hohe Konzentration die Sensitivitat des
Verfahrens reduziert. Bei der Verwendung aller gaten Sonden ist es entscheidend, dass sie am
spezifischen cDNA-Abschnitt binden missen, beverRiblymerase ihn erreicht. Dies ist mdglich,
da das Temperaturoptimum fiir eine Bindung der Sorde@a 10 °C hoher als das der ,Primer* ist
und dieses somit beim Abkihlen nach der Denaturgemuwerst erreicht wird (Bustin 2000, S. 179).
Moderne Sonden sind am 3‘-Ende mit einem sogenanféor Groove Binder* (MGB) verse-
hen. Dieser MGB erhéht die Stabilitat der Bindungfle zwischen Sonde und cDNA. Aus diesem
Grund konnen die Sonden deutlich kiirzer aufgebaiat svodurch sich ihre Sensitivitat und Spezi-
fitat weiter steigern lasst. Hierdurch sinkt dienbegte Konzentration, was zu weniger Hinter-
grundfluoreszenz fihrt (Kutyavin et al. 2000, S166

Mittlerweile sind gebrauchsfertige Ansatze aus gienin“ und Sonden, sogenannte ,Primer-Probe-
Designs® (PPD) mit optimalen Konzentrationen undsdhiungsverhéltnissen kommerziell erhalt-
lich. Diese verfugen Uber eine, vom jeweiligen ltalsr garantierte Bindungsspezifitdt, so dass
aufwendige Vorversuche entfallen kénnen. Oftmals bisi diesen Ansétzen das Temperatur-
optimum fur die Bindung der ,Primern* an die DNAeiatisch mit dem fiir die enzymatische Funk-
tion der Polymerase, wodurch sich ein Temperatunggldnnerhalb jedes PCR-Zyklus erubrigt.
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2.3.4 Normalisierung mittels Haushaltsgenen

Wie die konventionelle PCR ist auch die RT Q-PCRyaund des exponentiellen Charakters sehr
anfallig gegentber externen Einflussfaktoren. Dresehen von Verfahrensvariationen tber Pipet-
tier-Fehlern zu verschiedenen Ausgangsmengen umdit@fen der cDNA beziehungsweise der
ursprunglichen RNA sowie zu Unterschieden bei déziEnz der Enzyme. Um diese Faktoren zu
eliminieren, werden die Rohdaten der Genexpresaiaigse Ublicherweise normalisiert. Hierfur
werden in aller Regel als endogene Kontrollen sagete ,House keeping Genes* oder Haushalts-
gene verwendet. Sie werden von den Zellen stegsnier kontinuierlichen Menge exprimiert und
bleiben aus diesem Grund in ihrer Konzentratioregéger externen Einfllissen, insbesondere einer
Bestrahlung, im zeitlichen Verlauf konstant (Bardal. 2008, S. 127).

Der Vorteil bei der Verwendung von Haushaltsgenegegiber dem in Kapitel 2.3.1 vorgestellten
Prinzip der kompetitiven DNA ist, dass diese nialfwendig synthetisiert werden missen. Da-
ruber hinaus kann ein Haushaltsgen zur Normalisgeroeliebig vieler Zielgene genutzt werden
(Orlando 1998, S. 264). Abhangig vom verwendetenotgxischen Stressor und der zu unter-
suchenden Zellline kommen unterschiedliche Hausgaitte in Betracht. Die Gebrauchlichsten sind
18S-rRNA, B-Aktin, -2 Mikroglobulin, Cyclophilin, Glycerinaldehyd-3-Bbphat-Dehydrogenase

(GAPDH), B-Glucuronidase, Hypoxanthin-Guanin-Phosphoriboagliferase (HPRT), Phospho-

glycerokinase, das saure ribosomale Protein unddersferrin-Rezeptor (TFR) (Banda et al. 2008,
S. 133).

2.4 Beschreibung der untersuchten Gene

2.4.1 ,Activating Transcription Factor 3“ (ATF3)

ATF3 ist eines der Proteine, welches unmittelbarTadil der zellularen Antwort auf eine Vielzahl
unterschiedlicher Stressoren vermehrt gebildet .whsl gehért zu der ATF / ,cAMP responsive
Element binding” (CREB) -Proteinfamilie. Diese uisda eine ganze Gruppe von Proteinen, die
durch eine sogenannte ,Leucin-Zipper“-Basis (bZiBkennzeichnet und ausnahmslos an verschie-
denen Stressreaktionen beteiligt sind (Hai und rHant 2001, S. 2; Yan und Boyd 2006, S. 926).
Eine Ubersicht der im Folgenden beschriebenenaligen Regulationsmechanismen, wie auch

der verschiedenen Funktionen von ATF3, ist in Adhlilg 2.11 dargestellt.
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Das Protein ATF3 wird normalerweise nur in niedrigf@nzentration exprimiert. Durch unter-
schiedliche extrazellulare Reize wie genotoxischresSoren, aber auch Wachstumsfaktoren und
Zytokine wie TGFB kann diese innerhalb von Stunden sehr stark gesteiLiang et al. 1996,
S. 1695; Hai und Hartman 2001, S. 3). Inwieweit Gemorsupressor p53 fir die Expression von
ATFE3 nach Einwirkung radiogener Stressoren benétigl, ist nicht eindeutig geklart. Einige Stu-
dien konnten zeigen, dass UV-Strahlung und genstbei Chemikalien die Expression von ATF3
auch ohne p53 aktivieren kdnnen. Im Zusammenspikiomsierender Strahlung ist es allerdings
auf ein funktionsfahiges p53 angewiesen (Fan €2(2, S. 7489). Daruber hinaus existieren auch
p53-unabhangige Signalwege und SteuerkreislaufTi¥3 (Liang et al. 1996, S. 1701). Diese
alternative Regulation wird vorwiegend Uber p38rféa et al. 2005, S. 3471) und teilweise Uber
die ,c-Jun-NH-terminale Kinase / stress-aktivierte ProteinkifigddlK/SAPK) initiiert. Hierdurch
werden das Nibrin-Protein und die ,AT-mutated” (ATMProteinkinase aktiviert. Diese fuhrt tber
eine Phosphorylierung von ATF2 (Kool et al. 20034336) beziehungsweise c-Jun (Liang et al.
1996, S. 1700) zur Aktivierung des ATF3-Promotéiisenfalls ist eine Regulation tber die ,extra-
cellular Signal regulated Kinase” (ERK) moglich (iara et al. 2005, S. 2590). ERK, JNK/SAPK
und p38 sind die drei Hauptregulationspfade, die der ,Mitogen activated Protein Kinase”
(MAPK) Uber die ,MAPK-Kinase-Kinase 1 (MEKK1) gestert (Fan et al. 2002, S. 7489) und un-
ter anderem durch Anisomycin aktiviert werden kdn(leu et al. 2007, S. 561). Weitere Aktivato-
ren sind die ,eukaryotic Initiation Factor 2“ (elFXKinase (Jiang et al. 2004, S. 1365), Interleukin
1B (IL-1B) (Hartman et al. 2004, S. 5721) und Homocystem €€ al. 2000, S. 2140).

ATF3 liegt zumeist als Heterodimer mit anderen &r@n oder als Homodimer vor. Als Letzteres
ist es vorwiegend ein Transkriptions-Repressorhamenn der Name auf aktivierende Funktionen
schlie3en lasst. So wirkt es sowohl indirekt, (dee Herunterregulation von Zyklin D1, als auch
direkt tumorsuppressiv indem es unmittelbar daswaéehstum hemmt (Lu et al. 2006, S. 10478).
Daruber hinaus steuert es die Expression diversggrar Gene wie zum Beispiel von Fibronektin,
Decorin, Thrombospondin 2 und vom pro-apoptotiscRestein Par-4 (Perez et al. 2001, S.1135).
Daneben ist ATF3 auch in weitere anti-karzinogenez&sse involviert, indem es unter anderem
den Promoter des proinvasiven Gens ,Matrix Metaltitginase 2 (MMP-2, auch 72-kDa Typ IV
Kollagenase) herunter reguliert (Yan et al. 20021(@04). Als Heterodimer mit anderen Mitglie-
dern der ATF/CREB-Familie wie ATF2, dem ,Activat®rotein 1“ (AP-1, auch JunB, Jun/Fos)
sowie dem ,DNA damage inducible Transcript 3" (DB|Tauch Chop10) wirkt es unter anderem
fur die Phosphoenolpyruvat-Carboxykinase (PEPCKY diir Selectin-E als Transkriptions-
Aktivator (Hai und Hartman 2001, S. 3).
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Unabhangig von Transkriptionsregulationfuhrt ATF3 selbstzu einer Erhdhuncder p53-
Konzentration in den Zellen. Dies gesch, indem ATF3 am CarboxyEnde von p53 bindet und
es so stabilisiertAuf diese Art wird sowol die ,Mouse double Minute 2 Homol* (MDM2) -
abhangige Ubiquitinierungnd protasomale Degradation verhindals auc der ebenfalls MDM2-
gesteuertd&xport von p53 aus dem Zellkern unterbunden. Einldrebeziehungsweise ein Defi
von ATF3 mindert die p5&bhangigen Funktionen wdie Zellzykluskontrolle beim Ubergang v«
der G2- zur M-Phase und digoptos-Regulation(Yan et al. 2005, S. 24). ATF3 wirkt zusatz-
lich inhibierend auf den Ubergang von der- zur S-PhaseDies geschiel unter anderem durch
eine Hemmung der Phosphorylierudes zellwachstumhemmesd Retinoblaston-Proteins (pRB)
(Lu et al. 2006, S. 10478).

1 p53:
* pro-apoptotisch

Wachstumsfaktoren
(inkl. TGF-B)
Zytokine

53
p\ +

p38
JNK/SPAK

111

DDIT3

1 Selectin-E:
1 PEPCK:  Zelladhasion

» Stoffwechsel

e

Abb. 2.11: Die Expression von ATF3 kann sowohl direkt durcingexische Stressoren (dargest
durch den Blitz) als auctiurch p53sowiediverse Wachstumsfaktoren und Zytokine erhéht wer
Die Uber ATM vermitteltejndirekte Hochregulation tber eilerhéhte Aktivitdtvon ATF2 und cJUM
wird vor allem durch p38 und im geringeren Ausmaih UNK/SPAK iiitiiert. ATF3 erhéht die
Konzentration von p53 und hemmt die Phosphoryligrvon pRB.Als Homodimer wirktes anti-
apopotisch und tumorsuppressiv. Als Heterodimer mit FRT AF-1 und DDIT3 tritt es als
Transkriptionsfaktor auf.
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2.4.2 ,BCL-2 -associated X Protein* (BAX)

Eine grol3e Gruppe von Genen, die regulativ aufAgieptose einwirken, ist die der ,B-Cell Lym-
phoma 2" -Familie (BCL-2), zu denen auch BAX geh@réren Mitglieder kénnen in drei Fraktio-
nen untergliedert werden. Dies sind zum einen di@apoptotischen Proteine mit mehreren
Bindungs-Domanen, zu denen unter anderem BAX usd,B&L-2 -Antagonist / Killer Protein*®
(BAK) gehoren. Die zweite Gruppe umfasst die apbyatotischen Proteine wie BCL-2 und
BCL-x., die ebenfalls mehrere Doméanen besitzen. Dieddébztippe bilden Proteine mit nur einer
Domane, zu denen das ,p53 upregulated Modulatdpaoiptosis* (PUMA), der ,BH3-interacting
Domain Death Agonist* (BID), der ,BCL-2 -like 11 Ayptosis Facilitator* (BCL2L11), der
,BCL-2 -interacting Killer* (BIK) und der ,BCL-2 -Atagonist of Cell Death* (BAD) gehdren
(Kuwana und Neumeyer, 2003, S. 693). Alle genanRteteine bilden Dimere mit sich selbst oder
anderen Proteinen derselben Familie und kénnenesé\pbptose initiieren oder hemmen (Basu
und Haldar 1998, S. 1100). Sowohl die unterschibdh Aktivierungswege wie auch die Funktio-
nen von BAX, wie sie im Folgenden beschrieben werdend in Abbildung 2.12 schematisch dar-
gestellt.

Die Expression von BAX wird sowohl von p73 als awmdm p53 hoch reguliert (Flinterman et al.
2005, S. 5945). Eine indirekte Regulation des ntemaeise im Zytosol durch BCL-2 in inaktiven
Komplexen gebunden BAX (Wolter et al. 1997, S. )2&6olgt Uber eine p53-abhangige Anhau-
fung von PUMA. Aktiviertes BAX hingegen bildet ndem in der &uReren Mitochondrienmembran
lokalisierten BAK Komplexe (Letai 2005, S. 2648k @ine erhdhte Permeabilitat und letztlich eine
Zerstorung der Membran bewirken. Das hierdurchwieedlende Cytochrom C fuhrt Gber die Akti-
vierung von Caspasen zu einer ,mitochondrialen” gtpee (Sun et al. 2009, S. 12). Daruber
hinaus scheint BAX Uber p27 einen Einfluss auf detizyklus zu haben. Reduziert sich die BAX-
Konzentration durch Migration zur auf3eren Mitochoesimembran, so steigt der p27-Spiegel und
der Ubergang von der G1- zur S-Phase verzoger{Bietly et al. 1996, S. 6991).

BCL-2 und BCL-x greifen in zweifacher Hinsicht hemmend in diesecheiebenen Prozess ein,
indem sie sowohl BAX als auch dessen AktivatoreD Bhd BCL2L11 in inaktiven Komplexen
binden (Kuwana und Neumeyer 2003, S. 694). Umge¢ksthaktiviertes BAX in der Lage, sowohl
die BAX-Komplexe mit BCL-2- beziehungsweise BCL-als auch die mit BID und BCL2L11 zu
I6sen. Somit liegt eine mehrfache FeedbackschieifeBAX vor (Cui et al. 2008, S. 1474). Letzt-
lich ist die Konzentration von BAX und das Verh#@tron BAX zu BCL-2 der Schisselfaktor fur
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die mitochondriale Apoptose (Chen et al. 2007,339%

Daneben existieren auch p&B8abhangig Weg der Aktivierung von BA. Zum einen lost das
»Nijmegen Breakage Syndrome INBS1) -Protein einen gleichfallsaktiven Komplex zwische
Ku70 und BAX (liljima et al. 2008, S. 170€Daruber hinaus konnen@.-2 und BCL-x auch
durch BAD und BIK inhibiert werden, so dass diebenfalls indirekain der Aktivierung von BA>
beteiligt sind Kuwana und Neumeyer 2003, 694). Eine BCL-24nabhangige Blockierung vt
BAX kann durch Sauerstoffradikale erfolgerDie durch Wasserstoffperoxid aktiviel
~PhosphatidylinositoB Kinase” (PI3K) kann mittels der Proteinkinase & dm Zytoplasmae-
findliche BAX modifizieren, so dass es nicht in die dul3ere Mitochondrierbreamwandert (Sadic
et al. 2009, S. 583).

1 Cytochrome C:
* Apoptose

N p27:
¢ zellzyklushemmend

Abb. 2.12: BAX liegt im Zytosol in einem inaktiven Komplex miBCL-Proteinen vo Seine
Expression kann sowohl durch p53, wie auch p73teria&rden. In Abhangigkeit von ptwird es
sowohl Uber PUMA, wie auch durch sich selaktiviert. Eine p53-unabhéngidregulation erfolgt
Uber NBSI sowieBAD und BIK. Freies BAX migriert zur auereditochondienmembran. Hier
bindet esan BAK und erh6ht so die Membi-Permeabilitat. Das ausstromende Cytochrom C fiih
Apoptose.Gleichzeitig erhéht sicimit demVerbrauch von BAX die Konzentratican freiem p27,
wodurch der Zellzyklus in der (-Phase unterbrochen wirie Migration von BAX kann durch PI3
verhindert werden.
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2.4.3 ,Cyclin-dependent Kinase Inhibitor 1 A” (CDKN1A) / p21

Das Protein p21 wird aufgrund seiner Funktion gldizabhéngiger Kinase (CDK) -Inhibitor auch
als CDKN1A bezeichnet. Es ist das wichtigste Médlider ,,Cip“-Familie und wird deswegen auch
Cipl genannt. Alle Mitglieder dieser Familie, zu @éeich p27 und p57 gehoren, besitzen eine spe-
zielle Bindungsstelle fur Zyklin/CDK -Komplexe anmAno-Ende (Gartel und Tyner 2002, S. 639).
An seinem Carboxyl-Ende weist CDKN1A Bindungsstellowohl! fur das ,proliferating Cell
Nuclear Antigen” (PCNA) (Xiong et al. 1993, S. 15#s auch fiur das ,Growth Arrest and DNA
Damage-inducible 45" (GADDA45) -Protein auf (Dott60B, S. 47). Die Auswirkungen des Zu-

sammenspiels mit den beiden genannten Proteindnrsaen Kapiteln 2.4.5 und 2.4.6 beschrieben.

Die Expression von CDKN1A wird hauptsachlich dungb3 vor allem in Folge einer DNA-
Schadigung erhoht (Macleod et al. 1995, S.935).cbuden Einfluss von Ribonukleotid-
Biosynthese-Inhibitoren kann eine p53-abhéangiger&gionserhdhung auch ohne vorhergehenden
genotoxischen Stress erfolgen (Linke et al. 199838). Unabh&ngig von p53 induzieren Sauers-
toffradikale und verschiedene Transkriptionsfaktoneie IL-3 und IL-6 sowie der ,Transforming
Growth Factorp” (TGF-B), der Tumornekrosefaktar (TNF-o), Histon-Deacetylase (HDAC) -
Inhibitoren undy-Interferon die Expression von CDKN1A (Gartner uhgher 2002, S. 641). Wei-
tere Transkriptionsfaktoren sind AP-2, E2F-Proteip8ignal Transducers and Activators of
Transcription® (STAT) -Proteine sowie ,CCAAT / Enmeer binding Proteins* (C/EBR und
C/EBPB) (Gartel und Tyner 1999, S. 284). Triptolide, gApoptosis-stimulating Protein of p53*
(ASPP), c-Jun sowie das Protein E1A unterdricken Ekpression von CDKN1A (Gartel und
Tyner 2002, S. 641). Der Abbau von CDKN1A erfolgiwehl Ubiquitin-abhé&ngig (Maki und
Howley 1997, S. 355) wie -unabhangig (Sheaff et 2800, S. 403). Daruber hinaus ist die
Caspase 3 in der Lage CDKN1A zu spalten (Zhany €089, S. 1131).

Die vermehrte Expression von CDKN1A inhibiert CDKi2as zu einer Unterbrechung des Zellzyk-
lus in der G1-Phase fuhrt (El-Deiry et al. 1994,1%73). Normalerweise bindet in dieser Phase
pRB an den Elongationsfaktor 2 (EF2) (Nevins etl@B5, S. 233). Durch die ausbleibende Phos-
phorylierung von pRB aufgrund des fehlenden CDK&lilEF2 gebunden und ist somit nicht in
der Lage, den Ubergang zur S-Phase einzuleitergéBolas et al. 1999, S. 1003). Der gleiche Me-
chanismus findet auch zu gewissen Teilen beim Austus der S-Phase (Ogryzko et al. 1997,
S. 4877) und aus der G2-Phase (Niculescu et aB,199%29) statt. Durch diese Unterbrechung des
Zellzyklus erméglicht CDKN1A eine DNA-Reparatur unéerhindert auf diese Weise eine p53-
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abhangigeApoptose (Gartel und Tyner 2002, S. 64Daruber hinaus Ubt CDKN1.einen hem-
menden Einfluss auf die duréhAPK vermittelte Apoptose auPesweitererbindet es sowohl an
GADD45A als auch a?CNA und kann diese hierdurch regulie (Dotto 2000, S. 47)Ebenfalls
ist CDKN1A in der Lageeine p5-unabhangige Apoptose sowohl dumie Caspase 3 (Suzuki et
al. 1998, S. 931) als auch daspasn 8 und 10 (Xu und Hbeiry 2000, S. 179) zu verhindt.
Eine lohe Konzentration von CDKN1verhindert somit sowohl eine p&®hangigewie auch eine
p53-unabhangige Apoptose (Gé und Tyner 2002, S. 640Pie wesentlichen Wege zur A-

vierung von CDKNZ1Aund seine Hauptfunktionen sind in Abbildung 2.18ammengefas:

Tripolide

< i
<7

-> GADD45A
-> PCNA

Abb. 2.13: CDKNI1A inhibiert die CDK:i-abhéngige Phosphorylierung von pRB wverhindert so
letztlich den Ubergang von der - zur S-Phae des Zellzyklus. Sowohl iiber die Hemmuder
Caspasen 3, 8 und Hls aucl iber MAPK wirkt es anti-apoptotiscBariiber hinaus interagiert es t
GADDA45A und PCNA, worauf in den dortigen Abschnitten eiregegen wirc Die Expression vo
CDKN1A kann sowohl durch p53 als auch durch -unabhéangie Fakten erhéht werdenUnter
anderem durch Tripolide und ASPP wird sie gehe.

2.4.4 ,.Damaged DNAbinding Protein 2“ (DDB2) / p48

DDB2 bildet als Protein p48 zusammen DDB1 (p125) einereterodimere DDB-Komplex, der
in der Lage istein weites Spektrunvon DNA-Schaden zu erkenndlVittschieben und Woo
2003, S. 1065). Die wichtigst sind die durch UV-Strahlen induziert&yclobutan-Pyrimidin-
Dimere (CPD) und ¥imidin(6-4)-Pyrimidon-Photoprodukte (6-4PP)Diese Verdnderunge
werden durch den sogenannten ,Global Genome Repair* (C-Teilpfad der Nukleotid-
Exzisionsreparatur (NERkorrigiert (Reardon und Sancar 2003, S. 25 Eine Mutation des
DDB2-kodierende Genefsihrt aufgrundder hieraus resultierendegestorten DN»~Reparatur zur
Erbkrankheit Xeroderma pigmenum (XP) Typ E (Nichols et al. 1996, S. 243!
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Der Tumorsupressor p53 ist Transkionsfaktor einiger Gene der NE&arunter auctder XP-
Komplementgruppe C (XPQindvon DDB2 (Fitch et al. 2003%. 819). Umgekehrt reguliert DD
auch die Konzentration von p53, so (es nach Strahlenexpositian einem sprunghaften Ansti
der Konzentrationen beider Protekommt (Iltoh et al 2003, S. 7553 omitist DDB2 indirekt in
die p53-abhangige Apoptosevblviert (Itoh et al. 2007, S. 157 Posttranslation wird die Kon-
zentration von DDB2 durch proteasomalen Abbau fegulFitch et al. 2003, S. 82

DDB fuhrt selbst keine Exzision der beschadigtenADiNirch. Seine Aufgabe liegt da, die ent-
sprechende Position der CRDmarkieren (Hanawalt 2002, S. 8950m Folgenden kommt es :
einer Interaktion von DDB undem Replikationsprotein A (RPAyodurch sich die Bindun-
fahigkeit an der DNA fir beide Proteine erhdht (@&t al. 1997, £1164). DDB bildet im nachsten
Schritt mit XPA und der geschéadigten DNA einen Exeli-Komplex (Reardon und Sancar 20
S. 2544). Als Teil des EBigasekomplees modifiziert es XPC und anre DDB. Hierdurch
werden diese mit Ubiquitifroteinen verset, wodurch sichderen Bindunckrafte an der DNA er-
hohen (Sugasawa et al. 2005, S. 3Darlber hinausnteragiert DDB mitder Histon-Acetyl-
transferase ,,CREB-bindingroteir* (CBP). Hierdurch werden die viddaup-Histone acetyliert
und l6sen auf diese Weiske Clromatin-Struktur im Rahmen der DNReparatur(Datta et al.
2001, S. 90). DDRIibt auch Einfluss auf die Expression verschied&weare aus. Durcinteraktion
mit dem Protein E2F1 werddbene reguliert, die fiir die DN-Replikation und den Ubergang v
der G1- zur Phase des Zellzyklus benétigt werden (Hayes 9818, S. 248)

,ﬁ
J O -ma

* DNA-Reparatur

> cBp:  ° Zellzykuls-Kontrolle
* DNA-Reparatur ]

M p53:
* pro-apoptotisch

Abb. 2.14: Als Heterodimer mit DDB1 dient DDB2 vor alleider Erkennung vonCyclobutan-
Pyrimidin-Dimeren (CPDund ermdglicht sciber RPA und XPA die Nukleotifxzisionsreparatur
(NER). Daruber hinaus unterstiitzt es die C-Reparatur Uber die CB#&bhangige Histc-

Acetylierung. Durch Aktivierung von E2F1 reguliédDB2 die Transkription von Genen, die fir
DNA-Reparatur und dieZellzykluskontrolle verantwortlich sind. Mit p53 ldet es einel
Regulationskreislauf, da beide Proteine gegensihre Expression beeinflussen.
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2.4.5 ,Growth Arrest and DNA Damage-inducible Proten 45 A” (GADD45A)

Die Familie der GADD45-Proteine besteht aus dem Miitgliedern GADD45A, -B und -G. Die
beiden zuletzt genannten wurden in der Vergangemloeh als ,myeloid Differentiation primary
Response 118* (MyD118) und ,compensatory ResposgCR6) bezeichnet (Liebermann und
Hoffman 2007, S. 329). Die relativ kleinen, vorweegl im Zellkern lokalisierten GADDA45-
Proteine &hneln sich stark in ihrem Aufbau (Careenl. 1994, S. 32676). Die im Folgenden be-
schriebenen Funktionen und Aktivierungswege von GABA sind in Abbildung 2.15 zusammen-

gefasst.

Die Gene der GADDA45-Familie kdnnen direkt durchaierischen Stress aktiviert werden. (Wang
et al. 1999, S. 3710). Die Expression von GADD456at sich sowohl durch UV-Licht wie auch
durch Rontgen-Strahlung. Es ist das einzige romstgenlensensible Gen, dessen Induktion nicht
durch die Proteinkinase C (PKC) vermittelt wird Bthanasiou et al. 1991, S. 1015). Daruber
hinaus ist es auch das einzige Gen der GADD45-kamklches durch p53 induziert wird (Guil-
louf et al. 1995, S. 2697), wofilr allerdings zuBéltz Ataxia-Telangiectasia (AT) -Proteinkinasen
erforderlich sind (Kastan et al. 1992, S. 587). Weiteren verfligt es ebenso Uber verschiedene
p53-unabhangie Aktivierungswege: Zusammen mit GABB®ird es auch durch IL-6 und TGF-
aktiviert (Zhang W. et al. 1999, S. 4899). In Khenmarkzellen steigert sich die Expression aller
drei GADDA45-Proteine durch eine Erhohung von ILévie vom Granulozyten- und Granulo-
zyten-/Makrophagen- ,,Colony-stimulating Factor* @@F und GM-CSF) (Zhang W. et al. 1999,
S. 4903).

Jedes der GADD45-Proteine ist in der Zellzykluskoli¢, der DNA-Reparatur, der Apoptose und
weiteren Antwortreaktionen in Folge von physiolatism und umweltbedingtem Stress involviert.
Sie interagieren hierbei mit anderen Proteinen R@NA, CDK1, CDKN1A, MEKK4, ,Mitogen-
aktivierte Proteinkinasen-Kinase 7¢ (MKK7) und p@&offman und Liebermann 2009, S. 27). Die
GADDA45-Proteine bilden dartber hinaus untereinardeh Homo- und Hetero-Oligomere, deren
Funktion allerdings noch nicht geklart ist (Kovalsit al. 2001, S. 39330). Im Zusammenspiel mit
PCNA fordern die GADD45-Proteine die NER (Smittakt2000, S. 3709) und die Basenexzisions-
reparatur (BER) (Jung et al. 2007, S. 7517). GADD4E vor allem in der p53-abhéngigen Zell-
zyklusunterbrechung beteiligt: Durch die Interaktimit CDK1 wird die Kinaseaktivitat des p34 /
Zyklin B1 -Komplexes inhibiert, der fir den Ubergader Zellen von der G2- zur M-Phase des
Zellzyklus verantwortlich ist. GADD45A interagiesariiber hinaus mit CDKN1A und erhéht des-
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sen Fahigkeit fur eine Unterbrechung des Zellzykiuder G:-Phase (Fan et al. 1999 S. 6). So-
wohl GADDA45A als auchB zeigen an-apoptotische Eigenschaften nach -Bestrahlung. Dies
wird zum einen Ubedie Aktivierung des 'ADD45A-p38- ,Nuclear Rctor kappa “ (NF-kB) -
gesteuerten Signalpfades, zundaren durch die Inhibierung des -apoptotischen [EKK4-JNK
Pfades vermittelt Gupta et al. 2006, S. 17%). Daruber hinaus ist GADD45A bei der DI-
Reparatr beteiligt, indem es direkt mit den Histonen aesdhadigten DN-Strang interagiert und
so den Zugang zum Chromatin fur die Topoisomerhgeldichtert (Carrier et al. 1999, S. 16&
GADD45A und -G konnerauct unter bestimmten Voraussetzungen gpoptotische Wirkun
haben, indem sie INK/SAP&ktiverer (Zerbini et al. 2004. S. 136183ADD45B hingegen fordert
die TGF$ -abhéngige Apoptostber eine Aktivierung von p3& 6o et al. 2003, S. 430).

- Histone:

1p38 - NF-KB : ’
* DNA-Reparatur

¢ anti-apoptotisch

1 INK/SAPK:
4 CDK1: | ° Pro-apoptotisch 1
* zellzyklushemmend

- PCNA:

- cDKN1A: ° NER, BER
* zellzyklushemmend W

Abb. 2.15: Die Expression voGADD45A wird sowohl durch p5®%ie auch direkt durch genotoxisc
Stressorerfdargestellt durch den Blitinduziert. In beiden Fallen sind Ataxidelangiectasia (AT-
Proteinkinasererforderlich. Darliber hinaus gibt es eine -unabhangige Aktivierung. Durch «
Inhibierung von CDK1 hemmt es den Zellzyklus in &#-Phase. Uber eine Interaktion mit Histor
ist es sowohl direkals auch indirekt Gb die Interaktion mit PCNA an der DNReparatur beteiligt.
Durchdas Zusammenspiel r CDKN1A unterstiitzt es eine tterbrechung des Zellzyklus in der -
Phase Uber p38 und MEKK4 (ibt GADD45A arapopotische Eigenschaften aus, iber JINK/SA
hingegen pro-apoptotische.

2.4.6 ,Proliferating Cell Nuclear Antigen” (PCNA)

Das ringférmige PCNARroteir besitzt selbst keine bekannte enzymatische Funkégiert abe
mit zahlreichen anderen Protein<SeineHauptfunktion ist es, die doppelstrangige DNA m-
schlieBen und so als Gleithaken fur verschiedené@-Polymeraserwdhrend der Replikation :z
dienen(Kelman und Hurwitz 1998, S. 236). PCNA wirkt auéske Weise bei unterschiedlich
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Formen der DNA-Synthese und -Reparatur mit: FrBl€8lA hat eine entscheidende Rolle fur die
Funktion der Polymerasg (Waga et al. 1994, S. 576) Rahmen der sogenannten ,unscheduled
DNA Synthesis* (UDS). Hierbei werden die kurzen ké in der DNA, wie sie im Rahmen der
NER, der BER und der ,Mismatch Repair* (MMR) entsta, geschlossen (Soria et al. 2006,
S. 2879). Ubiquitiniertes PCNA hingegen steigee dTranslesion DNA Synthesis* (TLS) der
Polymerase) (Soria et al. 2006, S. 2835). Diese ist, ebensodi@ Polymeras& (Waga et al. 1994,

S. 575) und die Polymerase(Jonsson und Hubscher 1997, S. 971) ebenfallsearregjularen
DNA-Synthese beteiligt. Darliber hinaus interag®@NA mit der Polymerasg die fur die Syn-
these der mitochondrialen DNA verantwortlich isa@Resku et al. 2001, S. 1016). Bei der RNA-
Synthese unterstitzt PCNA die Funktion der Fenlkdade (Jonsson und Hibscher 1997, S. 971).

Eine schematische Zusammenfassung der beschrieban&tionen findet sich in Abbildung 2.16.

PCNA liegt normalerweise inaktiv in quartdren Koey#n mit Zyklinen, Zyklinkinasen und
CDKN1A vor (Zhang et al. 1993, S. 902). Es exigieebenso reine PCNA/CDKN1A-Komplexe
(Waga et al. 1994, S. 577). Beide Komplexe verhimdauim einen direkt die PCNA-abhangige
UDS, zum anderen aber auch indirekt die TLS, inderhierfur erforderliche Ubiquitinierung von
PCNA unterbunden wird (Soria et al. 2006, S. 2833ies liegt unter anderem daran, dass
CDKN1A und die Polymerasé zusammen mit dem Replikationsfaktor C (RFC) unselize
Bindungsstelle von PCNA konkurrieren (Oku et al989S. 357). Diese werden ebenfalls von
GADD45-Proteinen genutzt (Vairapandi et al. 20001&318), die den funktionalen Einfluss von
PCNA auf die NER (Smith et al. 2000, S. 3709) uidBER (Jung et al. 2007, S. 7517) erhdhen.

Die Ubiquitinierung von PCNA stellt den entscheiden Modifikationsschritt im Rahmen der TLS
dar. Sie fuhrt zu einer Anhaufung und Stabilisigramon PCNA an der Schadstelle (Solomon et al.
2004, S. 455) und erhoht die Affinitdt von PCNA ZRolymerasen (Kannouche et al. 2004,
S. 491). Die Ubiquitinierung ist Folge des genosckien Stresses und erfolgt unabhéngig vom
Zellzyklus. Sie entsteht aufgrund kurzzeitiger Estion von DNA-Einzelstrangen und deren Man-
telprotein RPA im Rahmen der Exzision von DNA-Sa@dDie NER selbst hat keinen direkten
Einfluss auf diesen Weg der Aktivierung von PCNAelhehr ist die verzogerte DNA-Synthese an
der Schadstelle der auslésende Faktor hierfur §Sefrial. 2006, S. 2836). Die Expression von
PCNA wird durch zahlreiche Transkriptionsfaktoremter anderem TNF (Yu et al. 2000, S. 2),
aber auch von p53, AP-1 und CREB (Paunesku 208all, S. 1016) reguliert.
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CDKN1A
+ Cyclin + CDK

GADD45A <IX:A:ZI>
v

> Fenl:
- Pol §: * RNA-Synthese
s poln: | UDS nach NER, BER, MMR | - Pol &:
s n: . DNA-RepIikation - Pol v: . DNA-RepIikation
* DNA-Replikation * mitochondriale
DNA-Replikation

Abb. 2.16: Das ringformige PCNA (blau dargest), dient als Gleithaken fiir verschiede
Polymerasen (Pollnd Enzym. Seine Funktion bei der DNReparatur wird hierbei von GADDA45
unterstutztDurch Bildung dualer und quartérer Kompl mit CDKN1A wird PCNA blockiert. Seine
Expression wird unter anderem durch p53, -p, AP-1, TNF und CREBeguliert.
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3 Material und Methoden

3.1 Reagenzien, Verbrauchsmaterialien und Laborgetéa

3.1.1 Reagenzien und deren Bezugsquellen

Applied Biosystems Applera Deutschland GmbH, Darmstdt, Deutschland

» ,High Capacity cDNA Archive Kit” (Part-Nr.: 43221 bestehend aus:
Reverse Transkriptase ,MultiScribe RT”,
Randomisierte Primer,
Gemisch verschiedener Desoxynukleotidtriphosph@iiiTP) sowie
Pufferldsung.
» ,TagMan Universal PCR Master Mix” (Part-Nr.: 43043 bestehend aus:
DNA-Polymerase ,AmpliTaq Gold",
~AmpErase UNG" (Uracil-N-Glykosylase),
dNTP mit Desoxyuraciltriphosphat (dUTP) statt Degbhymidintriphosphat (dTTP),
5-Carboxy-X-Rhodamin (ROX) als passiver Refereristoff sowie
Pufferlosung.
~Eukaryotic 18S-rRNA Endogenous Control” (Part-N¥310893E) bestehend aus:
Sonden mit 2Chloro-7-Phenyl-1,4-Dichloro-6-Carboxyfluoreszein (VIC) gReporter*
und 6-Carboxy-Tetramethyl-Rhodamin (TAMRA) als ,@aber" sowie
Vorwarts- und Ruckwarts-,Primer*.
» ,TagMan Gene Expression Assays” der sechs Zielgesehend aus jeweils:
250 nM 6-Carboxyfluoreszein (FAM) -gefarbte MGB-8en,
je 900 nM folgender Vorwarts- und Ruckwarts-,Prifher
ATF3 (Part-Nr.: Hs00231069_m1),
BAX (Part-Nr.: Hs00180269 m1),
CDKN1A (Part-Nr.: Hs00355782_m1),
DDB2 (Part-Nr.: Hs00172068_m1),
GADDA45A (Part-Nr.: Hs00169255 _m1) sowie
PCNA (Part-Nr.: Hs00427214 _g1).
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QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland

»,RNeasy Mini Kit“ (Cat.-Nr.: 74106) bestehend aus:
.RNeasy“-Mini-Spinsaulen mit Silicagel-Membran,
Reaktionsgefal3e ,Collection Tubes 1,5 ml* und |€dion Tubes 2,0 ml“,
.RNeasy Lysis Tissue Buffer” (RLT-Puffer),
.RNeasy Washing Buffer 1" (RW1-Puffer),
»-RNeasy Purification Ethanol Buffer* (RPE-Puffegvgie
Ribonuklease (RNase) -freies Wasser.
» Desoxyribonuklease (DNase) mit ,RNeasy DNase DnluBuffer* (RDD-Puffer)
,HotStarTaq Plus Master Mix Kit* (Cat.-Nr.: 20364B¢stehend aus:
DNA Polymerase ,HotStarTaqg Plus”,
Puffersystem ,CoralLoad” sowie

RNase-freies Wasser.

Biohit Deutschland GmbH, Rosbach, Deutschland

* RNase ,ZAP“ -Spray

Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, Deutschland

.Rotigarose”, Agarose in niedriger Elektroendosm@EEO), Ultra-Qualitat
.Rotiphorese 10x TAE Puffer” (TRIS-Acetat-EDTA-Paf)
» Ethidiumbromid, 10 mg/ ml

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen, Deutschland

»,RNA Inspector Kit”, bestehend aus: 3-Actin Vortgrund Ruckwarts-,Primern*

New England Biolabs GmbH, Frankfurt am Main, Deutsdland

* DNA-Langenstandard ,100 bp DNA Ladder*
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Diverse Hersteller

RNase-freies Wasser

Incidin Plus 1,5 %

,Hank’s Balanced Salt Solution Buffer “ (HBSS-Pujfehne CaGlund MgC}
.-Hank’s Balanced Salt Solution Buffer* (HBSS-Pulfenit CaCh und MgCh
3-Mercaptoethanol

Ethanol fur die Molekularbiologie, Volumentante) %

Ethanol fur die Molekularbiologie, Volumentantef %

Eigene Herstellung

Puffer 2, bestehend aus:
Kaliumchlorid (KCI), 50 mM /|,
Ethylendiamintetraacetat (EDTA), 0,01 mM /| (pH38,
Tris(hydroxymethyl)-Aminomethan (TRIS), 10 mM /fdH 8,3),
Tween 20, Volumenanteil 0,0003 % sowie
agua dest..
Ladepuffer bestehend aus:
5 ml RNase-freies Wasser,
5 ml Glycerin sowie
Xylencyanol FF, Volumentanteil 0,05 %.

3.1.2 Verbrauchsmaterialien und deren Bezugsquellen

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

ReaktionsgefalRe ,Safe-Lock Tubes 1,5 ml*
ReaktionsgefalRe ,Safe-Lock Biopure Tubes 1,5 ml*
Dualfilter-Pipettenspitzen ,ep T.I.P.S* in den Gei¥,5-10 pl, 2-100 pl und 20-1000 pl

- 38 -
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Applied Biosystems Applera Deutschland GmbH, Darmstdt, Deutschland

» Mikrotiterplatte ,96-Well Optical Reaction Plate”
» Selbstklebende Abdeckfolie ,,Optical Adhesive Covers
» Hitzebestéandige Lochabdeckung ,Optical Cover Cosgiosn Pads”

» Verschlussdeckel ,Micro Amp Optical Caps”

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, Deutschland

» ,BD Vacutainer CPT” (Cell Preparation Tubes) 8 b#stehend aus:
Mind. 120 USP-Einheiten Natrium-Heparin in 1,0 mphosphatgepufferter Salzlésung,
3,0 g Polyestergel sowie
2,0 ml Polysaccharid-Natrium-Diatrizoat-L6sung @tiddypaque).

* Reaktionsgefal3e ,Falcon Tubes” in den Grol3en 16naI50 ml

* Einmalpipetten ,Falcon” in den Grof3en 5 ml, 10 &8,ml und 50 ml

Nunc GmbH & Co. KG, Langenselbold, Deutschland

» MiniTray-Reaktionsplatten ,Microwell*

3.1.3 Laborgerate und deren Hersteller

Richard Seifert & Co. GmbH & Co. KG, Ahrensburg, Deutschland

* Ro&ntgenstrahlen-Emitter ,Isovolt 320/10” mit 3 mrergllium-Fenster

Applied Biosystems Applera Deutschland GmbH, Darmstdt, Deutschland

Thermocycler ,GeneAmp 5700 Sequence Detection Bysteestehend aus:
,GeneAmp PCR System 9600" (dem eigentliche Therrolecy,
.GeneAmp 5700 Sequence Detector* (mit Lichtquehd €CD-Sensor) sowie
,GeneAmp 5700 Sequence Detection Software* aufrddeelienerkonsole.
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Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

* Thermomixer ,Comfort"

» Zentrifuge ,5415R"

» Elektrische Pipetten ,Research pro“ in den Grof3énl0 ul, 5-100 pl und 50-1000 pl
» Kolbenhubpipette ,Reference” in den Gro3en 5-100nd 50-1000 pl

Peglab Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland

» Nano Drop Spectrophotometer ,ND-1000*
» Breitformat-Gelsystem ,Mini ExM* inklusive einsegiem Kamm mit 20 Slots a 1 mm Dicke

* Gel-Dokumentationsgerat ,,Chemi-Smart CN-3000WL"

W. C. Heraeus GmbH, Hanau, Deutschland

+ Sterilbank ,HeraSafe"

» Zentrifuge ,Megafuge 3 S-R"

Heidolph Elektro GmbH & Co. KG, Kelheim, Deutschland

* \Vortexer ,reax top*

e \ortexer ,reax 2000

QBiogene, Heidelberg, Deutschland

* Arbeitsbank , Tamer Template*

Weitere Hersteller

» Kuhlgerat —20 °C ,profiline” von der Firma Liebherr

» Kuhlgerat 2-8 °C ,glassline” von der Firma Liebherr

» Tischzentrifuge ,Microcentrifuge“ von der Firma C&oth
* Prazisionswaage ,BP4100S“ von der Firma Sartorius

* Flockeneisbereiter ,MF22" der Firma Scotsman
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3.2 Blutprobengewinnung und Bestrahlung

Als Ausgangsmaterial fur alle Untersuchungen dienémschliches Vollblut von 30 Personen. Bei
ihnen handelte es sich um 15 Frauen und 15 MameAlter von 16 bis 56 Jahren. Das Durch-
schnittsalter der Probanden lag bei 28 Jahren. Pdissonen waren anamnestisch gesund und ohne
bekannte Vorbestrahlung. Zusatzlich wurde ein méhet Proband nach Strahlentherapie aufgrund
eines Schilddriisenkarzinoms zu Vergleichszweckeherstudie mit aufgenommen.

Proband Geschlecht Alter Proband Geschlecht Alter
1 w 16 17 w 29
2 m 19 18 m 33
3 w 22 19 m 28
4 m 19 20 w 56
5 m 25 21 w 24
6 w 31 22 m 30
7 w 29 23 w 23
8 w 28 24 m 30
9 m 30 25 m 32
10* m 30 26 m 33
11 m 29 27 w 31
12 m 30 28 m 24
13 m 28 29 m 27
14 w 29 30 w 25
15 w 28 31 w 29
16 w 29

Tabelle 3.1: Alter- und Geschlechtsverteilung der 31 Probande&mband 10* war anamnestisch
vorbehandelt und nahm daher nur zu Vergleichszweekeden Untersuchungen teilv € weiblich,
m = méannlich.)

Von jedem Probanden wurde venéses Vollblut in 1Z-®Bcutainer a 8 ml der Firma Becton
Dickinson abgenommen. Jedes dieser Rohrchen beatad@wei von einem Separationsgel auf
Polyesterbasis getrennten Kammern. In der oberennkax befand sich Natriumheparin als Anti-
koagulanz, in der unteren eine ,Ficoll Hypaque“ciiegradientenflissigkeit. Nach Aufnahme des

vorgegebenen Blutvolumens in die obere Kammer giddbei Raumtemperatur eine Zentrifugation
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mit 19349 Uber 20 MinutenHierdurch wurden die Erythrozyteund Granulozyteunterhalb des
danach erharteten Geétenzentrier undvon den oberhalb verbliebenen periren mononukleéaren
Zellen (PMNC) getrennt. & Plasmin der oberen Kammer dé&hrchen enthielt somit haupt-
sachlichLymphozyten und Monozyt, aus denen spater die RNA fiur die weiteren Analyce-

wonnen wurdeln Abbildung 3.1 ist ein CF-Vacutainer vor od nach Zentrifugatiodargestelit.

a b
[ [

/'/ Plasma

Lymphozyten
2 Monozyten

Dichtegradient /

Polyester-Gel /

Vollblut

Granulozyten

Erythrozyten

Abb. 3.1: Verteilung der einzelnen Blutbestandteile in eing@mml ,Cell Preparation Tube“ (CF) -
Vacutainer (a) vor und(b) nach Zentrifugation.Zu sehen ist die Trennung der periphe
mononuklearen Zellen von deGranulozyten und Erythrozyten durch das Separaja (Grafik
modifiziert nach Herstellerabbildur

AnschlieBendwvurden die zentrifugierten Vollblutprob in drei Gruppera vier CP -Vacutainer
aufgeteilt. Eine Fraktion diente als Kontrolle undrdeim Folgendemicht bestrahlt. Die beide
anderen Fraktionen wurden einer 240 kV Roéntgenisinghmit 0,5 Gy beziehungsweise 2 Ge-
samtdosis bei einer Dosisleistung von 1 Gy / mih 18I mA ausgesetzt. Als Strahlenquelle die
der ROntgenstrahlen-Emittelspvolt 320/10 mit einem 3 mm dickeBeryllium-Fenster der Firma
Richard Seifert. Nach déestrahlung wurden dizentrifugierten Volltutproben bis zuUnterbre-
chung der Zellaktivititemach maximal 48 Stundedurch die nachfolgend beschriebene F-

Isolation bei Raumtemperataufbewahi.

Bei 25 Probanden wurde zusatzlich ein Differentiglilld bestimmt, um den Einfluss der PM-
Subpopulationen auf die Genexpression zu analysi®gser Erweiterung der Agabenstellung

erfolgte nach Auswertung der ersten 5 Probanaufgrund unerwartet hoher interindividuel
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Schwankungen bei der Genexpression. Diese Werte shevdemografischen Daten der Probanden
dienten in der spéateren Auswertung als unabhanggmblen. Die Blutbildanalysen wurden vom
klinischen Labor des Fachsanitatszentrums MinciNeyherbergstrasse 11, 80937 Minchen,

durchgefuhrt.

3.3 RNA-Isolation und cDNA-Synthese

3.3.1 Die RNA-Isolation

Die zu untersuchende Genaktivitat in den PMNC wurdébestimmten Zeitpunkten (t) durch die
RNA-Isolation unterbrochen. So wurden nach 20 Menubeziehungsweise 8, 24 und 48 Stunden
nach Bestrahlung (post radiationem = p.r.) sowaolsl @er unbestrahlten Kontrollfraktion wie auch
von den mit 0,5 Gy und 2 Gy bestrahlten ProbenineG#T-Vacutainer fur die nachstehend be-
schriebenen Laborarbeiten vorbereitet. SamtlichégHReiten erfolgten gemald einer Standard-
arbeitsanweisung (Standard Operating Procedure B) 88s Instituts fir Radiobiologie der Bun-
deswehr unter Verwendung des ,RNeasy Mini Kit“ d@ma Qiagen. Diese lie3en sich in drei

Arbeitsschritte zusammenfassen:

1. Lysierung der PMNC sowie anschlieRende Bindung RdIA, DNA und Proteinen
an einer Silicagel-Membran,

2. Auswaschen von Proteinen, DNA, kleineren RNA-Spez®wvie moglichen anderen
Verunreinigungen durch ein Saulenaufreinigungsveedia mittels Hochsalzpuffer-
systemen und anschlie3endes

3. Ldsen der RNA von der Membran mittels RNase-frewassers.

In Schritt 1 wurde das Plasma aus den CPT-Vacutaine,Falcon-Tubes” tUberfluhrt. Am Separa-
tionsgel anhaftende PMNC wurden mit 3 ml HBSS-Ruftdhnne CaCGlund MgC}) resuspendiert

und ebenfalls der Losung in den ,Falcon-Tubes" hgefiigt. Nachfolgend wurde die Losung mit
150 g fur 15 Minuten zentrifugiert und der Plasma/Pufiiserstand anschlieRend dekantiert. Die
PMNC wurden durch Zugabe von 600 pl eines 3-Meosbanol/RLT-Puffer -Gemisches lysiert
und mittels manuellem Aufmischens durch Auf- undp#settieren homogenisiert. Durch den

Guanidinsalz enthaltenden, stark denaturierendéieiPuurden dabei vorhandene RNasen inakti-
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viert. Die nachfolgende Zugabe von 600 pl Ethakibirte zum Ausféllen der Nukleinsduren und
Proteinen. Die Lésung wurde im Anschluss in 2,0,@dllection Tubes” umgesetzt. Diese verflig-
ten jeweils Uber eine Mini-Spinsdule mit Silicag@mbran, an der die Nukleinsduren und Proteine
anbinden konnten. Danach wurden diese mit 8@fid 15 Sekunden zentrifugiert und der Durch-

fluss verworfen.

Der zweite Schritt, das anschlieende Auswaschereeine, DNA und kleinerer RNA-Spezies
von der Membran, erfolgte in mehreren Etappen. Zastéwurde 700 ul RW1-Puffer der Lésung
hinzugegeben und diese im Weiteren ebenfalls @@Bg fur jeweils 15 Sekunden zentrifugiert.
Fur die Dauer von 15 Minuten hinzugefligte 80 ul B&aerdaute eventuell vorhandene Rest-
DNA. Die verbliebene RNA wurde durch Zugabe von TORW1-Puffer und 500 pul RPE-Puffer
sowie erneuter Zentrifugation mit oben genannteraiatern weiter aufgereinigt. Letzte Protein-
verunreinigungen wurden in einem abschlielBendemefufungsschritt mittels 500 pl RPE-Puffer
und einer letzten Zentrifugation bei 10.09€ir 2 Minuten von der Silicagel-Membran entfernt.

Im dritten Schritt wurde die nun gereinigte RNAzwei Stufen mit je 30 pl RNase-freiem Wasser
durch Zentrifugation fur die Dauer von je 1 Minutét 8.000g beziehungsweise 10.0@0von der

Silicagel-Membran gel6st und in einem 1,5 ml ,Collen Tube* aufgefangen. Die im néchsten
Kapitel beschriebenen Qualitatskontrollen wurdemittelbar nach der Isolation durchgefiihrt. Die

abschlieRende Lagerung der RNA erfolgte bei —20 °C

3.3.2 Qualitatskontrolle der RNA

Mit Hilfe des Nano Drop ,ND-1000 Spectrophotometatsr Firma Peqglab wurde die Lichtabsorp-
tion der RNA-L6sung bei drei unterschiedlichen Weléingen bestimmt. Fir die Messung wurde je
1 ul von jeder RNA-Probe verwendet. Mit Hilfe deenkseitig installierten Software konnte so bei
einer Wellenlange von 260 nm die Konzentration ldekleinsduren in der Losung ermittelt wer-
den. Fur die Berechnung der Konzentration von Salwerde die Absorption bei 230 nm und von
Proteinen bei 280 nm gemessen. Aus dem Verhalarigviésswerte bei 260 nm und bei 280 nm
wurde der Grad der Reinheit der Nukleinsduren fmsti Bei einem Quotienten von unter 1,9
musste von einer Protein-Verunreinigung ausgegamgeden. Die in Kapitel 3.3.1 beschriebene
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RNA-Aufreinigung hatte in diesem Fall wiederholtrdlen missen. Dies war bei keiner der durch-
gefuhrten Qualitatskontrollen nétig. Die Ergebnisir Spektralphotometer sind in Anhang 8.1

zusammengefasst.

Um eine Degradation der RNA auszuschliel3en, edodgie Agarose-Gel-Elektrophorese mit an-
schlieRender Ethidiumbromid-Farbung. Hierfir wuraef Basis von 100 ml TAE-Puffer ein

1 %iges Agarose-Gel hergestellt. Noch im flussigestand wurden 10 pl Ethidiumbromid zuge-
geben. Wahrend der Erstarrung wurden mittels Getkdnobentaschen erzeugt. Die fertige Gel-
platte wurde in der Elektrophoresekammer mit TAEtubedeckt. In den ,Wells“ einer ,Mini-
Tray“-Reaktionsplatte wurde mit einem Ladepuffers aigener Herstellung jeweils 1 pg jeder
RNA-Probe auf ein Volumen von 10 pl aufgefillt. Bee Puffer bestand aus in Glycerin und
RNase-freiem Wasser geléstem Xylencyanol. Die Rrobarden mittels Kolbenhubpipette ver-
mischt und vollstandig in die vorgesehene Probehtasler Gelplatte gegeben. Die Elektrophorese
dauerte 45 Minuten bei einer angelegten Stromspanman 100 V. Die Auswertung und Fotodo-
kumentation erfolgte unter UV-Licht im Gel-Dokumatibnsgerat ,Chemi-Smart CN-3000WL"
von der Firma Peglab. Die Subtypen der rRNA soltieh hierbei als zwei scharfe Banden darstel-
len. Die Intensitat der 28S-Bande im Vergleich 286-Bande erreichte optimalerweise ein Ver-
haltnis von 2:1. Beispielhatft ist dies in AbbilduB@® an Proband 16 gezeigt. Falls sich eine Bande
verschmiert dargestellt hatte, waren alle Prob@sedi Probanden aufgrund der Degradation der

RNA verworfen worden. Dies war allerdings in keinEall notwendig.

Abb. 3.2: Fotodokumentation der Agarose-Gel-ElektrophoreteEthidiumbromid-Farbung der 12 Proben
des Probanden 16. Die obere starkere Bande s38l #ie untere schwéchere 18S-rRNA dar.
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Um eine maogliche Verunreinigung mit DNA auszusdiéie, wurde fir jede RNA-Probe eine kon-
ventionelle PCR mit anschlieRender Gel-Elektropb@rdurchgefihrt. Als Zielgen hierfir diente
das ubiquitar vorkommende R-Aktin-Gen. Fur jedeabBnden wurde ein 15-facher Ansatz der
Synthese-Chemie hergestellt: je ein Ansatz furl@eu untersuchenden RNA-Proben sowie je ein
Ansatz fur eine DNA-Positivkontroll-Probe, fur eifddegativkontrolle mit RNase-freiem Wasser
und einen Uberschuss im Umfang einer Probe. Di@fnsensetzung der Synthese-Chemie ist in
Tabelle 3.2 aufgefuhrt. Als ,Master Mix“ kam der gkStarTaq Plus Master Mix* von der Firma
Qiagen zum Einsatz. Dieser beinhaltete die DNA Pelase ,HotStarTaq Plus” sowie ein Puffer-
system und wurde bis zur Verwendung bei maximaC8rh Kihlschrank gelagert. Die tiefge-
frorenen Primer sowie die RNA- und DNA-Proben wurdengsam auf zerstoRenem Eis aufgetaut

und anschlieRend fiir 30 Sekunden mit einem Vortegarogenisiert.

[REE 4 Volumen je Reaktion in pl Volumen je Proband in pl
LPrimer Actin sense* 1 15

LPrimer Actin antisense” 1 15
RNase-freies Wasser 22 330

Master Mix 25 375

Gesamt 49 735

Tabelle 3.2:Benétigte Reagenzien fur die PCR aller 12 ProlieeseProbanden zuziiglich
Positiv- und Negativ-Kontrolle sowie ein Uberschus

Jeweils 49 pl der Synthese-Chemie wurden in voitetee ReaktionsgefalRe verteilt, in die an-
schlieBend je 1 pl der zu untersuchenden RNA-Pbezehungsweise der Kontroll-Lésungen hin-
zugegeben wurde. Danach wurde das Reaktionsgemmitdis Vortexer homogenisiert und kurz
anzentrifugiert. Die PCR verlief im Thermocyclerg@@Amp 5700 Sequence Detection System*
der Firma Applied Biosystems Applera nach voreibgliem Protokoll in drei Phasen. In der
ersten Phase erfolgte fur 15 Minuten bei 95 °CAlévierung der Polymerase als sogenannter
,Hot Start®. In Phase 2 wechselten sich die drgestlichen Reaktionsschritte der PCR mintlich
ab: Die Temperatur betrug wahrend der DenaturieB@C, beim ,Annealing” 66 °C und bei der
Elongation 72 °C. Diese Abfolge wiederholte sichm3él, so dass Phase 2 insgesamt 90 Minuten
dauerte. Schlief3lich wurde die Reaktion in Phader8h Herabkuhlen auf 4 °C beendet.
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AnschlieRend erfolgte eine Gel-Elektrophorese &hnlder zum Ausschluss einer RNA-
Degradation. Allerdings wurden nun pro ,Well* 7 g¢s PCR-Ansatzes und 3 pl Ladepuffer ver-
mischt. Zusatzlich wurde fur die Validierung eirtegenannte DNA-Leiter, ein Langenstandard aus
einer vorgegebenen Mischung von DNA mit bestimni#asseanteilen, erzeugt. Hierfur wurden
6 1l RNase-freies Wasser, 1 pl ,100 bp DNA Laddertl 3 pl Ladepuffer vermengt. Wéaren DNA-
Spuren in einer der 12 Proben nachgewiesen wordete die RNA-Aufreinigung wie in Kapitel
3.3.1 beschrieben wiederholt werden muissen. Diesbeakeinem Probanden der Fall. In Ab-

bildung 3.3 ist das regelrechte Ergebnis der Etghktorese von Proband 16 beispielhaft dargestellt.

bp

1000 —

9T —

100 —

100bp +Ko. -Ko.

Abb. 3.3: Fotodokumentation der Agarose-Gel-Elektrophoresshreiner PCR mit R-Aktin-Primern.
Links ist die sogenannte DNA-Leiter zu sehen. Hgeio die Positiv-Kontrolle (+ Ko.), die Negativ-
Kontrolle (- Ko.) und die 12 RNA-Proben (1 bis 2)n Proband 16. Die Einheit bp gibt die Anzahl
der Basenpaare als DNA-Langenstandard wieder. Werkennen ist, wurde bei keiner der 12 Proben
eine DNA-Kontamination festgestellt.

Alle beschriebenen Testverfahren zur Qualitatsiadietrder RNA wurden anhand von Standard-

arbeitsanweisungen durchgefuhrt. In Tabelle 3.8 die Verfahren nochmals zusammengefasst.

Testverfahren Qualitatsmerkmal Schlussfolgerung
Licht-Absorption bei Verhéltnis > 1,9 Keine oder nur geringe
260 nm und 280 nm Protein-Kontamination
Elektrophorese der RNA Scharfe, nicht ,verschmierte* 28S- Keine oder nur geringe
und 18S-Bande im Verhaltnis 2:1 RNA-Degradation
3-Aktin PCR und Keine Banden Keine oder nur geringe
Elektrophorese DNA-Kontamination

Tabelle 3.3:Ubersicht iiber die Kriterien der durchgefiihrteraQétskontrollen der RNA-Isolation.
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3.3.3 Die cDNA-Synthese

Bei der spateren RT Q-PCR wurde eine spezifischigiamplifikation von DNA ausgelegte Poly-
merase verwendet. Aus diesem Grund musste dieeauBMINC isolierte RNA zunachst in cDNA
umgeschrieben werden. Die Konzentration der RNA beaeits im Rahmen der Qualitatskontrolle,
wie in Kapitel 3.3.2 beschrieben, mittels Spekinaljpmeter bestimmt worden. Aus jedem Ansatz
dieser wassrigen Losung wurden je 5 pg RNA entnamorel auf ein Volumen von 50 pl mit
RNase-freiem Wasser aufgefillt. Die UmschreibungMNA erfolgte mittels reverser Transkrip-
tion unter Verwendung des ,High Capacity cDNA ArahiKit“ der Firma Applied Biosystems

Applera gemaR einer Standardarbeitsanweisung,igviend-olgenden beschrieben wird.

Das Pipettieren der Synthese-Chemie erfolgte ur#sonderen hygienischen Bedingungen um eine
Kontamination der Synthese-Chemie mit RNA oder DNAverhindern. Die gesamte Vorbereitung
des Reaktionsansatzes wurde in einem separatenradabounter sterilen Bedingungen und nach
Wechsel der Einmalhandschuhe sowie Anlegen eines&kittels durchgefihrt. Es wurden nur
standig in diesem Raum befindliche Gerate und émesiegelte Verbrauchsmaterialien verwendet.
Bis auf die im Kuhlschrank gelagerte reverse Trapskse ,MultiScribe-RT* wurden alle fur den
Ansatz bendtigten tiefgefrorenen Reagenzien langsainzerstoRenem Eis aufgetaut und kurz far
30 Sekunden mittels eines Vortexers resuspendieztentsprechenden Volumina wurden gemar
der Aufzahlung in Tabelle 3.4 in ein steriles, einerpacktes 1,5 ml Reaktionsgefal? pipettiert.
Zunachst wurde zu RNase-freiem Wasser eine Pusianiy (RT-Puffer) und eine Losung aus vier
gleichen Teilen dNTP gegeben und anschlielBend Rengom Primers”, ein Gemisch aus ver-
schiedenen Hexamer-Oligonukleotiden, hinzugefugiciNdem Zusatz der empfindlichen reversen
Transkriptase wurde auf einen vorsichtigen, ergehingsfreien Umgang mit der fertigen Syn-
these-Chemie geachtet. Die Pipettierbank wurdehdie8end mittels UV-Strahlung desinfiziert.
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[REE 4 Volumen je Reaktion in pl Volumen je Proband in pl
RNase-freies Wasser 21 252
RT-Puffer 10 120
dNTP-Mix 4 48
Random Primers 10 120
MultiScribe-RT 5 60
Gesamt 50 600

Tabelle 3.4:Bendtigte Reagenzien fur die Umsetzung der RNér dlP Proben eines Probanden
(je 50 pl RNA-L6sung) in cDNA.

Fur die folgenden Arbeitsschritte wurde vom Steébor in den regularen Arbeitsraum gewechselt.
Von der Synthese-Chemie wurden je 50 ul in jedeslVéiner 96-Well-Mikrotiterplatte vorgelegt
und 50 pl der verdinnten RNA-Probe hinzugegeben.Absatz wurde mittels Kolbenhubpipette
vorsichtig vermischt. Die Platte wurde mit ,Micronf Optical Caps” verschlossen und fir
1 Minute bei 2569 zentrifugiert um eventuelle Luftblasen aus dem Anza I6sen und das Ge-

misch am Boden der Mikrotiterplatte zu sammelin.

Die cDNA-Synthese startete im Thermocycler ,GeneAd7i00 Sequence Detection System® der
Firma Applied Biosystems Applera zunachst mit eib@minttigen Inkubation bei 25 °C, bei der
sich die randomisierten ,Primer‘ an die RNA anldger Danach wurde die Temperatur fur
120 Minuten auf 37 °C, dem Temperaturoptimum deermgen Transkriptase, erhdoht. Hierbei kam
es zu einer Verlangerung der ,Primer* komplemeat#m RNA-Strang. Idealerweise erfolgte die
Umschreibung der RNA in cDNA im Verhdltnis von 11irekt im Anschluss an die cDNA-
Synthese wurde die Mikrotiterplatte aus dem Thegulee entnommen und auf zerstolRenem Eis
herunter gekihlt um, die Synthese zu stoppen. Denacde die cDNA aus den ,Wells* entnom-

men, in ,Collection Tubes" pipettiert und bei —2D gelagert.
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3.3.4 Qualitatskontrolle der cDNA

Zur Qualitatsbestimmung der cDNA-Synthese erfolgeallen 31 Probanden eine RT Q-PCR, wie
sie ausfuhrlich in Kapitel 3.4 beschrieben wirds Marker diente in diesem Fall 18S, das als Teil
der rRNA stets in konstanter Menge in den Zellerkommt. Mit Hilfe der grafischen Darstellung
der Amplifikationsplots konnten Degradationen d&/ARvor der cDNA-Synthese beziehungsweise
eine fehlerhafte cDNA-Synthese-Reaktion nachgewiegerden. Gefordert wurden sich regelrecht
aufbauende Amplifikationsplots mit einer in einewrdefinierten Bereich liegenden Exponential-
phase und einem anschlieRenden Plateau. Bei Abwegeln hiervon hatte die cDNA-Synthese aus
der jeweiligen RNA-Probe wiederholt werden musskem. unginstigsten Fall, bei degradierter
RNA, ware der entsprechende Proband von den weiténéersuchungen ausgeschlossen worden.
Beides war bei keinem der 31 Probanden notwendig.

3.4 Vorbereitungen fur die RT O-PCR

3.4.1 Definition des ,Threshold Cycle” (Ct)

Fur die Auswertung der RT Q-PCR wurde der sogemaiiireshold Cycle” (g -Wert verwendet.
Er bezeichnete jenen PCR-Zyklus, bei dem erstmdig durch den Thermocycler gemessene
Fluoreszenz des ,Reporter‘-Farbstoffes einen besten Grenzwert Uberschritt. Die Herleitung

des G-Wertes und Folgerungen hieraus, werden in derefalgn Abschnitten erlautert.

Bei der grafischen Darstellung, wie sie exemplérigonhand eines Vorversuches in Abbildung 3.4
erfolgte, wurde die Anzahl der PCR-Zyklen (Cyclenhher) auf der x-Achse und das normalisierte
Reportersignal (Rn) auf der y-Achse aufgetragen. Re-Wert entsprach dem Quotienten der
Emissions-Intensitat des ,Reporter‘-Farbstoffesdiert durch die Emissions-Intensitat eines pas-
siven Referenzfarbstoffs. Hierdurch lieRen sichcduripettierfehler verursachte Volumenschwan-
kungen in den ,Wells* ausgleichen. Bei dem verwdede TagMan Universal PCR Master Mix"

von Applied Biosystems Applera war der fluoreszmgle Farbstoff ROX bereits als Referenz
enthalten. Die wahrend der ersten Zyklen gemess&meki/erte wurden von der Software des
Thermocyclers als Hintergrundfluoreszenz definiertl im weiteren Verlauf automatisch von den

exponentiell steigenden Rn-Werten abgezogen.
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Fur alle cDNA-Proben einer Versuchsreihe galt dim#hme, dass beim Uberschreiten eines be-
stimmten Grenzwertes der Fluoreszenz, unabhangigdeo jeweiligen Zyklusnummer, sich stets
die gleiche Menge an freiem Reporter-Farbstoff dachnach auch eine identische Menge an neu-
synthetisierter cDNA im entsprechenden ,Well* befém musste. Der&Wert kennzeichnete exakt
jenen Zyklusdurchlauf, bei dem dieser Grenzwertlklutie gemessene Fluoreszenz der jeweiligen
Probe erreicht wurde. Unter der Annahme el %-igen Effizienz der Reaktion verdoppelte sich
mit jedem Zyklus neben der Starke des Fluoreszgnals auch die cDNA-Menge. Im Umkehr-
schluss bedeutete dies, dass ein um 1 hohenare@ der halben cDNA-Ausgangsmenge vor der
RT Q-PCR entspracien Zusammenhang spiegelt folgende Formel wieder:

(ACy

cDNA (Ci1) =1/2 * cDNA (Ci2)

Der Grenzwertwert wurde bei den folgenden Messumgiereinem Rn von 0,1 so gewdhlt, dass der
Schnittpunkt mit dem Amplifikationsplot, wie in Abbung 3.4 zu sehen, in dessen exponentiellen

Bereich lag. Im gezeigten Beispiel betrug deWWert 23,7.
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Abb. 3.4 Auf der x-Achse ist linear die Anzahl der PCR-Eyk (Cycle Number) und auf der y-

Achse logarithmisch die korrespondierende Fluoresdiéferenz (Rn) dargestellt. Die violette Kurve

stellt einen Amplifikationsplot aus einem Vorverbudar. Die grine Gerade ist der idealisierte
Verlauf der Amplifikation unter der theoretischennmfahme einer 100 %igen Effizienz der
Replikation zu jedem Zeitpunkt der Reaktion. Dee@awert fur die Fluoreszenz, als rote Linie
dargestellt, wurde so gewahlt, dass er den Amaplifinsplot im exponentiellen Bereich kreuzte.
(Amplifikationsplot erstellt mittels ,Sequence Detier System* von Applied Biosystems Applera.)
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3.4.2 Funktionsweise von Standardreihen und derenéistellung

Zur Beschreibung des lineardynamischen BereichefR@eQ-PCR sowie zur internen Qualitats-
sicherung wurden Standardreihen mit bekannten IB$¥AcKonzentrationen verwendet. Diese
wurden zuvor durch wiederholte Verdinnung aus eftammlésung mit einer Konzentration von
1 mg cDNA in 10 pl Pufferlosung aus RNA von HL-66I2n gemal einer Standardarbeitsanwei-
sung hergestellt. In Abbildung 3.5 sind beispitilldée Amplifikationsplots von 5 Standardproben

einer Standardreihe dargestellt.

Enws Cycles
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Abb. 3.5 Amplifikationsplots einer Standardreihe mit 5 r@tardproben. Auf der x-Achse ist linear die
Anzahl der PCR-Zyklen (Cycle Number) und auf deAdhse logarithmisch die korrespondierende
Fluoreszenzdifferenz (Rn) dargestellt. Der Abstawischen den jeweiligen Kurven auf Hohe des manuell
festgelegten Grenzwertes betragt 3-Werte, was jeweils einem Unterschied in der cDNA-
Ausgangskonzentration im Verhéltnis von 2 =21:8 entspricht. Die beiden duReren Amplifikasiplots
umfassen somit zuverlassig einen Teil des lineadyschen Bereichs. (Amplifikationsplots erstellt
mittels ,Sequence Detector Software” von Applied®Bistems Applera.)

Durch Vorversuche wurden drei Standardreihen auggiewbei denen zu erwarten war, dass sie in
den Hauptversuchen die Amplifikationsplots der mtetsuchenden Gene umfassen wirden. Diese
in Tabelle 3.5 dargestellten Standardreihen steliieher, dass sich der exponentielle Bereich der
Amplifikationsplots der Zielgene auf Hohe des vdimierten Fluoreszenz-Grenzwertes im linear-

dynamischen Bereich aufbauen wirde. Aufgrund déameten cDNA-Ausgangskonzentrationen
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der Standardproben bestand ebenfalls die Moglithmkitels der gemessener-Werte und Drei-

satzrechnung, die absolute cDNA-Ausgangskonzeatrater Zielgene in jeder Probe exakt zu be-

rechnen.

Nr. cDNA- Nr. cDNA- Nr. cDNA-
Konzentration Konzentration Konzentration
inng /10 pl inng /10 pl inng /10 pl

5 0,03125 6 0,015625 7 0,0078125

8 0,00390625 9 0,001953125 10 0,0009765625

11 0,00048828125 12 0,00024414063 13 0,00012207031

14 0,000061035156 15 0,000030517578 16 0,000015258789

17 0,0000076293945 18 0,0000038146973 19 0,0000019073486

Tabelle 3.5: Darstellung der drei verwendeten Standardreihert dazugehdrigen cDNA-
Konzentrationen. Die Nummer jeder Standardprobspeicht ihrer jeweiligen Verdunnungsstufe (n)

ausgehend von der Ausgangs-cDNA-Konzentration varg/1Dpl. Die Konzentration der
Verdinnungsstufen ergibt sich aus dem Wélt ®obei n der Nummer (Nr.) der jeweiligen Stufe
entspricht.

3.4.3 Verdinnung der cDNA-Proben fur die RT Q-PCR

FUr eine exakte Bestimmung der Aktivitat der zuewstichenden Gene musste in den Proben die
Ausgangskonzentration der Gesamt-cDNA fir die spduechzufihrende RT Q-PCR optimal ein-
gestellt werden. Idealerweise sollten sich die Afiigaltionsplots im lineardynamischen Bereich
exponentiell aufbauen. Vorangegangene Experimeeatsetben Arbeitsgruppe des Institutes fur
Radiobiologie der Bundeswehr hatten gezeigt, déss fdr die zu untersuchenden Gene bei einer
Verdinnung von 10 ng Gesamt-cDNA in 10 pl LosungFesdl war. Aufgrund der hohen Konzen-
tration von 18S-cDNA in den Proben erfolgte der@stBnmung bei einer Verdiinnung auf 0,01 ng

pro 10 pl.

Fur die Verdinnung der cDNA-Stammldsung in die ligien Konzentrationen wurde der soge-
nannte Puffer 2 aus eigener Herstellung verwerdieser enthielt, in destilliertem Wasser gelost,
definierte Mengen KCI, EDTA- und TRIS-Puffer sowigzeen 20. Die exakte Zusammensetzung

ist der Tabelle 3.6 zu entnehmen.
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Reagenz Menge

KCI 0,7455 g in 100ml auga dest.
EDTA (pH 8,0) 4pl

TRIS (pH 8,3) 2ml

Tween 20 0,6 pl

aqua dest. 96,94 ml

Gesamt 200 ml

Tabelle 3.6:Bendtigte Reagenzien fur die Herstellung von 200QRuffer 2“.

3.5 Durchfuhrung der RT O-PCR

3.5.1 Allgemeine Versuchsgrundlagen

Samtliche im Folgenden beschriebenen Labortatigheriur Vorbereitung und Durchfiihrung der
RT Q-PCR erfolgten geméald Standardarbeitsanweisurigenvurden gebrauchsfertige PDDs mit
vom Hersteller garantierten BindungsspezifitatenRlémer und Sonden fir die zu untersuchenden
Gene von der Firma Applied Biosystems Applera bemogrir die Expressionsmessung der Ziel-
gene wurden MGB-Sonden mit dem griinen Fluoreszarstfef FAM am 5°-Ende verwendddie
Sonden zur Bestimmung von 18S waren am 5 -Endeéenit ebenfalls grin fluoreszierenden Farb-
stoff VIC als ,Reporter und am 3"-Ende mit TAMRAsgQuencher” versehen.

Bei der cDNA-Synthese wurde, wie in Kapitel 3.3&sthrieben, die gesamte vorhandene RNA
idealerweise in dieselbe Menge cDNA umgeschriel®dnveichungen bei der Gesamt-cDNA-
Konzentration zwischen einzelnen Proben sowie d#iuss externer Faktoren auf die RT Q-PCR
waren trotzdem theoretisch mdglich. Um diese GréRereliminieren, wurden die {®Verte der
Zielgene mit denen eines Haushaltsgens, wie in t&bpi3.4 beschrieben, normalisiert. Hierfur
wurden allerdings nicht die bekanntep\Werte von 18S aus der Qualitatskontrolle in Kdt8.4
verwendet, sondern jeweils gleichzeitig mit denlggaen neu ermittelte Werte. So konnte sicher-
gestellt werden, dass sowohl fir das Haushaltstgeaush fiir die Zielgene identische Versuchs-

bedingungen herrschten.
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3.5.2 Aufbereitung der cDNA-Proben

Fur die Versuchsdurchfuhrung wurden je funf Stadpeoben einer Standardreihe, deren bekannte
cDNA-Konzentrationen in Kapitel 3.4 aufgefuhrt sinetrwendet. Diese sowie die cDNA-Proben
der Zielgene und von 18S wurden zunachst auf Z&estem Eis langsam aufgetaut und anschlie-
Rend bei 95 °C fur 5 Minuten im Thermomixer inkubiédierdurch kam es zu einem Aufbrechen
der Sekundarstrukturen und zur Homogenisierun@g®&A in der Lésung. Aufgrund der vorgege-
benen Anzahl von ,Wells* auf der spater verwenddBkrotiterplatte, wurden die cDNA-Proben
jedes Probanden fur die anschlielende Reaktiowén Gruppen aufgeteilt und wie in Tabelle 3.7

ersichtlich durchnummeriert.

Probe tp.r. [h] D [Gy] Probe tp.r. [h] D [Gy]
1 0,3 0 7 24 0
2 0,3 0,5 8 24 0,5
S 0,3 2 9 24 2
4 8 0 10 48 0
® 8 0,5 11 48 0,5
6 8 2 12 48 2

Tabelle 3.7: Nummerierung der 12 cDNA-Proben der Probanderdféirspatere Aufteilung auf
zwei 96-Well-Mikrotiterplatten. (t = Zeit p.r. in, D = Dosis in Gy)

3.5.3 Ansatz der Synthese-Chemie

Um Ungenauigkeiten oder Verunreinigungen beim HEgrein zu erkennen, erfolgte fir jede
cDNA-Probe eine Doppelbestimmung der Genexpresshus. Griinden der Qualitatssicherung
wurde mit einem dreifachen Reaktionsansatz geathaitd der Uberschuss verworfen. Als zuséatz-
liche Qualitatskontrolle wurde eine Negativkonteo{Non-Template Control = NTC) bei jedem
Versuch bestimmt, bei der statt einer cDNA-LOsunijaBe-freies Wasser verwendet wurde.
Darluber hinaus wurde zur Kompensation von Benetertusten aufgrund der Verwendung von
elektronischen Pipetten flr jeden Ansatz stets Beserve im Umfang einer zusétzlichen Reaktion

in das Gesamtvolumen eingerechnet.
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Zur Vermeidung einer Kontamination mit RNA oder DNArfolgte der Ansatz der Synthese-
Chemie unter den gleichen hygienischen Bedingumngerbei der in Kapitel 3.3.3 beschriebenen
cDNA-Synthese. Die tiefgefrorenen PPD wurden lanmgsaf zerstoRenem Eis aufgetaut und zu-
sammen mit dem sonst bei 4 °C gelagerten ,Mastef slis dNTP, DNA-Polymerase, Uracil-N-
Glykosylase und Puffern fur die folgenden Arbeitsgte aufbewahrt. Vor den jeweiligen Pipet-
tierschritten wurden die PPD-LO6sungen fur 30 Sekandhit einem Vortexer homogenisiert. Der
.Master Mix“ hingegen wurde aufgrund der empfindkn Enzyme lediglich leicht mit der Hand
geschuttelt. Sdmtliche Reagenzien wurden, wie m Babellen 3.8 und 3.9 beschrieben, nach-
einander in separaten Reaktionsgefallen zusammehgbia fertige Synthese-Chemie wurde bis

zum nachsten Arbeitsschritt wieder kiihl und licktdeitzt auf zerstoRenem Eis gelagert.

Reagenz Ausgangs- End- Volumen je Volumen fir 39
konzentration konzentration Reaktion in pl Reaktionen in pl
RNase-freies Wasser 3,5 136,5
Master Mix 2 1 15 585
PPD ,18S* 20 1 1,5 58,5
Gesamt 20 780

Tabelle 3.8: Auflistung der bendtigten Reagenzien fiir den Ansatter Synthese-Chemie fur 39
Reaktionen. Dieser diente zur Genexpressionsbestigmder 5 Standardproben, einer
Negativkontrolle und der 18S-cDNA in 6 Proben eim&szelnen Probanden inklusive einer
Reserve. Fur jede der 12 Reaktionen und der Resewvde der dreifache Ansatz fur eine
Doppelbestimmung inklusive Uberschuss zusammerifjeste

Reagenz Ausgangs- End- Volumen je Volumen fiir 21
konzentration konzentration Reaktion in pl Reaktionen in pl
RNase-freies Wasser 3,5 73,5
Master Mix 2 1 15 315
PPD “Gen | - VI” 20 1 1,5 31,5
Gesamt 20 420

Tabelle 3.9: Auflistung der benétigten Reagenzien fur den Ansdmer Synthese-Chemie fur 21
Reaktionen. Dieser diente zur Genexpressionsbestigraines einzelnen Zielgenes von 6 der 12
Proben eines Probanden inklusive einer ReservgeBérder 6 Reaktionen und der Reserve wurde
der dreifache Ansatz fiir die Doppelbestimmung isikle Uberschuss zusammengestellt. Fiir jedes
der 6 Zielgene waren die Volumenangaben gleich.AId® der 6 Gene waren: I=ATF3, 1I=BAX,
[I=CDKN1A, IV=DDB2, V=GADDA45A, VI=PCNA.
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3.5.4 Ablauf der eigentlichen Reaktion

Das Zusammenfihren von cDNA und Synthese-Chemidgéefwieder im gleichen Laborraum, in
dem bereits die cDNA-Proben vorbereitet wurden.rievurden 60 pl der Synthese-Chemie in
ReaktionsgefalRe vorgelegt. Anschliel3end wurde Jev@€ | der entsprechenden Untersuchungs-
probe hinzugegeben und der Gesamtansatz durchskuiaexen homogenisiert. Hieraus wurden
je 30 ul zur Doppelbestimmung in zwei benachbawtkells” einer 96-Well-Mikrotiterplatte pipet-
tiert und der verbliebene Uberschuss von 30 pl geiem. Insgesamt wurden pro Proband zwei
Mikrotiterplatten verwendet, auf denen die fertigémtersuchungsproben, wie aus Tabelle 3.10 auf
der folgenden Seite ersichtlich, verteilt wurdemf Alie erste Mikrotiterplatte wurden die cDNA-
Proben 1 bis 6, auf die zweite die cDNA-Proben< 11 aufgetragen. Zusatzlich wurde mit jeder
Mikrotiterplatte eine aus 5 Proben bestehende &tdneihe gemald der Beschreibung aus Kapitel
3.4.2 und ein NTC als Negativkontrolle analysi&ie Platten wurde mit einer ,Optical Adhesive
Cover" -Folie verschlossen und bei 2§60r 1 Minute zentrifugiert, um den gesamten Ansatz

Boden der Platte zu sammeln und Luftblasen zu l6sen

Die Reaktionen der RT Q-PCR erfolgten gemald voestglitem Protokoll am Thermocycler

,GeneAmp 5700 Sequence Detection System” der Fapyaied Biosystems Applera vollautoma-

tisch in drei Phasen. In Phase 1 wurde zur Aktingrder Uracil-N-Glykosylase der Ansatz flr

2 Minuten bei 50 °C inkubiert. Dieses Enzym elireit im Vorfeld entstandene, unerwinschte
cDNA-Amplifikationen durch selektiven Abbau. In Rea2 wurde durch eine 10-minltige Erho-
hung der Temperatur auf 95 °C die Polymerase imt Btart" aktiviert. Die Reaktionsablaufe in

Phase 3 wiederholten sich 40-mal, wobei sich zwesnperaturschritte abwechselten: Im ersten
Schritt wurde bei 95 °C die cDNA fir 1 Minute deummart. Im zweiten Schritt kam es bei 60 °C fur
die Dauer von ebenfalls 1 Minute zur Anlagerung yBnmern“ und Sonden, dem sogenannten
»LAnnealing“, sowie zur komplementaren Elongatiors cieuen DNA-Stranges. Nach jedem Zyklus
erfolgte automatisch eine Messung der Fluoreszemzddrch die 5'-Nukleaseaktivitat der Poly-

merase von den ,Quenchern” abgespaltenen ,Reporter”
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E 11-1 11-1 11-2 111-2 111-3 111-3 111-4 11-4 11-5 -5 111-6 111-6

A S1 S1 S2 S2 S3 S3 S4 S4 S5 S5 NTC NTC

C -7 -7 1-8 1-8 1-9 1-9 1-10 I-10 I-11 I-11 1-12 1-12
E -7 -7 11-8 111-8 111-9 111-9 -0 1w-20 w21 w-11r m-12 112

G V-7 V-7 V-8 V-8 V-9 V-9 v-10 Vv-10 Vv-11  Vv-11  V-12 V-12

Tabelle 3.10:Das dargestellte Pipettierschema zeigt die Verigilder Untersuchungsproben eines
Probanden auf 2 Mikrotiterplatten. Die 5 Standantien (S1 - S5) und der NTC werden in die erste
Reihe (A) pipettiert. Die 18S-Proben fir die Norisigrung (N) finden sich jeweils in der zweiten
Reihe (B) und die Proben fir die Genexpressionshering in den folgenden Reihen (C-H). Die
Aufschliisselung Gene im Einzelnen: 1=ATF3, [I=BAXI=CDKN1A, IV=DDB2, V=GADD45A,
VI=PCNA. Die zZiffern 1 - 12 hinter den Genen steHén die jeweilige cDNA-Probe gemar der
Benennung in Tabelle 3.7.
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3.5.5 Darstellung der Messwerte in Amplifikationspbts

Zur Auswertung der Rohdaten der RT Q-PCR wurde Sidtware des ,Sequence Detector
Systems* von Applied Biosystems Applera verwendatiche auf der Bedienerkonsole des Ther-
mocyclers installiert war. Diese erstellte, wie Kapitel 3.4.1 beschrieben, Amplifikationsplot,

wobei die Anzahl der PCR-Zyklen (Cycle Number) aldr x-Achse und das normalisierte

Reportersignal (Rn-Wert) auf der y-Achse dargeastellrden. In allen Versuchsreihen befanden
sich die Amplifikationsplots von 18S und die deelgene innerhalb des durch die jeweilige Stan-
dardreihe abgebildeten lineardynamischen BereRies war mdglich, da im Rahmen von Vorver-
suchen die optimalen Konzentrationen der drei vedgeen Standardreihen ermittelt wurden. In
Abbildung 3.6 ist diese Bedingung exemplarisch adhder zweiten Reaktionsplatte von Proband
21 dargestellt.
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Abb. 3.6. Amplifikationsplots der zweiten ReaktionsplattenvProband 21. Auf der x-Achse sind linear
die Anzahl der PCR-Zyklen und auf der y-Achse Iidbarisch die dazu korrespondierenden
Fluoreszenzwerte aufgetragen. Alphabetisch bezeickind die Amplifikationsplots der Zielgene (A),
von 18S (B) und der Standardreihe (C). Aufgrund\éeemwvendung von MGB-Sonden fiir die Analyse der
Zielgene erreichen diese ein héheres Plateau. Bei atsten PCR-Zyklen ist das, in Kapitel 3.4.1
beschriebe, automatisierte Herausrechnen der Ilgmtedfluoreszenz zu sehen. (Amplifikationsplots
erstellt mittels ,Sequence Detector Software" vagrphed Biosystems Applera.)
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3.6 Auswertung der Messergebnisse der RT O-PCR

3.6.1 Quantifizierung mittels Standardkurve

Die Software des Thermocyclers erstellte fir jefensuchsdurchlauf eine sogenannte Standard-
kurve, bei der die cDNA-Ausgangskonzentrationenjeeeils verwendeten Standardreihe auf der
x-Achse und die korrespondierendepViZerte der Amplifikationsplots auf der y-Achse aetigqigen
wurden. Erwartet wurde aufgrund des linearen Zusaniangs eine Korrelation von —1. Die Kor-
relation diente auch als ein Gradmesser fur dieaGigkeit der Pipettier-Arbeiten, da sich eine
Abweichung bei den Doppelbestimmungen unmittelhdrddese ausgewirkt hatte. Die Software
des Thermocyclers berechnete dartber hinaus mi¢ ldér Standardreihen die absolute cDNA-
Konzentration der Zielgene in den jeweiligen ProdenAbbildung 3.7 ist die Standardkurve der
ersten Reaktionsplatte des Probanden 21 exemplateésgestellt.

Standard Curve
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Abb. 3.7: Standardkurve der ersten Reaktionsplatte des Rdeba2l1. Auf der x-Achse sind die
cDNA-Ausgangskonzentrationen der Standardproben) (G8d auf der y-Achse der jeweils
korrespondierende (®Vert aufgetragen. Mit einer Korrelation von -0,89RBonnte gezeigt werden,
dass die hier verwendete Standardreihe den lingaardischen Bereich umfasste. An der Stelle der
roten Markierung erkennt man einen Unterschied dwéa den Doppelbestimmungen, der durch
geringe, aber vernachlassigbare Ungenauigkeitenm bélipettiervorgang verursacht wurde.
(Standardkurve erstellt mittels ,Sequence DeteBtaftware” von Applied Biosystems Applera.)
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Aus der Steigung der Standardkurve liel3 sich dieiBhz der Amplifikationen jedes einzelnen
Versuchsdurchlaufes errechnen. Der Betrag der (Btgigab die Anzahl der Zyklen an, die bend-
tigt wurden, um die vorhandene cDNA-Menge einesésearu verzehnfachen. Den Zusammenhang

zwischen Steigung und Effizienz der Reaktion sptdggende Formel wieder:

Effizienz = 107/ St19ung

Wie bereits in Kapitel 3.5.1 beschrieben, wurdemalle Messungen Doppelbestimmungen durch-
gefuhrt, um Verunreinigungen oder UngenauigkeiteimbPipettieren zu erkennen. Unterschiede
von bis zu 0,5 EWerten wurden toleriert, andernfalls wurde die @PCR fir alle 12 Messwerte
des entsprechenden Genes zuziglich 18S diesesnBevbwiederholt. Dies war bei 15 der insge-
samt 1440 durchgefuhrten Bestimmungen der FallgAufd dieser Malinahme betrug die durch-
schnittliche Abweichung bei den Doppelbestimmun@®® G-Werte.

3.6.2 Berechnung der normalisierten Genexpression

Methodische Fehler im Verlauf der RT Q-PCR lieR3ah liminieren, indem die @&Nerte der
Zielgene mit den EWerten von 18S, wie in Kapitel 3.5.1 erlautertymalisiert wurden. Hierzu
wurde die Differenz fur jeden Einzelwert der Doggestimmung des Zielgenes mit dem Mittelwert
von 18S der gleichen Probe, der sogenannt@dpproach®, gebildet. Aufgrund der Doppelbestim-
mung ergaben sich somit fur jede cDNA-Probe zwerté/eAls Berechnungsgrundlage diente fol-

gende Formel:

A Approach = G zieigen— Ct 18s

Aus diesen Werten liel3 sich die normalisierte Gpression mit Hilfe unten stehender Formel be-
rechnen. Die Ergebnisse gaben die cDNA-Menge delg@ne im Verhaltnis zur 18S-cDNA-
Menge in einem dimensionslosen Werte wieder. Aus legiden Werten der Doppelbestimmung
wurde im Folgenden der Mittelwert bestimmt.

- _ A .
normalisierte Genexpression = 5 (A Approach)
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Die notwendigen Berechnungen erfolgten mittels Tabkalkulation mit Hilfe der Software Excel
2007 der Firma Microsoft. Fur die statistische Aagwng und grafische Darstellung der Ergebnis-

se wurde die Software Sigma Plot 2000 Version ér0Firma SPSS Science verwendet.

3.6.3 Berechnung der differentiellen Genexpression

Um unterschiedlich hohe Ausgangs-Expressionenideelmen Gene ausgleichen und die strahlen-
bedingten Veréanderungen des Expressionsniveausrbemsnschaulichen zu kdnnen, war die Be-
rechnung der relativen Veranderung der Genexpressitorderlich. Hierfir wurde derA, Ap-
proach” einer bestrahlten Probe zu einem bestim&tpunkt nach Bestrahlung in Relation zur
unbestrahlten Kontrolle des gleichen Zeitpunktesn dKalibrator, gesetzt.

AA Approach = A Approach pyope — A Approach gaiibrator

Alternativ ware es moglich gewesen, die Differeng den vom Thermocycler automatisch berech-
neten, absoluten cDNA-Ausgangskonzentrationen deti Fur die folgende Berechnung der dif-
ferentiellen Genexpression waren beide Verfahrenicigivertig. Die Festlegung auf die Verwen-
dung des A Approach” erfolgte willkirlich. Die Berechnung deifferentiellen Genexpression fur
die eigentliche relative Beschreibung der Expressiaderungen erfolgte nach folgender Formel:

differentielle Genexpression = 2 (AA Approach)

Dieses Vorgehen ermdéglichte dartiber hinaus, deriché&g Einfluss von sich verdndernden Zell-
aktivitaten im In-vitro-Modell auf die Genexpressiauszugleichen. Bei einer differentiellen Gen-
expression von 1 war von einer unveranderten Egpmesdes untersuchten Genes relativ zum
Kontrollwert auszugehen. Entsprechend den Empfeleiurder Herstellerfirma Applied Biosystems
Applera wurde der Vertrauensbereich zwischen O¢b2ifestgelegt. Das Uberschreiten des oberen
Schwellenwertes, also bei einer Verdoppelung deresgaression, wurde als ,Hochregulation* de-
finiert. Entsprechend wurde als ,Herunterreguldtieim Unterschreiten des unteren Schwellenwer-
tes bei einer Halbierung der Genexpression rejativKontrolle bestimmt. Expressionsanderungen
innerhalb des Vertrauensbereiches wurden als ditfbtentiell exprimierend beschrieben.
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Fur alle Berechnungen wurde, wie auch bei der nlisiregen Genexpression, die Tabellenkalkula-
tion Excel 2007 der Firma Microsoft und die StatiSoftware Sigma Plot 2000 Version 6.0 der

Firma SPSS Science verwendet.

3.6.4 Weitere Berechnungen und statistische Ausweirtgen

Alle weiteren Analysen bezuglich der Kolinearitéigchen der Genexpression der Zielgene und
die Entwicklung unterschiedlicher univariater undiltivariater linearer Regressionsmodelle zur
Erklarung der unterschiedlichen Genexpressionasigtein mit Hilfe der Software SAS Version 9
der Firma SAS. Diese Berechnungen wurden durckranditarbeiter der Arbeitsgruppe am Insti-
tut fur Radiobiologie der Bundeswehr durchgefiuhrtl isind nicht Bestandteil der vorliegenden
Arbeit. Die Ergebnisse dienten allerdings als Glagehn fir die Diskussion und sind daher an ent-

sprechenden Stellen in Kapitel 4 und im Anhang esteglt.



4 Ergebnisse -64 -

4 Ergebnisse

4.1 Beschreibung der demographischen Daten und dB&utbildes

Unter den 30 Probanden befanden sich zu gleichdenTlerauen und Manner im Alter von 16 bis

56 Jahren. Das Durchschnittsalter betrug 28 Jamréen folgenden Auswertungen wurde ein zu-
satzlicher Proband (Nr. 10), der aufgrund seineahs&ntherapeutischen Vorbehandlung nur zu
Vergleichszwecken an der Studie teilnahm, ausgeremmtdm maoglicherweise die Ursachen von
interindividuellen Unterschieden bei der Genexpossaufklaren zu konnen, wurde nach der
Analyse der ersten 5 Probanden von allen weitenateruchungsteilnehmern zusatzlich ein dif-
ferentielles Blutbild direkt im Anschluss an dieuBintnahme erstellt. Die Gesamtzahl der Leuko-
zyten pro pl reichte von 2.940 bis 10.100 und lgetra Mittel 5.975. In Abbildung 4.1 sind die

Altersstruktur und die Verteilung der Leukozytenkentration grafisch dargestellt. Die Einzelwerte

des differentiellen Blutbildes sind in Tabelle 4lisammengefasst.

# % # %
12 40 12 40
10 10

b 30 F 30

8 8

6 20 6 20
4 4

b 10 F 10

2 2

0 Lo 0 - 0
<18 18-20 21-23 24-26 27-29 30-32 33-35 >35 <3 3-4 45 5-6 6-7 7-8 >9
Alter [Jahre] 1000 Leukozyten / ul

Abb. 4.1: Altersverteilung der 30 Probanden (grin dargd}tediwie die Verteilung der Leukozytenzahl im
differentiellen Blutbild bei 25 Probanden (rot dastgllt). Die Fragestellung ob die Ursache der bebteten
interindividuellen Unterschiede in der Hohe der &gression unter anderem durch Blutbildfaktorehéerk
werden kdnnte, ergab sich erst nach Analyse darefsProbanden.
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WBC # Neutr % Neutr # Lym % Lym #Mono % Mono # Eos % Eos # Baso % Baso

6 5,15 3,26 63,30 1,24 24,00 0,53 10,30 0,07 1,36 0,06 1,07

8 4,74 2,91 61,30 1,41 29,70 0,31 6,57 0,05 1,05 0,07 1,39

11 6,89 4,31 62,50 1,80 26,10 0,48 7,00 0,23 3,32 0,07 1,08

13 10,10 6,22 61,80 2,23 22,20 0,51 5,07 0,98 9,72 0,13 1,26

15 5,29 2,94 55,60 1,87 35,40 0,33 6,20 0,07 1,25 0,08 1,50

17 4,48 1,85 41,30 1,97 44,00 0,51 11,30 0,11 2,39 0,04 0,95

19 5,01 2,46 49,10 2,19 43,80 0,23 4,49 0,07 1,40 0,06 1,25

21 7,22 4,55 63,00 1,97 27,30 0,50 6,93 0,14 1,91 0,06 0,82

23 4,99 2,62 52,50 1,67 33,40 0,35 6,91 0,28 5,51 0,08 1,65

25 5,47 3,04 55,50 1,82 33,20 0,46 8,31 0,11 2,06 0,05 0,91

27 5,61 2,50 44,60 2,48 44,10 0,46 8,22 0,14 2,50 0,03 0,53

29 5,45 2,99 54,80 1,77 32,40 0,37 6,81 0,27 4,96 0,06 1,08

il 2,94 1,20 40,90 1,35 45,80 0,24 8,11 0,11 3,69 0,04 1,45

# Neutr % Neutr # Lym % Lym #Mono % Mono # Eos % Eos # Baso % Baso

] 5,98 3,53 57,22 1,87 31,98 0,41 6,93 0,18 2,77 0,06 1,09
Min 2,94 1,20 38,10 1,07 19,30 0,20 3,53 0,03 0,43 0,02 0,39

Tabelle 4.1: Differentielles Blutbild von 25 der 30 Probandé®ezeigt wird die absolute (#) in 1000/ul und die
relative (%) Verteilung der Leukozyten. (WBC = WhiBlood Cells (Gesamtzahl der Leukozyten), Neutr =
Neutrophile Granulozyten, Lym = Lymphozyten, Mondenozyten, Eos = Eosinophile Granulozyten und Baso
Basophile Granulozyten, @ = Mittelwert, Max = Maxim, Min = Minimum, SD = Standardabweichung.)
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4.2 Darstellung der Messergebnisse der RT O-PCR

4.2.1 Beschreibung der Rohdaten

Die Software des Thermocyclers ,GeneAmp 5700 Serpiddetection System” erstellte, wie in
Kapitel 3.6.1 beschrieben, Standardkurven fir jBde Q-PCR. Hierfur wurden die bekannten
Werte der cDNA-Ausgangskonzentrationen der verwtmd8tandardproben auf der x-Achse und
die jeweils korrespondierenden-Werte auf der y-Achse aufgetragen. Die beidenrRarar kor-
relierten durchschnittlich zu 99,97 %, was die h@®nauigkeit des Verfahrens unterstrich. Die
hdchste Korrelation betrug 99,996 % bei der zweReaktionsplatte von Proband 22, die niedrigste
99,643 % bei der zweiten Platte von Proband 13erkEinesentlichen Einfluss auf die Korrelation
hatten die geringen Abweichungen bei den Doppethesingen. Sie betrugen fir alle cDNA-
Proben durchschnittlich 0,09-@/erte bei einer Standardabweichung von 0,08.

Im Idealfall hatte sich wahrend jedes Reaktionazyldie Kopienzahl der cDNA eines Genes ver-
doppeln mussen, was einer Effektivitdt der Gesaktien von 100% entsprochen hétte. Die Stei-
gung der Standardkurve hatte gemafR der Berechrarngdf aus Kapitel 3.6.1 in diesem Fall
-3,322 betragen. Bei den insgesamt 62 DurchlaufesediVersuchsreihe betrug die Steigung im
Mittel -3,452. Die Kopienzahl erhdhte sich demnach im Sthunn den Faktor 1,949 pro Zyklus,
was einer durchschnittlichen Effektivitdt der Reahén von 97,46 % entsprach. Alle Ergebnisse

der Auswertungen der Standardkurven sind in Anf@&Bdabellarisch zusammengefasst.

4.2.2 Ergebnisse der normalisierten Genexpression

Um methodische Fehler zu eliminieren, wurden did\@rte der Zielgene mit den-&@/erten der
18S-rRNA gemal der Formel aus Kapitel 3.6.2 nostati Das Ergebnis zeigte dimensionslos das
Verhaltnis der cDNA-Ausgangskonzentrationen detgéee zu der von 18S. In Tabelle 4.2 sind
die minimalen, maximalen und durchschnittlichen Wesowie die Standardabweichungen und die
Variationskoeffizienten (¢ der normalisierten Genexpression fur jedes untéite Gen aufge-
listet. Die Ergebnisse von Proband 10 sind hierlbeht eingeflossen, da er aufgrund einer Vorer-
krankung nur zu Vergleichszwecken an den Untersugdi teilgenommen hat. Die Einzelwerte

aller Probanden sind aus Anhang 8.3 ersichtlich.
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D tp.r. " D tpr. .
PPD [Gy] ] ] Min Max SD (o PPD [Gy] 1] (] Min Max SD (o
0 0,3 6,6 1,1 67,5 12,7 192% 0 0,3 20,1 9,2 36,0 6,6 33%
0,5 0,3 6,5 1,1 66,3 12,0 185% 0,5 0,3 18,7 10,4 31,1 57 30%
2 0,3 6,7 1,2 55,4 11,1 166% 2 0,3 17,7 8,3 32,2 6,3 36%
0 8 17,5 2,5 95,2 19,2 110% 0 8 16,0 7,9 25,5 3,9 24%
0,5 8 21,8 2,5 94,7 23,3 107% 0,5 8 18,1 11,5 34,0 4,5 25%
m 2 8 28,1 2,8 211,1 39,9 142% g 2 8 18,8 10,3 33,7 5,8 31%
'2 0 24 39,1 1,4 366,4 64,7 165% 8 0 24 14,4 3,3 27,7 4,7 33%
0,5 24 53,0 8,6 269,8 56,2 106% 0,5 24 14,4 3,4 25,4 4,2 29%
2 24 62,4 7,7 427,8 79,0 127% 2 24 14,4 3,4 25,5 4,4 31%
0 48 50,8 2,0 564,6 98,5 194% 0 48 12,5 3,3 22,0 3,7 30%
0,5 48 57,9 14,6 532,3 93,5 161% 0,5 48 13,8 4,0 21,1 3,5 25%
2 48 51,4 8,2 452,2 79,4 154% 2 48 13,8 3,2 24,5 4,5 33%
0 0,3 145,8 93,5 282,6 49,6 34% 0 0,3 7,3 4,4 14,6 2,2 30%
0,5 0,3 141,1 77,2 247,4 44,7 32% 0,5 0,3 6,8 4,2 10,5 1,6 24%
2 0,3 139,5 82,1 244,0 47,9 34% 2 0,3 6,6 4,0 10,1 1,7 26%
0 8 131,7 78,3 234,1 38,2 29% 0 8 7,2 4,3 13,7 2,4 33%
0,5 8 145,2 86,9 292,4 42,6 29% < 0,5 8 13,1 6,3 38,2 7,3 56%
é 2 8 141,6 80,5 286,7 46,9 33% g 2 8 16,8 6,7 53,1 11,9 71%
o 0 24 106,2 27,1 198,1 32,4 31% <D( 0 24 7,5 1,3 51,3 8,5 113%
0,5 24 110,9 27,3 171,4 29,5 27% (O 0,5 24 10,1 2,4 35,7 6,6 65%
2 24 114,3 29,0 177,4 35,2 31% 2 24 12,4 2,9 64,1 11,5 93%
0 48 82,6 21,2 129,9 26,0 31% 0 48 6,3 0,9 48,9 8,1 129%
0,5 48 88,3 20,9 150,7 27,2 31% 0,5 48 10,0 2,5 61,1 10,4 104%
2 48 84,6 20,1 142,1 29,8 35% 2 48 11,2 2,2 61,2 10,3 92%
0 0,3 37,6 13,8 197,7 35,9 95% 0 0,3 37,3 21,6 69,0 8,8 24%
0,5 0,3 35,1 14,5 170,9 28,8 82% 0,5 0,3 34,5 21,5 56,0 7,8 23%
2 0,3 32,6 12,8 129,9 23,8 73% 2 0,3 33,0 21,1 57,2 8,4 25%
0 8 77,2 20,6 438,5 84,2 109% 0 8 27,2 16,7 44,7 5,2 19%
< 0,5 8 96,1 23,2 476,5 100,1 104% 0,5 8 31,4 19,0 54,6 6,3 20%
E‘ 2 8 124,1 19,4 815,2 156,1 126% <Z( 2 8 33,3 21,5 65,7 9,6 29%
é 0 24 112,9 9,1 956,0 165,7 147% 8 0 24 22,9 6,8 33,0 5,4 24%
o 0,5 24 126,7 25,7 496,7 103,8 82% 0,5 24 21,6 4,9 33,3 5,6 26%
2 24 136,4 23,5 554,8 116,8 86% 2 24 22,2 5,2 31,3 51 23%
0 48 56,1 6,2 324,2 56,8 101% 0 48 15,6 5,0 23,4 4,4 28%
0,5 48 60,4 24,2 249,3 44,9 74% 0,5 48 16,7 4,3 32,2 5,5 33%
2 48 67,2 26,1 227,7 42,9 64% 2 48 15,2 3,5 23,5 4,2 28%

Tabelle 4.2: Statistische Auswertung der normalisierten Genesgion (Werte mit Faktor 1000 multipliziert),
aufgeschlisselt nach Zielgen, Strahlendosis untpZigit der Messung nach Bestrahlung. (D = Dosi&ynt =
Zeit p.r. in h, @ = Mittelwert, Max = Maximum, Mir Minimum, SD = Standardabweichung,, G
Variationskoeffizient).

In der H6he der Werte der normalisierten Genexprsgab es deutliche Unterschiede zwischen
den einzelnen Genen. Die niedrigsten Werte wuraeibB2, GADD45A und PCNA gemessen.
Sie lagen zwischen 0,001 und 0,069 je nach Strdbke und Zeitabstand zur Bestrahlung. Die
hdchsten Werte fanden sich bei ATF3, BAX und CDKNi# Maximalwerten von bis zu 0,956
beziehungsweise Durchschnittswerten von bis zu@0,Miffallig waren grof3e interindividuellen
Schwankungen mit Variationskoeffizienten von bisl®4 % vor allem bei ATF3 und etwas weni-
ger ausgepragt bei CDKN1A. Die ebenfalls in Anh&ng dargestellten Werte von Proband 10
lagen fast aller innerhalb des Bereiches der Stdablaveichung. Teilweise etwas gréfiere Unter-
schiede fanden sich lediglich bei GADD45A.
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In Abbildung 4.2 auf der folgenden Seite wurde zkstliche Verlauf der normalisierten Genexpres-
sion nach 20 Minuten sowie nach 8, 24 und 48 Stunidegestellt, aufgeschlisselt nach den unter-
schiedlichen verwendeten Strahlendosen. Die Weasiteiber Strahlendosis von 0 Gy entsprachen
hierbei denen der nicht bestrahlten Kontrollgrupgpei. der Auswertung der Verlaufskurven zeigte
sich, dass bei ATF3 und CDKN1A die normalisierten®eression zunachst bis zum Zeitpunkt
24 Stunden nach der Bestrahlung anstieg. Bei ATieBdn die Werte bis 48 Stunden konstant, bei
CDKNL1A fielen sie hingegen nach 48 Stunden fastdaifAusgangswerte zuriick. Bei GADD45A
wurde das Maximum der normalisierten Genexpress@rits nach 8 Stunden erreicht. Die Werte
fielen nach 24 Stunden leicht ab, blieben aber auachh 48 Stunden Uber den Ausgangswerten. Im
Gegensatz dazu waren die Werte bei BAX, DDB2 untlR@b dem ersten Zeitpunkt bereits rick-
laufig. Bei keinem der sechs Gene zeigte sich rZacMinuten ein grof3er Unterschied beziglich
der Strahlendosis in der Expression. Im weiteratlideen Verlauf &nderten sich die Kurven der
nichtbestrahlten Kontrollen in ahnlicher Weise, wie Kurven der bestrahlten Proben. Lediglich
bei GADD45A war die H6he der normalisierten Genespion der Kontrollgruppen konstant. Dass
sich bei funf von sechs Genen auch der nicht bdasgr&ontrollwert verénderte, wurde als Anzei-
chen fir eine sich im zeitlichen Verlauf veranderdktivitat der PMNC bezuglich der Genexpres-
sion im In-vitro-Modell angesehen. Dieses unphygjache Verhalten war bei den verschiedenen
Genen allerdings, wie gezeigt, sehr unterschiedlicdgepragt.

In Abbildung 4.3 auf Seite 70 werden die Verdndgamder normalisierten Genexpression bei

unterschiedlichen Strahlendosen veranschauliche. Kurven stellen die zuvor beschriebenen

Sachverhalte in &hnlicher Weise dar: Es liegen gtdfiterschiede bei der Hohe der normalisierten
Genexpression zwischen den Genen vor. Daruber $irstuder Einfluss der sich verandernden

Zellaktivitaten aufgrund der unterschiedlich holtetpressionsniveaus zu den verschiedenen Zeit-
punkten bei den unbestrahlten Kontrollen sehr gkgrenbar. Ebenfalls sehr deutlich wird die Tat-

sache, dass nur bei GADD45A die Hohe der normaiesieGenexpression der unbestrahlten Kon-
trollgruppe uber die Zeit konstant blieb.

Die Werte der unbestrahlten Kontrollen dienten @m dolgenden Kapiteln als Kalibrator fur die
Genexpression der bestrahlten Proben. Hierdurchtkarum einen die im zeitlichen Verlauf ver-
andernde Aktivitat der PMNC bei der Expression eingr Gene ausgeglichen werden. Zum an-
deren liel3 sich mit lhnen der Einfluss der untdestlith hohen Ausgangs-Expression der ver-
schiedenen Gene kompensieren und somit eine be&sesage Uber ihr Potential als mdgliche

Markergene treffen.
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Abb. 4.2: Zeitlicher Verlauf der normalisierten Genexpressicaufgeschlisselt in die nicht bestrahlte
Kontrollgruppe sowie die mit 0,5 Gy und 2,0 Gy loaklte Gruppen. Aufgezeigt sind die durchschnhiic Werte
aller Probanden sowie der jeweilige Standardfehe in der linken Abbildungshélfte dargestellterer®
exprimieren durchschnittlich fiinfmal so stark wie dh der rechten Halfte. Darliber hinaus sind Ustdkiede im
Kurvenverlauf ersichtlich: bei ATF3, CDKN1A und GA5A steigt die normalisierte Genexpression zunichs
an, bei BAX, DDB2 und PCNA ist sie durchgangig dlefad. Bei allen Genen, auBer bei GADD45A, sincsdie
Veranderungen der Expression auch bei den Konteolém (0 Gy) zu erkennen.
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Abb. 4.3: Verédnderung der normalisierten Genexpression teggjiender Strahlendosis, aufgeschliisselt in die

Strahlendosis [ Gy ]

0,5

verschiedenen Zeitintervalle nach Bestrahlung. Amé&igt sind die durchschnittlichen Werte aller Rraten
sowie der jeweilige Standardfehler. Wie auch in ABI?2 erkennt man, dass die in der linken Abbildinédfte
dargestellten Gene durchschnittlich flinfmal sokseaprimiert sind wie die in der rechten HalfteeDNerte der
der nichtbestrahlten Kontrolle differieren, aul3er BADD45A, deutlich.
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4.2.3 Ergebnisse der differentiellen Genexpression

Die Ergebniswerte der normalisierten Genexpresgigigten im vorhergehenden Kapitel neben
ausgepragten interindividuellen Abweichungen vtenalgrol3e Unterschiede in der Hohe der Aus-
gangs-Expression der einzelnen Gene. Um die tdiskieh Veranderungen des Expressionsniveaus
beurteilen zu kénnen, erfolgte eine relative Bétraeg mittels der Berechnung der differentiellen
Genexpression. Daruber hinaus konnten im gleichemits auch die, ebenfalls im Kapitel 4.2.2
aufgezeigten, nicht-strahlenbedingten Einflisseh@sondere die Auswirkungen von unphysiologi-
schen Veranderungen der Zellaktivitat im Kultivieggmilieu beziglich der Expression einzelner
Gene, im gewissen Mal3e ausgeglichen werden. FuBeliechnung wurden die normalisierten
Genexpressionswerte der bestrahlten Proben ini&elati denen der zeitlich korrespondierenden
Proben der unbestrahlten Kontrollen gesetzt. Dign@nen der Begriffe ,Hoch-“ und ,Herunter-
regulation” sowie des Vertrauensbereiches sindsbeame die Berechnungsformel fur die differen-

tielle Genexpression im Kapitel 3.6.3 beschrieben.

D ypr ) D tpr .
PPD (G ? Min  Max  SD c, PPD o D ? Min Max SD G,

05 03 108 067 175 026  24% 05 03 09 06 133 014  15%
2 03 115 055 241 034  30% 2 03 08 05 110 013  15%
05 8 127 050 329 058  46% 05 8 1,15 076 156 017  15%
o 2 8 1,58 061 754 128  81% o 2 8 1,18 08 18 021  18%
> 05 24 18 074 82 132  70% Q 0,5 24 102 066 123 012  12%
2 24 204 080 880 146  72% 2 24 102 075 140 016  16%
05 48 152 066 7,78 127  84% 05 48 112 073 139 015  13%
2 48 142 043 609 108  76% 2 48 1,11 050 18 022  20%
05 03 098 075 125 013  13% 05 03 09 06l 14 016  17%
2 03 09 071 123 012  13% 2 03 09 040 165 024  26%
05 8 111 080 149 016  14% < 0,5 8 181 078 403 075  41%
52 2 8 1,08 067 149 020  19% 3 2 8 2,25 1,04 460 105  47%
S 05 24 106 080 140 014  13% e 05 24 154 070 304 054  35%
2 24 108 08 164 017  16% o 2 24 176 100 379 068  39%
05 48 108 069 137 016  15% 0,5 48 168 103 268 043  26%
2 48 103 055 154 018  17% 2 48 201 101 339 064  32%
05 03 100 064 147 017  17% 05 03 09 072 139 014  15%
2 03 09 054 150 021  22% 2 03 08 049 119 014  16%
< 05 8 126 073 222 039  31% 05 8 1,16 091 162 018  16%
g 2 8 157 079 612 100  64% < 2 8 124 072 276 035  28%
X 05 24 155 052 451 083  54% o 0,5 24 095 062 127 018  19%
o 2 24 158 058 463 091  58% 2 24 098 076 151 016  16%
05 48 137 064 511 08  63% 05 48 1,09 043 164 028  26%
2 48 158 058 424 085  54% 2 48 102 043 273 037  36%

Tabelle 4.3: Auswertung der differentiellen Genexpression asgplisselt nach Zielgen, Strahlendosis und
Zeitpunkt der Messung nach Bestrahlung. (D = DosiSy, t = Zeit p.r. in h, @ = Mittelwert, Max = Manum,
Min = Minimum, SD = Standardabweichung, €Variationskoeffizient).
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Die hochsten Einzelwerte fur die differentielle @epression fanden sich mit 8,8 bei ATF3, mit 6,1
bei CDKN1A und mit 4,6 bei GADD45A. Auch im Durchsgtt aller Probanden waren die Werte
bei diesen Genen am héchsten. Allerdings lagemgie€,0 zum Zeitpunkt 24 Stunden nach Be-
strahlung bei ATF3, mit 1,6 bei CDKN1A zum gleich&eitpunkt und mit 2,3 bei GADD45A nach

8 Stunden deutlich unter den Erwartungen. In TabeB sind fur alle Zielgene die minimalen, ma-
ximalen und durchschnittlichen Werte der differelidin Genexpression sowie die jeweilige Stan-
dardabweichung und der dazugehorige Variationskuoefit aufgefihrt. Die interindividuellen
Schwankungen waren deutlich geringer als bei demalisierten Genexpression, so dass der C
lediglich bei ATF3 und CDKN1A auf Werte von Uber %0 stieg. Wie schon im vorhergehenden
Kapitel wurde Proband 10 bei der statistischen Bewg nicht bertcksichtigt. Vergleicht man
dessen Werte, die wie die Ergebnisse aller andereldanden in Anhang 8.4 verzeichnet sind, mit
den durchschnittlichen Ergebnissen der Tabelle gh¥anden sich keine besonderen Abweichun-
gen. Lediglich nach 48 Stunden war bei ATF3, CDKNI#d PCNA die differentielle Genexpres-
sion bei beiden Strahlendosen teilweise Uber deniéWeler Gibrigen Probanden. Bei allen anderen
Werten lagen die Ergebnisse innerhalb oder nur xrea3erhalb des Bereichs der Standardab-

weichung.

Insgesamt waren in 10 von 1440 Fallen nach Bestnghkinzelne Gene herunter reguliert. Dies
war funfmal bei ATF3, je einmal bei DDB2 und GADD¥Sowie dreimal bei PCNA der Fall. Eine
Hochregulation zeigte sich in 123 Fallen und zwanal bei ATF3, 29-mal bei CDKN1A, 55-mal
bei GADD45A und zweimal bei PCNA. Die meisten Hadulationen fanden sich bei GADD45A
bei einer Strahlendosis von 2 Gy und 48 Stundeh Bastrahlung. Hier waren bei 16 der 30 Pro-
banden die Werte fur die differentielle Genexpm@ssiber dem oberen Grenzwert von 2, was einer
Sensitivitat des Verfahrens von 53,33 % entsprBeh.hdchste Sensitivitat fur ATF3 wurde mit
36,66 % nach 24 Stunden und fir CDKN1A mit 26,6686h 48 Stunden, jeweils nach einer Be-

strahlung mit 2 Gy, erzielt. Eine genaue Aufschiiiasg zeigen die folgenden Tabellen.
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t r t I tp.r.
0 0 0 05 03 0 0
2 o o 3 0 2 o o 3 0 0 20 03 1 333
05 8 1 3,33 . 05 8 0 0 < 05 8 0 0
© 20 8 0 0 2 20 8 0 0 S 20 8 0 0
5 05 24 0 0 8 05 24 0 0 S 05 24 0 0
2 o 24 0 o © 2 o 24 0 0 © 2 o 24 0 0
0 0 0 0 0
4 13 33 0 0 0 0

Tabelle 4.4: Ubersicht der herunterregulierten Gene. (D = Dasigy, t = Zeit p.r. in h, # = Anzahl der
Probanden, bei denen die Genexpression der jeerilRobe herunter reguliert war, % = relative Hildit im
Vergleich zur Gesamtzahl der Probanden.)

t r t .I. t r
0 0 0
2 0 1 3, 33 2 0 0 2 0 0
0,5 8 3 9,99 > 0,5 8 2 6,66 < 0,5 8 6 20

@ 2,0 8 4 13,33 =z 2,0 8 5 16,66 g 2,0 8 13 43,33
'<7: 0,5 24 10 33,33 E 0,5 24 6 20,00 9,: 0,5 24 5 16,66
2 0 24 11 36,66 © 2 0 24 6 20,00 © 2 0 24 8 26,66
9,99 2 6,66 23,33
16,66 8 26,66 53,33

Tabelle 4.5: Ubersicht der hochregulierten Gene. (D = Dosi&jn t = Zeit p.r. in h, # = Anzahl der Probanden,
bei denen die Genexpression der jeweiligen Prolod heguliert war, % = relative Haufigkeit im Vergle zur
Gesamtzahl der Probanden.)

In der folgenden Abbildung ist der zeitliche Veflaler differentiellen Genexpression dargestellt.
Die grafische Darstellung erfolgte logarithmiscim eine Verdoppelung und eine Halbierung der

Genexpression proportional darstellen zu kdnnen.
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Abb. 4.4: Darstellung des zeitlichen Verlaufs der differeldin Genexpression. Aufgezeigt sind die

24

48 0,3 8 24

Zeit nach Bestrahlung [ h ]

48

durchschnittlichen Werte aller Probanden sowiejeeeilige Standardfehler. Die gepunkteten Linierdizhe von
0,5 und 2 markieren die Grenzen des sogenannteralensbereichs. Das Uberschreiten des Grenzwsttels
Hochregulation, das Unterschreiten als Heruntetegigm definiert. Bei ATF3, CDKN1A und GADD45A erkat

man bis 8 bzw. 24 h nach Bestrahlung einen Anstleg Expression. Die Ubrigen Gene bleiben nahezu

unverandert.
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In Abbildung 4.4 wurde die differentielle Genexmiesmsanderung im zeitlichen Verlauf, getrennt
fur Strahlendosen von 0,5 Gy und 2,0 Gy, dargéstgdi CDKN1A und GADD45A konnte ein

deutlicher Anstieg der Expression bis 8 Stundet igestrahlung mit anschliel3end relativ konstan-
tem Verlauf beobachtet werden. Bei ATF3 erreiclienWerte ihr Maximum erst nach 24 Stunden
und fielen danach wieder deutlich ab. Nur bei GABB4agen die Werte der mit 2 Gy bestrahlten
Proben Uber denen, die einer Dosis von 0,5 Gy aetgfewaren. Dartber hinaus konnte man er-
kennen, dass bei allen drei genannten Genen diehBehinittswerte nur teilweise oberhalb des
Grenzwertes von 2 fur eine Hochregulation der Gagen. Bei BAX, DDB2 und PCNA blieb die

differentielle Genexpression nahezu konstant betrai Wert von 1. Bei keinem Gen, weder bei
einer Strahlendosis von 0,5 Gy noch von 2 Gy, iaiExpression bereits nach 20 Minuten wesent-

lich verandert.

Die gleichen Beobachtungen waren aus Abbildungadfder folgenden Seite ableitbar, in der die
Dosis-Wirkungs-Beziehungen der verschiedenen Gargedtellt wurden. Nur bei GADD45A fand
sich bei den durchschnittlichen Werten eine gewi3ssisabhangigkeit, da hier die differentielle
Genexpression bei einer Erhéhung der Strahlendosi® Uber 0,5 bis 2 Gy kontinuierlich anstieg.
Bei ATF3 und CDKN1A lie3en sich zumindest die baislien von den unbestrahlten Proben unter-
scheiden, wenngleich eine Differenzierung nach Kiéhe der Strahlendosis nicht mdglich war.
BAX, DDB2 und PCNA liel3en keine Beurteilung dereBiienexposition zu.

GADD45A zeigte in dieser Versuchsreihe von allem&gedie hochsten Werte fur die differentielle
Genexpression. Dies lag vor allem daran, dass dieohim Kapitel 4.2.2 beschriebenen, konstan-
ten Verlauf der Hohe der normalisierten Genexpoesbei den Kontrollwerte eine deutlich gréf3ere
Differenz zu den Werten der bestrahlten ProberabdstDa dies bei ATF3 und CDKNZ1A nicht der
Fall war, fiel hier die differentielle Genexpressiaiedriger aus. Umgekehrt fihrten die gleicher-
malden fallenden Werte der normalisierten Genexjoresker Kontroll- wie der bestrahlten Grup-
pen bei BAX, DDB2 und PCNA dazu, dass diese GenddreBerechnung der differentiellen Gen-

expression nicht als herunterreguliert eingestuitden.
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Abb. 4.5: Darstellung der Veranderung der differentiellenn®egression gegen die Strahlendosis. Aufgezeigt
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sind die durchschnittlichen Werte aller Probandmmis der Standardfehler. Die gepunkteten Linieiléhe von
0,5 und 2 markieren die Grenzen des sogenanntdrauensbereichs. Liegen die Werte darliber, spnart von
Hochregulation, liegen sie darunter, von Heruntgrtation. Vor allem bei GADD45A lasst sich eine os
Wirkungs-Beziehung erkennen.
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4.2.4 Kolinearitat zwischen den Zielgenen

Bei der grafischen Auswertung der normalisiertemé&@ression fiel auf, dass sich die Kurvenver-
laufe bei einzelnen Genen trotz unterschiedlichg@ré&ssionsniveaus &hnelten. So stieg die norma-
lisierte Genexpression nach Bestrahlung bei ATH3KE1A und GADD45A zunachst gemeinsam
an. Dagegen fielen die Werte der anderen Gene ouhrweniger einheitlich stark ab. Dies legte
den Schluss nahe, dass sich die Expression einz8kme gegenseitig beeinflussen koénnten, zu-
mindest diese aber durch gleiche oder ahnlicheofaktreguliert werden. Mittels der Berechnung
des Korrelationskoeffizienten (R) konnte eine euelitvorhandene Kolinearitat zwischen jeweils
zwei Genen zu jedem der vier untersuchten Zeitmunkth Bestrahlung verifiziert werden. Hierzu
wurden die Werte fur die normalisierte Genexpresgemes Probanden von jedem Zielgen mit
denen der jeweils anderen Gene zum selben Zeitpuntkbei der gleichen Strahlendosis zueinan-
der in Bezug gesetzt. Somit ergaben sich fur jgslespaar 360 Einzelwerte: Fir jeden der vier
untersuchten Zeitpunkte wurden 90 Wertpaare, n&ndlie Werte der 30 nicht bestrahlten Kontrol-

len und je 30 Werte der mit 0,5 Gy und 2 Gy bediealProben, verglichen.

Die Werte der normalisierte Genexpression der &ereGene korrelierten sehr unterschiedlich
miteinander. Tatsachlich fanden sich zwischen ATIR8 CDKN1A zu allen Messzeitpunkten Kor-
relationswerte zwischen 91,3 % und 97,7 %. Auchdmeeren Genpaaren fanden sich teilweise
vergleichbar hohe Korrelationswerte, allerdingshhidurchgéngig zu allen Zeitpunkten. Die ge-
ringsten Wechselbeziehungen fanden sich 24 Stundelm der Bestrahlung mit einem R von unter
10 % zwischen PCNA auf der einen und ATF3, CDKNI# 'GADD45A auf der anderen Seite.
Insgesamt lagen die Korrelationskoeffizienten benéh mit vergleichbarem Expressionsverhalten
nach 24 Stunden zwischen 56,1 % und 91,8 %. DigaNd®i Genen mit unterschiedlichen Tenden-
zen korrelierten zum gleichen Zeitpunkt hingegetigéch zu 1,1% bis 51,3 % miteinander. Bei
den anderen Zeitpunkten fanden sich ahnliche, misat so deutlich ausgepragte Unterschiede. In
Tabelle 4.6 wurden alle Korrelationswerte, aufgésselt nach den unterschiedlichen Zeitpunkten,
in einer Korrelationsmatrix zusammengefasst unédnhang 8.5 diese Ergebnisse grafisch darge-

stellt.
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0,3h ATF3

ATF3

BAX
R =59,4%
p <0,0001

R = 59,4%
BAX p <0,0001

CDKN1A

R =68,8%
p <0,0001

R=37,8%
DDB2 0= 0,0002

GADDA45A

PCNA

8h ATF3

ATF3

R =49,6%
p <0,0001

BAX
R =65,8%
p <0,0001

R = 65,8%
BAX p <0,0001

CDKN1A
R =50,6%
DDB2 ¢
p <0,0001
R =58,9%
p <0,0001

GADDA45A

PCNA

24 h

ATF3

R=51,3%

BAX p <0,0001

CDKN1A

R=24,3%

DDB2 0= 0,021

GADDA45A

PCNA

48 h

ATF3

BAX
CDKN1A
DDB2
GADDA45A

PCNA

R=62,3%
p <0,0001

BAX

R=51,3%
p <0,0001

R =45,8%
p <0,0001

R=50,7%
p <0,0001

BAX

R =26,6%
p=0,011

R=27,1%
p=0,010

R=28,1%
p =0,007

CDKN1A DDB2

R=37,8%
p =0,0002
R=51,1%
p <0,0001
R=50,1%
p <0,0001

R =68,8%
p <0,0001

R=51,1%
p <0,0001

CDKN1A DDB2

R=50,6%
p <0,0001
R=46,2%
p <0,0001
R=50,2%
p <0,0001

R=62,3%
p <0,0001

R=46,2%
p <0,0001

CDKN1A DDB2
R=24,3%
p=0,021

R=25,2%
p=0,017

R =45,8%
p <0,0001

R=25,2%
p=0,017
R=29,4%
p = 0,005
R=3,9%
p=0,717

CDKN1A DDB2

R=10,6%
p=0,320

R=19,6%
p =0,064

R=15,7%
p=0,141

GADDA45A

R =49,6%
p <0,0001

R=50,1%
p <0,0001

R=57,9%
p <0,0001

GADDA45A

R =58,9%
p <0,0001

R
P

33,0%
0,002

R=50,5%
p <0,0001

GADDA45A

R=50,7%
p <0,0001

R=29,4%
p =0,005

R=1,1%
p=0,916

GADDA45A

R=28,1%
p =0,007

R=15,7%
p=0,141

R=57,9%
p <0,0001

R=50,2%
p <0,0001

R=50,5%
p <0,0001

R=27,6%
p =0,009

R=25,1%
p=0,017

Tabelle 4.6: Korrelationsmatrix der normalisierten Genexpressider sechs Zielgene,
aufgeschlusselt nach den Zeitpunkten 0,3 h, 8 hh 2¢hd 48 h nach Bestrahlung. R ist der
Korrelationskoeffizient, p ist die Uberschreitungdwscheinlichkeit. Alle Werte tber 90% sind

in Fettdruck hinterlegt.
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4.3 Einfluss der Bestrahlung auf die Hohe der Geng@xession

Bereits in Kapitel 4.1.3 konnte mittels Auswertwtgy grafischen Verlaufe eine Dosis-Wirkungs-
Beziehung fur einige der Zielgene vermutet werdenFolgenden wurde untersucht, wie grol3 der
tatsachliche Einfluss der Bestrahlung auf Hohe@enexpression ist. Hierfir wurde mittels eines
univariaten linearen Regressionsmodels die Bezgldgn normalisierten Genexpression jedes ein-
zelnen Zielgenes zur Strahlendosis untersucht wmdud der Variabilitatskoeffizienten {Rbe-
stimmt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 4.7 und mhang 8.6 dargestellt.

tp.r. [h] ATF3 BAX CDKN1A DDB2 GADD45A PCNA
0,3h 0,0% 0,2% 0,4% 2,0% 2,1% 3,6%
8h 2,1% 0,4% 2,5% 4,1% 15,9% 8,4%
24h 1,7% 0,9% 0,5% 0,0% 4,2% 0,1%
48h 0,0% 0,0% 0,9% 1,1% 3,3% 0,5%

Tabelle 4.7:Zusammenfassung der Ergebnisse der Berechnundatiedilitatskoeffizienten (B in %

fur die Dosis-Wirkungs-Beziehung mittels eines wamiaten linearen Regressionsmodells
aufgeschliisselt nach Zielgenen und Zeitpunkt nas$trBhlung. Der einzige Wert iiber 10%? vRn
GADDA45A nach 8 Stunden, ist in Fettdruck hinterlegt

Aus R lieRen sich Aussagen ableiten, in welchem Umfdaagydmessene Variabilitat der normali-
sierten Genexpression durch die Strahlendosisrerkrden konnte. Das groRté fand sich bei
GADD45A 8 Stunden nach Bestrahlung. Somit begrimmdas Ausmald der ionisierenden Bestrah-
lung in diesem Fall zu 15,9 % die HOohe der nornextien Genexpression. Die tbrigen Werte, auch
die der anderen Gene, lagen teilweise deutlichrderuAus dieser Erkenntnis stellte sich die Frage,
welche Faktoren neben der Strahlendosis einenusmfhuf die normalisierte Genexpression hatten

haben kdnnen.

Um zu untersuchen, ob eventuell die Verknipfungnereln Gene zu aussagekraftigere Ergebnissen
hatte fihren kénnen, wurden durch weitere Mitadsadieser Arbeitsgruppe multivariate Analysen
durchgefuhrt. Es fand hierbei der sogenannte ,M&&dgRare Improvement* -Algorithmus Anwen-
dung. Dieser kombinierte aus allen zur Verflgungtelien Variablen jeweils jene, die in einem
uni-, bi- oder trivariaten Modell die zugrundeliege Variabilitit am besten erklaren konnten.
Durch die gleichzeitige Betrachtung des ,Varianc#ation Factor” (VIF) wurde ein Mal3 der Ko-
linearitat der erklarenden Variablen des Modelfsitelt. Ein Wert von tber 10 ware ein Hinweis
darauf, dass sich die im Modell befindlichen Valgabquasi selbst erklart hatten und damit redun-
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dant waren. In Folge dessen ware, gemald dem Puadezisogenannten Sparsamkeit folgend, dem
Modell mit der geringeren Anzahl an Variablen derx(ig gegeben worden. Im Folgenden wurden
die Werte der normalisierten Genexpression einzéhame in einem multivariaten Regressionsmo-
dell kombiniert. Die Ergebnisse wurden in Tabell@ Zusammengefasst.

Bestes univariates Modell Bestes bivariates Modell Bestes trivariates Modell

Schatzwert  p-Wert VIE Schéatzwert  p-Wert VIFE Schéatzwert  p-Wert VIE
PCNA -0,02 0,0722 -0,03 0,0299 -0,04 0,0159

CDKN1A 0,2486

GADDA45A

R? 3,6%

Bestes univariates Modell Bestes bivariates Modell Bestes trivariates Modell
Schatzwert  p-Wert VIE Schéatzwert  p-Wert VIFE Schéatzwert  p-Wert VIE
GADDA45A 0,04 <0,0001 1,0 0,05 <0,0001 1,5 0,05 <0,0001 1,6
PCNA 0,04 0,0050 1,9

CDKN1A

Bestes univariates Modell Bestes bivariates Modell Bestes trivariates Modell
Schatzwert p-Wert VIF Schatzwert p-Wert VIF Schatzwert p-Wert VIF

GADDA45A 0,02 0,0536 1,0 0,04 0,0156 2,9
ATF3

DDB2

R? 4,2%

Bestes univariates Modell Bestes bivariates Modell Bestes trivariates Modell
Schatzwert p-Wert VIF Schatzwert  p-Wert VIF Schatzwert  p-Wert VIF
GADD45A 0,02 0,0892 0,08 <0,0001 0,08 <0,0001

CDKN1A 0,0415

DDB2

R? 3,3%

Tabelle 4.8: Zusammenfassung der Ergebnisse der ,Max R-Squapzolement -Analyse durch
Kombination einzelner Gene auf Grundlage multivaridinearer Regressionsmodelle. 24 h nach
Bestrahlung brachte das trivariate Modell im Veigiiezum bivariaten keine Erhéhung vof Bo dass
die Statistik-Software SAS diesen Wert nicht dditste(VIF = ,Variance inflation factor*)
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Zum Zeitpunkt 20 Minuten nach Bestrahlung konnted®s univariaten Modells, welches mit
PCNA bei 3,6 % lag, durch die Kombination mit BAXf&,5 % gesteigert werden. Erweiterte man
die Analyse zu einem trivariaten Modell unter Hinabme von CDKN1A, liel3 sich die Variabilitat
der Expression dieser drei Gene zu 7,0 % durclstt@hlendosis erklaren. Der VIF betrug hierbei
maximal 4,0 und lag somit unter dem zu bertcksyemiden Grenzwert von 10. Insgesamt fanden
sich die héchsten Werte fir B Stunden nach Bestrahlung: W&rfBr GADD45A im univariaten
Modell noch bei 15,9 %, so erhdhte er sich mittlds Verknipfung mit BAX auf 20,4 % und mit
PCNA auf 27,4 %. Nach 24 Stunden erhohte sitimiR GADD45A alleine von 4,2 % auf 7,0 %
bei der Kombination von GADD45A mit CDKN1A. Einegeiterung um ATF3 erbrachte keine
zusatzliche Erhohung des Variabilitatskoeffizientem dass zu diesem Zeitpunkt das bivariate Re-
gressionsmodell die bestmdéglichste Erklarung denalditat erzielte. Die grol3te Steigerung von
R? fand sich nach 48 Stunden, wo sich der Wert sith3;3 % auf 17,8 % erhéhte, indem man die
normalisierten Genexpressionen von GADD45A und AkBfhbinierte. Im trivariaten Modell mit
CDKN1A stieg der Wert nochmals auf 21,7 % an, wadieh hier mit einem VIF von 9,23 fir
ATF3 eine gewisse Redundanz abzeichnete. Diesgedf@esich auch in der hohen Kolinearitat der
drei Gene, wie in Kapitel 4.2.4 beschrieben, wieder diesem Zeitpunkt lag die Korrelation zwi-
schen ATF3 und CDKN1A, der Tabelle 4.6 zu entnehnben 91,3 % und zwischen ATF3 und
GADDA45A bei 89,7 %.

Insgesamt liel3 sich feststellen, dass sich durelKdmbination mit anderen Genen die Werte fur
R? auch von GADD45A in multivariaten Modellen steigdieR, obwohl die anderen Gene fiir sich
genommen in den univariaten Modellen, wie in Tab4ll7 ersichtlich, in einem deutlich geringeren
Maf3e den Einfluss der Strahlendosis auf die Vdiabder normalisierten Genexpression hatten
erklaren kénnen. Trotzdem blieben auch die Ergskenier multivariaten Regressionsmodelle hin-
ter den Erwartungen zurick. Im folgenden Kapitelmden aus diesem Grund nach weiteren Ein-
flussfaktoren auf die Genexpression gesucht, denterell in der Lage waren, die vorliegende
Variabilitdt der Genexpression nach einer Bestradnkerklaren zu konnen.



4 Ergebnisse -82 -

4.4 Bedeutung nicht-strahlenbedingter Variablen

Im vorhergehenden Kapitel konnte gezeigt werdess dach die Variabilitat der normalisierten
Genexpression mittels eines univariaten linearegré&sionsmodells nur zu maximal 15,9 % durch
die Strahlendosis erklaren lief3. Im Folgenden wumniteHilfe uni- und multivariater Regressions-
modelle untersucht, in wie weit andere FaktorerdadsStrahlendosis eine Erklarung flr die Varia-
bilitat der normalisierten Genexpression geben kemnDie HOhe der normalisierten Genexpres-
sion wurde hierbei als abhangige, die tbrigen ibella 4.9 aufgelisteten Parameter als unab-

hangige Variablen definiert.

Unabhéngige Variablen Abhangige Variablen

Zeitintervall nach Bestrahlung Norm. Genexpression von ATF3
Alter Norm. Genexpression von BAX
Geschlecht Norm. Genexpression von CDKN1A
Anzahl der Leukozyten* Norm. Genexpression von DBB2
Absolute Anzahl der neutro. Granulozyten* Norm. Genexpression von GADD45A
Absolute Anzahl der eosino. Granulozyten* Norm. Genexpression von PCNA

Absolute Anzahl der baso. Granulozyten*
Absolute Anzahl der Lymphozyten*
Absolute Anzahl der Monozyten*

Relative Anzahl der neutro. Granulozyten*
Relative Anzahl der eosino. Granulozyten*
Relative Anzahl der baso. Granulozyten*
Relative Anzahl der Lymphozyten*

Relative Anzahl der Monozyten*

Tabelle 4.9: Auflistung der Variablen fur lineare Regressiondeilte: links die unabhangigen und
rechts die abhangigen Variablen. * im peripherefibliat nach Blutentnahme. (neutro. = neutrophil,
eosino. = eosinophil, baso. = basophil, norm. =madisiert.)

4.4.1 Auswirkungen der Inkubationszeit und des In-itro-Modells

Wie in Kapitel 4.2.2 beschrieben, veranderte sighrbrmalisierte Genexpression im zeitlichen
Verlauf, teilweise auch bei den unbestrahlten Kaltgroben. Dies legte den Schluss nahe, dass die
Inkubationszeit aufgrund der sich im zeitlichen Maf verdndernden zellularen Aktivitaten im In-

vitro-Modell einen nicht zu vernachlassigenden ksg auf die Expression von einigen Genen hat-
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te haben konnen. Als Ausgangspunkt zur Berechnesgvariabilitdtskoeffizienten wurde ein uni-
variates lineares Regressionsmodell angenommengiwobdiesem Fall die Inkubationszeit als
unabhangige Variable verwendet wurde. Die Ergebnigsrden in folgender Tabelle zusammenge-

fasst.

D [Gy] ATF3 BAX CDKN1A DDB2 GADD45A PCNA
0 7,3% 28,7% 0,2% 20,2% 0,4% 54,9%
0,5 10,7% 26,8% 0,3% 16,0% 0,2% 53,1%
2 6,8% 23,6% 0,1% 10,6% 0,2% 50,3%

Tabelle 4.10: Zusammenfassung der Ergebnisse der Berechnungatiabilitatskoeffizienten (B in
% mittels eines univariaten linearen Regressiongfi®dnit der Inkubationszeit als unabhéngige
Variable, aufgeschlisselt nach Zielgenen und Dédis.Werte tber 10% sind in Fettdruck hinterlegt.

Das hochste Rfand sich bei PCNA mit Werten zwischen 50,3 % &ad %. Damit lieR sich die
Variabilitdt der Hohe der normalisierten Genexpmsdei diesem Gen zu tber 50 % durch die
Inkubationszeit erklaren. Auch bei BAX und DDB2 gtei sich ein deutlicher sowie bei ATF3 ein
maliger Einfluss des zeitlichen Verlaufs auf défgpressionsverhalten. Dies deckte sich mit den
Ergebnissen der Beobachtungen aus Kapitel 4.2i2ddren Veranderungen der normalisierten
Genexpression auch bei den unbestrahlten Kontralléhrend der Lagerungsdauer beobachtet
wurde. Eine grafische Darstellung der ErgebnisseTalbelle 4.10 findet sich in Anhang 8.7. Somit
kann eine Beeinflussung der Expression durch digwWerungsbedingungen im Sinne einer Damp-
fung fur zumindest bei drei der genannten Gene iodifizierten In-vitro-Modell angenommen

werden.

4.4.2 Einfluss der demographischen Parameter und dalifferentiellen Blutbildes

Neben der Inkubationszeit kamen in diesem Versuolsithnoch weitere Faktoren in Betracht, die
einen Einfluss auf die Hohe der normalisierten Gpression héatten austiben konnen. Im Einzelnen
wurden das Alter und das Geschlecht der Probarulgie y¥erschiedene Parameter aus der Analyse
des differentiellen Blutbildes bertcksichtigt. Deesaren die Gesamtzahl der Leukozyten sowie die
absolute und relative Anzahl der neutrophilen, mashilen und basophilen Granulozyten, wie auch
der Lymphozyten und der Monozyten. Zunachst wurdeder ein univariates lineares Regres-
sionsmodell als Ausgangspunkt zur Berechnung degaMbtatskoeffizienten angenommen. Die

Ergebnisse dieser Berechnungen sind in Tabelleaufdefihrt.
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Variable ATF3 BAX CDKN1A GADD45A

12,0% 17,2% 13,2% 0,6%
8 5,1% 7,2% 4,2% 0,1% 0,7% 0,4%
24 10,3% 13,9% 5,6% 1,4% 2,9% 0,0%
7,3% 9,3% 1,0% 2,3%

Geschlecht

# Leukos

# Neutros

2,6% 9,4%
8 6,6% 2,6% 5,4% 3,6% 12,2% 6,2%
24 7,3% 0,3% 8,2% 1,0% 6,7% 2,0%

13,0% 11,7%

% Neutros

# Basos

% Basos

# Lymphos

7,8% 13,8% 11,6%
8 9,9% 5,6% 7,8% 7,7% 14,3% 8,8%
24 11,0% 0,4% 12,0% 0,0% 10,6% 0,8%
7,7% 13,5% 5,7%

% Lymphos

15,6% 13,4% 14,9%

6,4% 3,2% 2,9%

% Mon 8 14,7% 13,1% 11,5% 11,4% 2,7% 2.8%
0 MOnos 24 16,4% 27,4% 17,3% 18,5% 18,2% 9,6%
48 14,3% 13,1% 15,7% 11,8% 19,0% 0,1%

Tabelle 4.11: Auflistung der Variabilitatskoeffizienten @Rder sechs Zielgene in %aufgeschliisse
nach dem jeweiligen Zeitpunkt cla Bestrahlung (t) und nach den demographischererDan
Blutbildparametern. Alle Werte Uber 10% sind in tBrick hinterlegt. # = absolute Anzahl, %
relative Anzahl, Leukos = Leukozyten, Neutros = MNephile GranulozytenEos = Eosinophi
Granulozyten, Basos = Basophile Granulozyten, Lyosph Lymphozyten, Monos = Monozyten.)
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Der hochste Wert fiir Rand sich firr die relative Anzahl der Monozytes ahabhangige Variable
24 Stunden nach Bestrahlung bei BAX. Der Anteil Bemozyten am differentiellen Blutbild aus
Vollblut, welches zum gleichen Zeitpunkt wie dieuBiroben fur die Genexpressionsanalyse abge-
nommen wurde, konnte demnach die Hohe der Variabitier Expression dieses Gens zum ge-
nannten Zeitpunkt zu 27,4 % erklaren. Ein &hnliohdr Wert mit 20,8 % zeigte sich ebenfalls bei
BAX fir die absolute Anzahl der Monozyten 20 Minuteach Bestrahlung. Das Alter der Proban-
den hat, den Ergebnissen der Tabelle 4.11 zufalgajndest bei ATF3, BAX und CDKN1A eben-
falls einen gewissen Einfluss auf die Hohe der rabisierten Genexpression. Weiterhin ergaben
sich teilweise hohere Werte fiiy Rowohl bei der absoluten wie auch der relativerzahh der
Lymphozyten. Bei den tbrigen Blutbildparameterndfam sich fast durchgangig niedrige Werte, so
dass diese vermutlich nur einen geringen Einflusslee Genexpression hatten. In Anhang 8.8 sind

die einzelnen Variablen grafisch gegeneinanderedtdgen.

Im Weiteren wurde untersucht, ob die nicht-strabdstingten Faktoren die Hohe der normalisierten
Genexpression, unabhangig von der Kultivierungszeitl somit von Effekten der In-vitro-
Situation, beeinflusst haben kdnnten. Hierzu wutde Variablitatskoeffizient ausschliel3lich von
den unbestrahlten Kontrollproben zum ersten Megazekt berechnet. Die abhangige Variable in
diesem univariaten Modell war weiterhin die normsigiite Genexpression. Die unabhangigen Va-
riablen wurden auf das Probandenalter sowie jevdedsbsolute und relative Anzahl der Lympho-
zyten und Monozyten beschrankt. Diese Einflusstaktdatten in der Gesamtauswertung tber alle
Dosisbereiche zum Zeitpunkt 20 Minuten nach Besirahin Tabelle 4.11 die héchsten Werte fir
R? gezeigt. Die Ergebnisse dieser Berechnungen siffébelle 4.12 zusammengefasst und in An-

hang 8.9 grafisch dargestellt.

Variable ATF3 BAX CDKN1A DDB2 GADD45A PCNA
Alter 11,0% 0,0% 10,3% 0,0% 1,0% 0,3%
# Lymphos 12,7% 1,1% 13,6% 3,4% 0,2% 0,0%
% Lymphos 7,6% 4,4% 13,2% 12,0% 3,0% 6,6%
# Monos 8,2% 16,9% 11,2% 11,1% 3,9% 10,6%
% Monos 15,8% 10,4% 13,5% 3,3% 0,0% 0,5%

Tabelle 4.12: Einfluss verschiedener unabhangiger Variablen aigf Hohe der normalisiert
Genexpression der unbestrahlten Kontrollproben féhge20 Minuten nach Blutenthnahme. Darge:
sind die Variablitatskoeffizienten ¢Rder sechs Zielgene aufgeschliisselt nRebbandenalter u
Blutbildparametern. Alle Werte tUber 10% sind in tBrick hinterlegt. (# = absolute Anzahl, 9
relative Anzahl, Lymphos = Lymphozyten, Monos = Mawten.)
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Es zeigte sich in dieser Auswertung, dass sicintéeindividuellen Schwankungen in der Hohe der
normalisierten Genexpression der unbestrahlterpBiben teilweise durch das Probandenalter, vor
allem aber durch die absolute Anzahl der Monozyileth Lymphozyten sowie deren relative Hau-
figkeit, begrinden lieRen. Das Alter konnte bei 8Tihd CDKN1A die Variabilitat zu 11,0 % be-
ziehungsweise zu 10,3 % erklaren. Bei der absolaterahl der Lymphozyten ergaben sich bei
diesen Genen mit 12,7 % und 13,6 % die hochsfew&te. Die relative Anzahl der Lymphozyten
zeigte mit 13,2 % bei CDKN1A und mit 12,0 % bei DDBen grofRten Einfluss. Am deutlichsten
war die absolute Anzahl der Monozyten im Blutbildder Lage, die interindividuellen Schwan-
kungen der normalisierten Genexpression in den sirdddten Blutproben zu erklaren. Bis auf
GADDA45A lagen hier die Werte fiir’Rewischen 8,2 % und 16,9 %. Die relative Haufigldzt
Monozyten erklarte die Variabilitat von ATF3, BAXad CDKN1A zu 15,8 %, 10,4 % beziehungs-
weise 13,5 %. Zusammengefasst liel3 sich festsialess die genannten Parameter einen Einfluss
vor allem auf die Hohe der normalisierten Genexgoesvon ATF3 und CDKN1A in den unbe-
strahlten Blutproben haben. GADDA45A blieb hingegen ihnen unbeeinflusst. Somit scheinen,
zumindest bei einigen Genen, nicht-strahlenbedifgicoren die Genexpression bereits mit dem

Zeitpunkt der Blutentnahme beeinflusst zu haben.

Um zu untersuchen, ob sich eventuell durch die Koatton mehrerer Einflussfaktoren die Varia-
bilitat in der Hohe der normalisierten Genexprassiach Bestrahlung noch besser erklaren lassen
kénnte, wurden multivariate Analysen nach dem ,NRxSquare Improvement* Verfahren, wie in
Kapitel 4.3, durchgefiihrt. Im Folgenden wurde diealyse wegen ihrer gegensatzlichen Beobach-
tungsverlaufe auf GADD45A und PCNA beschrankt. GAIBB zeigte in der vorliegenden Arbeit
das grol3te Potential fur eine biodosimetrische Armduag, da zum einen sich bei diesem Gen die
Hohe der normalisierten Genexpression durch diehf&ndosis mittels des univariaten linearen
Regressionsmodells von allen sechs untersuchteerGam besten erklaren lie3. Zum anderen
zeigten bei GADD45A die durch das In-vitro-Verfamrererursachten zellularen Aktivitats-
anderungen, wie im vorherigen Abschnitt gezeigh deringsten Einfluss. Im Gegensatz hierzu
erklarte bei PCNA die Inkubationszeit die Variatilider normalisierten Genexpression zu Uber
50 %. Darlber hinaus lagen die Werte der diffeedlieti Genexpression durchschnittlich bei unge-
fahr 1, was auf eine geringe strahlenbedingte Blessbarkeit zumindest in diesem Modell hin-
weist. Die Ergebnisse beider Regressionsanalyaderiisich in den Tabellen 4.13 und 4.14 auf den

folgenden Seiten.
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Bestes univariates Modell Bestes bivariates Modell Bestes trivariates Modell
Schatzwert p-Wert VIF  Schatzwert p-Wert VIF Schatzwert p-Wert VIF
# Monos 4,36 0,0395 5,23 0,0161

Geschlecht 1,25 0,0149 1,3

% Lymphos

14,5%

Bestes univariates Modell Bestes bivariates Modell Bestes trivariates Modell
Schatzwert p-Wert VIF  Schatzwert p-Wert VIF Schatzwert p-Wert
% Lymphos -0,32 0,0008

% Monos ,95 0,0172 1,1 91 0,0232 1,1

% Basos

Bestes univariates Modell Bestes bivariates Modell Bestes trivariates Modell
Schatzwert p-Wert VIF  Schatzwert p-Wert VIF Schatzwert p-Wert VIF
% Monos 2,07 0,0001 1,0 2,54 <0,0001 1,1 2,42 <0,0001 1,1

Alter -0,32 0,0322 1,0

% Basos

R? 18,2% 32,3% 36,5%

Bestes univariates Modell Bestes bivariates Modell Bestes trivariates Modell
Schatzwert -Wert VIF Schatzwert -Wert  VIF  Schatzwert -Wert VIF
% Monos 2,30 <0,0001 1,0 2,66 <0,0001 1,1 2,53 <0,0001 1,1

Alter -0,34 0,0439 1,0

% Basos

RZ

Tabelle 4.13: Zusammenfassung der Ergebnisse der ,Max R-Squaprolvement® -Analyse bei
GADDA45A durch Kombination einzelner unabhéngigerigialen auf Grundlage multivariater linearer
Regressionsmodelle. (VIF = ,Variance inflation fa€t # = absolute Anzahl, % = relative Anzahl,
Neutros = Neutrophile Granulozyten, Basos = Badepheranulozyten, Eos = Eosinophile
Granulozyten, Lymphos = Lymphozyten, Monos = Morieny)

- 87 -



4 Ergebnisse - 88 -

Bestes univariates Modell Bestes bivariates Modell Bestes trivariates Modell
Schatzwert p-Wert VIF  Schatzwert p-Wert VIF  Schatzwert p-Wert VIF
# Monos 28,46 0,0010 -151,48 0,.0118 58,6 -190,82 0,0015 62,2

# Basos 150,96 0,0058 2,0

# Leukos
RZ
Bestes univariates Modell Bestes bivariates Modell Bestes trivariates Modell
Schéatzwert p-Wert VIF  Schéatzwert p-Wert VIF  Schatzwert p-Wert VIFE

# Monos 28,1 <0,0001 25,95 0,0002 23,73 0,0012

# Basos 37,25 0,3111 1,2

% Monos

R? : 22,4%

Bestes univariates Modell Bestes bivariates Modell Bestes trivariates Modell
Schatzwert p-Wert VIF  Schatzwert p-Wert VIF Schatzwert p-Wert VIF
% Monos 0,87 0,0069 1,0 0,98 0,0020 1,0
Geschlecht 0,0767 1,0

# Basos -94,82 0,0017 1,17

Bestes univariates Modell Bestes bivariates Modell Bestes trivariates Modell
Schatzwert p-Wert VIF Schatzwert p-Wert VIF  Schatzwert p-Wert VIF
% Neutros -0,16 0,0101 1,0

Geschlecht 2,92 0,0077 1,0 3,47 0,0022 11

# Monos

Tabelle 4.14: Zusammenfassung der Ergebnisse der ,Max R-Squapmrolement* -Analyse bei
PCNA durch Kombination einzelner unabhéngiger Mada auf Grundlage multivariater linearer
Regressionsmodelle. (VIF = ,Variance inflation fa€t # = absolute Anzahl, % = relative Anzahl,
Leukos = Leukozyten, Neutros = Neutrophile Granylem, Basos = Basophile Granulozyten, Eos =
Eosinophile Granulozyten, Lymphos = Lymphozyten,nde = Monozyten.)

Bei GADDA45A liel3 sich, wie in Tabelle 4.13 auf ®e87 dargestellt, 20 Minuten nach Bestrahlung
die Variabilitat der Genexpression mit einefmv@n 5,7 % durch die absolute Anzahl der Monozy-
ten erklaren. Durch eine Verknupfung mit der rekti Anzahl der eosinophilen Granulozyten
konnte B auf 9,1 % erhoht werden. Kombinierte man hingetgjerrelative Anzahl der eosinophi-

len Granulozyten mit zwei anderen Variablen, namiiut dem Geschlecht und der absoluten An-
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zahl an basophilen Granulozyten in einem trivardtaell, erreichte Rden héchsten Wert mit
14,5 %. Ein vergleichbares Bild zeigten die Ergebainach 8 Stunden, bei denen im bi- und triva-
riaten Modell ebenfalls andere Variablen verwendetden, wie im univariaten. Der hdchste Wert
des Variabilitatskoeffizienten fand sich mit 19,7d4rch die Kombination der relativen Anzahl der
Lymphozyten und Monozyten mit dem Probandenalters Dnivariate Modell, mit der relativen
Anzahl der Lymphozyten als unabhéngige Variablgalerein B von 14, 3%. Nur zu diesem Zeit-
punkt war die Hohe der Strahlendosis, wie in Tabéllr auf Seite 79 dargestellt, mit einem Wert
von 15,9 % in der Lage, bei GADD45A die Variabilitier normalisierten Genexpression besser zu
erklaren. Sowohl nach 24 als auch nach 48 Stundenmvunivariaten Modell, wie bereits aus Ta-
belle 4.11 auf Seite 84 zu erkennen, die relatimeahl der Monozyten die ausschlaggebende Va-
riable. Durch das Hinzufligen der relativen Anzad ieutrophilen Granulozyten stiegen die Werte
auf 32,3 % und 26,2 %. Mit der Kombination des Atevurden mit 36,5 % nach 24 Stunden und
30,3 % nach 48 Stunden die hdchsten Koeffizienezadhnet.

Bei PCNA zeigte sich in Tabelle 4.14 ein &hnlicBdd, wenngleich die entsprechenden Variabili-
tatskoeffizienten im multivariaten Regressionsmbdaelimeist etwas niedriger waren. Nur
20 Minuten nach der Bestrahlung ergaben sich hohenge fiir B als bei GADD45A. Im trivaria-
ten Model erzielte der Variabilitatskoeffizient emWert von 35,8 %, allerdings lag hier, wie auch
beim bivariaten Modell der VIF mit 62,2 beziehungsse 58,6 deutlich tber dem Richtwert fir 10,
so dass hier von einer Kolinearitat zwischen denaéen auszugehen war. 8 Stunden nach Be-
strahlung wurden in allen drei Regressionsmodadiengleichen Variablen wie zuvor verwendet:
die absolute Anzahl der Monozyten, die relative @rzder neutrophilen und die relative Anzahl
der basophilen Granulozyten. Auch im bivariaten Blbéand sich ein erhdhter VIF, so dass der
hier errechnete Wert von 22,4 % nur Uber eine lggediussagekraft verfligte. Bei allen Gbrigen
Werten fur den Variabilitatskoeffizienten lag del\bei beiden Zeitpunkten, 24 und 48 Stunden
nach Bestrahlung, weit unter 10. Insgesamt warken\Vilerte fir B bei PCNA deutlich tiber den
Ergebnissen, die durch die Verwendung der HoheStimhlendosis als unabhangige Variable er-
rechnet wurden. Bei ihnen war das maximatevie in Tabelle 4.7 zu sehen, 8 Stunden nach Be-
strahlung bei 8,4 %.

Insgesamt ist eine Beeinflussung der normalisie@enexpression aller sechs im Rahmen dieser
Arbeit untersuchten Gene im verwendeten In-vitrodiglb anzunehmen. Entsprechende Hinweise
auf Grundlage eines univariaten Modells sind inéll@x4.11 auf Seite 84 bereits dargestellt und in

entsprechenden Abschnitten ausfihrlich beschrialmeden.
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5 Diskussion

5.1 Zielsetzunqg der Arbeit

Bei der Verwendung von In-vitro-Modellen sind eimilgritische Punkte zu beachten. Ein entschei-
dender Faktor ist, dass die Zellen auRerhalb ima¢igrlichen Umfeldes moglicherweise abweichen-
de und untypische Reaktionen zeigen konnen. Dabebn nicht unwesentlicher Bedeutung, dass
das periphere Blut lediglich ein Kompartiment dalistund die globalen Einflussfaktoren des Or-
ganismus bei In-vitro-Versuchen géanzlich unberiatkgyt bleiben. Da die Moéglichkeiten fur In-

vivo-Studien an strahlenexponierten Personen dvadeenzt sind, missen die genannten Ein-
schrankung bei der Interpretation von Ergebnissenla-vitro-Modellen in Kauf genommen wer-

den. Gleichwohl gilt es, eine weitere LimitierungrdAussagekraft durch die Verwendung eines

maoglichst physiologischen In-vitro-Modells zu verioen.

Zur Simulation der In-vivo-Situation fir eine Gepegssionsanalyse nach einer Exposition mit
ionisierenden Strahlen wurden von verschiedeneneifstruppen unterschiedliche In-vitro-
Modelle entwickelt. Bei den derzeit etablierten fdaren wird Vollblut verwendet, welches bis zu
48 Stunden nach Bestrahlung und langer in einenis@mank bei 37° C kultiviert wird. Die
Lagerungszeit ist limitiert, da die Erythrozyternsgiel Glucose verstoffwechseln und in der Folge
der pH-Wert des Systems sinkt. Zur Stabilisierungdvdeshalb ein Kultivierungsmedium mit
einem speziellen Puffersystem verwendet, welchsgrunglich in den 1960er Jahren im Roswell
Park Memorial Institute (RPMI) in Buffalo, New Yarkntwickelt und nach dieser Einrichtung be-
nannt wurde. Mittels einer C&Begasung Uber eine Membran im Kulturbehélter kdumch Gas-
austausch mittels des erwahnten Puffersystems ldae@rt Uber einen langeren Zeitraum stabil
gehalten werden. Allerdings wird das korpereigneu®edurch die Zugabe des kinstlichen Me-
diums so verdunnt, das der Zusatz von nicht-mem$erth Serum notwendig wird. Das hierfur
verwendete Hitze-inaktivierte, fetale Kalberserumhélt neben Antibiotika eine von der jeweiligen
Charge abhéangige, unterschiedlich grol3e und wegfigidrte Menge verschiedenster Wachstums-
faktoren und Zytokine. Ein Einfluss dieser Faktoaeri die Genexpression steht zwar aul3er Frage,

wurde aber bislang noch nicht hinreichend unternsuch

Um die genannten artifiziellen Einschrdnkungen \@den zu konnen, wurde im Institut far

Radiobiologie der Bundeswehr in Minchen ein Syseetvickelt, bei dem ein etabliertes Modell
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in den entscheidenden Faktoren modifiziert wirderHir wird vendses Vollblut in kommerziell
erhaltliche CPT-Vacutainer abgenommen. Durch Zemgation werden die mal3geblich fir die
Instabilitét des Systems verantwortlichen Erythtemyunterhalb eines Separationsgels konzentriert.
Gleichzeitig verbleiben die mononuklearen Zellererblalb davon in ihrem eigenen Plasma und
konnen frei von weiteren kunstlichen Zuséatzen gatagerden. Auf diese Weise ist es moglich mit
geringstem praparativen Aufwand In-vitro-Untersualpen von Genexpressionsanderungen nach
Bestrahlung unter weitestgehender Belassung sémitlikorpereigener Stoffe und ohne Zugabe
korperfremder Substanzen durchzufihren. In voraamggenen Untersuchungen am Institut fur
Radiobiologie der Bundeswehr, die nicht Bestandtiter Arbeit sind, wurden in diesem System
Anderungen des pH-Wertes, der Vitalitat der Zellexd der Glucosemenge unter anderem gegen
die Inkubationszeit gemessen. Diese Parameter zdglegend blieb das System bei Raumtempe-
ratur Uber 48 Stunden weitgehend stabil. In Talellesind die wichtigsten Merkmale der etablier-

ten Modelle und des eigenen gegentbergestellt.

Kriterium Vollblut in RPMI PMNC in CPT
bei 37 T bei Raumtemp.

Interzellulére Interaktion ++ +
Aufbewahrung im physiologischen

f - FF
Medium
Lagerung bei physiologischen "
Umweltbedingungen
Geringe artifizielle Beeintrachtigung
durch kurzes Aufbereitungs- ++ +

verfahren

Tabelle 51: Auflistung der Vor- und Nachteile der etabliertervitro-Modelle (links) und des eigenen
(rechts. Der entscheidende Nachteil der etablierten Meddhier fett gedruckt), namlich die
Aufbewahrung in einem unphysiologischem Mediumféittbei demmodifizierten Modell. (++ = erfillt
das Kriterium sehr gut, + = erfillt das Kriteriumtg- = erfillt das Kriterium nicht.)

Die Uberprifung des Potentials des neuen In-vitad#ls erfolgte durch zwei parallel durchge-
fuhrte Versuchsansatze mittels einer gnostischeneimer agnostischen Fragestellung. Der gnosti-
sche Ansatz, der im Rahmen dieser Arbeit verfolgtds, setzte die Annahme voraus, dass die
sechs untersuchten Zielgene, ATF3, BAX, DDB2, CDRINGADD45A und PCNA, tatséchlich
geeignete Kandidaten fur biodosimetrische Markastdden. Begriindet wurde diese Annahme
durch zahlreiche, in spateren Kapiteln zitierte dfiemtlichungen, in denen die Regulation der
strahleninduzierten Expressionsanderung diesersséeime Uber den p53-Signaltransduktionsweg
hinreichend aufgezeigt wurde. Die fur die genanreme in etablierten In-vitro-Modellen nach-

gewiesene Dosis-Wirkungsbeziehung sollte im moifien Verfahren bestatigt werden. Daruber
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hinaus wurde als weitere Fragestellung der Einftiesszellularen Subpopulationen auf die gemes-
sene Genexpressionsanderung analytisch mit Hilfitivacdater linearer Regressionsmodellanaly-
sen untersucht. Als Grundlage hierfur dienten Déifeialblutbilder der Probanden aus einer gleich-

zeitig erfolgten, separaten Blutentnahme.

Der agnostische Ansatz, der zeitgleich durch weitMitarbeiter des Instituts verfolgt wurde und
nicht Teil dieser Arbeit ist, ging von der Annahraes, dass es moglichweise andere und besser
geeignete Kandidaten fur Markergene geben konnteabschlieRenden Ergebnisse dieser Frage-
stellung, unter Verwendung eines ,Whole Genome dtaray“ neue Kandidatengene zu identifi-

zieren, stehen derzeit noch aus.

5.2 Besonderheiten der Methodik

Die verwendeten Reagenzien und Verbrauchsmatesédenmten alle von kommerziellen Herstel-
lern. Es kamen ausschlie3lich industriell hergéstegebrauchsfertige PPD zum Einsatz, deren
Bindungsspezifitdt vom Hersteller Applied Biosystempplera garantiert wurden. Samtliche
Labortéatigkeiten erfolgten nach ausfihrlicher Brediung und unter strenger Einhaltung von Stan-
dardarbeitsanweisungen. Diese waren GrundlageiéiZertifizierung des Qualitdtsmanagement-
Systems des Institut fir Radiobiologie der Bundéswe Miinchen durch den TUV Sud gemaR
DIN EN ISO 9001:2000 im Jahr 2008. Ebenfalls Bedtaih entsprechender Arbeitsanweisungen
waren durchgangige Qualitatskontrollen bei der RN@lierung und der cDNA-Synthese sowie die
Validierung der Standardkurven aller durchgefuh®rQ-PCR. Durch strikte Einhaltung der vor-
gegebenen Hygiene-Vorschriften konnten Kontamimatmomit Fremd-DNA bei samtlichen Ver-

suchsdurchlaufen verhindert werden.

Fur die Doppelbestimmung des-Wertes jeder einzelnen cDNA-Probe wurde ein decbiéa An-
satz verwendet, um stets ein ausreichendes Volutnaiz, moglicher Benetzungsverluste beim
Pipettieren, zu garantieren. Es wurden Unterschideder differentiellen Genexpression von bis
zu 0,5 G-Werten toleriert. Bei 15 der 1440 durchgefihrteestBnmungen musste die RT Q-PCR
aufgrund grol3erer Abweichungen wiederholt werderdiésen Fallen wurde die Messung fur alle
Dosisbereiche und Messzeitpunkte des betroffeneres$sdes jeweiligen Probanden zuzlglich der
18S-Bestimmung wiederholt. In Folge dieser MalRnabeteug die durchschnittliche Abweichung

der Doppelbestimmung 0,09-@/erte.
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Mittels gleichzeitig untersuchter StandardkurveRisich die Effizienz der jeweiligen RT Q-PCR
errechnen, die durchschnittlich 97,46 % betrugethalb des durch die verwendeten Standardrei-
hen umschlossenen, etwa sechslogarithmische Stufdassenden, lineardynamischen Bereichs
korrelierten die gemesseneg\@erte mit den bekannten cDNA-Konzentrationen dan&ardpro-
ben im Mittel zu 99,97 %. Diese Zahlen sind Indikeh fir die hohe Zuverlassigkeit des Verfah-
rens und dokumentieren die Prazision wahrend Aleeitsschritte.

5.3 Vergleich der eigenen Ergebnisse mit denen detablierten Modelle

Fir die Gene ATF3, CDKN1A und GADD45A konnte im erstuchten In-vitro-Modell ein Anstieg
der Transkription nach Bestrahlung bis auf das fashe der Kontrollwerte gezeigt werden.
Gleichzeitig wurde nahezu keine Anderungen der @anession tber Kontrollniveau fir BAX,
DDB2 oder PCNA gemessen. Dies stellt eine erheblsbweichung im Vergleich zu Ergebnissen
von Studien dar, bei denen entweder Vollblut- ddeanphozytenkulturen aus etablierten In-vitro-
Modellen verwendet wurden. In diesen Veroffentlioshen wurden Anderungen der Genexpression
um das bis zu 10-fache im Vergleich zu den unbleltra Kontrollen beschrieben. Eine Gegen-
Uberstellung der eigenen Ergebnisse mit denen tudie8, die ebenfalls die Genexpression in
Blutzellen gesunder Probanden untersuchten, eriolgtbbildung 5.1 und in den anschlieRenden
Kapiteln. Die Ursachen fur die deutliche Abweichutey Ergebnisse der eigenen Arbeit werden in
den weiteren Kapiteln ausfihrlich diskutiert. Inb&de 5.2 sind die Charakteristiken verschiedener
Arbeiten, die die strahlenbedingten Genexpressiates@éingen auch an anderen Zelltypen unter-
suchten, wiedergegeben. Hierdurch lassen sich ohiglUrsachen unterschiedlicher Ergebnisse

ableiten.
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Abb. 5.1: Dosis-Wirkungs-Beziehung der 6 untersuchten Gem&/érgleich der eigenen Ergebnisse mit denen
anderer Studien. Die untere horizontale Linie athéldes Wertes 1 auf der y-Achse markiert eine némekerte
Genexpression nach Bestrahlung. Die Hochregulainas Genes wurde fir eine differentielle Expressiber
einem Wert von 2 festgelegt und durch die oberézbotale Linie markiert. Die jeweilige Studie ist der
Legende aufgefihrt, wobei die Ergebnisse der eigémbeit in roter Farbe dargestellt sind. Es wurdean solche
Veroffentlichungen fir einen Vergleich herangezqogbai denen die Genexpressionsanderung an Blutzelle

Strahlendosis [ Gy ]

gesunder Probanden untersucht wurde.
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5 Diskussion

Zelltyp Verfahren # Strahlung Dosis .r. Kontrolle Farbstoff Autor
* PBL in-vitro 2 a 0.1,0.2,0.4, 2h BBC3, CD69, CDKN1A, DUSP8, EGR1, EGR4, GADDA45A, 18S FAM/MGB Turtoi und Schneeweiss,
0.8 und 1.6 Gy GRAP, LAP1B, IFNG, I1SG20L1, c-JUN, MDM2, PCNA, PLK2, 2009

RND1, TNFSF9, TRAF4

Tabelle 5.2: Ubersicht von Studien, bei denen mittels RT Q-P&#hexpressionsanalysen von Zellen oder Gewebe-

proben nach einer Bestrahlung durchgefuhrt wurdersgewahlt wurden nur Studien, die auch die Gemeeignen

* Vollblut in-vitro 10 v 05,2,5 6und24h CDKN1A, FDXR, SESN1, BBC3 und PHPT1 B-Aktin und FAM/BHQ1 Paul und Amundson 2008
und 8 Gy GAPDH

* Vollblut in-vitro 20 v 0.25und2.5Gy 24h BAX, BCL-2, GADD45A, CDKN1A, DDB2 18S FAM/TAMRA  Grace und Blakely, 2007

Gliom-Tumorzellen in-vitro - X 5Gy 4h ATF3, GADD45A, GADD153 (DDIT3) GAPDH - Heminger et al. 2006

Knochenmarkzellen in-vivo 5 y 6.5 Gy 6h SIRT1, DDA3, MCMS5, CDC6, IER3, Apafl, Pim-2, BAX GAPDH - Dai et al. 2006
(M&use)

CD4+, CD8+, CD19+, in-vitro 10 X 1Gy 8h DDB2, TNFRSF10B und BAX UBC, GAPDH und SYBR Green Mori et al. 2005
CD56+, NK-Zellen B-2-Mikroglobulin

CD4+ in-vitro 1 X 0.01,0.1 2,8,24 und DDB2 - SYBR Green Mori et al. 2004
und 1 Gy 48 h

PBL (NHL) in-vivo 8 X 1,5 6und24 h CDKN1A, GADD45A und DDB2, FCGR1A, C-X-C, CXCL10 18s FAM, HEX und  Amundson et al. 2004

Texas Red

MCF-7 in-vitro = X 2 und 6 Gy 12, 24,48 PSMES3, ISGF3G, GLUT-1, CDKN1A, MRP8 und PKCI-1. 185 FAM StaRen et al. 2003
und 72 h

* Vollblut in-vitro 3 v 1,2 und 3 Gy 48h DDB2, GADD45A, BCL-2 18S FAM/TAMRA  Blakely et al. 2003

Vollblut (M&use) in-vivo 5-12 y 0.25 Gy 12, 24,48 CDKN1A 185 FAM/TAMRA Blakely et al. 2003
und 72 h

Arbeit beinhalteten. Bei den mit * markierten urmdt fyedruckten Veréffentlichungen wurden BlutzeNem gesunden
Probanden verwendet, deren Ergebnisse direkt mi¢rdelieser Studie verglichen werden konnten. (PBierphere

a-Strahlung,y = y-Strahlung, X

Anzahl daetansuchten Probandem,=

keine Angabe, # =

Blutlymphozyten,

Rontgenstrahlung.)
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5.3.1 Studien zur Expressionsanderung von ATF3

ATE3 ist in seiner Funktionalitat sehr vielfaltigs beeinflusst direkt das Zellwachstum und wirkt
somit tumorsuppressiv. Seine Hauptfunktion hatles enskriptionsfaktor, wobei es als Homodi-
mer inhibierend und als Heterodimer aktivierendkiv{t.u et al. 2006, S. 10476; Hai und Hartman
2001, S. 3). In zahlreichen, hier nicht detailligrtedergegebenen Veroffentlichungen konnte
anhand von Mikroarray-Untersuchungen fir ATF3 @laatliche strahlenbedingte Genexpressions-
anderung in peripheren Blutzellen gezeigt werdeslaBg wurden lediglich in einer Arbeit ent-
sprechende Veranderungen der Genexpression nfitiel®-PCR untersucht. In dieser Studie an
menschlichen Gliom-Tumorzellen von K. Heminger dasn Jahr 2006 wurde die Expression von
verschiedenen Genen auch an der nicht mit 2-Deoiizose (2-DG) vorbehandelten Kontroll-
gruppe nach einer Bestrahlung mit 5 Gy Rontgensinghbestimmt. Hier zeigte ATF3 eine dif-
ferentielle Genexpression von ungefahr 2 bei eiMwssung 4 Stunden nach Bestrahlung
(Heminger et al. 2006, S. 821). Bei der eigenenefrtand sich mit 2,0 der hochste Wert der dif-
ferentiellen Genexpression 24 Stunden nach einstr@dung mit 2 Gy. Aufgrund der unterschied-
lichen Fragestellung und der verschiedenen Zelitygiad die Ergebnisse mit der eigenen Studie

aber nicht unmittelbar vergleichbar.

5.3.2 Studien zur Expressionsanderung von BAX

Bei BAX, welches vor allem in der Apoptose-Reguligg von Bedeutung ist (Basu und Haldar
1998, S. 1100), konnte in der eigenen Arbeit lecligeine minimale Anderung der Genexpression
nachgewiesen werden. Hiervon weichen deutlich digelinisse von verschiedenen Veroffent-
lichungen der Forschungsgruppen von M.B. GracevamdW.F. Blakely ab, die ebenfalls die Gen-
expression an Blutzellen gesunder Probanden uctaesu Bei diesen Studien kam es bereits im
niedrigen Dosisbereich zu einem deutlichen Anstiegdifferentiellen Genexpression sowohl nach
24 wie auch nach 48 Stunden. Bei hoheren Dosen@, spatestens ab 2 Gy war hingegen eine
Diskriminierung der Strahlendosis aufgrund der Hdbe differentiellen Genexpression nicht mehr
maoglich. Die héchsten Werte der differentiellen &qoression fanden sich zum einen mit 4,5 bei
einer Dosis von 3 Gy nach 24 Stunden in der Studie M.B. Grace und W.F. Blakely aus dem
Jahr 2007 (Grace und Blakely 2007, S. 1149). Elisréetnen Wert von 4,5 zeigte die Studie von
M.B. Grace aus dem Jahr 2003 bei der gleichen Dak&sdings erst 48 Stunden nach Bestrahlung
(Grace et al. 2003, S. 1472). Deutlich niedrigel @iie differentielle Genexpression in der Studie
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von M. Mori aus dem Jahr 2005 aus. Hier wurde ledhigdie Expression 8 Stunden nach Bestrah-
lung mit 1 Gy bestimmt. Sie lag aber mit 2,1 noeluttich hoher, als der hochste Wert der eigenen
Studie mit 1,1 nach 8 Stunden bei einer Bestrahinin@,5 Gy (Mori et al, S. 1498).

Die im Folgenden beschriebenen Studien untersudtiteiienexpression an anderen Zellpopula-
tionen, so dass deren Ergebnisse nicht direkt emed der eigenen Arbeit verglichen werden konn-
ten. Bei der bereits erwahnten Studie von M. Mourde vor allem nach einer unterschiedlich
hohen Strahlensensibilitdt der Lymphozyten-Subpatpaien gesucht. Es konnte gezeigt werden,
dass BAX nach Bestrahlung am starksten bei CD1%+ QD8+ Lymphozyten exprimiert wurde.

Die Genexpression war hier um mehr als das Dregfaggeniber der nicht bestrahlten Kontrolle
erhoht, wohingegen sie bei der Gesamtpopulatios,imi vorherigen Abschnitt dargestellt, ledig-

lich etwas mehr als verdoppelt war (Mori et al. 208. 1498). Ebenfalls nicht in den direkten Ver-
gleich wurde eine Studie aus dem Jahr 2006 vorr &oeschergruppe um A. di Masi aufgenom-
men, bei der aus Organgewebe von Mausen die Gasssipin bestimmt wurde. Hier fand sich eine
grof3e organspezifische Variabilitat: Im Dickdarnrwa Expression 5 Stunden nach einer In-vivo-
Bestrahlung mit 7,5 Gy, verglichen mit einer unbadten Kontrolle, um das 5,7-fache erhoht. In
der Milz war sie um das 4,7-fache gesteigert, wobgen sie in der Lunge nur noch um das
2,9-fache erhoht war. Bei den anderen Organen vwerEgdpressionsanderung nicht signifikant
(di Masi et al. 2006, S. 56). Im gleichen JahrdiatArbeitsgruppe um J.M. Dai aus Knochenmark
isolierte RNA von Mausen, die zuvor einer Ganzkdspstrahlung von 6,5 Gy ausgesetzt waren,
untersucht. BAX war hier nach 6 Stunden um dasfaghe hochreguliert (Dai et al. 2006, S. 518).

5.3.3 Studien zur Expressionsanderung von CDKN1A

Eines der Gene, dessen strahlenabhangige Veramgdeeuiienexpression in der Vergangenheit am
besten untersucht wurde, ist CDKN1A. Sein Protélfh st wesentlich fur die inhibitorische Kon-

trolle des Zellzyklus verantwortlich (Gartel undrigy 2002, S. 639). Die Expression zeigte in die-
ser Arbeit nur eine maRige, strahlenabhangige AmdprDie Ergebnisse anderer Studien an Blut-
zellen gesunder Probanden zu diesem Gen konntegeden einen teilweise deutlich hdheren
Dosiswirkungseffekt nachweisen. Eine Veroffentlisguwon A. Turtoi und F.H. Schneeweis aus
dem Jahr 2009 zeigte Ergebnisse, die am ehestattenen der eigenen Arbeit in Einklang zu brin-
gen waren: Obwohl die Werte im niedrigen Dosisldreiunachst stark anstiegen, lagen sie bei

einer Dosis von 1,6 Gy nur knapp Uber dem Grenzwert2 (Turtoi und Schneeweis 2009,
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S. 407). Auch in der Studie von A. Turtoi aus desthrJ2008 sind die Werte nur unwesentlich
hoher. Hier erreichte die differentielle Genexpr@sdei einer Dosis von 4 Gy ihr Maximum beli
3,6. Urséachlich hierfur war vermutlich der deutlitiihere Messzeitpunkt im Gegensatz zu allen
Ubrigen, im Folgenden dargestellten Studien (Twetaal. 2008, S. 380). Vor allem die Studie von
S. Paul und S.A. Amundson aus dem Jahr 2008 Zegyteiner Dosis von 2 Gy zu allen Messzeit-
punkten Werte von Uber 5 bei der differentiellenn&eression (Paul und Amundson 2008,
S. 1239). Auffallig war bei der Studie von M.B. Geaund W.F. Blakely, wie auch bei der Studie
von A. Turtoi und F.H. Schneeweis ein mehr oderigenstarker, vorriibergehender Riickgang der
differentiellen Genexpression bei steigenden Straddsen (Grace und Blakely 2007, S. 1149;
Turtoi und Schneeweis 2009, S. 407). Die diffeedl@iGenexpression bei der eigenen Studie war
bereits bei 0,5 Gy mit maximal 1,6 nach 24 Stundieutlich niedriger als bei allen anderen Studien

und blieb bei einer Erh6hung der Dosis auf 2 Gyaalennd konstant.

Verschiedene Studien an anderen Zellkulturen kamehnlichen Ergebnissen. So untersuchte
T. StaRen im Jahr 2003 die Genexpression von ZelenMetastasis Cellular Factor 7 -Linie
(MCF-7) und zeigte fur CDKN1A 12 Stunden nach Basiing einen deutlichen Anstieg der dif-
ferentiellen Genexpression bei 2 Gy auf 2,5 undbh®8ly auf 3,1. Nach 48 Stunden lagen die Werte
bei 2,4 beziehungsweise 6,7 sowie nach 72 Stuneleh 4 und 5,0 (Stal3en et al. 2003, S. 322). Im
Jahr 2006 berichtete E. Kis von einer durchsclictigeh differentiellen Genexpression von 3,6 bei
deutlichen interindividuellen Unterschieden zwisthien Fibroblastenlinien verschiedener Proban-
den. Auffallig war, dass lediglich im unteren undttiaren Dosisbereich von 0,04 bis 1 Gy eine
lineare Dosis-Wirkungs-Beziehung gezeigt werdennkendanach blieb die Expression bis 8 Gy
nahezu konstant. Dariiber hinaus wurde der zeith@auf nach einer Bestrahlung von 2 Gy un-
tersucht. CDKN1A stieg bis auf ein Maximum von ufdge dem Vierfachen der unbestrahlten
Probe nach 2 Stunden an und fiel im weiteren Vénmieder auf Werte von zwischen 1 be-
ziehungsweise knapp Uber 2 zurick (Kis et al. 2@61510). In der bereits bei BAX erwéhnten
Studie von A. di Masi aus dem Jahr 2006 zeigte aisth bei CDKN1A eine deutliche organspezi-
fische Expressionsédnderung. Sie betrug in der Nk 9,8- und in der Lunge das 9,7-fache im Ver-
gleich zur unbestrahlten Kontrolle (di Masi et 2006, S. 56). Die Gruppe um Z. Goldberg be-
strahlte Stanzbiopsien aus menschlicher Haut it,M,1 und 1 Gy. CDKN1A zeigte hierbei eine
Stunde nach Bestrahlung einen Anstieg der Expnessier aber im weiteren zeitlichen Verlauf
wieder unter die Ausgangswerte abfiel. Auffalligrw@ass die hochste differentielle Genexpression
bei der niedrigsten Dosis von 0,01 Gy gefunden e\@oldberg et al. 2004, S. 571). Bei einer In-

vivo-Studie von S.A. Amundson und ihrer Arbeitsgrapaus dem Jahr 2004 zeigte sich bei insge-
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samt acht Patienten im Verlauf der Strahlentheréipi€DKN1A ein sehr inhomogenes Bild. Bei
einem Patienten mit einem Non-Hodgkin-Lymphom wiar differentielle Genexpression mit 26,0
bereits nach der ersten Fraktion, mit einem zwiszbilichen Absinken der Expression im weite-
ren Therapieverlauf, am deutlichsten erhéht. Obwibél Mehrzahl der Blutzellen der Probanden
nicht tumoros verandert waren, schien die Grund@kung einen gewissen Einfluss auf das Er-
gebnis gehabt zu haben (Amundson et al. 2004,8.)63

5.3.4 Studien zur Expressionsanderung von DDB2

DDB2, welches fur die Reparatur von DNA-Schaderemssll ist (Nichols et al. 1996, S. 24317),
gehort ebenfalls zu der Gruppe von Genen, dieibsed Arbeit kaum Veranderung der differentiel-
len Genexpression gezeigt hatten. Anders seheRrdebnisse vergleichbarer Studien aus, bei de-
nen bereits mit der geringsten verwendeten Dosissdenzwert von 2 Uberstiegen wurde. Studien
von M.B. Grace, W.F. Blakely und M. Mori zeigtemeideutliche differentielle Genexpression, die
bereits bei 0,25 Gy einsetzte. Allerdings stagaieliese im weiteren Verlauf, so dass bei Dosen
Uber 1 Gy keine eindeutige Diskriminierung der Hdlee Bestrahlung aufgrund der Werte der dif-
ferentiellen Genexpression maglich war. Bei ded&twon M.B. Grace aus dem Jahr 2003 kam es
sogar zu einem Ruckgang von 6,1 auf 5,2 bei eiremiderhéhung von 2 auf 3 Gy (Grace et al.
2003, S. 1472; Blakely et al. 2003, S. 1490; Morale2005, S. 1498). In der eigenen Arbeit wurde
bei einer Dosis von 2 Gy nach 8 Stunden das Maxirdandifferentiellen Genexpression mit 1,2

erreicht.

Studien, die die Expression von DDB2 aufgrund amd€ragstellungen untersucht haben, zeigten
gleichfalls eine deutliche strahlenbedingte AndgriBei der bereits erwahnten Studie von M. Mori
und weiteren Autoren aus dem Jahr 2005 zeigteisicBegensatz zu BAX bei DDB2 im Durch-
schnitt kaum ein Unterschied zwischen den Lymplexzydubpopulationen. Die differentielle Gen-
expression lag in einem Bereich von ungefahr 4 engléich zu 3,5 bei der Gesamtpopulation. Wie
bei BAX traten hierbei aber starke interindivideeBchwankungen auf (Mori et al. 2005, S. 1498).
Bereits ein Jahr zuvor hatte der gleiche Autorkallegen an isolierten CD4+ T-Lymphozyten aus
peripheren mononukledren Zellen eines Probandenzdiiichen Verlauf der DDB2-Expression
untersucht. Wahrend sich bei den beiden niedrigBesen kaum eine Veranderung der Genex-
pression zeigte, hatte sich diese bei einer Dosis v Gy bereits nach 2 Stunden verdoppelt. lhr

Maximum erreichte sie nach 8 Stunden mit einer nafrVerzehnfachung gegentiber dem Aus-
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gangswert. Selbst nach 48 Stunden war sie noch ahr als das Sechsfache erhéht (Mori et al.
2004, S. 1956). Bei der ebenfalls schon erwdhntevivib-Studie von S.A. Amundson aus dem
gleichen Jahr zeigte sich eine stark karzinomahbangxpressionsanderung von DDB2. War sie
bei den Lymphomen um das Vier- bis Funffache erhigte sie bei den Myelomen keine Ande-

rung aufgrund der Bestrahlung (Amundson et al42@0 6371).

5.3.5 Studien zur Expressionsanderung von GADD45A

Zusammen mit CDKN1A ist GADD45A das Gen, desseah##nbedingte Transkriptionsregulie-
rung bislang am besten untersucht wurde. Seinetieuwnak reichen von einer indirekten Beteili-
gung an der DNA-Reparatur, Uber eine RegulierurggZidizyklus bis hin zur Beeinflussung der
Apoptose (Hoffman und Liebermann 2009, S. 27).liegen mehrere Veroffentlichungen vor,
deren Ergebnisse sich mit denen dieser Arbeit gmigtn lassen. Bei allen erhéhte sich die dif-
ferentielle Genexpression bereits bei niedrigeneddss 0,5 Gy deutlich. Allerdings stagnierte der
Anstieg bei der eigenen Arbeit trotz steigendeal8&ndosis, wohingegen er sich bei allen anderen
Vero6ffentlichungen weiterhin erhéhte. Sowohl in &udie von M.B. Grace aus dem Jahr 2002 als
auch in der Studie von M.B. Grace und W.F. Blalalg dem Jahr 2007 stiegen die Werte auf Uber
5, wohingegen bei der eigenen Studie das Maximun2,Bdag (Grace et al. 2002, S. 1018; Grace
und Blakely 2007, S. 1149). Auffallig ist ein Auslidlen einer weiteren Expressionserhéhung bei
der bereits erwahnten Studie von A. Turtoi und FSkhneeweis, was sich erneut auf den frihen
Messzeitpunkt zurtick fuhren lie (Turtoi und Schwete 2009, S. 407).

Darluber hinaus wurde die strahlenabhéangige Exmness&in GADD45A noch in weiteren Studien
untersucht. Bei der bereits vorgestellten In-Vivadte von S.A. Amundson aus dem Jahr 2004
zeigte sich beim Patienten mit dem Non-Hodgkin-Linom lediglich eine differentielle Genex-
pression von 1,2. Die im Vergleich zu anderen &tudiul3erst geringe differentielle Genexpression
von GADDA45A riuhrte von einer sehr hohen basalengAngskonzentration. Im Vergleich zwi-
schen allen acht Probanden schwankte die diff@iniienexpression zwischen 1,2 und ungefahr
7,0 (Amundson et al. 2004, S. 6371). Bei der ebisné&ghon erwahnten Studie von Z. Goldberg
wurde die Genexpression von GADD45A bei einer $¢ratosis von 0,01 Gy nach 4 Stunden zu-
nachst herunter reguliert, stieg aber nach 24 $tumdneut auf die Halfte der Ausgangswerte. Bei
0,1 Gy stieg sie zunachst sprunghaft um mehr as/gzfache an, sank allerdings nach 24 Stunden

wieder um die Halfte ab. Lediglich bei einer Dogan 1 Gy fand sich ein langsamer, konstanter
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Anstieg im zeitlichen Verlauf. Nachdem die Expresseine Stunde nach Bestrahlung zunachst
herunter reguliert war, war sie nach 24 Stundenrralshdoppelt so hoch, wie bei der unbestrahlten
Probe (Goldberg et al. 2004, S. 571). Bei der Wotgtung an lymphoblastoiden TK6-Zellen fand
die Arbeitsgruppe um G.S. Akerman im Jahre 20053dDD45A einen deutlichen Unterschied in
der Genexpression zwischen Mikroarray-Analyse uidQRPCR. So war diese beim Mikroarray
nach 4 Stunden bei einer Strahlendosis von 20 @G#fdich erhoht, bei der RT Q-PCR hingegen
10-fach (Akerman et al. 2005, S. 195). In der lsreitierten Studie an Gliom-Tumorzellen aus
dem Jahr 2006 von K. Heminger zeigte GADD45A éalimlide ATF3 eine differentielle Genex-
pression von ungefahr 2 (Heminger et al. 2006, 2.).8Auch in der Studie an menschlichen
Fibroblasten von E. Kis aus dem gleichen Jahr waEatpression von GADD45A nach Bestrah-
lung erhoht. Es fanden sich allerdings bei denfinarmtersuchten funf Zelllinien deutliche inter-
individuelle Unterschiede. Bei einer Bestrahlung -Gy stieg die Expression nach 2 Stunden auf
Werte zwischen 2 und 3, um im weiteren Verlauf etwfa 1,5 zu sinken. Nur bei einer Zelllinie
stieg die Expression nach 24 Stunden wieder aubDdegache an. An den gleichen Zelllinien wur-
de auch eine Dosis-Wirkungs-Beziehung beim Vergldier Expressionen 2 Stunden nach Bestrah-
lung bei Strahlendosen von 0,04 bis 8 Gy aufgez®ig schon bei anderen Studien konnte ledig-
lich im unteren und mittleren Dosisbereich bis 2 &g linearer Zusammenhang nachgewiesen
werden (Kis et al. 2006, S. 1510).

5.3.6 Studien zur Expressionsanderung von PCNA

PCNA ist sowohl an der Reparatur von DNA-Schédear,auch bei der regularen DNA-Synthese
beteiligt (Kelman und Hurwitz 1998, S. 236). Im Ran dieser Arbeit konnte auch PCNA, das in
anderen Vero6ffentlichungen mittels Mikroarray akrmehrt exprimiert beschrieben wurde, nicht
die erwarteten Ergebnisse zeigen. In einer Studi®latzellen gesunder Probanden wurden die
Ergebnisse der Mikroarray-Untersuchungen mittels ®RPCR validiert. Im Gegensatz zu dieser
Studie von A. Turtoi und F.H. Schneeweis aus deinn 4809 blieb bei der eigenen Arbeit ein An-
stieg der differentiellen Genexpression aus. Bei alegesprochenen Studie erreichte sie bereits
nach 2 Stunden bei einer Strahlendosis von 1,6i&&yHohe von 2,9 (Turtoi und Schneeweis 2009,
S. 407).
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5.4 Interpretation der unterschiedlichen Ergebnisse

5.4.1 Auswirkung des modifizierten In-vitro-Modells

Um der korpereigenen, physiologischen Umgebung itiigjl nahe zu kommen, wurde im modifi-
zierten In-vitro-Modell auf Zugabe von Fremdsubgtamverzichtet. Im Gegenzug mussten, um die
Stabilitat des Systems zu bewahren, die Erythrozggpariert und die mononuklearen Zellen bei
Raumtemperatur gelagert werden. Obwohl sich dase®ysn Vorversuchen als stabil erwies,
schien es auf die normalisierte Expression dercthgdenen Gene einen unterschiedlichen Einfluss
ausgeubt zu haben. Zwar konnte bei der Auswertenglifferentiellen Genexpression eine Hoch-
regulation der Gene gezeigt werden, allerdingsdel Anstieg deutlich niedriger aus, als bei ver-
gleichbaren Studien unter Verwendung etablierted&lle. Insofern kénnen die eigenen Ergebnisse
als Hinweis auf ein prinzipiell strahleninduzierbsraber gedampftes biologisches System interpre-
tiert werden. Die ermittelten Genexpressionsandgurassen folglich keinen Bezug zur tatséach-
lichen Hohe der Genexpression in einer In-vivo-&itan zu. Gleichwohl lasst sich mittels des hier
vorgestellten Modells vermuten, dass grundsatzliBiekschlisse auf strahleninduzierte Gene
maoglich sind. Allerdings werden, aufgrund des Dampgseffekts, nur besonders stark hochregu-

lierte Gene mit entsprechend ausgepragter diffeléat Expression nachgewiesen.

Parallel zu dieser Arbeit wurden am selben In-vittodell durch die gleiche Arbeitsgruppe des
Instituts fur Radiobiologie der Bundeswehr mitt@¢l¢hole Genome Microarray” Transkriptionsan-
derungen samtlicher Gene des menschlichen Genotes dem Gesichtspunkt eines agnostischen
Ansatzes untersucht. Hierbei wurden weniger Genieemer differentiellen Expressionsanderung
wie in vergleichbaren Studien bei Verwendung egatdr In-vitro-Modelle gefunden. Dies unter-
streicht die Annahme eines gedampften biologis@®ystems. Von den 3089 im ,Whole Genome
Microarray* differentiell exprimierten Genen warangeféhr ein Drittel bislang nicht annotiert. Es
wurden 96 Gene, darunter 57 ohne Annotation, auigiewbei denen die Genexpression nach Be-
strahlung eine hohe Anderung bei konstantem Zedit Verlauf aufwies. Sechs dieser Gene,
darunter auch ein bislang noch nicht annotiertagden an einer zweiten, unabhangigen Proban-
dengruppe mittels RT Q-PCR bei Verwendung des rimelifen In-vitro-Modells untersucht. Die
Expression der in Tabelle 5.3 aufgelisteten Genehieabei nach Bestrahlung um das bis zu Funf-
fache hoch reguliert. Darunter befand sich auchGlas flrp-Aktin, welches in der Vergangenheit
oft als vermeintliches Haushaltsgen zur Normalisigr verwendet wurde. Die genannten Gene

werden zurzeit in einem etablierten In-vitro-Moditlerprift. Abhangig von den Ergebnissen kon-
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nen diese an zukinftigen, akzidentell Strahleneigotan zur Anwendung kommen und so gegebe-

nenfalls in vivo validiert werden.

Gen Protein
PLK2 Polo-like Kinase 2
RPS11 Ribosomales Protein S11
ACTB B-Aktin
HLTF Helicase-like Transcription Factor
LOC653314 (bisher nicht annotiert)

Calcium/Calmodulin-dependent

CAZ Protein Kinase Kinase 2

Tabelle 5.3 Ubersicht von 6 ausgewahlten Genen, die in einarweiteren Mitarbeiter des Instituts fiir
Radiobiologie der Bundeswehr durchgefiihrten Mikray-Analyse mittels des modifizierten In-vitro-
Modells als potentielle Markergene identifiziertnden. Diese Gene werden zurzeit in einem etablierten
In-vitro-Modell validiert.

5.4.2 Effekt der verwendeten Strahlenart

Neben den Unterschieden in der Lagerung der Blptodlen existieren weitere Besonderheiten,
die die Vergleichbarkeit der in Tabelle 5.2 aufggtan Studien beeinflussen. Wahrend sich einige
der vorliegenden Studien auf die Untersuchung deswArkungen von ionisierender Strahlung in
einem Bereich zwischen 1 und 50 cGy fokussiertenglichen die meisten Studien die Verande-
rung der Genexpression zwischen 1 und 10 Gy. Neleem Dosisbereich ist auch ein Einfluss
durch die Art der ionisierenden Strahlung auf dighel der Genexpressionsanderung nicht auszu-
schlieBen. Die Mehrheit der zitierten Studien verete Rontgen- beziehungsweis&trahlung.
Nur eine einzige Studie untersuchte die Auswirkuog o-Strahlung. Eine Ubersicht tiber die ver-

wendete Strahlenart und das jeweilige Dosis-Spekistider Tabelle 5.2 zu entnehmen.

Dass die Strahlenart einen Einfluss auf die Dosiddigs-Kurve verschiedener biodosimetrischer
Verfahren haben kann, zeigte eine Studie von Em&tlund weiteren Mitarbeitern aus dem Jahr
2002. So konnte hier gezeigt werden, dass Neutstradriung bei gleicher Aquivalenzdosis mehr
dizentrische Chromosomenaberrationen in menschlitlyenphozyten hervorruft alg-Strahlung

(Schmid et al. 2002, S. 453). Ebenfalls deutlicheteschiede fand die Arbeitsgruppe um
Woloschak bereits 1990 beim Vergleich der Expressier Proteinkinase C in Fibroblasten von

Hamstern bei Rontgeny; und Neutronen-Strahlung. Bei den beiden erstgeeanStrahlenarten
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kam es zu einer raschen Erhdhung der Expressiohingegen sie bei der Neutronenstrahlung
deutlich abfiel (Woloschak et al. 1990, S. 3964).Hihne und weitere Mitarbeiter verglichen im
Jahr 2005 die Auswirkungen von Rontgen- uyn8trahlung bei menschlichen Fibroblasten. Es
konnte gezeigt werden, dass die charakteristisabretg@nstrahlung bei gleicher Dosis deutlich
mehr Doppelstrangbriiche verursachteyaBtrahlung und auch die Rate der fehlerhaften Repar
deutlich erhéht war (Kihne et al. 2005, S. 673)s®ddie unterschiedliche relative biologische
Wirksamkeit verschiedener Strahlenarten trotz deklgen Strahlungswichtungsfaktors sich auch
auf die Genexpression auswirken kann, zeigte einei&der Arbeitsgruppe um S. Kimura im Jahr
2006. Dabei fanden sich bei Hefekulturen, die nih®en- beziehungsweise m#Strahlung be-
handelt wurden, nicht nur Unterschiede in der Ahzih differentiell exprimierten Gene, sondern
auch im zeitlichem Verlauf der Expressionséanderan@eémura et al. 2006, S. 53). Entsprechende
Vergleichsstudien an peripheren Blutzellen gesunakmschlicher Probanden fehlen, so dass dies-

bezuglich bislang keine abschlie3ende Aussageftgriraverden kann.

5.4.3 Einfluss von pathologischen Zelltypen

Die meisten Studien, die sich mit der Genexpressi@ach Einwirkung genotoxischer Stressoren
beschaftigten, verwendeten aufgrund ihrer einfacKaftivierbarkeit von Tumorzelllinien. Die
myeloische Leukamie-Zelllinie 1 (ML-1) besitzt eiMéldtyp p53 Funktion, so dass an ihr Unter-
suchungen von p53-regulierbaren Genen durchgefignden kénnen. Die p53 Aktivitat entspricht
dem physiologischen Niveau, so dass es zu keitiéiziatlen Uber- oder Unterregulation der Ziel-
gene kommt. Dartber hinaus gehen ML-1 Zellen na&etotpxischem Stress rasch in eine Apoptose
Uber, was wiederum zur Induktion von hiermit asgot@n Genen, wie BAX, fuhrt (Amundson et
al. 1999, S. 3666). Trotzdem mussen die Ergebniesgichtig interpretiert werden, da sie nicht
automatisch Rickschlisse auf das Verhalten gesutedien erlauben. Gerade bei der Geschwin-
digkeit der Genexpressionsanderung zeigen sicheguof®erschiede zwischen Tumorzelllinien und
Lymphozyten aus peripherem Vollblut gesunder PrdbanS.A. Amundson geht davon aus, dass
die Stressreaktion bei sich schnell teilenden Aelescher anlauft, als bei sich nicht teilendenr Zel
len (Amundson et al. 2000, S. 344).

In-vivo-Studien an Patienten, die sich in Vorbaneg auf eine Knochenmarkstransplantation einer
Ganzkorperbestrahlung unterziehen, lassen untetdsohsn Rickschlisse auf die Antwortreaktio-

nen gesunder Menschen auf eine Strahlenexpositio®iz Problematik an diesen Studien lasst
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sich in der Arbeit von S.A. Amundson aus dem Ja20@&} erkennen. Bei den insgesamt 8 Patienten
mit unterschiedlichen lymphatischen und myeloiscBeirankungen zeigten sich hohe interindivi-
duelle Unterschiede in der H6he der differentie@nexpression. Gerade bei der Expression von
DDB2 konnte hier eindeutig ein Zusammenhang mit@Gemderkrankung festgestellt werden. Bei
den anderen Genen liel3 sich dies teilweise aufuméerschiedlich beeintrachtigten Aktivitatszu-
stand des Tumorsupressors p53 zuruckfihren (Amundsal. 2004, S. 6371). Letztlich stellen
solche Untersuchungen ebenfalls nur ein Modell das, Ruckschlisse auf zu erwartende Antwor-

ten bei Gesunden ermdglicht und dessen Ergebrosgiikig zu interpretieren sind.

5.4.4 Einfluss von Lymphozyten-Subpopulationen

Bei Blutproben gesunder Probanden hat eine untedicdh hohe Strahlensensibilitéat der verschie-
denen Lymphozyten-Subpopulationen méglicherweisereEinfluss auf deren Genexpression. So
konnte die Arbeitsgruppe um H. Louagie im Jahr 1868@en, dass bei einer Strahlentherapie von
Tumorpatienten die Konzentration von B-Lymphozyaem starksten zuriickgeht, gefolgt von CD4+
und CD8+ Lymphozyten. Natrliche Killerzellen sindch dieser Studie gegentber ionisierender
Strahlung am unempfindlichsten (Louagie et al. 189768). Im Jahr 2005 untersuchten M. Mori
und weitere Mitarbeiter den direkten Einfluss dersechiedenen Lymphozyten-Subpopulationen auf
die Genexpression, insbesondere von BAX und DDB2d® Gene waren vor allem bei B- und
CD8+ Lymphozyten nach Bestrahlung am starksten riegetiert (Mori et al. 2005, S. 1498). Mit-
arbeiter der eigenen Arbeitsgruppe konnten allgglim noch nicht publizierten Studien zeigen,
dass eine vollstandige Diskriminierung zwischentagdter und unbestrahlter Blutprobe im Dosis-
bereich groéRer als 0,1 Gy auch durch die Gesamlgtdmu von Lymphozyten mdglich ist. Fur eine

biodosimetrische Anwendung wére somit eine aufwga@ubtypenisolation nicht notwendig.

5.4.5 Einfluss der Monozyten-Konzentration

Im Gegensatz zum Einfluss der Lymphozyten-Subpajoni@n, die fir eine biodosimetrische An-

wendung eine vermutlich vernachlassigbare Auswigkbat, lassen die Ergebnisse der vorliegen-
den Arbeit einen Effekt der Monozyten vermutendén Literatur lassen sich hierauf allerdings nur
wenige Hinweise finden. Studien, deren Ergebniss&apitel 5.3 mit denen der eigenen Arbeit
verglichen wurden, verwendeten entweder periph&fekblut von gesunden Probanden oder
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hieraus isolierte Lymphozyten. In keiner dieserd&n wurde die differentielle Genexpression
einer gemischten Population von Lymphozyten und d&gten untersucht. Es fand sich ledigl
eine Studie von der Arbeitsgruppe um H.J. van dmt¥us dem Jahr 1997, die die Expression
BAX in Leukozyten-Subpogationen untersuchte. In diesel-vitro-Studie an unbestrahlten [t-
proben von sieben gesunden Probanden zeigtenwicharginale Unterschiede zwischen May-
ten und Lymphozytenausschlie3lic bei den Granulozyten war die Expression von BAXas
geringer (van der Vliet et al. 1997, S. 326). Eine Enlhi, der im Rahmen devorliegenden Arbeit
erstmalig beschriebenen Beeinflussung der Genesipre®ei PMNC durch die relative Mory-
ten-Konzentration, lasstich hieraus nicht ableiten. Vergleichbaredien zuden ubrigen funf Ge-

nen fehlen.

In einer Studie von M.AChaudhry aus dem Jahr 2008 zeigten sich starkiyp-abhangige Unter-
schiede der strahleninduziertErpression bei der Untersuchung von verschiedendara: Genen
bei vier Tumorzelllinien, drunter das TC-B-regulierte Gen ,Mthers against decapentaple
Homolog 7 (MADH?7). Urséachlich fur die unterschiedlichen Enegsionsmuster der verschiedel
Zelllinien wurden differierende intrazellulare Fdigkhen angeseherChaudhry 2008, S. 5). Ur
TGF ist bekannt, dass es eine ganze Kaskade vonaren Ereignissen auslésen kann. We-
reits in Kapitel 2.4 ausfuhrlich beschrieben, istagich fir eine p!-unabhangige Aktivierung d:
Expression von ATF3, CDKN1A und GADDA45A verantwantt, den rei Genen, di im Rahmen
der vorliegenden Studie die hochste differenti@kenexpression zeigten. Dartber hinaus gik
auch Anzeichen fir einen gewissen Einfluss beiRkgulation der Gbrigen Gene: BATeramoto
et al. 1998, S. 56), DDB2 (Kannan e 2000, S. 77) und PCNA (Wildemaenal. 2003, S. 150).

L-"'r':gﬁ‘a" y ‘?

Genexpression <%

Abb. 5.2: Schematische Darstellu der strahleninduzierten Beeinflussung der Genespas/or durch
Monozyten produzierte TGF (lllustration erstellt unter VerwenduilizenzfreierEinzelgrafiken.
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Bei TGFf handelt es sich um ein hauptsachlich von Monozptenluziertes Zytokin (Cavaillon
1994, S. 445). Tabelle 5.4 stellt in einer Ubersiolehrere von Monozyten sezernierte Peptide dar
und zeigt, welche ebenfalls von Lymphozyten audgéset werden kdnnen. Von den drei haupt-
sachlich von Monozyten produzierten Peptiden hdigleh TGFf einen Einfluss auf die Expres-
sion der sechs im Rahmen dieser Studie untersu@der. Fir IL-15 und den ,Macrophage Colo-
ny Stimulating Factor” (M-CSF) konnte hierfur higgen in der Literatur kein eindeutiger Hinweis

gefunden werden.

Monozyten B-Lymphoz. T-Lymphoz.
IL-1 X X X
IL-6 X X X
IL-8 X X
IL-10 X X
IL-15 X
IL-19 X X
IFN-a/B X X
TFN-a/ X X
GM-CSF X X
G-CSF X X
M- SF X
TGF-B X

Tabelle 54: Ubersicht Uber Zytokine, Interferone und Wachstiakteren, die durch Monozyten
sezerniert werderEinige dieser Peptide werden auch von Lymphozytedyriert. (IL = Interleukin,
IFN = Interferon, TNF = Tumornekrosefaktor, TGF = Transforming Growihctor, CSF = Colony
Stimulating Facto Zusammenfassende Darstellung nach Cavaillon 199445-453.)

Eine Ganzkorperbestrahlung fuhrt nach kirzester ZeVeranderungen des Blutbildes. Bereits im
Jahr 1977 konnte M. Rotman bei Tumorpatienten udtiethlentherapie eine Monozytose beobach-
ten (Rotman et al. 1977, S. 119). Auch vor einaiddntiellen Bestrahlung kann es zu einer Er-
hoéhung der Monozytenzahl und somit zu einer verteehZytokinausschuttung kommen. So tritt

bekanntermalRen eine Monozytose bei Infekten, Ekkmagen des Gastrointestinaltraktes und
Nekrosen auf (Feldman und Ruehl 1984, S. 446). Haiehte Monozytose kann auch als unspezi-
fische Stressantwort durch Erhéhung des Glukokoidpiegels ausgeldst werden (Anderson et al.
1999, S. 410). Des Weiteren ist regelmafiig beitphynatisierten Patienten eine Erhéhung der
Monozyten-Konzentration zu beobachten (Kampalathl.e2003, S. 1580), was zu einem kumula-

tiven Effekt auf die Genexpression bei akzidergrelStrahlenopfern fihren kénnte. Dartber hinaus
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ist zu vermuten, dass unmittelbar durch die Bektrghdie Monozyten vermehrt Zytokine aus-
schitten. So konnte in einer Studie einer chinbsisdrbeitsgruppe an Tumorpatienten eine ver-
mehrte Konzentration von TGFim Serum wahrend der Strahlentherapie nachgewieseden
(Zhao et al. 2009, S. 1387). Die im Ramen der ggdnden Arbeit durchgefihrten Messungen der
Monozyten-Konzentration, die eine Assoziation nahdsenexpressionsanalysen nach Bestrahlung
zeigten, erlauben keine Ruckschlisse auf einen fausammenhang. Dennoch sind sie als ein
interessanter Nebenbefund zu werten, der die beserBedeutung von zytokinproduzierenden
Zellen im Rahmen einer Strahlenexposition im Einglanit Hinweisen aus der Literatur unter-

streicht.
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6 Zusammenfassung

Strahleninduzierte Genexpressionsanderungen tketennach Exposition auf und kdnnen mittels
guantitativer PCR schnell nachgewiesen werdensi8tdeshalb ein vielversprechender Ansatz fur
ein durchsatzstarkes biodosimetrisches Verfahrame fihzeitige Dosisabschatzung ist gerade bei
einer Triage grol3er, potentiell strahlenexponieRersonengruppen von immensem Nutzen. Weil
akzidentelle Expositionen von Personengruppen reelireignisse sind, werden fur Experimente
zur Suche nach geeigneten Kandidaten fir die lkgeatiMarkergene verschiedene In-vitro-
Modelle verwendet. Hierbei ist unklar, ob diesefiareéllen Systeme die In-vivo-Situation tatsach-
lich widerspiegeln. Am Institut fur Radiobiologi@dBundeswehr in Minchen wurde ein alternati-
ves In-vitro-Modell entwickelt. Es erlaubt mit gegstmdglichem praparativem Aufwand die Un-
tersuchung von Genexpressionsanderungen nach Basga unter weitgehender Belassung
korpereigener Medien und ohne Zugabe koérperfrerSdéistanzen. Um das Potential dieses Ver-
fahrens zu prufen, wurden sechs p53-abhéngige Gimdereits mittels etablierter Modelle eine

Dosis-Wirkungs-Beziehung zeigten, auf ihre straiméunzierte Transkriptionsanderung getestet.

Bei drei Genen, ATF3, CDKN1A und GADDA45A, stieg migenen Modell die Expression nach
Bestrahlung auf das bis zu Zweifache der unbesé&mal{ontrolle. Fur die Ubrigen Gene, BAX,
DDB2 und PCNA, wurden nur geringe Erhdhungen geeressmisgesamt fielen alle beobachteten
Genexpressionsanderungen niedriger aus, als bgleigbaren Studien mit etablierten Modellen.
Ursachlich hierfur muss die Lagerung der mononukle&ellen nach Bestrahlung bei Raumtem-
peratur angesehen werden. Die Aufbewahrung ber eimghysiologischen Temperatur war erfor-
derlich, um die Zugabe von Fremdsubstanzen zu n@ehn. Insofern kénnen die Ergebnisse als
Hinweis auf ein im Prinzip strahleninduzierbardseragedampftes biologisches System interpretiert
werden. Aufgrund dieses Dampfungseffekts werdenbesionders stark hochregulierte Gene und
deren differentielle Genexpression nachgewiesea.Mdbenbefund wurde der Einfluss der zyto-
kinproduzierenden Monozyten auf die strahlenindiei&enexpression gezeigt. Ob dies als Faktor

bei einer Dosisabschatzung zu bericksichtigesddite in zuktnftigen Studien Gberprift werden.

Mittels ,Whole Genome Microarrays* wurden bereitsdiner weiteren Studie unter Verwendung
des gleichen modifizierten In-vitro-Modells andeeatsprechend ausgepragt exprimierende Gene
identifiziert und mittels RT Q-PCR quantifiziertiddmadglichen neuen Kandidatengene sollen im
nachsten Schritt mittels eines etablierten In-vitodells Gberprift und abhangig von den Ergeb-

nissen fur zuknftig akzidentell Strahlenexponieude Verfigung stehen.
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8 Anhang

8.1 Ergebnisse der RNA-Qualitatskontrolle mittels ektralphotometrie

Proband 1 ng/ul 260/280 260/230 pg/60ul Proband 2 ng/ul 260/280 260/230 pg/60ul
0h/0Gy 133,63 2,15 1,39 8,02 0h/0Gy 167,25 2,14 1,45 10,04
0h/0,5Gy 283,17 2,11 1,47 16,99 0h/0,5Gy 148,86 2,15 1,43 8,93
0h/2Gy 234,37 2,11 1,51 14,06 0h/2Gy 165,08 2,17 1,09 9,90
8h/0Gy 163,49 2,20 0,64 9,81 8h/0Gy 274,04 2,10 2,02 16,44
8h/0,5Gy 225,21 2,12 1,90 13,51 8h/0,5Gy 261,68 2,09 2,20 15,70
8h/2Gy 204,69 2,13 1,52 12,28 8h/2Gy 217,69 2,14 141 13,06
24h/0Gy 215,92 2,11 2,14 12,96 24h/0Gy 261,53 2,12 2,29 15,69
24h/0,5Gy 199,77 2,11 2,05 11,99 24h/0,5Gy 224,80 2,13 2,40 13,49
24h/2Gy 206,82 2,11 2,00 12,41 24h/2Gy 202,98 2,15 1,49 12,18
48h/0Gy 107,61 2,22 2,51 6,46 48h/0Gy 117,17 2,12 2,17 7,03
48h/0,5Gy 99,42 2,19 2,67 5,97 48h/0,5Gy 153,34 2,12 2,21 9,20
48h/2Gy 92,40 2,17 2,69 5,54 48h/2Gy 108,70 2,12 1,35 6,52
Proband 3 ng/ul 260/280 260/230 pg/60ul Proband 4 ng/ul 260/280 260/230 pg/60ul
0h/0Gy 54,50 2,15 0,87 3,27 0h/0Gy 163,83 2,14 1,00 9,83
0h/0,5Gy 140,16 2,19 0,89 8,41 0h/0,5Gy 183,68 2,15 0,73 11,02
0h/2Gy 130,04 2,16 1,74 7,80 0h/2Gy 169,05 2,17 0,70 10,14
8h/0Gy 255,74 2,12 1,40 15,34 8h/0Gy 153,78 2,16 1,04 9,23
8h/0,5Gy 194,23 2,14 0,74 11,65 8h/0,5Gy 159,19 2,13 1,20 9,55
8h/2Gy 214,25 2,15 0,98 12,86 8h/2Gy 158,26 2,12 1,87 9,50
24h/0Gy 195,82 2,13 2,31 11,75 24h/0Gy 110,14 2,15 1,76 6,61
24h/0,5Gy 245,09 2,11 2,27 14,71 24h/0,5Gy 144,61 2,15 2,26 8,68
24h/2Gy 223,27 2,15 1,29 13,40 24h/2Gy 131,32 2,13 1,55 7,88
48h/0Gy 103,13 2,12 1,17 6,19 48h/0Gy 80,13 2,14 1,03 4,81
48h/0,5Gy 128,38 2,09 1,92 7,70 48h/0,5Gy 75,17 2,15 1,98 4,51
48h/2Gy 119,86 2,04 1,97 7,19 48h/2Gy 51,62 2,13 1,06 3,10
Proband 5 ng/ul 260/280 260/230 pg/60ul Proband 6 ng/ul 260/280 260/230 pg/60ul
0h/0Gy 186,20 2,15 1,30 11,17 0h/0Gy 223,36 2,11 1,80 13,40
0h/0,5Gy 192,19 2,15 1,08 11,53 0h/0,5Gy 260,37 2,10 2,13 15,62
0h/2Gy 162,38 2,13 1,25 9,74 0h/2Gy 278,14 2,09 2,15 16,69
8h/0Gy 217,39 2,16 1,59 13,04 8h/0Gy 52,55 2,13 2,05 3,15
8h/0,5Gy 130,92 2,17 0,89 7,86 8h/0,5Gy 195,03 2,16 0,81 11,70
8h/2Gy 168,98 2,17 0,72 10,14 8h/2Gy 186,62 2,14 1,87 11,20
24h/0Gy 189,24 2,14 2,12 11,35 24h/0Gy 181,01 2,10 1,91 10,86
24h/0,5Gy 134,02 2,15 0,66 8,04 24h/0,5Gy 155,21 2,10 1,98 9,31
24h/2Gy 143,12 2,15 0,81 8,59 24h/2Gy 180,64 2,09 2,11 10,84
48h/0Gy 107,52 2,19 -16,80 6,45 48h/0Gy 99,09 2,13 1,58 5,95
48h/0,5Gy 105,98 2,18 -17,55 6,36 48h/0,5Gy 73,23 2,11 1,53 4,39
48h/2Gy 110,46 2,16 -28,44 6,63 48h/2Gy 107,40 2,12 2,10 6,44
Proband 7 ng/ul 260/280 260/230 pg/60ul Proband 8 ng/ul 260/280 260/230 pg/60ul
0h/0Gy 368,78 2,11 1,58 22,13 0h/0Gy 298,63 2,11 1,79 17,92
0h/0,5Gy 369,89 2,09 2,10 22,19 0h/0,5Gy 269,10 2,11 2,00 16,15
0h/2Gy 371,70 2,11 1,88 22,30 0h/2Gy 271,25 2,11 2,16 16,28
8h/0Gy 302,00 2,12 0,91 18,12 8h/0Gy 223,37 2,08 1,15 13,40
8h/0,5Gy 362,34 2,11 1,95 21,74 8h/0,5Gy 267,88 2,11 1,29 16,07
8h/2Gy 311,21 2,11 1,55 18,67 8h/2Gy 242,72 2,11 1,84 14,56
24h/0Gy 257,28 2,10 1,76 15,44 24h/0Gy 228,99 2,11 1,91 13,74
24h/0,5Gy 350,34 2,10 2,02 21,02 24h/0,5Gy 247,49 2,09 2,00 14,85
24h/2Gy 228,05 2,09 1,41 13,68 24h/2Gy 217,79 2,11 2,09 13,07
48h/0Gy 284,59 2,10 2,15 17,08 48h/0Gy 236,43 2,12 1,66 14,19
48h/0,5Gy 280,59 2,11 2,10 16,84 48h/0,5Gy 216,34 2,11 1,85 12,98
48h/2Gy 253,25 2,12 1,92 15,20 48h/2Gy 234,85 2,11 2,19 14,09
lvon4

Tabelle 8.1: Ergebnisse der Spektralphotometrie zur Qualitaisktie der RNA. Der Quotient aus den
gemessenen Absorptionswerten bei 260 und 280 mgth&ufschluss Gber den Grad der Verunreinigung
mit Proteinen und sollte stets lber 1,9 liegen.ibar hinaus ist zu jeder Probe die RNA-Konzentratio
(in ng/ul) und die tatséchliche RNA-Menge im jeugsh ,Collection Tube” (in pg/60pl) angegeben. Die
Probanden 9-31 sind auf den folgenden Seiten datlies
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Proband 9 ng/ul 260/280 260/230 pg/60ul Proband 10* ng/ul 260/280 260/230 pg/60ul

0h/0Gy 255,70 2,10 2,18 15,34 0Oh/0Gy 338,94 2,10 2,21 20,34
0h/0,5Gy 269,23 2,11 2,14 16,15 0h/0,5Gy 304,84 2,11 1,40 18,29
0h/2Gy 216,72 2,11 1,68 13,00 0h/2Gy 271,72 2,11 1,93 16,30

24h/0Gy 151,60 2,10 1,42 9,10 24h/0Gy 196,21 2,11 2,14 11,77
24h/0,5Gy 189,92 2,13 1,65 11,40 24h/0,5Gy 138,72 2,11 0,90 8,32
24h/2Gy 162,35 2,09 1,48 9,74 24h/2Gy 168,42 2,10 1,60 10,11

Proband 11 ng/ul 260/280 260/230 pg/60ul Proband 12 ng/ul 260/280 260/230 pg/60ul

0h/0Gy 350,77 2,08 2,14 21,05 0h/0Gy 125,11 2,10 1,32 7,51
0h/0,5Gy 305,67 2,09 1,58 18,34 0h/0,5Gy 148,91 2,11 1,69 8,93

0h/2Gy 270,31 2,08 1,91 16,22 0h/2Gy 150,76 2,12 1,87 9,05

24h/0Gy 286,61 2,11 2,18 17,20 24h/0Gy 183,56 2,10 2,23 11,01
24h/0,5Gy 369,25 2,08 2,24 22,16 24h/0,5Gy 130,87 2,17 0,44 7,85
24h/2Gy 355,63 2,09 1,62 21,34 24h/2Gy 189,79 2,13 0,64 11,39

Proband 13 ng/ul 260/280 260/230 pg/60ul Proband 14 ng/ul 260/280 260/230 pg/60ul
0h/0Gy 326,26 2,09 2,11 19,58 0h/0Gy 261,40 2,10 2,03 15,68
0h/0,5Gy 347,27 2,08 2,13 20,84 0h/0,5Gy 308,11 2,09 2,03 18,49
0h/2Gy 246,73 2,11 2,01 14,80 0h/2Gy 229,79 2,12 2,02 13,79

24h/0Gy 367,36 2,08 2,28 22,04 24h/0Gy 284,13 2,12 1,07 17,05
24h/0,5Gy 289,76 2,10 2,27 17,39 24h/0,5Gy 224,79 2,11 1,18 13,49
24h/2Gy 266,20 2,09 2,24 15,97 24h/2Gy 243,38 2,13 1,55 14,60

Proband 15 ng/ul 260/280 260/230 pg/60ul Proband 16 ng/ul 260/280 260/230 pg/60ul
0h/0Gy 251,39 2,11 1,96 15,08 0h/0Gy 199,91 2,06 1,59 11,99
0h/0,5Gy 271,85 2,11 1,37 16,31 0h/0,5Gy 196,94 2,12 1,09 11,82
0h/2Gy 230,45 2,09 1,60 13,83 0h/2Gy 193,19 2,09 2,08 11,59

24h/0Gy 296,50 2,11 2,15 17,79 24h/0Gy 197,29 2,12 1,52 11,84
24h/0,5Gy 270,93 2,10 2,15 16,26 24h/0,5Gy 177,61 2,13 0,97 10,66
24h/2Gy 293,83 2,08 1,99 17,63 24h/2Gy 160,06 2,13 0,91 9,60

2von 4

Tabelle 8.1 (Fortsetzung):Ergebnisse der Spektralphotometrie zur Qualitdtsktle der RNA. Der
Quotient aus den gemessenen Absorptionswerten@feud 280 nm bringt Aufschluss tber den Grad
der Verunreinigung mit Proteinen und sollte stdisriil,9 liegen. Darliber hinaus ist zu jeder Prabe d
RNA-Konzentration (in ng/ul) und die tatsachliché\/®Menge im jeweiligen ,Collection Tube® (in
p1g/60ul) angegeben.
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Proband 17 ng/ul 260/280 260/230 pg/60ul Proband 18 ng/ul 260/280 260/230 pg/60ul

0h/0Gy 226,14 2,10 2,06 13,57 0Oh/0Gy 251,51 2,09 1,93 15,09
0h/0,5Gy 337,79 2,08 2,16 20,27 0h/0,5Gy 256,82 2,08 2,14 15,41
0h/2Gy 204,18 2,09 2,13 12,25 0h/2Gy 252,92 2,09 2,17 15,18

24h/0Gy 282,15 2,10 191 16,93 24h/0Gy 270,34 2,09 2,17 16,22
24h/0,5Gy 226,73 2,13 1,81 13,60 24h/0,5Gy 239,16 2,10 2,17 14,35
24h/2Gy 215,85 2,11 1,87 12,95 24h/2Gy 263,66 2,12 1,75 15,82

Proband 19 ng/ul 260/280 260/230 pg/60ul Proband 20 ng/ul 260/280 260/230 pg/60ul

0h/0Gy 195,86 1,90 1,27 11,75 0h/0Gy 178,42 2,12 1,24 10,71
0h/0,5Gy 217,81 2,11 1,38 13,07 0h/0,5Gy 220,11 2,10 1,54 13,21

0h/2Gy 277,16 2,10 2,01 16,63 0h/2Gy 285,63 2,10 1,70 17,14

24h/0Gy 204,31 2,27 4,51 12,26 24h/0Gy 216,77 2,24 4,37 13,01
24h/0,5Gy 205,19 2,27 1,88 12,31 24h/0,5Gy 272,64 2,20 2,55 16,36
24h/2Gy 228,29 2,23 2,48 13,70 24h/2Gy 313,31 2,18 2,15 18,80

Proband 21 ng/ul 260/280 260/230 pg/60ul Proband 22 ng/ul 260/280 260/230 pg/60ul
0h/0Gy 247,43 2,12 0,73 14,85 0h/0Gy 255,05 2,10 2,00 15,30
0h/0,5Gy 269,99 2,13 1,26 16,20 0h/0,5Gy 250,10 2,10 2,03 15,01
0h/2Gy 250,21 2,10 2,04 15,01 0h/2Gy 302,83 2,12 1,31 18,17

24h/0Gy 239,39 2,21 4,07 14,36 24h/0Gy 252,65 2,22 2,32 15,16
24h/0,5Gy 183,01 2,20 2,66 10,98 24h/0,5Gy 239,55 2,23 3,40 14,37
24h/2Gy 201,81 2,25 2,29 12,11 24h/2Gy 243,59 2,25 1,01 14,62

Proband 23 ng/ul 260/280 260/230 pg/60ul Proband 24 ng/ul 260/280 260/230 pg/60ul
0h/0Gy 304,70 2,10 1,40 18,28 0h/0Gy 73,20 2,03 1,42 4,39
0h/0,5Gy 320,67 2,10 1,42 19,24 0h/0,5Gy 53,68 1,99 0,47 3,22
0h/2Gy 268,98 2,11 1,73 16,14 0h/2Gy 60,40 2,04 1,02 3,62

24h/0Gy 252,58 2,11 1,65 15,15 24h/0Gy 180,67 2,11 1,49 10,84
24h/0,5Gy 180,04 2,13 0,76 10,80 24h/0,5Gy 212,57 2,11 1,24 12,75
24h/2Gy 227,90 2,11 1,78 13,67 24h/2Gy 197,66 2,12 2,09 11,86

3von4

Tabelle 8.1 (Fortsetzung):Ergebnisse der Spektralphotometrie zur Qualitétskle der RNA. Der
Quotient aus den gemessenen Absorptionswerten@®eud 280 nm bringt Aufschluss tber den Grad
der Verunreinigung mit Proteinen und sollte stdieriil,9 liegen. Darlber hinaus ist zu jeder Prabe d
RNA-Konzentration (in ng/ul) und die tatsachlich&él/&®Menge im jeweiligen ,Collection Tube“ (in
p1g/60ul) angegeben.
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Proband 25 ng/ul 260/280 260/230 pg/60ul Proband 26 ng/ul 260/280 260/230 pg/60ul

0h/0Gy 241,07 2,07 1,52 14,46 0Oh/0Gy 227,84 2,08 1,65 13,67
0h/0,5Gy 211,64 2,07 1,80 12,70 0h/0,5Gy 245,43 2,07 2,08 14,73
0h/2Gy 222,29 2,09 1,67 13,34 0h/2Gy 229,90 2,08 2,09 13,79

24h/0Gy 262,64 2,01 1,22 15,76 24h/0Gy 264,10 2,00 1,69 15,85
24h/0,5Gy 238,49 1,99 1,46 14,31 24h/0,5Gy 97,18 1,90 1,11 5,83
24h/2Gy 241,23 1,95 1,44 14,47 24h/2Gy 152,14 1,94 1,26 9,13

Proband 27 ng/ul 260/280 260/230 pg/60ul Proband 28 ng/ul 260/280 260/230 pg/60ul

0h/0Gy 242,69 2,08 2,02 14,56 0h/0Gy 146,00 2,08 2,07 8,76
0h/0,5Gy 213,44 2,09 1,71 12,81 0h/0,5Gy 176,65 2,10 0,92 10,60

0h/2Gy 215,78 2,13 1,11 12,95 0h/2Gy 160,13 2,09 1,85 9,61

24h/0Gy 216,54 1,95 1,52 12,99 24h/0Gy 220,75 1,98 1,60 13,25
24h/0,5Gy 158,41 1,95 1,33 9,50 24h/0,5Gy 172,72 1,94 1,54 10,36
24h/2Gy 299,06 2,01 1,50 17,94 24h/2Gy 182,31 1,95 1,55 10,94

Proband 29 ng/ul 260/280 260/230 pg/60ul Proband 30 ng/ul 260/280 260/230 pg/60ul
0h/0Gy 68,80 1,99 -1,24 4,13 0h/0Gy 127,86 2,04 -5,56 7,67
0h/0,5Gy 101,12 2,00 -2,48 6,07 0h/0,5Gy 109,40 2,02 -10,40 6,56
0h/2Gy 109,37 2,03 -2,92 6,56 0h/2Gy 109,90 2,03 -2,91 6,59

24h/0Gy 49,05 2,03 -4,29 2,94 24h/0Gy 183,30 2,06 16,96 11,00
24h/0,5Gy 117,14 2,00 -2,62 7,03 24h/0,5Gy 143,59 2,06 -4,37 8,62
24h/2Gy 99,97 2,02 -2,12 6,00 24h/2Gy 145,89 2,04 -5,22 8,75

Proband 31 ng/ul 260/280 260/230 pg/60ul
0h/0Gy 102,71 2,02 -2,09 6,16
0h/0,5Gy 97,22 2,03 -2,25 5,83
0h/2Gy 88,16 1,73 -4,15 5,29

24h/0Gy 133,97 2,05 1,68 8,04
24h/0,5Gy 117,03 2,03 -6,49 7,02
24h/2Gy 171,41 2,06 2,60 10,28

4 von 4

Tabelle 8.1 (Fortsetzung): Ergebnisse der Spektralphotometrie zur Qualitétiskie der RNA. Der
Quotient aus den gemessenen AbsorptionswertertBeain2d 280 nm bringt Aufschluss tiber den Grad der
Verunreinigung mit Proteinen und sollte stets thérliegen. Darliber hinaus ist zu jeder Probe dNAR
Konzentration (in ng/pl) und die tatsdchliche RNAMe im jeweiligen ,Collection Tube” (in pug/60ul)
angegeben.
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8.2 Auswertung der Standardkurven der RT O-PCR

Proband Platte Steigung Effizienz in % Korrelation

1 1 -3,466429 o5 -0,999733
1 2 -3,422768 97,98 -0,999715

w
-

-3,436644 97,71 -0,999817
-3,449661 97,47 -0,999866

w
N

wv
[y

-3,270152 101,10 -0,999689
-3,392243 98,57 -0,999796

wv
N

~
[y

-3,414530 98,14 -0,999955
-3,371209 98,99 -0,999495

~
N

(=]
=

-3,445123 97,55 -0,999622
-3,509355 96,37 -0,999650

o
N

11 1 -3,425916 97,92 -0,999799
11 2 -3,379002 98,84 -0,999592

13 1 -3,411169 98,20 -0,999830
13 2 -3,353287 99,35 -0,996433

-3,414739 98,13 -0,998906
15 2 -3,411021 98,21 -0,999951

17 1 -3,447001 97,52 -0,999870
17 2 -3,473363 97,02 -0,999880

19 1 -3,526356 96,06 -0,999762
19 2 -3,402446 98,37 -0,999818

21 1 -3,404010 98,34 -0,999801
21 2 -3,461532 97,24 -0,999941

23 1 -3,515400 96,26 -0,999822
23 2 -3,520669 96,16 -0,999939

25 1 -3,482606 96,85 -0,999737
25 2 -3,493330 96,66 -0,999676

-3,494524 96,63 -0,999711
27 2 -3,517851 96,21 -0,999914

29 1 -3,563685 95,41 -0,999891
29 2 -3,580354 95,12 -0,999515

31 1 -3,576812 95,18 -0,999805

31 2 -3,577704 95,17 -0,999879
Steigung Effizienz in % Korrelation

Min -3,602942 94,74 -0,999962

[} -3,451700 97,46 -0,999706

Tabelle 8.2: Auflistung der durch die Software des ,GeneAmp GBequence Detection
System" der Firma Applied Biosystems Applera auttsch ermittelten Parameter der
Standardkurven (@ = Mittelwert, Max = Maximum, Mir Minimum, SD =
Standardabweichung).
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8.3 Ergebnisse der normalisierten Genexpression

PPD D [Gy]
0,0 0,3 3,9 27,2 13,4 67,5 4,1 18,1 3,1 1,8 12,0 2,0 2,7 4,1 2,1 1,7 2,9
0,5 0,3 6,8 18,3 17,1 66,3 51 15,1 3,2 19 10,3 2,7 2,6 5,6 1,5 1,4 gl
2,0 0,3 4,2 14,9 32,2 55,4 4,8 16,6 3,5 1,8 15,1 250) &3 5,9 2,0 1,4 3,8
0,0 8 17,4 58,1 37,5 95,2 6,1 36,4 17,2 13,7 30,1 21,2 14,8 10,1 6,7 9,1 7,2
@ 0,5 8 22,0 78,9 47,9 94,7 14,8 43,4 56,7 6,8 56,9 26,5 18,8 13,1 12,0 8,7 15,9
L|_L 2,0 8 19,3 76,2 73,1 211,1 458 45,9 62,9 13,0 53,8 34,7 18,6 17,1 10,6 6,4 19,6
< 0,0 24 26,9 88,4 103,7 3664 43,0 37,2 20,9 1,4 47,4 26,9 12,8 22,2 20,1 27,7 35,3
0,5 24 29,5 189,5 130,8 269,8 64,8 53,7 60,4 12,0 1299 75,2 18,9 47,7 43,6 47,2 27,2
2,0 24 60,2 142,1 1150 427,8 100,5 68,6 63,4 12,7 187,0 73,3 35,5 51,3 32,5 62,7 56,9
0,0 48 29,8 1250 69,3 5646 109 49,6 24,0 2,0 60,0 10,6 15,7 17,4 23,4 70,3 12,8
0,5 48 21,7 103,7 1229 5323 299 71,8 22,5 15,9 116,3 72,0 18,0 22,2 24,7 97,7 26,1

0,0 0,3 44,4 1158 50,2 197,7 320 629 436 244 59,1 23,1 258 435 29,3 199 223
0,5 0,3 46,2 73,6 51,1 170,9 40,8 58,5 38,7 27,1 48,7 24,7 26,7 39,0 259 17,5 283
2,0 0,3 393 731 39,7 1299 392 668 456 279 67,2 23,8 283 23,5 26,7 169 334
0,0 8 91,6 181,8 1259 4385 326 2162 795 563 80,8 66,1 444 324 40,0 489 343
< 0,5 8 102,3 290,3 2358 476,55 72,3 2132 173,7 47,6 1605 86,2 544 425 658 436 524
E 2,0 8 110,4 341,6 3415 8152 1994 2285 2178 633 1684 834 794 544 682 415 797
é 0,0 24 117,1 201,0 152,5 9560 60,4 223,0 86,0 9,1 1373 832 571 58,3 579 646 81
O 0,5 24 101,2 281,3 1555 49,7 172,1 1354 2096 41,2 4061 2285 69,1 99,8 998 1142 67,0
2,0 24 169,7 301,6 1750 5548 2793 1845 1968 350 4076 1982 1030 93,1 79,7 1159 1418
0,0 48 49,0 112,7 659 3242 129 1066 53,1 6,2 939 273 36,5 239 359 71,1 205
0,5 48 34,7 76,7 86,9 2493 42,0 103,7 42,7 31,5 147,7 121,2 430 33,4 475 95,1 38,7

0,0 0,3 589 6,8 5l 10,1 7,5 7,3 11,4 4,4 4,7 6,3 8,0 9,8 5,22 58 5,6
0,5 0,3 6,0 7,0 6,2 8,5 7,3 6,1 10,5 4,3 5,4 7,0 7,8 8,1 5,0 5,2 5,4
2,0 0,3 6,5 6,6 7,0 8,7 7,1 6,4 10,1 4,2 7,8 7,4 8,3 4,0 5,3 4,9 6,9
0,0 8 6,1 9,9 8,8 13,7 SH) 12,0 10,3 59 52 10,9 8,0 53 6,6 9,6 53
% 0,5 8 7,1 16,7 22,7 22,7 9,8 38,2 26,8 6,3 20,3 16,1 15,8 21,5 11,0 12,2 8,4
E 2,0 8 8,3 33,1 32,7 515 235 53,1 26,9 9,0 150 394 259 22,3 13,5 11,8 10,3
[a) 0,0 24 85 4,4 6,3 51,3 4,9 11,4 9,3 1,3 6,5 7,3 10,0 4,1 5,22 5,6 5,4
5 0,5 24 4,9 13,1 7,7 354 8,7 23,8 14,9 2,4 19,7 18,3 15,3 6,7 6,4 8,4 7,3
2,0 24 104 16,7 104 64,1 13,1 31,4 264 2,9 17,8 19,2 18,6 6,3 6,4 8,7 8,8
0,0 48 3,0 SH) 4,7 48,9 2,6 8,5 9,2 0,9 6,4 4,2 7,1 3,2 3,5 4,7 4,0

1von 2

Tabelle 8.3:Normalisierte Genexpression der Probanden 1-16 \(é¢rte mit Faktor 1000 multipliziert, D = Dosis
in Gy, t = Zeit p.r. in h, Proband 10* ist nur ¥Yargleichszwecken aufgefihrt).
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PPD D[Gy] tpr[h] 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31

0,0 0,3 2,1 3,2 15 2,3 3,7 2,6 2,2 2,3 3,0 1,8 1,2 11 1,2 2,7 1,9 1,1
0,5 0,3 2,4 3,0 2,0 2,6 32 2,4 1,8 2,6 4,0 2,53 1,2 19 11 35 1,7 1,2
2,0 0,3 2,2 3,7 2,1 2,3 2,8 2,7 1,6 3,2 2,9 2,53 1,7 1,7 1,2 2,8 1,7 1,8
0,0 8 6,9 22,6 3,9 222 246 290 122 4,6 6,1 7,5 4,6 2,5 3,8 8,3 4,8 2,7
0,5 8 9,1 14,5 6,7 32,2 184 300 121 3,6 4,8 8,2 4,6 3,2 3,0 7,3 4,5 2,5
g 2,0 8 11,0 13,8 6,3 252 254 329 9,4 2,8 6,6 7,9 4,3 4,6 &7 8,7 3,7 4,2
E 0,0 24 27,5 50,8 19,1 32,0 430 232 224 5,6 8,2 160 11,1 7,9 6,0 10,5 193 16,5
0,5 24 54,1 496 252 59,0 340 429 334 8,6 18,1 2577 276 163 16,2 123 264 144
2,0 24 69,4 589 324 404 418 382 212 8,5 26,7 13,1 14,3 11,2 7,7 18,8 393 13,1
0,0 48 15,1 24,5 8,0 369 153 440 16,5 180 12,1 49,6 391 272 256 456 40,7 294
0,5 48 280 243 146 257 27,5 53,2 185 200 166 369 757 179 290 32,8 666 231

2,0 48 29,2 21,2 8,2

0,0 0,3 30,0 244 176 195 360 274 206 203 383 15,5 138 21,0 166 180 167 21,1
0,5 0,3 339 21,7 145 208 302 286 182 191 368 188 165 22,6 154 26,5 17,8 18,3
2,0 0,3 26,8 22,7 145 16,7 263 233 170 22,8 23,2 150 148 216 128 216 160 249
0,0 8 430 708 208 118,7 107,7 1650 663 22,2 27,8 243 234 206 26,7 29,7 251 22,0
‘<_t| 0,5 8 533 51,5 291 1719 92,2 151,8 665 233 272 30,8 247 289 252 30,3 234 232
z 2,0 8 64,7 60,6 30,1 1417 1588 1579 61,7 194 420 268 203 293 261 290 19,8 248
é 0,0 24 80,6 1436 694 1123 1856 113,1 991 226 325 373 284 291 242 358 59,1 520
O 0,5 24 153,4 116,2 86,6 152,7 1242 1616 1020 257 543 471 539 581 596 392 583 578
2,0 24 175,8 133,7 100,2 954 1432 1299 622 235 848 330 356 389 27,7 502 732 461
0,0 48 260 340 175 720 355 998 353 269 190 583 391 30,7 499 50,8 40,2 350
0,5 48 398 346 284 464 61,4 1062 374 31,8 242 449 68,7 309 499 378 596 363

67,7 388 41,1 42,0 762 85,7

0,0 0,3 10,0 7,9 4,4 7,9 8,0 7,9 5,5 8,3 14,6 59 6,0 7,8 6,0 6,6 9,4 5,7
0,5 0,3 8,4 6,2 4,2 6,9 6,8 6,8 6,1 8,4 8,9 58 7,6 5,5 4,6 9,4 9,9 589
2,0 0,3 7,2 6,9 4,0 6,1 5,7 6,0 4,7 9,8 8,5 4,9 6,8 5,0 4,7 6,6 9,4 7,2
0,0 8 9,1 11,2 4,6 6,6 4,9 7,8 4,8 7,3 4,3 5,0 7,9 54 6,0 6,9 7,6 59
% 0,5 8 17,2 8,7 7,0 8,9 8,0 13,5 6,4 8,9 6,7 10,1 13,4 8,0 9,0 11,8 10,5 6,4
E 2,0 8 164 12,6 14,7 10,2 10,3 12,3 7,9 7,6 6,7 10,6 12,9 7,3 9,9 11,9 9,9 73
[a) 0,0 24 9,7 6,5 5,5 4,8 8,6 6,5 4,5 4,3 4,3 5,0 55 3,6 85 4,5 11,5 6,6
(‘B 0,5 24 14,8 8,2 5,4 5,2 7,2 11,3 5,8 5,4 589 6,4 8,8 9,0 7,6 59 13,1 7,7
2,0 24 15,7 9,5 7,4 5,2 8,6 9,2 4,6 55 6,3 7,8 11,7 6,4 53 5,6 13,7 7,1
0,0 48 3,8 3,7 2,8 4,3 4,3 6,9 3,6 4,7 2,4 7,3 58 4,4 53 6,1 6,5 52
0,5 48 6,5 51 4,5 SH) 7,9 10,9 4,5 7,7 3,4 8,8 13,4 7,8 11,0 8,4 11,3 9,0

2 von 2

Tabelle 8.3 (Fortsetzung): Normalisierte Genexpression der Probanden LL6@le Werte mit Faktor 10(
multipliziert, D = Dosis in Gy, t = Zeit p.r. in h)
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8.4 Ergebnisse der differentiellen Genexpression

PPD D [Gy] tp.r.[h]

0,5 0,3 1,75 0,67 1,28 0,98 1,26 0,83 1,01 1,06 0,85 1,37 0,99 1,37 0,74 0,80 1,09
2,0 0,3 1,09 0,55 2,41 0,82 1,19 0,91 a3 1,00 1,26 1,48 1,725 1,44 1,00 0,83 1,32
0,5 8 1,27 1,36 1,28 1,00 2,44 1,19 3,29 0,50 1,89 1,725 1,27 1,30 1,78 0,96 2,19
P 2,0 8 1,11 1,31 1,95 2,22 7,54 1,26 3,65 0,95 1,79 1,64 1,26 1,70 1,57 0,70 2,70
'E 0,5 24 1,09 2,14 1,26 0,74 1,51 1,44 2,89 8,26 2,74 2,80 1,48 2,15 2,17 1,70 0,77
2,0 24 2,24 1,61 1,11 1,17 2,34 1,85 3,03 8,80 3,95 2,73 2,77 2,31 1,62 2,26 1,61
0,5 48 0,73 0,83 1,77 0,94 2,715 1,45 0,94 7,78 1,94 6,80 1,14 1,28 1,06 1,39 2,04

0,5 0,3 1,04 0,64 1,02 0,86 1,27 0,93 0,89 1,11 0,82 1,07 1,03 0,90 0,88 0,88 1,27
2,0 0,3 0,89 0,63 0,79 0,66 1,22 1,06 1,05 1,14 1,14 1,03 1,09 0,54 0,91 0,85 1,50
< 0,5 8 1,12 1,60 1,87 1,09 2,22 0,99 2,19 0,85 1,99 1,30 1,23 1,31 1,65 0,89 1,53
E 2,0 8 1,21 1,88 2,71 1,86 6,12 1,06 2,74 1,12 2,08 1,34 1,79 1,68 1,71 0,85 2,32
é 0,5 24 0,86 1,40 1,02 0,52 2,85 0,61 2,44 4,51 2,96 2,59 1,21 1,71 1,72 1,77 0,83
(S} 2,0 24 1,45 1,50 1,15 0,58 4,63 0,83 2,29 3,84 2,97 2,25 1,80 1,60 1,38 1,79 1,75
0,5 48 0,71 0,68 1,32 0,77 825} 0,97 0,80 511 1,57 4,44 1,18 1,39 1,32 1,34 1,89

0,5 0,3 1,02 1,02 1,723 0,85 0,97 0,84 0,92 0,96 g5 1,10 0,98 0,82 0,97 0,89 0,97
2,0 0,3 1,11 0,97 1,38 0,86 0,94 0,88 0,89 0,95 1,65 1,16 1,03 0,40 1,03 0,85 1,22
g 0,5 8 1,16 1,68 2,59 1,66 1,92 3,20 2,61 1,07 3,93 1,49 1,99 4,03 1,66 1,27 1,60
E 2,0 8 1,35 3,34 3,73 3,77 4,60 4,44 2,62 1,53 2,90 3,63 3,26 4,17 2,05 1,23 1,95
a 0,5 24 1,40 2,98 1,23 0,70 1,77 2,09 1,60 1,80 3,04 2,51 1,52 1,65 1,22 1,49 1,36
5 2,0 24 3,00 3,79 1,65 1,25 2,65 2,75 2,82 2,14 2,74 2,63 1,85 1,56 1,723 1,54 1,65
0,5 48 1,10 1,14 1,67 1,25 2,12 2,68 1,03 2,66 2,18 5,01 2,29 1,64 1,74 1,63 1,55

1von?2

Tabelle 8.4:Differentielle Genexpression der Probanden 1-15 [@osis in Gy, t = Zeit p.r. in h, Proband 10* istir
zu Vergleichszwecken aufgefihrt).
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PPD D [Gy]

t p.r. [h] 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 AS) 30

0,5
2,0
0,5
2,0
0,5
2,0
0,5

ATF3

0,3 1,14 093 130 113 08 091 08 1,14 136 1,31 101 1,74 095 1,30 09 1,04
0,3 1,06 1,14 135 101 0O,77 1,05 0,73 139 09 1,28 138 155 102 1,06 09 1,56

8 1,32 o064 1,74 145 075 103 100 079 0,78 1,10 09 1,31 079 08 093 0,93

8 159 o061 162 1,14 103 1,13 0,77 061 108 1,06 093 1,8 098 1,04 0,77 1,57
24 197 09 132 18 079 18 149 153 222 161 249 206 2,70 1,17 137 087
24 252 1,16 169 1,26 097 165 095 153 326 082 129 141 129 1,79 203 0,80
48 18 09 18 o070 18 1,21 1,12 1,11 137 075 193 066 1,13 0,72 164 0,79

0,5
2,0
0,5
2,0
0,5
2,0
0,5

CDKN1A

0,3 1,13 08 08 107 08 1,04 08 09 09 1,21 120 1,08 093 1,47 106 0,86
0,3 08 09 108 08 073 08 08 113 061 097 1,08 103 0,77 120 09 1,18

8 1,24 073 1,40 145 08 092 100 105 098 1,27 105 1,40 094 1,02 093 1,06

8 1,50 o086 1,45 1,19 147 09 093 108 151 1,11 08 1,42 09 098 079 1,13
24 1,90 08 125 136 067 143 103 1,14 167 126 1,9 200 246 1,09 099 1,11
24 2,18 093 144 08 077 1,15 063 1,04 261 08 1,25 134 1,14 140 1,24 0,89
48 1,53 102 162 064 1,73 106 1,06 1,18 1,27 0,77 1,76 1,01 1,00 0,74 1,48 1,03

0,5
2,0
0,5
2,0
0,5
2,0
0,5

GADD45A

0,3 08 079 09 08 08 08 1,11 102 o061 097 1,27 071 0,77 1,42 106 1,03
0,3 072 087 091 077 071 075 08 1,19 058 08 1,13 064 0,78 100 1,00 1,25

8 189 078 155 134 162 1,73 134 1,22 155 203 169 1,48 149 1,71 138 1,08

8 1,80 1,13 324 155 209 157 165 104 154 213 163 1,35 164 1,72 131 1,24
24 153 126 098 109 08 1,75 130 125 136 1,26 161 248 2,15 1,29 1,13 1,17
24 162 145 1,33 107 100 142 103 1,28 146 1,55 214 1,77 149 1,24 119 1,07
48 69 139 161 1,17 1,81 1,57 124 163 1,40 1,20 231 1,77 207 1,37 1,73 1,72

2von 2

Tabelle 8.4 (Fortsetzung) Differentielle Genexpression der Probanden 16EB% Dosis in Gy, t = Zeit p.r. in h).
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8.5 Kolinearitat zwischen den Zielgenen

600 @ /j
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Abb. 8.1: Grafische Darstellung des Zusammenhangs zwischemarmalisierten Genexpression der einzelnen
Zielgene zum Zeitpunkt 20 Minuten nach Bestrahligibt den Korrelationskoeffizienten an.
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600 @ /j
588)/ BAX vs ATF3 V77 CDKN1A vs ATF3 2 DDB2 vs ATF3 p7 GADDA45A vs ATF3, z PCNA vs ATF3 Y
R =0,6970

R =0,6582 R =0,9765 R =0,5057 R =10,3735
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Abb. 8.2: Grafische Darstellung des Zusammenhangs zwischemarmalisierten Genexpression der einzelnen
Zielgene zum Zeitpunkt 8 Stunden nach BestrahlBngibt den Korrelationskoeffizienten an.
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/ﬁ/)/ DDB2 vs ATF3 )/ GADD45A vs ATF3 /ﬁ/)/ PCNA vs ATF3 )/

R =¢0,8463 R =0,0918
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Abb. 8.3: Grafische Darstellung des Zusammenhangs zwischemarmalisierten Genexpression der einzelnen
Zielgene zum Zeitpunkt 24 Stunden nach BestrahlBngibt den Korrelationskoeffizienten an.
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COKNIA vs ATF3
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Abb. 8.4: Grafische Darstellung des Zusammenhangs zwischemarmalisierten Genexpression der einzelnen
Zielgene zum Zeitpunkt 48 Stunden nach BestrahlBngjbt den Korrelationskoeffizienten an.
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8.6 Zusammenhang zwischen der Strahlendosis und d&enexpression
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Abb. 8.5: Darstellung des Zusammenhangs zwischen der HoheSttahlendosis und der normalisierten
Genexpression der 6 Zielgene, aufgeschlisselt Zadipunkt nach Bestrahlung. Jeder Punkt steht fiiere
einzelnen Messwert. Der Variabilitatskoeffizient’Ryibt an, wie sehr sich die Hohe der normalisierte
Genexpression durch die Strahlendosis erklareh lass
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8.7 Zusammenhang zwischen der Inkubationszeit unded Genexpression

600 > 400
500 o .- 0Gy R’=0,0725 )/ ----- R®=0,2874
300 © —- 05GyR*=0,1067 ATF3 — - R®=0,2678 BAX
e — 20y R2=o,Q§79 —— R?=0,2356
250 | 300 -
[
200 - .
200 -
150 -
100 -
100 -
50 1
01 0
1000)/ ° © 50
..... RZ =0,0020 )/ e RZ =0,2022
400 — _ R?=0,0028 CDKN1A — — R?201597 DDB2
40 4 —— R*=0,1061
O
300 1 *
30 1

Normalisierte Genexpression

[ J
i (4
200 20 1. 4
i
&N
£
100 - 10 | 8
a» o
0 0
100
----- R®=0,0036 ° -+ R?=0,5488
60| — - R¥=0,0019 GADGASA — - R?=0,5307 PCNA
—— R?=0,0015 804 —— R*=0,55025

Zeit nach Bestrahlung [ h]

Abb. 8.6: Darstellung des Zusammenhangs zwischen dem Zé&itpuach Bestrahlung und der Hohe der
normalisierten Genexpression, aufgeschlisselt rghStrahlendosis. Jeder Punkt steht fir einenekian
Messwert. Der Variabilitatskoeffizient fRgibt an, wie sehr sich die Hohe der normalisier@&enexpression
durch die Inkubationszeit erklaren lasst.
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8.8 Zusammenhang zwischen weiteren Parametern unc&dGenexpression
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Abb. 8.7: Zusammenhang zwischen dem Probandenalter undodemralisierten Genexpression. Jeder Punkt steht
fur einen einzelnen Messwert. Der Variabilitatskizegnt (R°) gibt an, wie sehr sich die Hohe der normalisierte
Genexpression durch das Probandenalter erklarsn las
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Abb. 8.7 (Fortsetzung): Zusammenhang zwischen dem Probandenalter undaderahisierten Genexpression.
Jeder Punkt steht fiir einen einzelnen Messwert.\eiabilitatskoeffizient (B gibt an, wie sehr sich die Héhe
der normalisierten Genexpression durch das Prolpaitde erklaren lasst.
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Abb. 8.8: Zusammenhang zwischen dem Geschlecht und der heiertan Genexpression. Jeder Punkt steht fir
einen einzelnen Messwert. Der Variabilitatskoe#fiti (R) gibt an, wie sehr sich die Héhe der normalisierte
Genexpression durch das Geschelcht der Probanklénesr |asst.
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Abb. 8.8 (Fortsetzung):Zusammenhang zwischen dem Geschlecht und der hsierten Genexpression. Jeder
Punkt steht fir einen einzelnen Messwert. Der \ditatskoeffizient () gibt an, wie sehr sich die Hohe der
normalisierten Genexpression durch das Geschedeh®iebbanden erklaren lasst.
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Abb. 8.9: Zusammenhang zwischen der Gesamtzahl (#) der kgtédw und der normalisierten Genexpression.
Jeder Punkt steht fiir einen einzelnen Messwert.\eiabilitatskoeffizient (B gibt an, wie sehr sich die Héhe
der normalisierten Genexpression durch die Gesdmntza Leukozyten erklaren lasst.
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Abb. 8.9 (Fortsetzung): Zusammenhang zwischen der Gesamtzahl (#) der kzgtdwo und der normalisierten
Genexpression. Jeder Punkt steht fiir einen einzéltesswert. Der Variabilitatskoeffizient {Rgibt an, wie sehr
sich die H6he der normalisierten Genexpressiontddie Gesamtzahl der Leukozyten erklaren lasst.
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Abb. 8.10: Zusammenhang zwischen der Gesamtzahl (#) derapiien Granulozyten und der normalisierten
Genexpression. Jeder Punkt steht fiir einen einzéitesswert. Der Variabilitatskoeffizient {Rgibt an, wie sehr
sich die Hohe der normalisierten Genexpressiontddie Gesamtzahl der neutrophilen Granulozytenaeskl
lasst.
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Abb. 8.10 (Fortsetzung): Zusammenhang zwischen der Gesamtzahl (#) derapdulien Granulozyten und der
normalisierten Genexpression. Jeder Punkt stehgifian einzelnen Messwert. Der Variabilitatskoédfie (R) gibt
an, wie sehr sich die Héhe der normalisierten Gpression durch die Gesamtzahl der neutrophilen @oapten
erklaren lasst.
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Abb. 8.11: Zusammenhang zwischen der relativen Anzahl (%) wdeuwtrophilen Granulozyten und der
normalisierten Genexpression. Jeder Punkt steheifien einzelnen Messwert. Der Variabilitatskoédiie (R
gibt an, wie sehr sich die Hohe der normalisief@enexpression durch die relative Anzahl der netitep
Granulozyten erklaren lasst.
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Abb. 8.11: Zusammenhang zwischen der relativen Anzahl (%) wdeuwtrophilen Granulozyten und der
normalisierten Genexpression. Jeder Punkt steheifien einzelnen Messwert. Der Variabilitatskoédiie (R
gibt an, wie sehr sich die Hohe der normalisief@enexpression durch die relative Anzahl der netitep
Granulozyten erklaren lasst.
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Abb. 8.12: Zusammenhang zwischen der Gesamtzahl (#) deragdsian Granulozyten und der normalisierten
Genexpression. Jeder Punkt steht fiir einen einzéltesswert. Der Variabilitatskoeffizient {Rgibt an, wie sehr
sich die Hohe der normalisierten Genexpressionhddie Gesamtzahl der eosinophilen Granulozyteréezkl
lasst.
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Abb. 8.12 (Fortsetzung): Zusammenhang zwischen der Gesamtzahl (#) der ggdsian Granulozyten und der
normalisierten Genexpression. Jeder Punkt stehtifian einzelnen Messwert. Der Variabilitatskoédfie (R) gibt
an, wie sehr sich die Héhe der normalisierten Gpression durch die Gesamtzahl der eosinophilen Woayten
erklaren lasst.
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Abb. 8.13: Zusammenhang zwischen der relativen Anzahl (%) eesinophilen Granulozyten und der
normalisierten Genexpression. Jeder Punkt steheifien einzelnen Messwert. Der Variabilitatskoédiie (R
gibt an, wie sehr sich die Hohe der normalisier@smexpression durch die relative Anzahl der eosiitep
Granulozyten erklaren lasst.
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Abb. 8.13 (Fortsetzung):Zusammenhang zwischen der relativen Anzahl (%)edsemophilen Granulozyten und der
normalisierten Genexpression. Jeder Punkt stehtifian einzelnen Messwert. Der Variabilitatskoédfie (R) gibt
an, wie sehr sich die H6he der normalisierten Gpression durch die relative Anzahl der eosinophB@anulozyten
erklaren lasst.
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Abb. 8.14: Zusammenhang zwischen der Gesamtzahl (#) der bidsopgGranulozyten und der normalisierten
Genexpression. Jeder Punkt steht filr einen einzéltesswert. Der Variabilitatskoeffizient {Rgibt an, wie sehr
sich die H6he der normalisierten Genexpressiontddie Gesamtzahl der basophilen Granulozyten eklkisst.
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Abb. 8.14 (Fortsetzung): Zusammenhang zwischen der Gesamtzahl (#) der bideopGranulozyten und der
normalisierten Genexpression. Jeder Punkt stehtifian einzelnen Messwert. Der Variabilitatskoédfie (R) gibt
an, wie sehr sich die Hohe der normalisierten Gpression durch die Gesamtzahl der basophilen Grayign

erklaren lasst.
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Abb. 8.15: Zusammenhang zwischen der realtiven Anzahl (%) Udasophilen Granulozyten und der
normalisierten Genexpression. Jeder Punkt steheifien einzelnen Messwert. Der Variabilitatskoédiie (R
gibt an, wie sehr sich die Hohe der normalisier@enexpression durch die realtive Anzahl der basephi
Granulozyten erklaren lasst.
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Abb. 8.15 (Fortsetzung):Zusammenhang zwischen der realtiven Anzahl (%)b@dsophilen Granulozyten und der
normalisierten Genexpression. Jeder Punkt stehtifian einzelnen Messwert. Der Variabilitatskoédfie (R) gibt
an, wie sehr sich die Hohe der normalisierten Geression durch die realtive Anzahl der basophileanGlozyten
erklaren lasst.
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Abb. 8.16: Zusammenhang zwischen der Gesamtzahl (#) der Lgaypdn und der normalisierten Genexpression.
Jeder Punkt steht fiir einen einzelnen Messwert.\eiabilitatskoeffizient (B gibt an, wie sehr sich die Héhe
der normalisierten Genexpression durch die Gesdmnttza Lymphozyten erklaren lasst.
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Abb. 8.16 (Fortsetzung):Zusammenhang zwischen der Gesamtzahl (#) der Lgmypén und der normalisierten
Genexpression. Jeder Punkt steht fiir einen einzéltesswert. Der Variabilitatskoeffizient {Rgibt an, wie sehr
sich die H6he der normalisierten Genexpressiontddie Gesamtzahl der Lymphozyten erklaren lasst.
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Abb. 8.17: Zusammenhang zwischen der relativen Anzahl (%) ldgnphozyten und der normalisierten

Genexpression. Jeder Punkt steht fiir einen einzéltesswert. Der Variabilitatskoeffizient {Rgibt an, wie sehr
sich die H6he der normalisierten Genexpressiontddie relative Anzahl der Lymphozyten erklarentass



8 Anhang - 162 -
DDB2 GADD45A PCNA
50 100
R?=0,1162 60 | R®=0,0413 R? = 0,0641
40 80 -
L ]
L ]
. * o
30 1 . : 0 4 60 1 . 5
®e ¢ . w
.. =
20 1 < o ° 40 A
L] ) L3
° $ 20 -
10 et 8 o‘; ¢ * . 20
— b e
o p 07, .
0 0 T T T T T T T 0
50 100
R? = 0,0765 60 R’ =0,1425 R? = 0,0884
40 1 80 |
[ ]
c
S
[9]
[%]
o
o
x
()
c
[}
o
2 2 ° 2 2
5 R? = 0,000 60 | R?=0,1061 R? = 0,0082
2 40 A 80
g .
o
Z 30 . 0 | 60 - o
° ° N
* . . ° >
07 8 ¢ . N 40
L] o ® 8 $ : s '. [} o
o880 :, LI . - ® 2 ee3®
10 s s 20 T3 t s °
. ]
0 T 0 T
50 100
R? = 0,0565 60 4 . R? = 0,0544 R? = 0,0805
40 4 80 -
L]
30 4 60 -
40 IS
o]
[ ) =0
20 4 . LI 40 A
) T s ¢
)
10 L] s 8 o 204 ° o o
K ’
[ ]
[ ] s [ ]
0 T T T T T T T T T T 0 T T T T T T T
15 20 25 30 35 40 45 50 55 15 20 25 30 35 40 45 50 55 15 20 25 30 35 40 45 50 55
% Lymphozyten / pl
2von 2

Abb. 8.17 (Fortsetzung): Zusammenhang zwischen der relativen Anzahl (%) ldgnphozyten und der
normalisierten Genexpression. Jeder Punkt steheifien einzelnen Messwert. Der Variabilitatskoédiie (R

gibt an, wie sehr sich die Hohe der normalisie®@anexpression durch die relative Anzahl der Lympterz
erklaren lasst.
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Abb. 8.18: Zusammenhang zwischen der Gesamtzahl (#) der Mtgzind der normalisierten Genexpression.
Jeder Punkt steht fiir einen einzelnen Messwert.\eiabilitatskoeffizient (B gibt an, wie sehr sich die Héhe
der normalisierten Genexpression durch die Gesdnntzat Monozyten erklaren lasst.
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Abb. 8.18 (Fortsetzung):Zusammenhang zwischen der Gesamtzahl (#) der Mtegmaind der normalisierten
Genexpression. Jeder Punkt steht fiir einen einzéltesswert. Der Variabilitatskoeffizient {Rgibt an, wie sehr
sich die H6he der normalisierten Genexpressiontddie Gesamtzahl der Monozyten erklaren lasst.
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Abb. 8.19: Zusammenhang zwischen der relativen Anzahl (%) Memozyten und der normalisierten
Genexpression. Jeder Punkt steht filr einen einzéltesswert. Der Variabilitatskoeffizient {Rgibt an, wie sehr
sich die H6he der normalisierten Genexpressionhddie relative Anzahl der Monozyten erklaren lasst.
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Abb. 8.19 (Fortsetzung): Zusammenhang zwischen der relativen Anzahl (%) Memozyten und der
normalisierten Genexpression. Jeder Punkt steheifien einzelnen Messwert. Der Variabilitatskoédiie (R
gibt an, wie sehr sich die Hohe der normalisier@enexpression durch die relative Anzahl der Monazyt

erklaren lasst.
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8.9 Einflussfaktoren auf die Genexpression im verwaleten In-vitro-Modell
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Abb. 8.20: Einfluss von Probandenalter und verschiedenembBdparametern auf die Hohe der normalisierten
Genexpression der unbestrahlten Kontrollproben d6udn nach Blutentnahme. (# = absolute Anzahl =%
relative Anzahl, Lymphos = Lymphozyten, Monos = Mawten.)



9 Danksagung - 168 -

9 Danksagung

Die Erstellung der vorliegenden Arbeit war mir iregem Umfang nur durch die Unterstitzung
vieler Menschen maoglich, fur deren Hilfe ich mialm dieser Stelle bedanken méchte. So waren es

oft die kleinen Dinge, die Grol3es bewirkten.

Zunachst bedanke ich mich bei Herrn Prof. Dr. MIIsitur die Vertretung der Arbeit an der Tech-
nischen Universitat Minchen. Des Weiteren dankeHehrn Prof. Dr. V. Meineke fir die freundli-
che Aufnahme im Institut fir Radiobiologie der Besdiehr in Minchen, insbesondere flur die Be-
reitstellung samtlicher Materialien und Laborgerd#ein ganz besonderer Dank gilt meinem
Doktorvater Herrn Prof. Dr. M.Sc. M. Abend fiir ditberlassung des Themas sowie die kompe-
tente und versierte Betreuung. Mit viel Menschligihkbestandiger Freundlichkeit und unendlicher

Geduld begleitete er mich Uber den gesamten Zeitraeiner Arbeit.

Ebenso mochte ich mich bei meinem Betreuer der @akbeit Herrn Dr. C. Ruf bedanken, der
mich fur diese Arbeit motiviert und vor allem wahdedes experimentellen Teils und bei der um-
fangreichen Auswertung stets hilfsbereit beratenh hma Weiteren gilt mein Dank den Herren
Drs. A. Riecke und M. Port, die mir mit wertvoll®atschlagen neue Denkanstdl3e gegeben haben.
Besonders bedanken mdchte ich mich bei Herrn S.f8edie kompetente und geduldige Einarbei-
tung in sdmtliche Labortéatigkeiten im Zusammenhamigder RT Q-PCR und Herrn R. Hartmann
fur die Unterstutzung bei der ProbenaufbereitungARsolation und cDNA-Synthese. Allen wei-
teren, hier nicht namentlich genannten Mitarbedtes Institutes danke ich fur die Gberaus herzliche

Zusammenarbeit.

Meinen Eltern Marlis und Hans-Armin Brosow sowieingn Bruder Volker und vielen Freunden
danke ich fur das grol3e Interesse an meiner Adpeitdie damit verbundene, wertvolle moralische
Unterstitzung. Mein abschliel3ender Dank gilt H&rHesse und Frau R. Uschold. Ihr wachsamer

und kritischer Blick von aul3en war mir stets einef3g Hilfe.



10 Lebenslauf

- 169 -

10 Lebenslauf

Personliche Angaben:

Geburtsdatum
Geburtsort

Beruflicher Werdegang:

Seit Oktober 2009

Von August 2008
bis September 2009

November 2007

Von Mai 2005
bis Juli 2008

Von November 2003
bis Mai 2005

November 2004
November 2003
Januar 1997

Juli 1996

Universitare Ausbildung:

Von November 1999
bis November 2003

Von November 1997
bis Oktober 1999

21. Marz 1977
Neustadt an der Weinstralle

Dezernent fur Qualitatsmanagémergionalen Sanitatsein-
richtungen, Sanitatsamt der Bundeswehr in Miinchen

Dezernent fur Krankenhausinforomssysteme und Telemedizin,
Sanitatsamt der Bundeswehiiirciven

Beginn der Promotion am InstitutR&diobiologie der Bundeswehr
in Munchen

Truppenarzt im Sanitatszentrum Neekg an der Universitat
der Bundeswehr Minchen

Assistenzarzt am Bundeswehrieramkus Berlin, Abteilung
fur Urologie

Approbation als Arzt und Ernennzung Sanitatsoffizier
Teilapprobation als Arzt
Wechsel in die Laufbahn der Saniféssanwarter

Eintritt in die Bundeswehr als Grundwbénstleistender

Klinischer Abschnitt des Studuter Humanmedizin an
der Technischen Universitat Méanc

Vorklinischer Abschnitt des Siuts der Humanmedizin
an der Universitat Regensburg



