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Abstract

Purpose: Microbeam therapy is a preclinical concept of spatially fractionated radiotherapy. In
this approach, beams are collimated into parallel, planar beams a few micrometers wide and
consist of high doses of several hundreds of Grays, while the doses of the regions between the
beams remain below the tissue tolerance. Microbeam therapy has been shown to spare normal
tissue better than conventional radiotherapy while maintaining equal tumor control, thereby
increasing the therapeutic index. The underlying biological effects of microbeam therapy are
not yet fully understood and dosimetry is challenging due in part to the microbeam geometry,
which is in the micrometer range. The goal of this work is to use biological dosimetry to
characterize microbeams in more detail, to detect possible biological mechanisms of microbeam
therapy such as bystander effects, and to validate physical dosimetry by determining the

biological dose in the peak- and valley regions.

Methods: Using various endpoints, DNA and the subsequent cytogenetic damage resulting from
microbeam therapy was investigated and quantified in cell culture and reconstructed skin tissue.
The established cytokinesis-block micronucleus assay with CHO-K1 cells was performed,
which is one of the gold standards of biological dosimetry. It allows the detection of micronuclei
as well as nucleoplasmic bridges. Furthermore, to investigate the effects in a three-dimensional
construct, the foci for YH2AX and 53BP1, as DNA double strand break markers, in the
reconstructed skin tissue EpiCs were examined immunohistochemically 0.5 and 24 hours after

irradiation with microbeams and homogeneous irradiation.

Results and Conclusion: This is the first study precisely determining the absorbed doses in the
peaks and valleys of microbeams using the CBMN-Assay. The biological dosimetry with
micronuclei and bridges agrees with the physical dose determined with Gafchrom film and
could therefore validate physical dosimetry. The study clearly demonstrated that reconstructed
skin tissue is well suited to study spatial resolution of DNA damage after microbeam therapy.
Here, a higher 53BP1 foci number could be observed in the valleys compared to homogeneous

irradiation, which could indicate possible bystander effects.

In summary, it was shown that the geometry of microbeams can be reliably reproduced in cell
culture and three-dimensional tissue despite the dimensions in the micrometer range and that
possible bystander effects might play a role in the underlying biological mechanisms of

microbeam radiation therapy.



Zusammenfassung

Zielsetzung: Mikrostrahltherapie ist ein préklinisches Konzept der rdumlich fraktionierten
Strahlentherapie. Dabei werden Strahlen zu parallelen, ebenen und wenige Mikrometer breiten
Strahlenbiindel kollimiert und weisen hohe Dosen von mehreren Hundert Grays auf, wihrend
die Regionen zwischen den Strahlenbiindeln durch niedrige Dosen gekennzeichnet sind. Es
wurde gezeigt, dass Mikrostrahltherapie bei gleicher Tumorkontrolle das Normalgewebe besser
schont als konventionelle Strahlentherapie und dadurch den therapeutischen Index erhoht. Die
zugrundeliegenden biologischen Effekte der Mikrostrahltherapie sind noch nicht vollstindig
geklart und die Dosimetrie stellt unter anderem aufgrund der Mikrostrahlgeometrie, welche sich
im Mikrometerbereich bewegt, eine Herausforderung dar. Das Ziel dieser Arbeit ist es, anhand
von biologischer Dosimetrie Mikrostrahlen genauer zu charakterisieren, mogliche biologische
Mechanismen der Mikrostrahltherapie, wie Bystander-Effekte zu erfassen und durch die
Bestimmung der biologischen Dosis in den Peaks und Valleys die physikalische Dosimetrie zu
validieren.

Methoden: Anhand verschiedener Endpunkte wurden DNA-Schiden als Folge der
Mikrostrahltherapie in Zellkultur und rekonstruiertem Hautgewebe untersucht und
quantifiziert. Es wurde der etablierte Cytokinesis-block micronucleus-Assay mit CHO-K1
Zellen eingesetzt, welcher einer der Goldstandards der biologischen Dosimetrie darstellt.
Dieser ermoglicht es, sowohl Mikrokerne als auch nukleoplasmatische Briicken zu erfassen.
Des Weiteren wurde zur Untersuchung der Effekte im dreidimensionalen Raum die Foci fiir
YH2AX und 53BP1 im rekonstruierten Hautgewebe EpiCs immunhistochemisch 0,5 und 24
Stunden nach Bestrahlung mit Mikrostrahlen und homogener Bestrahlung untersucht.

Ergebnisse und Fazit: Es konnte in dieser Arbeit zum ersten Mal mithilfe des CBMN-Assays

die genaue absorbierte Dosis in den Peaks und Valleys der Mikrostrahlen bestimmt werden.
Die biologische Dosimetrie mit Mikrokernen und Briicken stimmt mit der physikalischen
Dosimetrie mit Gafchrom-Film iiberein und konnte diese somit validieren. Es konnte weiterhin
gezeigt werden, dass rekonstruiertes Hautgewebe gut geeignet ist, um die ortliche Auflosung
von DNA-Schédden nach Mikrostrahltherapie zu untersuchen. Hier konnte in den Valleys im
Vergleich zu homogener Bestrahlung eine hohere 53BP1-Foci-Anzahl beobachtet werden, was
auf mogliche Bystander Effekte hinweisen konnte. Insgesamt konnte gezeigt werden, dass die
Mikrostrahlgeometrie trotz der Dimensionen im Mikrometerbereich zuverldssig in Zellkultur
und dreidimensionalem Gewebe wiedergegeben werden kann und mégliche Bystander-Effekte

zu den zugrundeliegenden biologischen Mechanismen von Mikrostrahlen beitragen konnten.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1  Mikrostrahltherapie

Strahlentherapie ist eine entscheidende Siule der Krebstherapie und wird gegenwiértig in etwa
50% aller Behandlungen verwendet (Allen et al., 2017). Obwohl es in den letzten Jahrzehnten
viele Fortschritte in der Strahlentherapie gab, gibt es fiir eine Vielzahl von Tumoren immer
noch keine hinreichende Therapie. Einen bedeutenden limitierenden Faktor stellt hierbei die
Normalgewebstoxizitit in den Risikoorganen dar (Fukunaga et al., 2021). Beispielsweise hat
das Glioblastoma multiforme trotz optimaler Behandlung mit einer 5-Jahres-Uberlebensrate
von nur 5% eine sehr schlechte Prognose. Bei der Behandlung muss hier zwischen
Tumorkontrolle und Schonung des umliegenden Gewebes und somit Reduzierung der
resultierenden neurologischen Defizite abgewogen werden (Engels et al., 2020; Montay-Gruel
et al., 2021). Dies stellt eine Herausforderung dar, was unter anderem an der Strahlenresistenz,
der rasch proliferierenden, diffus infiltrativen Natur von Gliomzellen und an der
Strahlensensitivitit des Gehirnes liegt (Wong et al., 2015). Fiir die Behandlung bedarf es

deswegen neuartiger Therapieansétze mit verbesserter Normalgewebstoleranz.

In 1992 wurde von Slatkin et al. mit der Mikrostrahltherapie (MRT Microbeam radiation
therapy) eine neue Methode in der Strahlentherapie eingefiihrt (Slatkin et al., 1992). Diese
Methode basiert auf dem Prinzip der raumlichen Fraktionierung in der Strahlentherapie, die von
Alban Koehler am Anfang des 20. Jahrhunderts entdeckt wurde (Grotzer et al., 2015). In der
Mikrostrahltherapie werden Strahlen zu parallelen, ebenen und wenige Mikrometer breiten
Strahlenbiindeln (Peaks) kollimiert (Abb. 1), welche mit einer hohen Dosis von mehreren
Hundert Grays (350-1000 Gy) auf das Tumorgewebe appliziert werden. Die Regionen zwischen
den Peaks werden als Valleys bezeichnet und sind hingegen durch eine niedrige Dosis (5-20
Gy) gekennzeichnet (Ibahim et al., 2014), wobei die Dosis hier aus der Streuung sekundérer
Elektronen und Photonen der angrenzenden Peaks resultiert (Serduc et al., 2009). Die Peaks
besitzen eine Peakbreite von etwa 25-50 um und einen Abstand (ctc center-to-center-distance)
von Ublicherweise 200-400 um (Grotzer et al., 2015), wobei diese Parameter durch das
verwendete Kollimatordesign bestimmt werden (Ibahim et al., 2014). Eine hohe Dosisrate ist
hierbei bedeutend, um eine moglichst kurze Bestrahlungszeit zu erreichen. Durch eine
moglichst kurze Bestrahlungszeit wird eine bewegungsinduzierte Verzerrung der
Mikrostrahlgeometrie minimiert und eine prazise Applikation von Mikrostrahlen gewihrleistet.

Bisher ist es nur durch die von Synchrotron-Anlagen produzierte High-Flux Bestrahlung
1



Einleitung

moglich, die Bedingung von nahezu parallelen Mikrostrahlen und sehr hohe Dosisraten zu
erfiillen (Schiiltke et al., 2017). Um Experimente auch auBlerhalb von groBlen Synchrotron
Anlagen zu ermoglichen, wird in neuerer Zeit an zugénglicheren Methoden fiir MRT geforscht,
wobei bereits mehrere alternative Strahlquellen fiir Mini- und Mikrostrahlen vorgeschlagen

wurden (Esplen et al., 2018; Prezado et al., 2017; Treibel et al., 2021).

Es wurde in verschiedenen Studien gezeigt, dass Mikrostrahltherapie eine bemerkenswerte
Tumorkontrolle zeigt, wiahrend die Normalgewebestoxizitit reduziert wird. So ist es moglich,
Dosen von Hunderten Grays zu applizieren, ohne Gewebenekrosen hervorzurufen (Laissue et
al., 2007; Serduc et al., 2006; Slatkin et al., 1995). Es wurden verschiedene Studien mit
intrazerebralen 9L Gliosarkomen in Ratten durchgefiihrt: Laissue et al. zeigten, dass durch die
Bestrahlung mit Mikrostrahlen das Tumorwachstum verlangsamt und eine Ablation des
Tumors in mehr als der Hélfte der Ratten erreicht wurde (Laissue et al., 1998). In Bouchart et
al. wurde im Vergleich zu unbestrahlten Ratten eine signifikant hohere mittlere Uberlebenszeit
beobachtet mit einer voriibergehenden Unterdriickung des Tumorwachstum um einen Faktor
von 17 (Bouchet et al., 2010). Im Vergleich zu Broadbeam-bestrahlten Ratten (Bestrahlung mit
einem homogenen Feld) konnten Dilmanian et al. unter der Verwendung von verschiedenen
Mikrostrahlgeometrien und Dosen eine bis zu 5-fach lingere mittlere Uberlebenszeit mit einer
bemerkenswerten Normalgewebstoleranz nach MRT nachweisen (Dilmanian et al., 2002). In
einer Studie mit Embryos von Enten wies das Hirngewebe nach MRT im Vergleich zu
Broadbeam-Bestrahlungen zudem eine 3-fach hohere Toleranz auf (Dilmanian et al., 2001).
Diese Ergebnisse suggerieren einen hdheren Therapieindex von MRT im Vergleich zu

Broadbeam-Bestrahlungen.

Fir die Gewdhrleistung einer guten Tumorkontrolle und Normalgewebstoleranz ist ein
wichtiger Parameter in der Mikrostrahltherapie das Verhiltnis zwischen Peakdosis und
Valleydosis (PVDR peak-to-valley dose ratio). Verschiedene Studien haben gezeigt, dass die
Valleydosis fiir die Normalgewebstoleranz von besonderer Bedeutung ist (Smyth et al., 2016),
wobei eine niedrige Valleydosis eine bessere Schonung des Normalgewebes aufweist
(Dilmanian et al., 2003, 2002; Mukumoto et al., 2017; Zhong et al., 2003). Die Dosis in den
Valleys sollte dabei einen bestimmten Grenzwert nicht {ibersteigen, um eine hinreichende
Reparatur zu gewihrleisten, und ist abhédngig von verschiedenen Faktoren, wie der
Photonenenergie, der Kollimatorgeometrie (Anzahl der Mikrostrahlen, Mikrostrahlbreite, ctc),
dem Bestrahlungsfeld, der Peakdosis und der Tiefe, Form und Zusammensetzung des zu

bestrahlenden Tumors und des umgebenden Gewebes (Briuer-Krisch et al., 2005; Serduc et al.,

2
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2009). Gleichzeitig ist eine hohe Peakdosis fiir die Tumorkontrolle entscheidend (Laissue et al.,
1998). Eine hohe PVDR ist deswegen ein wichtiger limitierender Faktor in der klinischen

Anwendung von Mikrostrahlen.
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Abbildung 1: Schematische Abbildung von Mikrostrahlen. (Links: bereitgestellt von Franziska Treibel, rechts:
Uyama et al., 2011) Links: Dosisprofil entlang der x-Achse. Rechts: Schematische Darstellung der
Mikrostrahlgeometrie, anders als in der Abbildung wurde in dieser Arbeit ein Multi-Slit Kollimator verwendet.

1.2 Biologische Mechanismen in der Mikrostrahltherapie

Wie bereits im vorherigen Kapitel erldutert, ermoglicht Mikrostrahltherapie im Vergleich zu
konventioneller Strahlentherapie die Bestrahlung von Tumoren mit sehr hohen Dosen bei
ausgezeichneter Schonung des Normalgewebes. Die biologischen Effekte hierfiir sind jedoch
noch nicht vollstindig gekldrt. Dadurch dass die Dosen in der Mikrostrahltherapie
hauptsichlich in den Mikrometer breiten Peaks appliziert werden, spielt hier der Volumen-
Effekt eine Rolle, bei der die Normalgewebstoleranz mit steigendem Bestrahlungsvolumen
sinkt (Rodney Withers et al., 1988). Dilmanian et al. verglichen in einer Studie die
Normalgewebstoleranz von Broadbeam-Bestrahlung und MRT und kamen zu dem Ergebnis
einer 3 bis 4-fach hoheren Toleranz fiir Mikrostrahlen, auch unter Beriicksichtigung des
Volumenfaktors (Verhéltnis der Dosis in den Peaks zur integrierten Dosis). Dies deutet darauf
hin, dass auBler dem Volumen-Effekt weitere biologische Effekte in der Mikrostrahltherapie
mitwirken (Dilmanian et al., 2002, 2001). Ein Uberblick iiber verschiedene Mechanismen wird

in der Publikation von Fukunaga et al. gegeben (Fukunaga et al., 2021).



Einleitung

Vaskuldre Effekte: Durch starke pro-angiogenetische Signale kommt es in Tumoren zu einer

abnormalen Gefdfbildung. Das Tumorgefdfisystem ist gekennzeichnet durch eine
unzureichende Gefdforganisation sowie einer schlecht ausgebildeten GefdaBstruktur unter
anderem mit einer sehr schneller Endothelproliferation und Permeabilitét. Dieses im Gegensatz
zum Normalgewebe inaddquate Gefallsystem filihrt zu einer erhohten Anfilligkeit gegentiber
verschiedenen Behandlungsstrategien (Denekamp, 1990). Mehrere Studien deuten darauf hin,
dass vaskuldre Effekte durch eine bevorzugte Wirkung der Mikrostrahlen auf Tumorgefaf3e eine
wichtige Rolle in der Behandlung mit Mikrostrahlen einnehmen. So konnte in Bouchet et al.
nach Bestrahlung von 9L Gliosarkomen in Ratten festgestellt werden, dass es in der zweiten
Woche nach MRT zu einer signifikanten Verringerung der Fraktion des Tumorblutvolumens
(TBVT tumor blood volume fraction) kommt. Dabei korreliert die Verringerung des TBVf und
des mittleren Durchmessers der Gefile (VSI vessel size index) mit der Reduktion der
Tumorgrofe nach Bestrahlung, wobei keine Unterschiede im bestrahlten Normalgewebe
festzustellen sind (Bouchet et al., 2010). Nach MRT kann im Normalgewebe eine ausreichende
Perfusion aufrechterhalten werden, wihrend es im Tumorgewebe durch das Remodeling von

Tumorgefaflen zu einer Hypoxie kommt (Bouchet et al., 2013a).

Migration von Stammzellen: Stammzellen sind in der Erhaltung von Normalgewebe von grofer

Bedeutung (Fabbrizi et al., 2018). In einer Studie von Fukunaga et al. wurden ex-vivo Testis-
Organkulturen von Acr-GFP transgenen Méusen bestrahlt, wobei GFP ein spezifischer Marker
fiir Meiosis ist, welcher zur Uberwachung der Spermatogenese verwendet wird. Es wurde
beobachtet, dass die Spermatogenese nach MRT im Gegensatz zu Bestrahlung mit Broadbeam
nicht beeintrachtigt wurde, wobei das Vorhandensein von unbestrahlten Stammzellen und deren
Migration fiir die Schonung des Gewebes zur Erhaltung einer intakten Spermatogenese nach

MRT notwendig ist (Fukunaga et al., 2019).

Immuneffekte: Um die zugrundeliegenden Mechanismen fiir die Mikrostrahltherapie zu
verstehen, wurden unterschiedliche Studien zur Untersuchung moglicher Immuneffekte
durchgefiihrt. Es wurde gezeigt, dass die Bestrahlung mit Mikrostrahlen im Vergleich zu
Broadbeam-Bestrahlung zu einer unterschiedlichen Regulierung von Genexpression und
molekularen Signalwegen fiihrt, die das Immunsystem betreffen (Sprung et al., 2012; Yang et
al., 2014). Mehrere Experimente mit EMT6.5-Mammatumoren in vivo und in vitro wurden
durchgefiihrt. Yang et al. konnten dabei zeigen, dass sich die Immuninfiltrate in Mamma-
Tumoren wesentlich zwischen MRT und Broadbeam-Bestrahlung unterscheiden. Es kommt

nach konventioneller Bestrahlung im Vergleich zu MRT zu einem Anstieg an tumorassoziierten
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Makrophagen und Neutrophilen, wohingegen MRT zu einer grof3eren Anzahl an T-Zellen und

einem hoheren Level an proinflammatorischen Genen in Tumoren fiihrt (Yang et al., 2019).

Bystander-Effekte: Wiahrend in der Mikrostrahltherapie nur ein kleiner Anteil an Zellen

bestrahlt und dadurch direkt beschiadigt wird, wurden auch Effekte in unbestrahlten Zellen
beobachtet. Diese Effekte werden Bystander-Effekte genannt und konnen durch Signale
ausgehend von bestrahlten Zellen ausgeldst werden (Nagasawa and Little, 1999). So wurden in
einer vielzitierten Studie CHO-Zellen mit alpha-Teilchen bestrahlt. Obwohl nur etwa 1% aller
Zellen bestrahlt wurde, wurden DNA-Schéiden in Form von Schwester-Chromatid-Austausch
in 30% aller Zellen beobachtet (Nagasawa and Little, 1992). Als zugrundeliegende
Mechanismen sind zum einen die direkte Zellkommunikation durch Gap-junctions (GJIC gap
Jjunctional intercellular communication) und zum anderen die Freisetzung 16slicher Faktoren
von direkt bestrahlten Zellen aufzufiihren. M6gliche Mediatoren sind unter anderem Zytokine
wie Tumornekrosefaktor-alpha, freie Radikale (ROS reactive oxygen species) und reaktive
Stickstoffspezies wie Stickstoffmonoxid NO (Prise and O’Sullivan, 2009). Nach gezielter
Bestrahlung des Zytoplasmas von Glioblastom-Zellen mit Helium-Ionen kam es sowohl in
benachbarten Tumorzellen als auch in benachbarten Normalgewebszellen zu einem erhdhten
Chromosomenschaden, wobei hier die Anzahl von Mikrokernen als Endpunkt genommen
wurde. Bystander-Effekte entstehen folglich nicht nur durch direkten DNA-Schaden, sondern
auch nach Bestrahlung des Zytoplasmas (Shao et al., 2004). Es wurde neben Effekten in
unmittelbarer Ndhe von bestrahlten Zellen auch eine Wirkung auf unbestrahlte Zellen in
grofBerer Reichweite, sogenannte out-ouf-field oder abskopale Effekte beschrieben. Fernandez-
Palomo et al. konnten zeigen, dass die Bestrahlung einer Gehirnhilfte von Mausen sowohl nach
Broadbeam-Bestrahlung als auch nach MRT zu abskopalen Effekten in der Urinblase fiihrt,
gemessen an dem verringerten klonogenen Uberleben von HaCat Reporterzellen. Bei
Vorhandensein eines Tumors ist hier jedoch kein signifikanter Unterschied festzustellen. Die
Maiuse hatten kein erworbenes Immunsystem, was darauf hindeuten konnte, dass hier das
angeborene Immunsystem eine Rolle spielt (Fernandez-Palomo et al., 2016). Im Review von
Zhang et. al kann ein Uberblick iiber verschiedene Studien zum Bystander-Effekt mit
Mikrostrahlen gefunden werden (Zhang et al., 2022).
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1.3 Dosimetrie in der Mikrostrahltherapie

Bei der Dosimetrie geht es um das Messen der absorbierten Dosis, die aus der Wechselwirkung
von ionisierender Strahlung mit Materie resultiert (Attix, 2007). Die Dosimetrie in der
Mikrostrahltherapie gestaltet sich schwieriger als in konventioneller Radiotherapie. Die
Dosimetrie muss die genaue Erfassung der Mikrostrahlgeometrie im Bereich von Mikrometern
gewahrleisten und eine groBe Spannweite, die die Dosen in den Peaks und Valleys umfassen,
abdecken. Fiir physikalische Dosimeter ist aulerdem die Dosisrate zu beachten, da eine hohe
Dosisrate zu einer Sittigung des Detektors flihren kann (Brauer-Krisch et al., 2015; Pellicioli
etal., 2019).

Theoretische Dosisberechnungen werden anhand von Monte-Carlo-Simulationen durchgefiihrt,
einer statistischen Methode zur Berechnung des Strahlentransportes basierend auf der
Wahrscheinlichkeitsverteilung der Wechselwirkungen von Photonen bei Durchgang durch
Materie und Simulationen anhand von randomisierten Nummern (Wood et al., 2013). Daneben
wird in der experimentellen Dosimetrie zwischen physikalischer und biologischer Dosimetrie
unterschieden. Eine gut etablierte Methode in der physikalischen Dosimetrie ist die Dosimetrie
mit Gafchrom-Filmen. Radiochrome Filme besitzen eine Schicht bestehend aus kristallinen
Polyacetylenen. Hier kommt es nach Bestrahlung durch Polymerisation zu einem Farbwechsel.
Die dadurch resultierende optische Dichte ist proportional zu der absorbierten Dosis und kann
bei Bestrahlungen mit Mikrostrahlen mit Hilfe von Mikrodensimetern oder Systemen gekoppelt
mit einem optischen Mikroskop erfasst werden (Brduer-Krisch et al., 2015; Williams and
Metcalfe, 2011). Die biologische Dosimetrie erfasst dagegen nicht die Dosis an sich, sondern
die Folgen ionisierender Strahlung auf zelluldrer Ebene. Dadurch konnen biologische Schidden
quantifiziert und so auf die absorbierte Dosis geschlossen werden (Bundesamt fiir
Strahlenschutz, 2020). Diese Methode wird bei nukledren Unféllen und radiologischen
Notfillen verwendet, um die Dosis abzuschitzen und kann bei der Triagierung, dem Screening,
dem klinischen Management und bei der langfristigen Risikoabschédtzung behilflich sein
(Swartz et al., 2014). Biologische Dosimetrie kann unabhéngige Informationen iiber die Dosis
liefern und dabei die physikalische Dosimetrie ergdnzen oder ersetzen (Romm et al., 2011).
Zytogenetische Biomarker, wie dizentrische Chromosomen und Mikrokerne werden dabei als
sensitivste und zuverldssigste Endpunkte angesehen. lonisierende Strahlung kann in den Zellen
zu DNA-Strangbriichen fithren. Werden diese Schéden nicht hinreichend repariert, kommt es
zu abnormalen Chromosomenstrukturen, welche mit der Dosis korrelieren und zur Bewertung

der Dosis identifiziert und quantifiziert werden konnen (Ricoul et al., 2017).
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2 Zielsetzung

Die zugrundeliegenden biologischen Effekte der Bestrahlung mit Mikrostrahlen sind noch nicht
hinreichend aufgekliart. Zudem erweist sich die Dosimetrie im Mikrometerbereich als
schwierig. Eine genaue Abbildung der biologischen Dosis kann die physikalische Dosimetrie
erginzen, bei der Optimierung der Behandlungsplanung helfen und durch die Erfassung
moglicher biologischer Effekte zum Verstandnis der Wirkung von Mikrostrahlen beitragen.
Dabei spielt vor allem die Bestimmung der Valleydosis eine wichtige Rolle, da diese einen
entscheidenden Faktor fiir die Bestrahlung mit Mikrostrahlen darstellt (Smyth et al., 2016). Um
die genaue absorbierte Dosis in den Peaks und Valleys der Mikrostrahlen zu erfassen und die
physikalische Dosimetrie zu verifizieren, wurde in dieser Arbeit mithilfe von biologischer
Dosimetrie Chromosomenfragmente in Folge von DNA-Schédden nach MRT untersucht und
mit einer Referenzkurve verglichen. Dazu wurde der Cytokinesis-block micronucleus Assay
mit Mikrokernen und Briicken als Endpunkte verwendet. Um eine realititsgetreuere Abbildung
mit Darstellung von Gewebe im dreidimensionalem Raum und entsprechenden Zellkontakten
zu erhalten (Antoni et al.,, 2015), wurde des Weiteren rekonstruiertes Hautgewebe zu
unterschiedlichen Zeitpunkten mit Mikrostrahlen bestrahlt. Die rdumliche Auflésung und der
zeitliche Verlauf der resultierenden DNA-Schidden wurden immunhistochemisch anhand von
YH2AX und 53BP1-Foci als Marker untersucht. Von groem Interesse sind auch die
zugrundeliegenden biologischen Mechanismen der Mikrostrahltherapie. Um mdogliche
Bystander-Effekte im Hautgewebe zu detektieren, wurde dafiir anschliefend die Anzahl der
Foci in den Valleys nach MRT bestimmt und mit der Anzahl der Foci nach homogener

Bestrahlung verglichen.
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3 Material und Methoden

3.1 Zellkultur

3.1.1 Zelllinie

Fiir die nachfolgenden Experimente in Zellkultur wurde die bewdhrte Normalgewebslinie
CHO-K1 Hamsterzellen benutzt (bereitgestellt vom Department der Radioonkologie und
Strahlentherapie, Klinikum rechts der Isar, Technische Universitit Miinchen). Die Zellen
wurden im RPMI-1640 Wachstumsmedium mit 10% FBS, 1% L-Glutamin, 1% Penicillin-
Streptomycin und 1% Sodiumpyruvat (alle von Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen,
Deutschland) und bei einer Temperatur von 37°C und 5,0% CO> kultiviert.

3.1.2 Splitting

Die Zellen wurden 2-3-mal wdochentlich gesplittet. Dazu wurden die Zellen mit 5 mL PBS
(Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen,
Deutschland) gewaschen und fiir 3,5 Minuten mit 2 mL Trypsin + 0,02% EDTA (Sigma-
Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, Deutschland) bei 37°C und 5,0% CO; inkubiert. Um das
Trypsin zu stoppen, wurde fiir ein Splitting-Verhéltnis von 1:50 3 mL Medium hinzugefiigt und
100 uL davon in eine neue T75 Flasche mit 9 mL Medium hinzugefiigt.

3.1.3 Bestimmung der Verdopplungszeit anhand einer Wachstumskurve

Fiir den Mikrokerntest (3.1.5) ist es wichtig, die passende Inkubationszeit mit Cytochalasin B
zu erfassen. Um mit Cytochalasin B eine moglichst groBe Anzahl an binukldren Zellen zu
induzieren, muss zunédchst die Verdopplungszeit mithilfe einer Wachstumskurve bestimmt
werden. Es wurden dazu 100.000 Zellen/Well in einer 6-well Platte (TPP Techno Plastic
Products AG, Schweiz) ausgesét und bei 37°C und 5,0% CO> inkubiert. Nach jeweils 24, 48,
96, 120 und 144 Stunden wurden die Wells mit ImL PBS gespiilt und die Zellen zur Ablésung
mit 1 mL Trypsin + 0,02% EDTA fiir 3,5 min bei 37°C und 5,0% CO2 inkubiert. Nachdem 3
mL Medium hinzugefiigt worden war, wurde die Zellzahl in einer Neubauer-Zéhlkammer

bestimmt. Pro Zeitpunkt wurden 3 Wells ausgesit. Alle Wells wurden dabei jeweils dreimal
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gezdhlt, wobei alle vier Quadrate der Zahlkammer verwendet wurden. Mit nachfolgender

Formel wurde die Verdopplungsrate tv der Zellen berechnet:

log (2)

tv = (t2-1t1) X log(n2) — log(nl)

Die Zeit t wurde in Stunden angegeben und fiir n2 (Zellzahl bei £2) und n/ (Zellzahl bei ¢7) der

steilste Teil der Wachstumskurve betrachtet.

3.1.4 Coating der Kammerobjekttriager

Fiir den Mikrokern-Test (3.1.5) wurden Kammerobjekttrager (Nunc® Lab-Tek® II Chamber
Slide™ system, 2 wells, Thermofisher, Massachusetts, USA) verwendet. Um die rdumliche
Auflésung der Mikrokerne zu erhalten, ist es essenziell, dass die Zellen an Ort und Stelle
bleiben. Dafiir wurden Kammerobjekttrager mit Corning Cell-Tak (1,2 mg/mL #354240,
Corning, USA) gecoatet. Gemall der Herstellerangabe wurde Cell-Tak mit sterilem 0,1 M
NaHCOs-Puffer verdiinnt, um eine Konzentration von 0,02 mg/mL zu erreichen. Die
Kammerobjekttrager wurden mit jeweils 700 pL Cell-Tak befiillt und nach 20-miniitiger

Einwirkzeit zweimal mit sterilem Wasser ausgewaschen.

3.1.5 Cytokinesis-block micronucleus (CBMN) Assay

Fiir die biologische Dosimetrie wurde die etablierte Methode, der Mikrokern-Test mit
Cytochalasin B, dem sogenannten Cytokinesis-block micronucleus (CBMN) Assay verwendet.
Hierbei werden Mikrokerne (MN Micronucleus/ Micronuclei) als biologischer Endpunkt benutzt
und so die Quantifikation der Strahlenbelastung ermoglicht (Bundesamt flir Strahlenschutz,
2020). Gleichzeitig konnen mit dem Assay nukleoplasmatische Briicken (NPB nucleoplasmic
bridges) ausgewertet werden. Eine schematische Darstellung der Entstehung von MN und NPB

ist in Abbildung 2 dargestellt.

Mikrokerne: ~ Mikrokerne  bestehen aus  azentrischen = Chromosomenfragmenten,
Chromatidfragmenten oder ganzen Chromosomen, die wéhrend der Anaphase der Mitose nicht
in die Tochterzellkerne eingeschlossen und schlieBlich von einer eigenen Kernmembran
umhiillt wurden. Dabei koénnen Chromosomenfragmente und Chromatidfragmente durch

fehlerhaft reparierte oder nicht reparierte DNA-Schiaden, wie Doppelstrangbriiche (DSB DNA
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double-strand break), entstehen (Fenech et al., 2011). Mikrokerne, die ganze Chromosome
beinhalten, entstehen durch Malsegregation wihrend der Anaphase, unter anderem resultierend
aus fehlerhaften Zellzyklus-Kontrollgenen, Defiziten des Spindelapparates oder der
Kinetochore, mechanischen Storungen oder Hypomethylation der zentromeren DNA (Mateuca
et al., 2006). Auch im Rahmen eines Bruches von NPB konnen mehrere Fragmente entstehen,
die sich im néchsten Zellzyklus als MN présentieren (Hoffelder et al., 2004). Die resultierenden
Mikrokerne haben, abgesehen von der kleineren Grofe, eine dhnliche Morphologie wie die

Tochterzellkerne (Fenech et al., 2011).

Briicken: Briicken entstehen, wenn die Zentromere von dizentrischen Chromosomen wihrend
der Anaphase in entgegengesetzter Richtung zu den Spindelpolen gezogen werden.
Dizentrische Chromosomen konnen dabei entweder durch Fehlreparaturen von DNA-
Strangbriichen oder durch Fusionen der Enden der Telomere hervorgerufen werden. Wird die
Zytokinese wiahrend des CBMN-Assays blockiert, werden die Chromosomen durch eine

Kernmembran umhiillt und bilden so eine nukleoplasmatische Briicke (Fenech, 2007).

Micronucleus formation
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Abbildung 2: Entstehung von Mikrokernen und nukleoplasmatischen Briicken wihrend der Kernteilung.
(Fenech et al, 2011) Obere Reihe: FEntstehung von Mikrokernen, Untere Reihe: Entstehung von
nukleoplasmatischen Briicken
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Fiir den CBMN-Assay wurden 6x10* Zellen in Zwei-Kammerobjekttriger mit einer Seeding-
Area von 20mmx>20mm ausgesét und nach einer Inkubationsphase von 24 Stunden bestrahlt
(3.1.7). Nach der Bestrahlung wurde das Medium mit neuem RPMI-1640 Medium und
Cytochalasin B in einer Konzentration von 3 pg/mL ersetzt und bei einer Temperatur von 37°C
und 5,0% CO; inkubiert. Das Hinzufiigen von Cytochalasin B gleich nach der Bestrahlung fiihrt
durch die Blockierung der Zytokinese zur Ausbildung von binukleédren Zellen, was die Analyse
von Mikrokernen ausschlieflich in Zellen, die nur eine einzige nukledre Teilung nach
Bestrahlung vollfiihrt haben, ermdglicht (Rodrigues et al., 2018). Fiir die Inkubationszeit mit
Cytochalasin B wurden 27 Stunden festgelegt, basierend auf Vorversuchen mit dem CBMN-
Assay und der vorher bestimmten Verdopplungszeit der CHO-K1 Zellen (Kapitel 3.1.3 und
4.1.1). Nachdem die Zellen fiir 5 Minuten mit ImL PBS gewaschen wurden, wurde
tropfchenweise kaltes KCL (0,075 M, Thermofisher, Massachusetts, USA) hinzugefiigt, die
Zellen anschlieBend mit eiskaltem Methanol und Essigsdure in einem Verhaltnis von 3:1 fixiert
und tiber Nacht getrocknet. Die Fiarbung erfolgte mit Hochst (Invitrogen™ Hochst 33342, 10
mg/mL) gemdl der Herstelleranleitung. Dazu wurde Hochst mit PBS zu einer Konzentration
von 1,5 pug/mL verdiinnt und jeweils 800 pL in die Kammerobjekttrager gegeben. Nach 10
Minuten abgedeckt in Alufolie wurden die Zellen mit PBS gewaschen und zum Trocknen bei
Raumtemperatur aufbewahrt. Zum Schluss wurden die Kammern entfernt und die Objekttrager
mit einem lichtbestdndigen Eindeckmedium (Vectashield H-1000, Vector Laboratories, Inc.,
Newark, United States) und einem Coverslip (24 x 60 mm) abgedeckt. Die Slides wurden im

Gefrierfach bei -20°C aufbewahrt.

3.1.6 Auswertung

Fiir die Auswertung wurden die Mikrokerne und binukledre Zellen mithilfe von Metafer
(Metasystems, AltluBheim, Deutschland) am Fluoreszenzmikroskop Axio Observer 7 (Zeiss,
Oberkochen, Deutschland) automatisch analysiert und die genauen Koordinaten der Zellen
bestimmt. Nach automatischer Analyse wurden die Mikrokerne nochmal manuell nachgepriift.
Das Scoring der Briicken erfolgte manuell. Dabei wurden jeweils stets mindestens 1000 Zellen
ausgewertet. Fiir das Scoring der binukldren Zellen, der Mikrokerne und Briicken wurden die
Kriterien nach Fenech et al., 2003 verwendet: Binukledre Zellen sollten zwei Zellkerne mit
intakter Kernmembran besitzen und sich innerhalb derselben zytoplasmatischen Grenze
befinden. Dabei sollten die Zellkerne ungefahr gleicher Gro3e und Farbungsintensitét sein und
sich bertihrende Zellkerne klar abzugrenzen sein. Mikrokerne sollten rund oder oval sein und
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der Durchmesser zwischen 1/16 und 1/3 des mittleren Durchmessers der Zellkerne betragen.
Sie sollten nicht mit den Zellkernen verbunden sein, jedoch kénnen sie die Zellkerne beriihren,
nicht aber liberlappen. Briicken sollten eine ununterbrochene nukleoplasmatische Verbindung
zwischen den Zellkernen darstellen. Hierbei kdnnen sie unterschiedlicher Breite sein, jedoch
iiberschreitet diese meist nicht 1/4 des Durchmessers der Zellkerne. Die vollstdndigen Kriterien
sind in der Publikation von Fenech et al. umfassend ausgefiihrt (Fenech et al., 2003).

Um Informationen iiber die rdumliche Aufteilung der Mikrokerne nach Bestrahlung mit
Mikrostrahlen zu erhalten, wurde mithilfe von Matlab (Natick, MA, USA) (Code bereitgestellt
von Dr. Stefan Bartzsch) die Positionen der Zellen relativ zum nédchsten Mikrostrahl-Zentrum

in Bins von 12,5 um ausgewertet.

3.1.7 Bestrahlung und physikalische Dosimetrie

Die Bestrahlung wurde mit Rontgenstrahlung durchgefiihrt. Die Spannung betrug bei allen
Bestrahlungen 225 kV und der Rohrenstrom 13 mA. Fiir die Referenzkurve wurden
Broadbeam-Bestrahlungen mit einer Dosisrate von 7,2 Gy/min durchgefiihrt. Die Proben
wurden mit Dosen von 0 Gy bis 4 Gy bestrahlt.

Um Mikrostrahlen zu produzieren, wurde ein Multi-Slit Kollimator in den Kleintierbestrahler
XenX (Xstrahl, Camberley, UK) am Helmholtz-Institut Miinchen eingebaut (Treibel et al.,
2021). Dabei wurde fiir die Bestrahlung ein groer Fokuspunkt verwendet und es wurde der
Kupferfilter eingesetzt. Der ctc-Wert betrug 400 um und die Schlitzweite 50 um. Um die
Dosisrate zu erhohen und eine Schlitzbreite von 50 pum zu erhalten, wurden die
Kammerobjekttrager direkt auf der Oberfliche des Kollimators platziert und von unten
bestrahlt. Wéhrend der Bestrahlung wurden die Kammerobjekttrager mit 2 mL Medium
bedeckt, um die Zellen vor dem Austrocknen zu schiitzen. Vor den Experimenten wurde eine
Filmdosimetrie von Franziska Treibel durchgefiihrt: Zugeschnittene Stiicke eines EBT3 Films
wurden in die Kammerobjekttriger gelegt und durch ein Stiick PMMA bedeckt, welches
dasselbe Volumen hatte wie auch 2 mL Medium. Anhand der Ergebnisse einer Peak-Dosisrate
von 3,05 Gy/min und einer Valley-Dosisrate von 0,075 Gy/min wurden die
Kammerobjekttrager 39 Sekunden fiir eine Peak Dosis von 2 Gy und 1600 Sekunden fiir eine
Valley Dosis von 2 Gy bestrahlt. Es wurde fiir jede Dosis und fiir jede Bestrahlungsmodalitét

jeweils 3 Wiederholungen angefertigt.
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3.2 Immunhistochemie mit rekonstruiertem Hautgewebe

Um eine realititsgetreuere Abbildung im dreidimensionalen Raum zu erreichen, in dem unter
anderem auch Zell zu Zell Interaktionen erhalten sind (Antoni et al., 2015), wurden
Experimente an rekonstruiertem Hautgewebe vorgenommen. YH2AX und 53BP1-Foci wurden
dabei zur Visualisierung der DNA-Doppelstrangbriiche durch Immunfluoreszenzfiarbung

verwendet.

YH2AX: Kommt es zu DNA-Schidden in eukaryotischen Zellen, werden die Serin-Threonin
Kinasen ATM (ataxia-telangiectasia—mutated), ATR (ataxia-telangiectasia and rad3-related)
und DNA-PKcs (DNA-dependent protein kinase, catalytic subunit) aktiviert, welche eine
Antwort auf DNA-Schidden (DDR DNA Damage Response) einleiten. Ein wichtiger Schritt ist
die Phosphorylierung von Serin 139 der Histonvariante H2AX, welche dann nach
Phosphorylierung YH2AX genannt wird. Im Rahmen der DDR kommt es zur Ausbildung von
YH2AX-Dominen iiber Megabasen des Chromatins, das den Doppelstrangbruch umgibt
(Collins et al., 2020). yYH2AX spielt hier eine wichtige Rolle fiir die Rekrutierung von DNA-
Reparatur-Proteinen an die Stelle des DNA-Schadens (Scully and Xie, 2013). Durch spezifische
Antikorper kann YH2AX erkannt werden und als Biodosimeter verwendet werden. Anhand von
Immunfluoreszenz ist es so moglich, die Nummer an DSB-Foci und so die DDR innerhalb des

Zellkerns zu evaluieren (Matthaios et al., 2012).

53BP1: Fiir die Reparatur von Doppelstrangbriichen sind als Hauptwege der DNA-Reparatur
HR (homologous recombination) und NHEJ (non-homologous end-joining) zu nennen. 53BP1
(Tumor suppressor p53-binding protein 1) ist ein zentraler DNA-Reparatur Faktor und fordert
den NHEJ-Weg, wihrend der HR-Weg verhindert wird. Als Antwort auf einen
Doppelstrangbruch akkumuliert 53BP1 im benachbarten Chromatin und bildet dabei nukleare
Foci. Dabei dient 53BP1 als wichtiger Mediator fiir die Rekrutierung nachfolgender
Reparaturfaktoren (Mirza-Aghazadeh-Attari et al., 2019).

Die nachfolgenden Methoden und Materialien fiir die Experimente am Hautgewebe wurden
durch das Institut fiir Radiobiologie der Bundeswehr, Miinchen, Deutschland bereitgestellt und
in Zusammenarbeit mit dieser (Prof. Harry Scherthan, Jessica Miiller, Steffen Miiller, Lisa

Marie Fees und Sarah Schoof) durchgefiihrt.
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3.2.1 EpiCS — Hautgewebe

Verwendet wurden in den nachfolgenden Experimenten Phenion® epiCS — Hautgewebe
(Henkel AG & Co., Diisseldorf, DE), das von der OECD (Organisation for Economic
Cooperation and Development) fiir die Testung hautkorrosiver (OECD, 2019) und
hautirritierende (OECD, 2021) Eigenschaften anerkannt ist. Das dreidimensionale Hautmodell
hat eine Fliche von 0,6 cm? und wird aus priméren menschlichen epidermalen Keratinozyten
rekonstruiert, die auf einem Polycarbonat Filter unter air-liquid interface (ALI) — Bedingungen
geziichtet werden (Steinmeyer et al., 2022) und so zu einer mehrschichtigen Epidermis mit
Verhornung differenzieren. Die Hautmodelle weisen eine hohe Ahnlichkeit mit menschlicher
Epidermis auf und bestehen ebenfalls aus einer unteren Basalzellschicht, einer Schicht mit

proliferierenden Keratinozyten und einer Hornschicht (Phenion, 2014).

Gemal der Herstelleranleitung wurde bei Erhalt der Hautgewebe zunédchst 1 mL kaltes epiCS
Kulturmedium in jeweils ein Well einer 6-Well Platte pipettiert. Die Hautgewebe wurden unter
sterilen Bedingungen mit einer Einmalpinzette in die mit Medium befiillten Wells der 6-Well

Platte transferiert und zunéchst fiir 24 Stunden bei 37°C und 5,0% CO- inkubiert.

Die nachfolgenden Methoden fiir die Fixierung, Einbettung (3.2.2), Immunhistochemie (3.2.3)
und Auswertung (3.2.4) der Hautmodelle wurden bereits ausfiihrlich von Ahmed et al. und

Scherthan et al. beschrieben (Ahmed et al., 2012; Scherthan et al., 2022).

3.2.2 Fixierung und Einbettung

Nach der Bestrahlung wurden die Hautmodelle fiir 0,5 und 24 Stunden bei 37°C und 5,0% CO-
inkubiert und zum Fixieren anschlieBend mit 4%-PFA durchsetzt. Nach 20 Minuten wurden die
Hautgewebe flir 5 Minuten zundchst 2x mit reinem PBS und 1x mit PBS/0,1% Glycin
gewaschen und bis zur weiteren Verarbeitung bei 4°C in PBS gelagert. Die fixierten
Hautmodelle wurden anschlieBend zum Institut fiir Radiobiologie der Bundeswehr (Miinchen,
Deutschland) gebracht und dort weiterverarbeitet. Um die Hautmodelle aus ihren Inserts zu
16sen, wurden sie durch eine 8 mm Biopsie — Stanze (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts,
USA) rausgeschnitten und mitsamt ithrer Membran in Agarose eingebettet. Die Hautmodelle
wurden dann mithilfe des Leica ASP300S tissue processors (Leica Biosystems, NuBloch,
Germany) in einer Serie von Alkoholbadern entwissert, mit Paraffin infiltriert und nachfolgend

in wiirfelformigen GieBformen in Paraffin eingebettet. Die Orientierung der Mikrostrahlen
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wurde dabei stets markiert, sodass die Paraffinblocke mit einem Leica RM2255 Mikrotom in

Sum Schichten senkrecht zu den Mikrostrahlen geschnitten werden konnten.

3.2.3 Immunfluoreszenzfirbung

Die Paraffinschnitte wurden zunichst fiir die Immunfluoreszenztiarbung vorbereitet. Dazu
wurden 5 um dicke Paraffinschnitte auf Superfrost plus Objekttragern (Carl Roth, Karlsruhe,
Deutschland) aufgebracht und auf einer Heizplatte bei 37°C {iber Nacht getrocknet. Die
Schnitte wurden dann in Xylene entwachst und in einer absteigenden Serie von Alkoholbddern
wieder rehydriert. Zur Antigendemaskierung wurden die Objekttridger im 0,01 M Natriumcitrat-
Puffer (ph = 5) fiir 40 Minuten in ein 95°C heilles Wasserbad gebracht und anschlieSend wieder
langsam abgekiihlt. Um unspezifische Proteinbindung zu verhindern, wurden die Objekttriager
10 Minuten bei 37°C in einem von dem Institut fiir Radiobiologie der Bundeswehr (Miinchen,
Deutschland) entwickeltem TCTG-Puffer (10mM TRIS, 5% Na-Casein, 0,1% Tween20, 0,1%
Fischgelatine, ph=7,4) getaucht. Fiir die Inmunfluoreszenzfairbung wurden die Gewebeschnitte
zunéchst fiir 1,5 Stunden bei 37°C mit Primédrantikérpern gegen YH2AX (mouse anti-y-H2AX;
Merck Chemicals, Darmstadt, Deutschland) und 53BP1 (rabbit anti-53BP1; NB 100-304,
Novus Biotechne, Wiesbaden, Deutschland) in TCTG-Puffer inkubiert. Nachdem die
Objekttrager 3 mal 5 Minuten lang in TCTG gewaschen wurden, erfolgte fiir 1 Stunde bei 37°C
die Inkubation mit den Sekundérantikorpern dk-antirabbit-Cy3 und gt-anti-mouse-Cy5 (beide
Jackson laboratories, Bar Harbor, Maine, USA). Im Anschluss wurden die Objekttrager 3 mal
3 Minuten in TCTG gewaschen und zur Darstellung der DNA fiir 2 Minuten mit 0.2 g/mL DAPI
(Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland) in PBS gegengefiarbt und mit ProLong Glass Antifade
(Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA) und einem Deckglas abgedeckt.

3.2.4 Auswertung

Die Immunfluoreszenzmikroskopie und quantitative Bildanalyse der Hautgewebe wurde
freundlicherweise von dem Institut fiir Radiobiologie der Bundeswehr (Miinchen, Deutschland)
unter Verwendung des Fluoreszenzmikroskops Axio Observer Z1 (Zeiss, Oberkochen,
Germany), der digitalen Analyseplattform TissueFAXS und der Analyse Software TissueQuest
und StrataQuest (alle von TissueGnostics, Wien, Osterreich), durchgefiihrt. Fiir die Auswertung

der ortlichen Auflésung der DNA-Schidden wurden den einzelnen Zellkernen eine Position
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entlang des Hautgewebes annotiert. Bei gekriimmten Sektionen wurden die Zellkerne entlang
des Hautgewebes relativ zu einem bestimmten Punkt am Ende des Hautgewebes abgebildet,
sodass am Ende die Zellen linear in 2D dargestellt werden konnten (Scherthan et al., 2022). Die
raumliche Aufteilung der DNA-Schidden und deren quantitative Analyse in den Peaks und
Valleys wurden mithilfe von Matlab (Natick, MA, USA) (Code bereitgestellt von Dr. Stefan
Bartzsch) analysiert. Dabei wurden die Positionen der Zellen relativ zum néchsten Mikrostrahl-

Zentrum in Bins von 25 pm ausgewertet.

Fiir jeden Fixierungszeitpunkt und jede Bestrahlungsmodalitit wurden 3 Kontrollen angelegt,
2-4 Hautmodelle bestrahlt und fiir jedes Hautmodell mindestens 3 Gewebeschnitte bearbeitet

und analysiert.

3.2.5 Bestrahlung und physikalische Dosimetrie

Die Bestrahlung der Hautgewebe mit Mikrostrahlen erfolgte ebenfalls mithilfe des Mikrostrahl-
Kollimators am XenX (siehe Kapitel 3.1.7.). Vor der Bestrahlung wurde eine Filmdosimetrie
durchgefiihrt, unter anderem von Dr. Stefan Bartzsch, Mabroor Ahmed und Rainer Lindner.
Dazu wurde gemdl der Geometrie der Hautgewebe in den Inserts ein Stiick EBT3 Film
zwischen einer 2 mm Platte PMMA und einer 9 mm Platte PMMA gelegt und bestrahlt. Es
ergab sich eine Peak-Dosisrate von 4,1 Gy/min und eine Valley-Dosisrate von 0,112 Gy/min.
Eine entsprechende Dosimetrie wurde fiir die Broadbeam-Bestrahlung am X-Strahl RS225 (X-
Strahl LTD, Camberlay, UK) durchgefiihrt mit einer resultierenden Dosisrate von 7,06 Gy/min.
Um mdglichst genau dem Setup der Filmdosimetrie zu entsprechen und sterile Bedingungen zu
gewahrleisten, wurden die Hautgewebe in den Inserts fiir die Bestrahlung unter sterilen
Bedingungen in 35 x10 mm Nunc™ Zellkultur-Petrischalen (Thermofisher scientific,
Massachusetts, USA) gelegt, mit PBS randvoll aufgefiillt und mit SealPlate® Film (Excel-
Scientific, Victorcille, CA, USA) abgeklebt. Vor der Bestrahlung wurden mit einer Kaniile (Gr.
20 Sterican, Braun, Melsungen, Deutschland) zwei Locher jeweils gegeniiber in die
Hautgewebe gestochen und die Richtung der Locher anschlieBend auf dem SealPlate® Film
mit einem Strich markiert, um die Hautgewebe wiéhrend der Bestrahlung parallel zu den
Mikrostrahlen ausrichten zu konnen. Die Spannung am XenX betrug dabei 225 kV und der
Rohrenstrom 13 mA. Dabei wurde flir die Bestrahlung ein groBBer Fokuspunkt verwendet, eine
Schlitzweite von 50 um eingestellt und der Kupferfilter eingesetzt. Der ctc-Wert betrug 400

um. Die Proben wurden direkt auf den Kollimator gelegt und von unten bestrahlt. Um eine
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Peakdosis von 19 Gy und eine Valley Dosis von 1 Gy zu erreichen, wurde nach der Bestrahlung
am XenX eine homogene Bestrahlung am X-Strahl RS225 durchgefiihrt. Entsprechend der
Valleydosis von 1 Gy bei der Bestrahlung mit Mikrostrahlen wurde eine Referenzbestrahlung
mit Broadbeam am RS225 mit 1 Gy durchgefiihrt. Die Spannung am RS225 betrug dabei 220

kV, der Rohrenstrom 1 mA und es wurde, wie auch am XenX, der Kupferfilter verwendet.

3.3  Statistik

Die Mittelwerte wurden berechnet und als Mittelwert +/- Standardabweichung dargestellt. Um
signifikante Unterschiede festzustellen, wurde der Student’s t-test in SPSS (IBM, Ehningen,
Deutschland) angewandt. Ein p-Wert von p < 0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen.
Outlier wurden mithilfe von Excel (Microsoft Corporation, Redmond, USA) anhand des

Interquartilsabstandes IQR (interquartile range) identifiziert.
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4  Ergebnisse

4.1 Biologische Dosimetrie mit Mikrokernen und Bricken in Zellkultur

4.1.1 Bestimmung der Inkubationszeit fiir Cytochalasin B fiir CHO-K1-Zellen

Bestimmung der Wachstumskurve:

%10°

Zellzahl
w B (5] =]

5]
T

-
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Zait [n]

Abbildung 3: Wachstumskurve der CHO-KI1-Zellen. Zu sehen sind die Zellzahl und die Kultivierungszeit in
Stunden. Jeder Datenpunkt stellt den Mittelwert +/- Standardabweichung dar, N=3.

Die Verdopplungszeit betrug fiir die hier verwendeten CHO-K1 Zellen 24,0 +/- 0,6 Stunden
(ADD. 3).

Bestimmung der Inkubationszeit: Basierend auf der Verdopplungszeit wurden verschiedene

Zeiten fiir die Inkubation der Zellen mit Cytochalasin B getestet, um die groBtmdgliche Anzahl
an binukldren Zellen (BNZ) nach Bestrahlung zu erreichen. Fiir die Bestimmung der
Inkubationszeit wurde als MaR3 der Anteil der binuklidren Zellen an der Gesamtzahl der Zellen

(binukledre Zellen + monokukledre Zellen (MNZ)) verwendet.
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Abbildung 4: Anteil binukledrer Zellen an der Gesamtzahl der Zellen in Abhiingigkeit von der Inkubationszeit
und Dosis. BNZ/(BNZ+MNZ) in Prozent nach 0 Gy und 4 Gy, sowie nach 24 und 27 Stunden. Jeder Datenpunkt
stellt den Mittelwert +/- Standardabweichung dar, N=2, * p-Wert <0,05.

Nach 0 Gy und 27 Stunden wurde mit 82,5 +/- 0,2% einen signifikant groferen prozentualen
Anteil an BNZ erreicht als nach 24 Stunden mit 80,9 +/- 0,4% (p < 0,05). Auch nach 4 Gy war
nach 27 Stunden ein groBerer Anteil zu beobachten (73 +/- 2% nach 27 Stunden und 66 +/- 2%
nach 24 Stunden), dies war jedoch nicht auf einem p < 0,05 Level signifikant (Abb. 4).

Da fiir 0 Gy bei 27 Stunden ein signifikant groBeres Verhidltnis von BNZ/Zellzahl zu
beobachten war und bei ldngeren Fixierungszeiten bereits tri- und tetranukledre Zellen unter
dem Mikroskop beobachtet werden konnten, wurde der Zeitpunkt von 27 Stunden als

Inkubationszeit mit Cytochalasin B fiir den CBMN-Assay festgelegt.
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4.1.2 Binukleire Zellen nach Broadbeam-Bestrahlung und MRT

Anteil der binukleédren Zellen in Abhéingigkeit von der Dosis nach Broadbeam-Bestrahlung
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Abbildung 5: BNZ/Zellzahl [%] in Abhingigkeit von der Dosis. Zu sehen ist der Anteil an binukledren Zellen
(BNZ/(MNZ+BNZ)) in Prozent bei 0 — 4 Gy nach einer Inkubationszeit von 27 Stunden nach Broadbeam-
Bestrahlung. Jeder Datenpunkt stellt den Mittelwert +/- Standardabweichung dar, N=3 fiir alle Dosen aufser 3 Gy
(N=2). Die Auswertung erfolgte iiber >1500 Zellen.

In Abbildung 5 ist zu erkennen, dass der Anteil an binukledren Zellen an der Gesamtzahl an
Zellen mit zunehmender Dosis der Broadbeam-Bestrahlung abnimmt. Die Datenpunkte wurden
linear mit einer Gleichung von y = -11x + 89 angepasst, der R-Quadratwert betrug 0,9054. Der
Anteil binukledrer Zellen lag bei 0 Gy bei 84,5 +/- 0,7% und sank bei 4 Gy auf 39 +/- 5%.
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Anzahl an BNZ in Abhéingigkeit vom Abstand zum Peak nach MRT
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Abbildung 6: BNZ/Zellzahl [%] nach MRT in Abhdngigkeit vom Abstand zum Peak. Zu sehen ist der Anteil an
binuklediren Zellen an der Gesamtzahl der Zellen (BNZ/(MNZ+BNZ)) nach MRT in Abhdngigkeit vom Abstand
zum Peak, einer Inkubationszeit von 27 Stunden, einer Peakdosis von 2Gy und einer PVDR von 40,67. Jeder
Datenpunkt stellt den Mittelwert +/- Standardabweichung dar, Bingréfpe = 25um, N=3.

Auch nach Bestrahlung mit Mikrostrahlen war eine Dosisabhéngigkeit fiir die Entstehung
binukledrer Zellen zu erkennen. Mit zunehmendem Abstand zum Peak und mit einer
abnehmenden Dosis von 2 Gy im Peak bis auf eine Dosis von 0,05 Gy im Valley, erkannte man
eine Zunahme an binukledren Zellen. Im Peak betrug der mittlere Anteil an BNZ 75 +/- 2%, im

Valley stieg der Anteil auf 88 +/- 1% an (p < 0,01) (Abb. 6).
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4.1.3 Referenzkurven fiir die biologische Dosimetrie

Um die biologische Dosis anhand von Mikrokernen und Briicken als Biodosimeter berechnen
zu konnen, wurde zundchst jeweils eine Referenzkurve unter denselben

Bestrahlungsbedingungen etabliert.

Mikrokerne in binukledren Zellen:

Abbildung 7: Fluoreszenzmikroskopie-Bild von Mikrokernen in binukleiren Zellen. Binukledire CHO-K1 Zellen
mit Mikrokernen, angefirbt mit Hoechst, 40-fache Vergrdoferung. Von links nach rechts: BNZ ohne Mikrokerne,
BNZ mit einem Mikrokern, BNZ mit zwei Mikrokernen, BNZ mit drei Mikrokernen.

Referenzkurve fiur Mikrokerne:
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Abbildung 8: Referenzkurve fiir Mikrokerne in Abhdngigkeit von der Dosis. Abgebildet ist die durchschnittliche
Anzahl an Mikrokernen MN pro binukledrer Zelle BNZ (MN/BNZ) fiir 0 — 4 Gy nach Broadbeam-Bestrahlung.
Jeder Datenpunkt stellt den Mittelwert +/- Standardabweichung dar, N=3 fiir alle Dosen aufler 3 Gy (N=2), die
Auswertung erfolgte tiber > 1500 Zellen.
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Nach Durchfiihrung des CBMN-Assays war die Entstehung von Mikrokernen in binukledren
Zellen zu erkennen (Abb. 7). Die Referenzkurve flir Mikrokerne ergab eine lineare
Abhéngigkeit des Verhiltnisses MN/BNZ von der Dosis, wobei die mittlere Anzahl an
Mikrokernen pro binukledrer Zelle mit zunehmender Dosis anstieg. Die Datenpunkte wurden
mit einer linearen Trendlinie mit der Gleichung y=0,47x+0.11 angepasst. Der R-Quadratwert
betrug 0,9985. Fiir eine Dosis von 0 Gy lag die mittlere Anzahl an MN pro BNZ bei 0,094 +/-
0,009 und fiir 4 Gy bei 2,029 +/- 0,100 (Abb. 8).

Briicken (NPB nucleoplasmic bridees) in binukledren Zellen:

Abbildung 9: Fluoreszenzmikroskopie-Bild von Briicken in binukleiren Zellen. Binukledre Zellen (CHO-K1)
mit Briicken, angefdrbt mit Hoechst, 40-fache Vergrofferung. Von links nach rechts: BNZ mit einer Briicke, BNZ
mit zwei Briicken, BNZ mit einer Briicke und 3 Mikrokernen.

Referenzkurve fiir Briicken:
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Abbildung 10: Referenzkurve fiir NPB in Abhdingigkeit von der Dosis. a) Abgebildet ist die durchschnittliche
Anzahl an NPB pro binukledrer Zelle BNZ (NPB/BNZ) fiir 0 — 4 Gy nach Broadbeam-Bestrahlung. Jeder
Datenpunkt stellt den Mittelwert +/- Standardabweichung dar, N=3 fiir alle Dosen aufier 3 Gy (N=2), die
Auswertung erfolgte iiber > 1500 Zellen. b) Vergleich zwischen der Referenzkurve fiir Mikrokerne (blau) und der
Referenzkurve fiir Briicken (orange).
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Nach Durchfiihrung des CBMN-Assays waren neben Mikrokernen auch nukleoplasmatische
Briicken zu sehen (Abb. 9). Die Referenzkurve fiir Briicken ergab eine lineare Abhingigkeit
des Verhéltnisses NPB/BNZ von der Dosis. Mit zunehmender Dosis nahm auch die Anzahl der
Briicken zu. Die Datenpunkte wurden mit einer linearen Trendlinie mit der Gleichung y =
0,052x + 0,050 angepasst. Der R-Quadratwert betrug 0,9959. Die Steigung der Geraden fiir
Briicken war um ca. ein 10-faches kleiner als die Steigung der Geraden fiir Mikrokerne. Fiir
eine Dosis von 0 Gy lag die mittlere Anzahl an NPB pro BNZ bei 0,05 +/- 0,01 und fiir 4 Gy
bei 0,26 +/- 0,02 (Abb. 10).

4.1.4 Biologische Dosimetrie in situ fiir MRT

Mittlere Anzahl an Mikrokernen
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Abbildung 11: Mittlere Anzahl an Mikrokernen entlang der x-Achse. Die mittlere Anzahl an Mikrokernen pro
binukledrer Zelle gemittelt in Bins von 10 um entlang der x-Achse.

Nach der Bestrahlung mit MRT war entsprechend der Peaks der Mikrostrahlen in regelméfigen
Abstinden entlang der x-Achse der Koordinaten der bestrahlten Zellen distinktive

Anhaufungen von Mikrokernen zu sehen, wobei ein scharfer Abfall in den Valleys zu erkennen

war (Abb. 11).

Fiir die Bestimmung der absorbierten Dosis nach MRT wurde mithilfe von Matlab die mittlere
Anzahl der Mikrokerne pro BNZ und die mittlere Anzahl der Briicken pro BNZ in Abhidngigkeit
vom Abstand zum Peak berechnet und anhand der Referenzkurven in die jeweilige biologische

Dosis umgewandelt.
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Dosimetrie mit Mikrokernen nach MRT mit einer Peakdosis von 2 Gy
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Abbildung 12: Dosimetrie mit Mikrokernen nach MRT mit einer Peakdosis von 2 Gy. Abgebildet ist die
biologische Dosis in Abhdngigkeit vom Abstand zum Peakzentrum nach Bestrahlung mit Mikrostrahlen. Die
Bestrahlung erfolgte mit einer Peakdosis von 2 Gy und einer PVDR von 40,67. Dabei wurden Zellen relativ zum
ndichsten Peakzentrum in Bins von 12,5um tiber den gesamten Objekttriger gescored. Jeder Datenpunkt stellt den
Mittelwert +/- Standardabweichung dar, >1100 Zellen pro Datenpunkt wurden ausgewertet, N=3.

Fiir die Bestrahlung mit Mikrostrahlen mit einer Peakdosis von 2 Gy und einer Valleydosis von
0,05 Gy ergab die biologische Dosimetrie mit Mikrokernen eine biologische Dosis von 1,98 +/-
0,18 Gy (1,05 +/- 0,09 MN/BNZ) im Peak und eine biologische Dosis von 0,10 +/- 0,05 Gy
(0,15 +/- 0,03 MN/BNZ) im Valley. Es waren zwischen der physikalischen Dosimetrie mit
Gafchrom-Film und biologischer Dosimetrie mit Mikrokernen keine signifikanten
Unterschiede festzustellen. Die Peakbreite bei halbem Maximum (FWHM full width at half
maximum) betrug ungefiahr 60 um. Der Abstand zwischen den Peaks betrug 402,3 +/- 0,1 pm
(Abb. 12).
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Dosimetrie mit Mikrokernen nach MRT mit einer Valleydosis von 2 Gy
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Abbildung 13: Dosimetrie der Valleyregion mit Mikrokernen nach MRT mit einer Valleydosis von 2 Gy.
Abgebildet ist die biologische Dosis der Valleyregion in Abhdngigkeit vom Abstand zum Peakzentrum nach MRT.
Die Bestrahlung erfolgte mit einer Valleydosis von 2 Gy und einer PVDR von 40,67. Dabei wurden Zellen relativ
zum ndchsten Peakzentrum in Bins von 12,5um tiber den gesamten Objekttriger gescored. Jeder Datenpunkt stellt
den Mittelwert +/- Standardabweichung dar, >1000 Zellen pro Datenpunkt wurden ausgewertet, N=3.

Fiir die Bestrahlung mit Mikrostrahlen mit einer Valleydosis von 2 Gy und einer Peakdosis von
81,34 Gy ergab die Dosimetrie mit Mikrokernen eine biologische Dosis von 2,07 +/- 0,15 Gy
(1,09 +/- 0,07 MN/BNZ) im Mittelpunk der Valleys (im Abstand von 194 pym zum
Peakzentrum). Aufgrund der hohen Dosis war eine Dosimetrie mit Mikrokernen im Peak und
bis zu 81 um relativ zum Peakzentrum nicht moglich (Kapitel 5.1). Fiir die Valleydosis waren
zwischen der physikalischen Dosimetrie mit Gafchrom-Film und biologischer Dosimetrie mit
Mikrokernen keine signifikanten Unterschiede festzustellen. Der Abstand zwischen den Peaks

betrug 402,5 +/- 0,3 um (Abb. 13).
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Vergleich der Dosimetrie der Valleyregion zwischen MRT mit einer Peak-und Valleydosis von
2 Gy
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Abbildung 14: Vergleich der Dosimetrie fiir den Valleyabschnitt zwischen MRT mit einer Peak- und Valleydosis
von 2 Gy. Abgebildet ist die Dosimetrie fiir den Abschnitt 69um — 200um relativ zum Peakzentrum. In hellblau ist
die Dosimetrie fiir die Bestrahlung mit einer Peakdosis von 2 Gy abgebildet (um PVDR=40,67 skaliert, vgl. Abb.
12) und in dunkelblau die Dosimetrie fiir die Bestrahlung mit einer Valleydosis von 2 Gy (vgl. Abb. 13). Jeder
Datenpunkt stellt den Mittelwert +/- Standardabweichung dar, N=3.

Da die Valleydosis eine wichtige Rolle fiir die Bestrahlung mit Mikrostrahlen darstellt (Smyth
et al., 2016), wurde hier die Dosimetrie flir die Valleyregion naher untersucht. Es wurde die
Dosimetrie mit einer Valleydosis von 2 Gy (vgl. Abb. 13) mit der Dosimetrie mit einer
Peakdosis von 2 Gy (vgl. Abb. 12) verglichen. Dazu wurde die Dosimetrie fiir die Bestrahlung
mit einer Peakdosis von 2 Gy um 40,67 (=PVDR) skaliert und dem Graphen fiir die Dosimetrie
mit einer Valleydosis von 2 Gy gegeniibergestellt.

Zu erkennen war, dass fiir eine Dosimetrie der Valleyregion eine Dosimetrie mit einer
Bestrahlung von 2 Gy im Valley genauer war als eine Dosimetrie mit einer Bestrahlung von 2
Gy im Peak (0,05 Gy im Valley). Durch die Gegeniiberstellung war es zudem moglich
abzuschitzen, bis zu welchem Bereich die Dosimetrie noch auswertbar war. Es war zu sehen,
dass die Dosimetrie mit einer Valleydosis von 2 Gy bis zu einer Distanz von weniger als 81 um

zum Peakzentrum stark von der Dosimetrie mit einer Peakdosis von 2 Gy divergierte (Abb. 14).
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Dosimetrie mit Briicken fiur Peak und Valley nach MRT:
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Abbildung 15: Dosimetrie mit NPB nach MRT mit einer Peak- und Valleydosis von 2 Gy.

In orange ist die biologische Dosis gemessen anhand von NPB in Abhdngigkeit vom Abstand zum Peakzentrum
nach MRT abgebildet (Im Vergleich dazu die Dosimetrie mit Mikrokernen in blau). Die Bestrahlung erfolgte mit
einer Peakdosis von 2 Gy (a) und einer Valleydosis von 2 Gy (b). Dabei wurden Zellen relativ zum ndchsten
Peakzentrum in Bins von 12,5um gescored. Jeder Datenpunkt stellt den Mittelwert +/- Standardabweichung dar,
>1000 Zellen pro Datenpunkt wurden ausgewertet, N=3.

Fiir die Bestrahlung mit Mikrostrahlen bei einer Peakdosis von 2 Gy und einer Valleydosis von
0,05 Gy ergab die Dosimetrie mit Briicken eine biologische Dosis von 2,53 +/- 0,51 Gy (0,18
+/- 0,03 NPB/BNZ) im Peak und eine Dosis von 0,17 +/- 0,24 Gy (0,06 +/- 0,01 NPB/BNZ) im
Valley. Fiir die Bestrahlung mit einer Valleydosis von 2 Gy und einer Peakdosis von 81,34 Gy
ergab die Dosimetrie mit Briicken eine biologische Dosis von 2,31 +/- 0,42 Gy (0,17 +/- 0,02
NPB/BNZ) im Valley. Aufgrund der hohen Dosis war eine Dosimetrie mit Briicken im Peak
und bis zu 81 um relativ zum Peakzentrum nicht moglich (Kapitel 5.1). Die Dosimetrie mit

Briicken wies keine signifikanten Unterschiede zur Dosimetrie mit Mikrokernen auf (Abb. 15).

Fiir MRT mit einer Peakdosis von 2 Gy wurden im Peak bei 53,9 +/- 5,5% aller binukledren
Zellen Mikrokerne und bei 18,0 +/- 5,8% aller binukledren Zellen Briicken beobachtet. Es
wiesen insgesamt 72,8 +/- 4,1% der Zellen mit NPB auch MN auf, wobei 24,1 +/- 6,3 % der
Zellen mit MN auch NPB zeigten. Bei 13,2+/- 4,9% der Zellen waren sowohl NPB als auch
MN zu erkennen. Fiir MRT mit einer Valleydosis von 2 Gy wurden im Valley bei 59,1 +/- 4%
aller binukledren Zellen Mikrokerne und bei 15,8 +/- 2,6% aller binukledren Zellen Briicken
beobachtet. Es wiesen insgesamt 84,2 +/- 6,8% der Zellen mit NPB auch MN auf, wobei 22,3
+/- 1,4% der Zellen mit MN auch NPB zeigten. Bei 13,2 +/- 1,0% der Zellen waren sowohl
NPB als auch MN zu erkennen. Zwischen den Werten fiir die Peaks nach MRT mit einer
Peakdosis von 2 Gy und den Werten fiir die Valleys nach MRT mit einer Valleydosis von 2 Gy

waren keine signifikanten Unterschiede festzustellen.
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4.2  MRT mit rekonstruiertem Hautgewebe

Die CBMN-Methode ist wie bereits beschrieben eine einfache und genaue Methode, um die
biologische Dosis fiir Mikrostrahlen zu messen. Da bei dieser Methode jedoch der
dreidimensionale Aufbau von Gewebe und die entsprechenden Zellkontakte fehlen (Antoni et
al., 2015), ist fiir den Nachweis und die Quantifizierung von Bystander-Effekten eine
realititsgetreuere Abbildung notig. Um dies zu realisieren, wurde das Hautgewebe EpiCS mit
Mikrostrahlen bestrahlt und darauthin die DNA-Schidden der Hautgewebe anhand yYH2 AX- und
53BP1-Foci untersucht. Um mdgliche Bystander-Effekte zu detektieren, wurde dann die
Anzahl der Foci in der Valleyregion nach MRT mit der Anzahl der Foci nach Broadbeam-

Bestrahlung derselben Dosis verglichen.

Fiir die Auswertung der DNA-Schdden wurden fiir die jeweiligen Foci zum einen die mittlere
Anzahl an Foci pro Zelle (fpc foci per cell) und zum anderen der prozentuale Anteil von Zellen

mit Foci an der Gesamtheit aller Zellen (%cwf cells with foci) ausgewertet.

4.2.1 DNA-Schiden im zeitlichen Verlauf 0.5 h und 24 h nach MRT
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Abbildung 16: DNA-Schiden im Verlauf 0,5 h und 24 h nach MRT. Dargestellt ist der Anteil an Zellen mit
Foci (Gesamt, 53BP1, yH2AX, kolokalisiert) und der Anteil an pan-yH2AX positiven Zellen jeweils 0,5 h (blau)
und 24 h (rot) nach Bestrahlung mit Mikrostrahlen. Kontrollen nach 24 h sind in orange dargestellt. Jeder
Datenpunkt entspricht dem Mittelwert +/- Standardabweichung. (N=6 bei 2 unabhdngigen Hautmodellen fiir
MRT-0,5 h und N=8 bei 3 unabhdngigen Hautmodellen fiir MRT-24 h. * p-Wert <0,05, ** p-Wert <0,01.
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Um zu priifen, inwieweit eine Untersuchung des Gewebes auf Bystander-Effekte nach MRT im
vorliegenden Gewebe moglich ist, wurde zunéchst die raumliche Verteilung der DNA-Schédden
und ihr zeitlicher Verlauf ausgewertet. Als erstes wurden die DNA-Schéden iiber das gesamte
Hautgewebe betrachtet und der zeitliche Verlauf der DNA-Schiden untersucht (Abb. 16,
Tabelle 1). Der Gesamtanteil an Zellen mit Foci wurde hier berechnet aus der Summe aller
Zellen mit 53BP1-, yYH2AX-, kolokalisierenden 53BP1 + yH2AX Foci oder pan-yH2AX Signal.
Uber das gesamte Hautgewebe betrachtet fiel der mittlere prozentuale Anteil von 63,1 +/- 5,4%
bei 0,5 h auf 26,0 +/- 5,6% nach 24 h.

Einzeln betrachtet tiberwog der mittlere prozentuale Anteil an Zellen mit 53BP1-Foci mit 59,0
+/- 5,7% nach 0,5 h und sank auf 25,5 +/- 5,5% nach 24 Stunden. Nach 24 Stunden war der
Anteil an Zellen mit 53BP1-Foci im Vergleich zu Sham-bestrahlten Hautmodellen nach 24 h
(5,05 +/- 0,20%) noch signifikant erhoht (p < 0,01). Die mittlere Anzahl an Foci pro Zelle sank
dabei von 1,9 +/- 0,3 fpc auf 0,4 +/- 0,1 fpc.

Der mittlere Anteil an Zellen mit yYH2AX-Foci betrug 0,5 h nach Bestrahlung 2,64 +/- 0,07%
und war signifikant (p<<0,01) hoher als nach 24 Stunden (0,44 +/-0,24%). Nach 24 h entsprach
der Anteil dem Anteil im Sham-bestrahlten Hautgewebe nach 24 h (0,98 +/- 0,44%). Die
mittlere Anzahl an Foci pro Zelle sank dabei von 0,034 +/- 0,002 fpc auf 0,005 +/- 0,003 fpc.

Der mittlere Anteil an Zellen mit kolokalisierten Foci war nach 0,5 Stunden mit 0,75 +/- 0,4%
zwar hoher als 0,07 +/- 0,09% nach 24 Stunden, jedoch bestand hier keine Signifikanz (Sham
nach 24 h im Vergleich: 0,05 +/- 0,06%)

Auch der mittlere Anteil an Zellen mit pan-yH2AX war 0,5 Stunden nach MRT mit 7,5 +/-
1,5% hoher als nach 24 Stunden mit 0,14 +/- 0,16% bei 24 Stunden, jedoch bestand auch hier
keine Signifikanz (Sham nach 24 h im Vergleich: 0,15 +/- 0,06).

Insgesamt war zu erkennen, dass Zellen mit 53BP1-Foci iiberwiegen. Die Werte fiir %ocwf
sowohl fiir 53BP1-Foci als auch fiir yYH2AX-Foci stiegen 0,5 h nach MRT signifikant an, wobei
ein signifikantes Abnehmen der Werte nach 24 h zu beobachten war. 24 h nach MRT lag %cwf
fiir 53BP1-Foci dabei noch signifikant iiber dem Sham-Niveau, der Wert fiir yH2AX-Foci
entsprach nach 24 h wieder Sham-Levels. Auch pan-yH2AX positive Zellen nahmen 0,5 h nach
MRT zu und erreichten nach 24 h wieder Sham-Niveau, beides jedoch nicht auf signifikantem

Niveau.
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Ubersicht iiber DNA-Schiden nach 0.5 und 24 Stunden fiir MRT und Broadbeam

MRT Broadbeam Kontrolle
Zeit Peak: 19Gy Dosis: 1Gy
Valley: 1Gy
Gesamt %
0,5h 63,1 +/- 5.4 54,8 +/- 3,4 54 +/-1,1
24 h 26,0 +/- 5,6 25,2 +/-0,9 6,1 +/-0,5
pan-yH2AX %
0,5h 7,46 +/- 1,50 0,13 +/- 0,10 0,04 +/- 0,02
24 h 0,14 +/- 0,16 0,15 +/- 0,25 0,15 +/- 0,06
53BP1
Y%ocwf
0,5h 59,0 +/- 5,7 54,0 +/- 3,8 5,06 +/- 1,18
24 h 25,5+/-5,5 24,3 +/- 1,4 5,05 +/- 0,20
fpc
0,5h 1,92 +/- 0,27 1,45 +/- 0,17 0,07 +/- 0,01
24 h 0,41 +/- 0,11 0,31 +/- 0,02 0,08 +/- 0,02
YH2AX
Y%cwf
0,5h 2,64 +/- 0,07 1,35 +/- 0,89 0,39 +/- 0,08
24 h 0,44 +/- 0,24 1,00 +/- 0,61 0,98 +/- 0,44
fpc
0,5h 0,034 +/- 0,002 0,02 +/- 0,01 0,004 +/- 0,001
24 h 0,005 +/- 0,003 0,013 +/- 0,009 0,012 +/- 0,007
kolokalisiert
Y%cwf
0,5h 0,75 +/- 0,39 0,3 +/- 0,31 0,017 +/- 0,014
24 h 0,07 +/- 0,09 0,11 +/- 0,07 0,046 +/- 0,060
fpc
0,5h 0,009 +/- 0,005 0,003 +/- 0,003 0,0002 +/- 0,0002
24 h 0,0008 +/- 0,0011 0,0012 +/- 0,0008 0,0006 +/- 0,0008

Tabelle 1: Ubersicht der DNA-Schiiden fiir MRT, Broadbeam-Bestrahlung und Kontrollen.

Ubersicht iiber %cwf und fpc der DNA-Schiiden iiber das gesamte Hautgewebe nach MRT mit 19 Gy Peakdosis
und 1 Gy Valleydosis, Broadbeam von 1 Gy und DNA-Schéiden in den Kontrollen, jeweils 0,5 h und 24 h nach
Bestrahlung. (Gesamt % als Anteil aller Zellen mit 53BP1-, yH2AX-, kolokalisierenden 53PB1+yH2AX-Foci oder
pan- yH2AX Signal an allen Zellen, pan- yH2AX% als Anteil aller pan-yH2AX positiven Zellen an allen Zellen)
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4.2.2 Riumliche Aufteilung der DNA-Schiden nach MRT

Ubersicht iiber die rdumliche Aufteilung der DNA-Schiden nach MRT
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Abbildung 17: Riumliche Aufteilung der DNA-Schiiden fiir Broadbeam-Bestrahlung und MRT nach 0,5 h und
24 h, dargestellt iiber den ganzen Hautgewebsschnitt. Die Positionen der Zellen werden mit den entsprechenden
Foci als rote (53BP1), griine (yH2AX), blaue (kolokalisierte Foci) Balken und pan-yH2AX-Signal als rosa Balken
entlang des Hautgewebsschnittes dargestellt. Die Hohe der Balken entspricht der Anzahl der Foci (53BP1, yH2AX,
kolokalisierte Foci) bzw der Intensitdt der Fluoreszenz (arbitrary intensity units AU) fiir pan-yH2AX.
Hautgewebe nach Broadbeam- Bestrahlung mit einer Dosis von 1 Gy nach 0,5 h (a) und 24 h (b). Hautgewebe
nach Bestrahlung mit Mikrostrahlen bei einer Peakdosis von 19 Gy und einer Valleydosis von 1 Gy nach 0,5 h (c)
und nach 24 h (d).
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Als néchstes wurde die rdumliche Aufteilung der DNA-Schédden analysiert, wobei die Werte

fiir Y%ocwf und fpc getrennt fiir die Peaks und Valleys untersucht wurden.

Réaumliche Aufteilung der DNA-Schéaden 0.5 h nach Bestrahlung mit Mikrostrahlen

Zwischen den Peaks bestand iiber alle Hautgewebe gemittelt etwa ein Abstand von 430 +/- 41
um. 0,5 Stunden nach MRT mit einer Dosis von 19 Gy im Peak und 1 Gy im Valley befanden
sich entsprechend der Mikrostrahl-Geometrie an Stelle der Peaks gebiindelte pan-yH2AX
positive Zellen, welche in Richtung der Valleys abnahmen (Abb. 17¢, Abb. 18a). Zellen, die
YH2AX-Foci aufwiesen, waren ebenfalls iiberwiegend in den Peaks zu erkennen (Abb. 18b).
Im Gegensatz dazu waren Zellen mit 53BP1-Foci vor allem in den Valleys zu erkennen, wobei
die Anzahl an Zellen mit 53BP1-Foci in Richtung der Peaks abnahm (Abb. 18a,b). Dabei betrug
der mittlere Anteil an Zellen mit 53BP1-Foci iiber alle Hautgewebsschnitte gemittelt 66,7 +/-
2,9 %cwf in den Valleys und 42,2 +/- 9,3% in den Peaks. Ebenso erkannte man eine Abnahme
der fpc fiir 53BP1 in Richtung Peak (Abb. 18c), wobei die fpc iliber alle Hautgewebsschnitte
gemittelt in den Valleys 2,28 +/- 0,25 und in den Peaks 1,22 +/- 0,32 betrug. (N=6 bei 2

unabhédngigen Hautmodellen)

a) b)

©
S

3

T T T T
Peak <——  Valley —> Peak

PP Hyg

@
S
~

=3 ~
S S
T T

o o

@
S

H

W N
S

S
T
w
T

| L . ]
0 100 200 300 400 500 0 50 100 150 200 250
Position [um] Abstand zum Peak [um]

c)

mittlere %cwf fir pan-yH2AX

mittlere %cwf fiir 53BP1
N
o

mittlere %cwf fir yH2AX

o

=
P

s T

o
o

35
Peak < Valley > Peak

257

Mittlere fpc fur 53BP1

0 100 200 300 400 500
Position [um]

33



Ergebnisse

Abbildung 18: Riumliche Aufteilung der DNA-Schiden im Vergleich 0,5 h nach MRT. a) Dargestellt ist die
Valleyregion mit dem mittleren prozentualen Anteil an Zellen (%ocwf) mit 53BPI1-Foci und dem mittleren
prozentualen Anteil an pan-yH2AX positiven Zellen entlang einer Periode (Peak-Peak). b) Prozentualer Anteil an
Zellen mit yH2AX-Foci in Prozent (blau) und 53BPI-Foci (orange) mit zunehmendem Abstand zum Peak.

¢) Valleyregion mit der mittleren Anzahl (fpc) an 53BP1-Foci pro Zelle entlang einer Periode (Peak-Peak).

Fiir a) - ¢) gilt: Jeder Datenpunkt entspricht dem Mittelwert +/-Standardabweichung iiber alle Perioden eines
Hautmodellschnittes. Dabei wurden die Werte relativ zum ndchsten Peak in Bins von 25um ausgewertet.

Riumliche Aufteilung der DNA-Schiden 24 h nach Bestrahlung mit Mikrostrahlen

Nach 24 Stunden waren in regelméBigen Abstinden an Stelle der gebiindelten pan-yH2AX
positiven Zellen eine Anhdufung von 53BP1 — Foci entsprechend der Mikrostrahl-Geometrie
zu erkennen. Pan-yH2AX positive Zellen waren nur noch vereinzelt vorhanden und entsprachen
der Anzahl in Sham-bestrahlen Hautmodellen (Abb. 17d). Vereinzelte yH2AX-Foci waren hier
iiberwiegend in den Peaks zu finden. Die Analyse der 53BP1-Foci-Verteilung 24 h nach MRT
ergab ein Maximum an 53BP1-Foci in den Peaks mit einer Abnahme der Foci zum Valley hin
(Abb. 19). Dabei betrug der mittlere Anteil an Zellen mit 53BP1-Foci in den Valleys 22,7 +/-
4,2 % und in den Peaks 30% +/- 7 %. Im Valley wurde eine mittlere Anzahl an 53BP1-Foci
von 0,29 +/- 0,07 fpc und im Peak eine mittlere Anzahl von 0,62 +/- 0,19 berechnet. (N=8 bei

3 unabhéngigen Hautmodellen)
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Abbildung 19: Riumliche Aufteilung der 53BP1-Foci 24 h nach MRT. Dargestellt ist die Valleyregion mit der
mittleren Anzahl an 53BP1-Foci pro Zelle entlang einer Periode (Peak-Peak). Jeder Datenpunkt entspricht dem
Mittelwert +/- Standardabweichung iiber alle Perioden eines Hautmodellschnittes. Dabei wurde die Anzahl der
Foci pro Zelle relativ zum néchsten Peak in Bins von 25um ausgewertet.
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4.2.3 Untersuchung der Valleyregion auf mogliche Bystander-Effekte
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Abbildung 20: Vergleich der 53BP1 — Foci der Valleyregion nach MRT und Broadbeam-Bestrahlung.
Dargestellt ist die Anzahl der 53BP1-Foci pro Zelle nach Bestrahlung mit sham (blau), 1 Gy Broadbeam (rot) und
Mikrostrahlen mit einer Valleydosis von 1 Gy und Peakdosis von 19 Gy (orange) jeweils 0,5 Stunden (links) und
24 Stunden (rechts) nach Bestrahlung. Fiir Sham-und Broadbeam-Bestrahlungen wurden jeweils die Mittelwerte
+/- Standardabweichungen iiber N=9-13 Schnitte von 3-4 unabhdngigen Hautmodellen berechnet. Fiir die
Hautmodelle nach MRT ist der Mittelwert +/- Standardabweichung fiir die mittlere Anzahl der Foci pro Zelle in
den Valleys nach MRT abgebildet (N=6-8 Schnitte von 2-3 unabhdngigen Hautmodellen). * p-Wert <0.05, n.s.=
nicht signifikant.

Als nichstes wurde das Hautgewebe auf mogliche Bystander-Effekte untersucht. Dazu wurden
die DNA-Schiden explizit der Valleyregion nach MRT mit 1 Gy Valleydosis untersucht und
mit den DNA-Schédden der entsprechenden Broadbeam-Bestrahlung mit 1 Gy verglichen. Da
53BP1-Foci hier den fithrenden Marker der DDR darstellte, wurde dieser als vergleichender
Endpunkt genommen. Eine Ubersicht ist in Abbildung 20 und Tabelle 2 abgebildet.

Die Kontroll-Hautmodelle (Sham-bestrahlte Modelle) wiesen nur eine geringe Anzahl an
53BP1-Foci auf, welche nach 24 Stunden (0,08 +/- 0,02 fpc) keine signifikanten Unterschiede
zu 0,5 Stunden (0,07 +/- 0,01 fpc) zeigten. Der prozentuale Anteil an Zellen mit S3BP1-Foci
(%ocwi) betrug dabei zu beiden Zeitpunkten etwa 5% (5,1+/-1,2 % bei 0,5 hund 5,1 +/- 0,2 %
bei 24 h).

Nach Broadbeam-Bestrahlung mit 1 Gy kam es nach 0,5 Stunden zu einem signifikanten
Anstieg der mittleren Anzahl an 53BP1-Foci pro Zelle auf 1,45 +/- 0,17 fpc mit 54,0 +/- 3,8

%cwf. Nach 24 Stunden sank die mittlere Anzahl auf 0,31 +/- 0.02 fpc mit 24,3 +/- 1,4 %cwf.
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Die Mittelwerte wurden fiir die Bestrahlungen mit Sham- und Broadbeam iiber N=9-13

Hautschnitte von 3-4 unabhingigen Hautmodellen berechnet.

0,5 Stunden nach MRT mit einer Valleydosis von 1 Gy (Peakdosis 19 Gy) betrug die mittlere
Anzahl der 53BP1-Foci pro Zelle im Valley 2,28 +/- 0,25 fpc mit 66,7 +/- 2,9 %cwf, was einen
signifikanten Unterschied (p < 0,05) zu der Anzahl der Foci pro Zelle nach Broadbeam-
Bestrahlung mit 1 Gy darstellte. Nach 24 Stunden entsprach die Anzahl der Foci pro Zelle im
Valley (0,29 +/- 0,07 fpc mit 22,7 +/- 4,2 %cwf) allerdings wieder der Focianzahl fiir
Broadbeam-Bestrahlung gleicher Dosis nach 24 Stunden. Die fpc lag hierbei sowohl fiir MRT
als auch flir Broadbeam noch signifikant iiber dem Sham-Niveau. Die Auswertung nach MRT

erfolgte tiber N=6-8 Hautschnitte von 2-3 unabhingigen Hautmodellen.

Ubersicht iiber die 53BP1-Foci in den Valleys und Peaks 0.5 und 24 Stunden nach MRT

MRT-Peak MRT-Valley Broadbeam Kontrolle
Zeit 19 Gy 1 Gy 1 Gy
% cwf
0,5h 42,2 +/-9,3 66,7 +/- 2,9 54,0 +/- 3,8 5,14/-1,2
24 h 30 +/-7 22,7 +/-4,2 24,3 +/- 1,4 5,1+/-0,2
fpc
0,5h 1,22 +/- 0,32 2,28 +/- 0,25 1,45 +/- 0,17 0,07 +/- 0,01
24 h 0,62 +/- 0,19 0,29 +/- 0,07 0,31 +/- 0,02 0,08 +/- 0,02

Tabelle 2: 53BP1-Foci in den Valleys und Peaks 0,5 h und 24 h nach MRT.
Y%cwfund fpc fiir 53BP1-Foci nach MRT jeweils fiir Peak (19Gy) und Valley (1Gy), nach Broadbeam-Bestrahlung
(1Gy) und Sham-Bestrahlung, jeweils 0,5 h und 24 h nach Bestrahlung.
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5 Diskussion

5.1 Biologische Dosimetrie mit Mikrokernen und Brucken in Zellkultur

Ausbildung binukledrer Zellen nach Broadbeam-Bestrahlung und MRT

Fiir die biologische Dosimetrie wurde der etablierte CBMN-Test verwendet. Fiir diesen Test ist
es notwendig, dass die verwendete Zelllinie eine mdglichst stabile Mikrokern
Hintergrundfrequenz und einen bestéindigen Karyotyp besitzt, um die Sensitivitdt zu erhdhen.
Von der OECD wird dazu unter anderem die CHO-Zelllinie empfohlen (OECD, 2016). Fiir
diese Arbeit wurde daher die Normalgewebslinie CHO-K1 ausgewaihlt, die bereits eine
etablierte Zelllinie fiir den Mikrokern-Test darstellt (Aardema et al., 2006). Die Mikronukleus-
Frequenz der Kontroll-Proben wurde auf bei 0,094 +/- 0,009 MN/BNZ berechnet und wies

damit eine niedrige spontane Mikronukleus-Frequenz mit nur geringer Varianz auf.

Mikrokerne konnen nach ihrer Entstehung im Zuge einer weiteren Zellkernteilung aus der Zelle
ausgeschlossen oder in einen Hauptzellkern eingeschlossen werden. Deshalb ist es wichtig,
Mikrokerne ausschlieBlich in binukledren Zellen zu zdhlen, die nur eine nukleédre Teilung nach
Bestrahlung vollfiihrt haben (Rodrigues et al., 2018). Die Verdopplungszeit der CHO-K1
Zellen betrug 24 Stunden und stimmt mit der in anderen Publikationen angegeben Zeit von 20-
24 Stunden tiberein (Safari and Akbari, 2022; Xu et al., 2017). In verschiedenen Studien wurde
als Inkubationszeit fiir Cytochalasin B 24 Stunden und weniger angegeben (Le Hégarat et al.,
2004; Soloneski et al., 2015). Da sich die Zellteilung aufgrund der Bestrahlung verzogert,
wurde in dieser Arbeit eine etwas ldngere Inkubationszeit als die Verdopplungszeit von 24
Stunden gewéhlt. Nach 27 Stunden war ein signifikant groBBerer Anteil an BNZ als nach 24
Stunden zu beobachten. Zu diesem Zeitpunkt haben sich bei 0 Gy bereits 85% aller Zellen einer
Zellteilung unterzogen und lagen als binukledre Zellen vor. Bei 4 Gy sank der Anteil auf etwa
weniger als die Hilfte. Diese Dosisabhidngigkeit war auch nach MRT in Abhdngigkeit von der
Distanz zum Peak zu erkennen. Mit abnehmender Dosis in Richtung Valley nahm der Anteil

an binukleédren Zellen zu.

Es ist zu erkennen, dass die Bestrahlung sowohl nach Broadbeam als auch nach MRT mit
zunehmender Dosis einen inhibierenden Effekt auf den Zellzyklus und somit dem Anteil an
binukledren Zellen hat. Mit zunehmender Dosis nimmt der DNA-Schaden durch die
ionisierende Strahlung zu (Lomax et al., 2013). Durch die daraus folgende Reparatur kommt es

zu einem verlédngerten Zellzyklus-Arrest in der G2-Phase. Nach erfolgreicher Reparatur kommt
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es wieder zu einer Progression im Zellzyklus. Gelingt die Reparatur nicht, kommt es zum
Zelltod und einem Exit aus dem Zellzyklus (Lonati et al., 2021). Hieraus ldsst sich die

Verzogerung in der Bildung binukleédrer Zellen mit steigender Dosis erkliren.

Erstellung der Referenzkurven fiir die biologische Dosimetrie mit Mikrokernen und Briicken

Um Mikrokerne als Biodosimeter verwenden zu konnen, wurde zundchst eine Referenzkurve
erstellt, womit die Mikrokern-Frequenz in die entsprechende biologische Dosis konvertiert
werden konnte. Fiir die Mikrokerne erkannte man dabei eine lineare Abhidngigkeit der
Mikrokernanzahl pro binukledrer Zelle von der applizierten Dosis. In anderen Studien wurden
Referenzkurven fiir Mikrokerne bei Bestrahlung mit Rdntgenstrahlen unter anderem mit
linearer Regression (Zlobinskaya et al., 2013) und linear-quadratischer Regression (Schmid et
al., 2009) beschricben. Die Referenzkurve fiir Briicken wies ebenfalls eine lineare
Dosisabhingigkeit auf. Im Vergleich mit Mikrokernen erkannte man, dass bei einer Erhéhung
der Dosis um 1 Gy etwa zehn Mal mehr Mikrokerne pro BNZ gebildet wurden als Briicken.
Mikrokerne weisen also eine hohere Sensitivitit auf. In einer anderen Studie konnte fiir
Briicken bei Bestrahlung mit °Co y-Strahlung ebenfalls eine lineare Dosisabhingigkeit gezeigt
werden (Tian et al., 2016). Eine lineare Abhéngigkeit konnte jedoch nur bis 4 Gy beobachtet
werden. Ab einer Dosis von grofler als 4 Gy kam es zu einer Abflachung der Kurve mit einer
erniedrigten Mikronukleus-Frequenz pro BNZ. Dieser Effekt wurde auch von Schmid et al.
beschrieben (Schmid et al., 2009). Griinde hierfiir konnen vielseitig sein. Bei hoheren Dosen
kommt es zu einer vermehrten Verzogerung im Zellzyklus, wodurch die Zellen zum Zeitpunkt
der Fixierung noch kein binukleédres Stadium erreicht haben. Obwohl fiir Dosen hoher als 4 Gy
noch genug Zellen gescored werden konnten, kommt es bei Zellen mit mehreren Abberationen
bereits wiahrend der ersten Karyokinese und damit vor dem Ende der Cytokinese zum Zelltod,
sodass diese nicht mehr als Mikrokern tragende binukleidre Zellen gescored werden konnen. Es
konnte auch sein, dass mit hoherer Dosis ein Mikrokern mehrere azentrische Fragmente tréagt,
was auch zu einer Abflachung der Kurve beitrdgt. AuBBerdem entsprechen Zellen, die einer
hoheren Dosis ausgesetzt sind, hdufig nicht mehr den Scoring-Kriterien, da zum Beispiel die
Zellmembran geschidigt ist oder mehrere Mikrokerne sich iiberlappen und nicht mehr klar
abgrenzbar sind. Das strikte Einhalten der Scoring Kriterien kann deshalb auch einer der
Griinde sein, weshalb die Referenzkurve ab einer Dosis von groBBer als 4 Gy keiner linearen

Regression mehr entspricht und abflacht (Huber et al., 1994; Schmid et al., 2009).
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Charakterisierung der Mikrostrahlen mit biologischer Dosimetrie

Fiir die Charakterisierung der Mikrostrahlen wurden die CHO-K1 Zellen mit Mikrostrahlen
bestrahlt und daraufhin die biologischen Endpunkte Mikrokerne und Briicken mit dem CBMN-
Test in situ ausgewertet. Dazu wurde eine separate biologische Dosimetrie fiir die Peakregion

und die Valleyregion durchgefiihrt.

Fiir die Dosimetrie der Peakregion wurde eine Peakdosis von 2 Gy ausgewihlt. Diese Dosis
befand sich noch im linearen Bereich der Referenzkurve und stellt aulerdem eine héufig
benutzte Dosis in der fraktionierten Strahlentherapie dar (Ghaderi et al., 2022). Sowohl in den
Peaks als auch in den Valleys konnte nach Umwandlung der Mikrokern-Frequenz anhand der
Referenzkurve eine Ubereinstimmung der biologischen Dosen mit der durch Gafchrom
durchgefiihrten physikalischen Dosimetrie festgestellt werden. Die Peakbreite bei halbem
Maximum war mit 60 pm groBer als die physikalisch gemessene Peakbreite von 50 um. Da die
Zellen in Bins von 12,5 um gescored wurden, um geniigend binukledre Zellen fiir die
Auswertung zu gewdhrleisten, war eine genauere Ortliche Auflosung nicht moglich und es
konnte daher zu dieser Abweichung in der gemessenen Peakbreite kommen. Es wurde ein
gemittelter ctc-Wert von 402 um gemessen, was auch mit der applizierten

Mikrostrahlgeometrie iibereinstimmte.

In anderen Studien konnten fiir geringe Dosen von 0,5 Gy bereits signifikante Unterschiede zu
Kontrollbestrahlungen nachgewiesen werden (Lusiyanti et al., 2016). Diese Valleydosis hétte
bei einer PVDR von 40,67 auch mit einer geringfiigig hoheren Peakdosis als 2 Gy erreicht
werden konnen, jedoch miissen hier sowohl Schwankungen in der applizierten Bestrahlung
selbst als auch in der physikalischen Dosimetrie beachtet werden. Da die Valleyregion fiir die
Normalgewebstoleranz und der Untersuchung von Bystandereffekten von besonderer
Bedeutung ist (Kapitel 1.1 und 1.2), wurde fiir eine exaktere Auswertung der Dosis in den
Valleys deshalb eine separate Dosimetrie durchgefiihrt. Fiir die Bestrahlungen wurde hier
ebenfalls eine Dosis von 2 Gy gewéhlt. Auch hier stimmte die biologische Dosis mit der

physikalisch berechneten Dosis iiberein.

Bei einer Valleydosis 2 Gy und einer PVDR von 40,67 nimmt die Dosis zu den Peaks hin stark
zu und iibersteigt ab einem gewissen Punkt die Dosis von 4 Gy, bis zu welcher eine Dosimetrie
durchgefiihrt werden kann. Eine Gegentiberstellung der Dosimetrie mit einer Valleydosis von
2 Gy und der Dosimetrie mit einer Peakdosis von 2 Gy zeigte, dass die Werte der Dosimetrie

mit einer Peakdosis von 2 Gy ab einer Distanz von 81 um bis zum Peakzentrum steil anstiegen.
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Im Gegensatz dazu war kein entsprechender Anstieg der Werte in der Dosimetrie mit einer
Valleydosis von 2 Gy zu erkennen und die Dosen lagen nicht mehr im Fehlerbereich der
entsprechenden Werte der Dosimetrie mit einer Peakdosis von 2 Gy. Es ist anzunehmen, dass
die Dosis bei der Dosimetrie mit einer Valleydosis von 2 Gy ab diesem Punkt bereits weit {iber
der mit Mikrokernen moglichen Dosimetrie lag. Der Vergleich beider Graphen zeigte zudem,
dass die Dosimetrie fiir die Valleyregion mit der Valleydosis von 2 Gy eine genauere
Dosimetrie ermdglicht als die Dosimetrie mit der Peakdosis von 2 Gy. Dies ldsst erkennen, dass

eine separate Dosimetrie fiir die Peak- und Valleyregion sinnvoll ist.

Als weiterer Endpunkt fiir die biologische Dosimetrie wurden Chromosomenbriicken
verwendet. Auch hier konnte die biologische Dosimetrie die physikalische Dosimetrie
bestitigen. Dabei wies die Dosimetrie jedoch gréflere Varianzen auf als die Dosimetrie mit
Mikrokernen. Die Dosimetrie mit Mikrokernen als biologischer Endpunkt stellt demzufolge
eine zuverldssigere und genauere Methode da als mit Briicken. Dies ist aufgrund der
Referenzkurve und des geringeren Anteiles an Zellen mit Briicken bereits zu erwarten: Bei einer
Dosis von 2 Gy nach MRT wiesen etwa 3,5-mal so viele binukleédre Zellen Mikrokerne auf als
Briicken. Wihrend bei mehr als 70% aller Zellen mit NPB auch MN zu erkennen waren, waren
nur bei etwa mehr als 20% aller Zellen mit MN auch NPB zu beobachten. Zwischen der
Peakregion nach MRT mit einer Peakdosis von 2 Gy und der Valleyregion nach MRT mit einer

Valleydosis von 2 Gy waren dabei keine signifikanten Unterschiede zu sehen.

Auch wenn die Dosimetrie mit Briicken nicht so genau ist wie mit Mikrokernen, ist zu
erkennen, dass eine biologische Dosimetrie flir Mikrostrahlen moglich ist. Zumal fiir das
Scoring der Briicken keine zusitzliche Aufbereitung von Proben nétig ist und der CBMN-Assay
das gleichzeitige Scoring von Briicken neben Mikrokernen ermoglicht. Zu beachten ist jedoch,
dass die Auswertung der Briicken nach MRT aufgrund des niedrigen Anteils an Zellen mit NPB
auf der vorherigen Bestimmung der Position der Peak und Valleys anhand von Mikrokernen
basiert. Somit ist eine ortliche Auflosung anhand von NPB nur durch die Mitanalyse von MN

moglich.

Wihrend Mikrokerne auf vielen unterschiedlichen Wegen (Kapitel 3.1.5) entstehen kdnnen,
werden Briicken durch dizentrische Chromosomen gebildet, die durch Fehlreparatur von DNA-
Briichen oder Telomer-Verschmelzung hervorgerufen werden. Durch diese sehr spezifischen
Entstehungsweisen konnte das Scoring zusétzliche Informationen liefern und bei der

Interpretation der Mikrokerne behilflich sein (Cheong et al., 2013). Eine Bestimmung der NPB
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kann als eine gute und einfache Ergidnzung zu der biologischen Dosimetrie mit MN betrachtet

werden.

Im Gegensatz zu anderen Studien der Bystander-Effekte in Zellkultur (Dickey et al., 2009; Han
et al., 2007) wurden hier in der Dosimetrie sowohl mit Mikrokernen als auch mit Briicken keine
Bystander-Effekte in der Valleyregion nachgewiesen. Es wurden verschiedene Wege
aufgezeichnet, durch die Bystander-Effekte entstehen konnen. Hierzu gehdren unter anderem
direkter Zellkontakt und die Freisetzung von Zytokinen and Chemokinen in das Medium
(Daguenet et al., 2020). In Zellkultur mit konfluent ausgesédten Zellen spielt fiir Bystander-
Effekte die direkte Zellkommunikation tiber Gap-junctions eine bedeutende Rolle (Hei et al.,
2011). Dagegen haben die Zellen fiir den hier verwendeten CBMN-Test wenig bis gar keinen
entsprechenden Zellkontakt, da sie in einem nicht zu dicht ausgesdten Monolayer fixiert
wurden, um eine automatische Erkennung der BNZ zu gewéhrleisten. Auch wurden in einer
Studie mit normalen konfluenten menschlichen Fibroblasten nach Inhibition von GJIC bei
Low-LET-Bestrahlungen im Gegensatz zu High-LET-Bestrahlungen keine signifikanten
Unterschiede in der Induktion von Mikrokernen festgestellt. Dies konnte darauf hindeuten, dass
GJIC zur Entstehung von Bystander-Effekten nach High-LET-Bestrahlungen, nicht aber nach
Low-LET-Bestrahlungen beitragen. Es ist festgestellt worden, dass fiir letzteres jedoch die
Freisetzung von Faktoren in das Medium von Bedeutung ist (Autsavapromporn et al., 2013).
Durch den Austausch des Mediums kurz nach Bestrahlung mit Medium, welches Cytochalasin
B enthélt, konnten hier potenzielle Faktoren eliminiert worden sein. In weiteren Experimenten
konnte der CBMN-Assay zum Beispiel ohne Mediumwechsel versucht oder bei Bestrahlungen
mit hoher LET angewendet werden. Insgesamt sind Bystander-Effekte jedoch noch wenig

verstanden und weitere Forschung iiber die Entstehung und die Mechanismen erforderlich.

Zusammenfassend kann man sagen, dass mit dem CBMN-Assay die physikalische Dosimetrie
sowohl in der applizierten Dosis als auch in der verwendeten Mikrostrahlgeometrie bestitigt
werden konnte. Die Ergebnisse zeigen, dass der CBMN-Assay mit Mikrokernen eine dullerst
zuverldssige Methode der biologischen Dosimetrie darstellt und eine genaue Auswertung der
DNA-Schédden auch auf einer Mikrometer-Skala ermoglicht. Mithilfe dieser Methode ist dies
die erste Studie, in der die genaue biologische Dosis in den Peaks und Valleys nach MRT
bestimmt werden konnte. Ein limitierender Faktor ist hier jedoch, dass mit diesem Assay eine

Dosimetrie nur bis zu einer Dosis von 4 Gy mdglich ist.
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5.2 DNA-Schaden nach MRT im Hautgewebe

Riumliche Auflosung der DNA-Schiden 0.5 h nach MRT

Durch den dreidimensionalen Aufbau und die direkten Zellkontakte, die es ermdglichen, gap
junctions auszubilden, konnen rekonstruierte Hautmodelle neben der Zellkultur eine
realititsgetreuere Abbildung gewdhrleisten und zusétzliche Informationen liefern. Bei der
Analyse der rdumlichen Verteilung der DNA-Schidden war zu erkennen, dass sich nach 0,5
Stunden in regelméfBigem Abstand scharf gebilindelte pan-yH2AX positive Zellen befanden.
Pan-yH2AX positive Zellen entstehen, wenn H2AX als Antwort auf DNA-Schédden nicht nur
an den Stellen der Doppelstrangbriiche phosphoryliert wird, sondern auch in unbeschadigtem
Chromatin des ganzen Nukleus. Diese Antwort wird durch die Aktivitdt der Kinasen DNA-PK
und ATM fernab des Doppelstrangbruches hervorgerufen. Die zellkernweite Antwort entsteht
dabei wahrscheinlich durch kleine DNA-Fragmente, hervorgerufen durch die ionisierende
Bestrahlung oder durch die Diffusion der Kinasen von der Stelle der Doppelstrangbriiche iiber
den ganzen Zellkern. Die Ausbildung von pan-yH2AX héngt dabei von der Dosis und der
Menge an DNA-Schédden ab (Ding et al., 2016; Meyer et al., 2013). So werden nach 1 Gy y-
Bestrahlung etwa 40 DSB pro Zelle gebildet (Ward, 1994), was hier in den Regionen mit einer
Peakdosis von 19 Gy entsprechend zu etwa 800 DSB fiihrt. Pan-yH2AX positive Zellen durch
ionisierende Strahlung konnten in anderen Studien auch nach Schwerionen-Bestrahlung in
menschlichen Fibroblasten und verschiedenen tierischen Zelllinien (Meyer et al., 2013), nach
pMBRT (Proton minibeam radiotherapy) mit einer mittleren Dosis von 2 Gy in rekonstruierter
Epidermis (Scherthan et al., 2022), in Schweinehaut nach Bestrahlung mit 50 Gy y-Strahlen
(Ahmed et al., 2012) und in menschlichen Lymphozyten nach X-Ray (Ding et al., 2016) und
alpha-Partikel Bestrahlung (Horn et al., 2015) nachgewiesen werden. Zwischen den
Anhédufungen von pan-yH2AX positiven Zellen wurde ein Abstand von 430 um ermittelt. Der
Wert war groer als der physikalisch berechnete ctc-Wert von 400 pm und wies auch grof3ere
Schwankungen auf. Technisch ist es schwierig, Gewebeschnitte genau senkrecht zu den
Mikrostrahlen anzufertigen. Kommt es nun zu Abweichungen in der Schnittebene, kann dies

auch zu Schwankungen in der Abbildung der ctc-Werte fiihren.

Betrachtet man die Foci fiir YH2AX und 53BP1, konnte man erkennen, dass vor allem Zellen
mit 53BP1-Foci mit einem Anteil von 59% an allen Zellen iiberwogen. YH2AX Foci stellten
mit 2,6% nur einen sehr kleinen Teil dar und befanden sich analog der pan-yH2AX positiven

Zellen iiberwiegend in Bereichen hoher Dosen in den Peaks. Zellen mit 53BP1-Foci waren
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iberwiegend in der Valleyregion mit niedrigerer Dosis vorhanden und nahmen mit
zunehmender Dosis Richtung Peak ab, wihrend pan-yH2AX positive Zellen nur vereinzelt in
den Valleys vorhanden waren und Richtung Peakzentrum zunahmen. Keratinozyten, die sich
terminal differenzieren, weisen eine verldngerte G1-Phase auf (White et al., 2005). Die DNA-
Reparatur in dieser Phase des Zellzyklus basiert vor allem auf dem NHEJ-Weg, wofiir 53BP1
ein wichtiger Mediator darstellt (Santivasi and Xia, 2014). Scherthan et al. fiihrten an, dass dies
das Uberwiegen der 53BP1-Foci im Epidermismodell bei geringen Dosen erkliren kdnnte
(Scherthan et al., 2022). Ein moglicher Grund fiir die Abnahme der 53BP1-Foci bei hoheren
Dosen konnte sein, dass es bei einer grofBeren Anzahl an Foci schwierig ist, einzelne Foci gut
voneinander zu unterscheiden und nicht mehr als separate Foci in die Auswertung eingehen,
wodurch weniger Foci gescored werden als tatsédchlich vorhanden sind. Pan-yH2AX-positive
Zellen wurden aus der Foci-Auswertung gédnzlich rausgenommen, da hier durch das pan-yH2X-
Signal yYH2 AX-Foci nicht mehr gescored werden konnten und vereinzelte bis gar keine 53BP1-
Foci beobachtet wurden. Dass in den pan-yH2AX positiven Zellen keine 53BP1-Foci zu
beobachten waren, konnte daran liegen, dass die Ausbildung von pan-yH2AX die Bildung von
53BP1 beeinflusst und auch dies zu einer Abnahme der 53BP1 Foci mit zunehmender Dosis
fiihrt. So wurde auch in der Studie von Scherthan et al. in pan-yH2AX positiven Zellen keine
relevanten 53BP1-Foci beobachtet (Scherthan et al., 2022). In der Studie von Meyer et al.
konnte fiir Bestrahlungen mit hoher LET jedoch gezeigt werden, dass die pan-yH2AX Antwort
keine Beeinflussung auf die Ausbildung von 53BP1-Foci hat (Meyer et al., 2013). Auch in
Lamkowski et al. konnten bei Bestrahlung von Lymphozyten mit 50 Gy y-Strahlung in pan-
YH2AX positiven Zellen noch 53BP1-Foci beobachtet werden (Lamkowski et al., 2014). So
konnte dies darauf hinweisen, dass hier die Abwesenheit von 53BP1-Foci in pan-yH2AX
positiven Zellen evtl. auch technisch, z.B. durch andere IHC-Farbungsbedingungen in dem hier
verwendeten rekonstruierten Hautmodell erkldrbar wére. Diese Griinde konnten zu der
beobachteten Abnahme der 53BP1-Foci als Ausdruck einer mdglichen Unterschitzung der

tatsdchlichen Foci Anzahl in den Peaks fiihren.

Riumliche Auflosung der DNA-Schiden 24 h nach MRT

Auch nach 24 Stunden war die Mikrostrahlgeometrie noch erhalten, man erkannte jedoch keine
scharf gebiindelten pan-yH2AX positiven Zellen mehr. Nach 24 Stunden sank der Anteil pan-
YH2AX positiver Zellen von ca. 7% auf 0,14%, welches dem Anteil in Sham-bestrahlten
Hautmodellen entsprach. Pan-yH2AX wird als ein Indikator fiir Zelltod beschrieben und konnte
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dadurch die Abwesenheit von pan-yH2AX positiven Zellen nach 24 Stunden erklidren (Moeglin
et al., 2019; Ding et al., 2016; de Feraudy et al., 2010). Fiir den friihen Zeitpunkt von 0,5
Stunden ist pan- YH2AX als Ausdruck von Apoptose jedoch eher unwahrscheinlich: Fiir EpiCs-
Hautmodelle nach pMBRT mit einer Peakbreite von 66 um und einer Peakdosis von 27 Gy
konnten in der Studie von Scherthan et al. nach 0,5 h keine Caspase-3-positiven Zellen
festgestellt werden (Scherthan et al., 2022), was darauf hindeutet, dass auch hier pan-yH2AX
nach 0,5 h kein Zeichen eines beginnenden Zelltodes ist. Auch in den Publikationen von Horn
et al. und Meyer et al. wurde pan-yH2AX nicht mit Zelltod in Verbindung gebracht (Horn et
al., 2015; Meyer et al., 2013). Eine andere Erkldarung fiir die Abnahme der pan-yH2AX
positiven Zellen konnte die Reparatur der DNA-Schéden darstellen. Allerdings wurden in
anderen Studien aufgezeigt, dass das Verschwinden des pan-yH2AX-Signals wahrscheinlich
auch nicht auf DNA-Reparatur zuriickzufiihren ist (Lamkowski et al., 2014; Meyer et al., 2013)
bzw. nicht auf DNA-Reparatur durch non-homologous end joining (NHEJ) oder homologous
recombination (HR) basiert (Horn et al., 2015). Die Ausbildung von pan-yH2AX ist also wie
auch in der Studie von Meyer et al. beschrieben transient und die Abnahme nach 24 Stunden
wahrscheinlich weder auf Apoptosis noch auf NHEJ/HR basierende DNA-Reparatur
zuriickzufiihren (Meyer et al., 2013).

Anstelle der pan-yH2AX positiven Zellen in den Peaks war nach 24 Stunden eine Anhdufung
von Zellen mit erhdhten 53BP1-Foci zu erkennen. Nach 24 Stunden war der Anteil der Zellen
mit 53BP1-Foci iiber das gesamte Hautgewebe betrachtet zwar um mehr als die Hilfte
gesunken, es waren jedoch noch signifikant mehr Zellen mit 53BP1-Foci zu erkennen als in
den Kontrollen. Die fpc fiir 53BP1 war in den Peaks nach 24 Stunden im Vergleich zu 0,5
Stunden um etwa die Hélfte gesunken, die fpc in den Valleys sogar um beinahe 90%. Einen
Grund fiir den Unterschied konnte eine langsamere Reparatur der DSB in den Peaks sein, da
die Reparatur von der Komplexitit der DNA-Doppelstrangbriiche beeinflusst wird (Ernst
Schmid et al., 2012). Wéhrend komplexe DSB vor allem bei High-LET-Bestrahlung auftreten,
wurden auch bei Low-LET-Bestrahlung komplexe DSB beobachtet, deren Ausbildung eine
Dosisabhéngigkeit zeigt (Loucas and Cornforth, 2001). Mit einer Peakdosis von 19 Gy zeigte
die Peakregion hier eine 19-fach hohere Dosis als die Valleyregion auf. Auch in Neumaier et
al. wurde eine Dosisabhingigkeit der Reparatur bei Low-LET-Bestrahlung suggeriert
(Neumaier et al., 2012). Wahrscheinlich spielte hier jedoch vor allem die Unterschitzung der
53BP1-Foci in den Peaks nach 0,5 Stunden, wie zuvor bereits beschrieben, eine Rolle. Es
konnte argumentiert werden, dass die Anhdufung der 53BP1-Foci nicht die Peaks, sondern

analog zu den 53BP1 nach 0,5 Stunden die Valleys darstellten. Jedoch sah man hier im
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Gegensatz zu der Anhdufung im Valley eine scharfe Ansammlung von Foci mit einem steilen
Abfall. Auch waren YH2AX Foci, wenn auch nur vereinzelt vorhanden, nach 24 Stunden
hauptsédchlich in den Anhdufungen der Zellen mit 53BP1-Foci zu finden, was auch dafiirsprach,
dass diese Anhdufungen den Peaks entsprachen. Eine genaue Analyse der YH2AX-Foci mittels
Matlab war nach 24 Stunden aufgrund der geringen Anzahl der YH2AX-Foci jedoch nicht

moglich.

Insgesamt ist zu erkennen, dass die applizierte Mikrostrahlgeometrie, wenngleich nicht so
genau wie in 2D-Kultur in situ, im Hautgewebe wiedergegeben werden kann und das
verwendete Hautgewebe gut geeignet ist, um DNA-Schidden nach MRT zu charakterisieren. Im
Gegensatz zur Peakregion, bei der durch hohe Peakdosen und die Ausbildung von pan-yH2AX
positiven Zellen die Analyse der Focizahl beeintriachtigt ist, ist die Valleyregion einer Analyse
der Focizahl gut zugénglich. Wéahrend in anderen Studien mit dreidimensionalen Hautmodellen
auch eine starke YH2AX-Antwort beobachtet werden konnte (Redon et al., 2009; Sedelnikova
et al., 2007), war auch in der Studie von Suzuki et al. das YH2AX-Signal beeintrachtigt (Suzuki
et al., 2010). 53BP1 wurde sowohl von Suzuki et al. als auch von Su et al. als geeigneter
alternativer Marker fiir 3D Hautmodelle beschrieben (Su et al., 2010; Suzuki et al., 2010).

Zusammenfassend sind 53BP1-Foci als wesentlicher Marker der DDR der Valleyregion sowohl
nach 0,5 Stunden als auch nach 24 Stunden gut geeignet fiir die Untersuchung auf mogliche

Bystander-Effekte im vorliegendem rekonstruierten Hautgewebe.

Untersuchung der Valleyregion nach MRT auf mogliche Bystander-Effekte

Als néchstes wurde das Hautgewebe auf mogliche Bystander-Effekte untersucht. Dazu wurden
die 53BP1-Foci explizit in der Valleyregion nach MRT mit 1 Gy Valleydosis (PVDR 36,6) mit
den Foci nach Broadbeam-Bestrahlung mit einer Dosis von 1 Gy verglichen. Nach 0,5 Stunden
zeigte die mittlere Anzahl der 53BP1-Foci pro Zelle in den Valleys nach MRT einen
signifikanten Unterschied (p < 0,05) zu der Anzahl der 53BPI1-Foci nach Broadbeam-
Bestrahlung auf. Nach 24 Stunden waren zwischen MRT und Broadbeam-Bestrahlung keine
signifikanten Unterschiede mehr zu beobachten. Zwar erkannte man einen signifikanten
Unterschied der fpc zwischen MRT und Broadbeam-Bestrahlung nach 0,5 Stunden, um die
tatsdchliche Abweichung in der biologischen Dosis eruieren zu konnen, bedarf es jedoch einer
Referenzkurve fiir die Anzahl der 53BP1-Foci pro Zelle in Abhédngigkeit der Dosis. In einer
anderen Studie war eine lineare Abhéngigkeit zwischen der Ausbildung von 53BP1-Foci und

der applizierten X-Ray Dosis im 3D Gewebe zu erkennen (Suzuki et al., 2010). Eine nicht-
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lineare Dosisabhdngigkeit wurde in einer Studie von Su et al. beobachtet und eine lineare-
quadratische/lineare Abhéngigkeit konnte von Markova et al. fiir y-Strahlung in menschlichen
Fibroblasten nachgewiesen werden (Markova et al., 2007; Su et al., 2010). Auch nach 24
Stunden wurde eine lineare Dosisabhéngigkeit fiir yH2AX-Foci im 3D Gewebe (Redon et al.,
2009) und fiir 53BP1 in menschlichen Fibroblasten (Markova et al., 2007) beobachtet. Diese
Ergebnisse deuten darauf hin, dass hier neben dem Zeitpunkt von 0,5 Stunden auch zu dem
spéteren Zeitpunkt von 24 Stunden noch eine lineare Dosisabhéngigkeit bestehen kénnte und
ein Vergleich der Dosis zwischen Broadbeam-Bestrahlungen und MRT moglich wire.
Insgesamt gibt es noch nicht viele Studien, die Bystander-Effekte in dreidimensionalem
rekonstruierten Hautgewebe untersuchen. Die hier gegeniiber Broadbeam erhdhten Foci weisen
auf mogliche Bystander-Effekte hin. Sowohl in den Studien von Sedelnikova et al. als auch von
Belyakov et al. konnten nach MRT mit alpha-Partikel Bystander-Effekte in 3D rekonstruiertem
Gewebe nachgewiesen werden, wobei Bystander-Effekte in Sedelnikova et al. auch nach Tagen
noch nachgewiesen werden konnten (Belyakov et al., 2005; Sedelnikova et al., 2007). In dieser
Studie konnten nach 24 Stunden keine Unterschiede mehr zu Broadbeam-Bestrahlungen
festgestellt werden, was darauf hinweisen konnte, dass durch Low-LET-Bestrahlungen
hervorgerufene Bystander-Effekte moglicherweise schneller repariert werden als nach High-

LET-Bestrahlungen.

Auch wenn das rekonstruierte Hautgewebe bereits durch die Mehrschichtung der Zellen und
interzelluldren Kontakte die Untersuchung von zelluldren Effekten in einer realititsgetreueren
Abbildung ermdglicht als in Zellkultur, beruht die biologische Wirkung der Bestrahlung mit
MRT neben den Bystander-Effekten unter anderem auch auf der empfindlicheren
Tumorvaskulatur (Bouchet et al., 2015) und der Beeinflussung der Immunreaktion im
Tumorgewebe (Bouchet et al., 2013b). Beides ist hier im rekonstruierten Epidermisgewebe
nicht vorhanden. Fiir deren Untersuchung sind Experimente im Tiermodell nétig (Rothkamm

et al., 2012).

Insgesamt ist zu erkennen, dass die Immunhistochemie in 3D-rekonstruiertem Hautgewebe eine
wertvolle Methode darstellt, die es ermdglicht, biologische Wirkungen auf einer
Mikrometerskala, wie Bystander-Effekte gezielt in der Valleyregion nach MRT, zu analysieren.
Weitere Experimente wie die Etablierung einer Referenzkurve sind jedoch fiir eine vollstandige

biologische Dosimetrie notwendig.
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6 Fazit

In dieser Arbeit war es moglich, mithilfe des CBMN-Assays zum ersten Mal die exakte
biologische Dosis der Peak und Valleys der Mikrostrahlen in situ zu bestimmen. Durch die
Ubereinstimmung der biologischen und physikalischen Dosimetrie konnte hier die
physikalische Dosimetrie mit Gafchrom-Film fiir die Mikrostrahltherapie validiert werden.
Mikrokerne erwiesen sich als geeignete Endpunkte, wobei nukleoplasmatische Briicken die
biologische Dosimetrie ergédnzen konnen. Die hier aufgefiihrte biologische Dosimetrie in situ
konnte in Zukuntft fiir verschiedene Mikrostrahl-Bestrahlungsmodalititen angewendet werden
und physikalische Dosimetrie ergénzen. Rekonstruiertes Hautgewebe erwies sich dariiber
hinaus als geeignetes Modell fiir die Untersuchung von DNA-Schiden im dreidimensionalen
Raum. Hierbei iiberwog die Ausbildung von 53BP1-Foci, welche als fithrende Marker der DDR
verwendet werden konnen. Es konnte in den Valleys nach Bestrahlung mit Mikrostrahlen im
Vergleich zu Broadbeam-Bestrahlung eine signifikant hohere 53BP1-Foci-Anzahl pro Zelle
festgestellt werden, was auf mdogliche Bystander-Effekte hindeuten konnte. Die Etablierung
einer Referenzkurve ist jedoch fiir eine vollstindige biologische Dosimetrie notwendig. Um
eine noch vollstindigere und realititsgetreuere Abbildung zu erhalten, konnten in Zukunft auch

biologische Dosimetrien flir Mikrostrahltherapie im Tierversuch unternommen werden.

Insgesamt konnte gezeigt werden, dass die biologische Dosimetrie in situ mit dem CBMN-
Assay und die Immunhistochemie mit Bestimmung der YH2AX- und 53BP1-Foci geeignete
und zuverldssige Methoden darstellen, um die DNA-Schéden und deren rdumliche Aufldsung
in den Peak- und vorallem in den Valleyregionen nach MRT zu erfassen. Es ist dabei zu
erkennen, dass die Geometrie der Mikrostrahlen trotz der Dimensionen im Mikrometerbereich
sowohl in Zellkultur als auch im dreidimensionalen Gewebe abgebildet werden kann. Mogliche
Bystander-Effekte konnten durch den Einfluss auf die Valleydosis eine Rolle in der Wirkung
von Mikrostrahlen spielen, wobei dahingehend noch weitere Forschung zum Verstindnis der

zugrundeliegenden biologischen Mechanismen der Mikrostrahltherapie notwendig ist.
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