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1. Einleitung

In Deutschland wird der Gefdhrdung von Beschéftigten beim beruflichen Umgang mit
ionisierenden Strahlenquellen mit gesetzlich vorgeschriebenen MafBnahmen des
betrieblichen Arbeits- und Strahlenschutzes begegnet. Dies beinhaltet betriebsérztliche
Aufgaben wie die Organisation betrieblicher Erste-Hilfe-Vorkehrungen und die
Vorbereitung notfallmedizinischer MaBBnahmen fiir den Fall eines Strahlenunfalls, die
Durchfithrung der arbeitsmedizinischen Vorsorge strahlenexponierter Personen nach
Erméchtigung durch die zustindigen staatlichen Stellen sowie die medizinische
Beratung der Beschiftigten, des Arbeitgebers oder ggf. des weiterbehandelnden
klinischen Personals hinsichtlich der gesundheitlichen Auswirkungen erhohter
Strahlenexpositionen.

Der Einsatz ionisierender Strahlung ist in der heutigen Arbeits- und Berufswelt
weitverbreitet und findet in den Bereichen der Medizin, Energiegewinnung, Technik
oder Industrie ein breites Spektrum niitzlicher Anwendungsmdglichkeiten. Die
andererseits mit der Nutzung verbundenen gesundheitlichen Risiken wurden
insbesondere im Rahmen radiologischer oder nuklearer Grof3schadensereignisse wie
den Atombombenabwiirfen auf Hiroshima und Nagasaki oder den Reaktorungliicken
von Tschernobyl bzw. Fukushima vor Augen gefiihrt. Daneben haben im Laufe der
Jahrzehnte auch verschiedene prominente Ereignisse wie der Goiana-Unfall im Jahr
1987, der Kritikalitdtsunfall in Tokaimura im Jahr 1999 oder die Vergiftung des
russischen Dissidenten Litvinjenko mit Polonium-210 im Jahr 2006 zu tddlich
verlaufenden Strahlenbelastungen gefiihrt. Trotz der fiir das betroffene Individuum
fatalen Folgen und entgegen der allgemeinen gesellschaftlichen Wahrnehmung war bei
den genannten Zwischenfillen die Anzahl der Strahlenexponierten mit akuten
deterministischen Gesundheitsschidden vergleichsweise gering im Verhéltnis zu den
Personen mit niedriger oder vernachlédssigbarer Strahlenexposition [49, 68, 80, 116].
Als Konsequenz fiir das medizinische Management vergleichbarer Strahlenunfall-
ereignisse im mittleren bis groBen MaBstab und vor dem Hintergrund limitierter
Ressourcen ergibt sich die Notwendigkeit zur frithzeitigen Identifizierung relevant
strahlenexponierter Personen mit der Indikation fiir weitere stationidre Behandlung
neben einer potentiell deutlich groBeren Personengruppe, die aufgrund geringer oder
nicht messbarer Strahlenexposition zundchst ambulant gefithrt bzw. nach
entsprechender Aufklérung in ihr familidres Umfeld entlassen werden kann. Je nach
Strahlenunfallereignis konnen zur diagnostischen retrospektiven Abschétzung unklarer
Strahlenexpositionen Verfahren der physikalischen, klinischen oder biologischen
Dosimetrie zum Einsatz kommen. Die Auswahl des jeweiligen diagnostischen
Dosimetrieverfahrens richtet sich dabei u.a. nach der Strahlenart, der seit dem
ursdchlichen Strahlenereignis vergangenen Zeitspanne sowie dem Vorliegen einer
externen oder inneren Strahlenexposition. Ein Fokus der radiobiologisch-medizinischen
Forschung liegt deshalb auf der Weiterentwicklung etablierter diagnostischer
Hochdurchsatz-Screeningverfahren und der Identifizierung hierfiir geeigneter neuer
Bioindikatoren (siehe Kapitel 5). Neben einer Optimierung der Triageoptionen flir akute
Gesundheitsschiden sind adédquate Biomarker auch im Hinblick auf die retrospektive
gutachterliche Bewertung der wursdchlichen Zusammenhangswahrscheinlichkeit
zwischen dem Auftreten eines Tumors und vorangegangener Strahlenexposition
relevant.

Erfahrungen aus Tschernobyl und Fukushima haben gezeigt, dass bei unklaren
Schadenslagen nicht zuletzt das psychologische Bediirfnis einer potentiell groflen
Anzahl fraglich exponierter Personen nach zeitnaher diagnostischer Abschétzung des



individuellen Risikos fiir stochastische Langzeiteffekte sehr gro$3 ist. Dies gilt sowohl
fiir das Vor-Ort-, als auch fiir das langfristige medizinische Management. So war das
Ausmal des Auftretens psychologischer Folgen wie Angststorungen oder Depressionen
auch auf die Unsicherheit beziiglich der Risikoevaluation fiir personliche
gesundheitliche Strahlenfolgeschiden zuriickzufiihren [20, 83, 85, 94].

Trotz aller wissenschaftlichen Fortschritte sind die komplexen molekularen
Mechanismen der zelluldren Strahlenantwort sowie die beobachtete unterschiedliche
strahleninduzierte Schadensauspragung und Regenerationsfihigkeit verschiedener
Zellarten, Spezies und Individuen noch nicht vollstindig verstanden. Ein
diesbeziiglicher Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit lag in der Untersuchung der
Bedeutung des heterogenen nukledren Ribonukleoproteins K fiir die Strahlen-
empfindlichkeit von Normal- und Tumorzellen.

Dank moderner intensivmedizinischer Behandlungsmoéglichkeiten und aufgrund des
frithzeitigen Therapiebeginns mit Zytokinen wie G-CSF im Besonderen konnte in
jungerer Zeit die Ganzkorperdosis, bei der die Hailfte der akut strahlenexponierten
Personen innerhalb von 60 Tagen verstirbt, von einem Bereich in der GroBenordnung
von 3-4 Gy bei ausbleibender Behandlung auf derzeit ca. 7-8 Gy angehoben werden
[41]. Oral bioverfiigbare Radioprotektiva, die eine strahlenbedingte Schidigung
menschlichen Normalgewebes zu verhindern oder zumindest abzumildern vermdgen,
stehen hingegen trotz der, seit den Terroranschlidgen auf das World Trade Center im
Jahr 2011 intensivierten, weltweiten Forschungsaktivititen fiir die prdventive oder
therapeutische Anwendung beim Menschen noch nicht bereit, so dass die Eignung von
Kandidatensubstanzen als potentielle Radioprotektiva im Rahmen der vorliegenden
Arbeit experimentell néher untersucht wurde (siche Kapitel 6). Daneben wurden in
theoretischen Simulationsstudien dekorporationstherapeutische Strategien bei unfall-
oder anschlagsbedingter Inkorporation radioaktiver Verbindungen im Hinblick auf ihre
Wirksamkeit und die daraus ableitbaren Konsequenzen filir die strategische
Vorratshaltung entsprechender Medikamente analysiert.



2. Grundlagen des medizinischen Strahlenschutzes

Unter ionisierender Strahlung werden energiereiche elektromagnetische Wellen und
Teilchenstrahlung zusammengefasst, die durch Wechselwirkung mit Materie zur
Ionisation von Atomen und Molekiilen bzw. zur Spaltung chemischer Verbindungen in
der Lage sind. Strahlung wird neben der Strahlenart durch die Strahlenqualitit, d.h. die
kinetische Energie der Teilchen bzw. Wellen in FElektronenvolt (eV), sowie die
Strahlungsintensitét charakterisiert [90]. Im Folgenden werden die fiir das Verstidndnis
dieser Arbeit relevanten physikalischen, arbeits- und umweltmedizinischen sowie
strahlenschutzrechtlichen Grundlagen zusammengestellt.

2.1 Strahlenarten

Beim a-Zerfall eines Radionuklids wird ein Heliumkern, bestehend aus 2 Protonen und
2 Neutronen emittiert, wodurch das entstandene Tochternuklid eine um 2 erniedrigte
Ordnungszahl und eine um 4 reduzierte Massenzahl aufweist. Die zweifach positiv
geladenen a-Teilchen besitzen eine relativ hohe kinetische Energie im einstelligen
MeV-Bereich, welche durch Wechselwirkungen mit Atomen oder Molekiilen der
durchdrungenen Materie bereits iiber kurze Distanzen transferiert wird. Die Reichweite
von a-Teilchen betrdgt in Luft wenige Zentimeter und kann zum Beispiel gesunde Haut
von aullen nicht durchdringen. Der hohe Energietransfer inkorporierter a-Partikel
verursacht hingegen eine verhdltnismaBig starke Schadigung des umliegenden Gewebes
tiber Distanzen im ca. zweistelligen um-Bereich [40, 41, 90]. Beispiele fiir [sotope mit
o-Zerfall sind Radon-222, Radium-226 oder Polonium-210.

Die beim P-Zerfall eines Radionuklids ausgesandten Elektronen (B-Teilchen) sind
einfach negativ geladen und wie o-Teilchen direkt ionisierend, indem sie durch
Wechselwirkung mit einem getroffenen Atom dessen Valenzelektronen aus der
Elektronenhiille schlagen. Im Rahmen des p-Zerfalls wird im Atomkern ein Neutron in
ein Positron und das anschlieBend emittierte Elektron umgewandelt. Die Ordnungszahl
des Tochternuklids erhoht sich dabei um 1, wéihrend die Massenzahl unverdndert bleibt.
Die emittierten Elektronen weisen ein kontinuierliches Spektrum ihrer kinetischen
Energie auf, mit einer fiir das jeweilige Radionuklid charakteristischen maximalen -
Energie. f-Teilchen weisen in Luft als Orientierungswert eine Reichweite von einigen
Metern auf und konnen bereits durch wenige mm Aluminium abgeschirmt werden. Im
menschlichen Gewebe erreicht die Reichweite von f-Teilchen eine GroBenordnung von
bis zu einigen cm [40, 41, 90]. Beispicle fiir Isotope mit p-Zerfall sind Tritium,
Strontium-90 oder Y ttrium-90.

Neutronenstrahlung entsteht beim Zerfall bzw. der Spaltung von massereichen
Atomkernen und stellt eine indirekt ionisierende Teilchenstrahlung dar. Neutronen sind
ungeladene Teilchen und weisen ein breites Spektrum ihrer kinetischen Energie sowie
eine hohe Durchdringungsfahigkeit von Materie auf. Neutronen kdnnen ihre kinetische
Energie zum einen mittels Neutroneneinfang auf andere Atome {iibertragen. Dabei
entsteht oft ein nunmehr selbst radioaktives Isotop des einfangenden Atoms mit einer
um 1 erhohten Massenzahl. Zum anderen kann der Energietransfer von Neutronen durch
StoBreaktionen mit leichteren Atomkernen oder Protonen erfolgen, welche die
aufgenommene Energie ihrerseits an andere Atome weitergeben und dadurch
ionisierend wirken. Beispiele fiir Neutronenquellen sind die natiirliche Neutronen-
strahlung durch Wechselwirkung kosmischer Strahlung mit Molekiilen der Erd-



atmosphére, industriell genutzte Radium-Berrylium-Quellen, Kernreaktoren oder die
thermonukleare Neutronenbombe [40, 46].

Bei y-Strahlung, einer elektromagnetischen Wellenstrahlung, wird ein masseloses
Energiepaket als Photon emittiert, wobei die beim radioaktiven Zerfall eines Atoms
unter Aussendung von Teilchenstrahlung oft verbleibende Anregungsenergie des
Atomkerns abgegeben wird. Die Energieniveaus der abgestrahlten Photonen sind fiir
das jeweilige Radionuklid charakteristisch. Der Energietransfer auf wechselwirkende
Materie erfolgt bei Photonenstrahlung durch Streuung bzw. Energieabsorption,
wodurch geladene Teilchen wie Elektronen durch zum Beispiel den Compton-Effekt
oder Protonen bzw. Neutronen durch den Kernphoto-Effekt aus den interagierenden
Atomen freigesetzt werden. Diese entstandenen energiereichen Partikel sind als
Sekundireffekt in der Lage durch Ionisation chemische und biologische Schadeffekte
im Gewebe zu verursachen. Rontgenstrahlung setzt sich aus Bremsstrahlung und
charakteristischer Strahlung zusammen und unterscheidet sich von vy-Strahlung
lediglich im Hinblick auf den extranukledren Ursprung der Photonen und dem
Vorliegen einer kontinuierlichen Verteilung der Photonenenergie, dem sog.
Rontgenspektrum. Die Abschwichung von Photonen in Materie folgt einer
Exponentialfunktion und wird durch die material- und photonenenergieabhingige
Halbwertsschichtdicke beschrieben, da keine spezifische Photonenreichweite
angegeben werden kann [40, 41, 46, 90]. Beispiele fiir medizinisch oder industriell
genutzte y-Strahler sind zum Beispiel Cobalt-60, Casium-137 bzw. Iridium-192.

2.2 Linearer Energietransfer

Bei der Passage von ionisierender Strahlung durch Materie werden bei verschiedenen
Strahlenarten pro Wegstrecke unregelméBig und unterschiedlich viele lonisations-
vorgédnge durch Energieilibertragung induziert. Je grofler die lonisationsdichte langs der
Strahlenbahn ausfallt, desto hoher ist der lineare Energietransfer (LET) pro Wegstrecke
inkeV / pm. Dicht ionisierende Strahlung mit hohem LET (z.B. a-Strahlung) weist eine
vergleichsweise groflere biologische Schadwirkung auf als locker ionisierende
Strahlung (z.B. B- oder y-Strahlung) [41, 46, 90].

2.3 Direkte und indirekte Ionisierung

Jede Strahlenart kann direkt mit Atomen kritischer biologischer Zielstrukturen
interagieren, dabei lonisationsprozesse initileren und nachfolgend schidliche
chemische Verinderungen biologischer Molekiile und subzellulédrer Strukturen wie der
DNA bewirken. Dies ist aufgrund der hohen Ionisationsdichte insbesondere bei
Strahlung mit hohem LET der vorherrschende Prozess der biologischen Schadigung.
Locker ionisierende Strahlung schadigt biologische Molekiile hingegen tiberwiegend
indirekt iiber den Zwischenschritt der Ionisation von Atomen oder Molekiilen, wie zum
Beispiel dem im biologischen Gewebe hédufigen H,O. Bei der Radiolyse von H,O
entstehen freie Radikale wie das OHe (Hydroxylradikal). Unter aecroben Bedingungen
werden durch Reduktionsprozesse weitere reaktive Sauerstoffspezies (Reactive oxygen
species, ROS) gebildet, wie zum Beispiel das Hyperoxid-Anion (Oz*) bzw.
Wasserstoffperoxid (H.0) [2, 41, 115].

In verschiedenen Arbeiten (A03, A09, A10) wurde die Fahigkeit zur Reduktion
strahleninduzierter ROS und damit das radioprotektive Potential von
Kandidatensubstanzen untersucht (siche Kapitel 6)



2.4 Dosisgrofien

Ionisierende Strahlung ist seit jeher in unserer Umwelt allgegenwértig. Da der Mensch
kein Sinnesorgan fiir die Wahrnehmung energiereicher Strahlung jenseits des sichtbaren
Lichtspektrums besitzt, wurden seit der Zeit Wilhelm Conrad Roéntgens messbare
Wechselwirkungen ionisierender Strahlung mit Materie zur indirekten Identifizierung
und Quantifizierung herangezogen.

Energiedosis
Die im internationalen Einheitensystem (SI) verwendete MalBeinheit fiir die

Energiedosis ist das Gray (Gy), als physikalische BasisgroB3e fiir die pro Masseneinheit
Am von ionisierender Strahlung abgegebene mittlere Energie AE [54]:

. . AE T
Energiedosis = —; SI-Einheit: [E] = Gray (Gy)

Aquivalentdosis

Eine im Bereich des Strahlenschutzes und der radiobiologischen Forschung verwendete
DosisgroBe ist die Aquivalentdosis, angegeben in der SI-Einheit Sievert (Sv). Die
Aquivalentdosis beriicksichtigt die wissenschaftlich beobachtete unterschiedliche
biologischen Wirksamkeit verschiedener Strahlenarten unter Einbeziehung eines fiir die
jeweilige Strahlenart R  spezifischen und dosisunabhéngigen Strahlungs-
Wichtungsfaktors wr (Tabelle 1) [54]:

Aquivalentdosis = Energiedosis - uz ; SI-Einheit: [é] = Sievert (Sv)

Tabelle 1: Strahlungs-Wichtungsfaktoren g medifiziert nach [54]

Strahlungsart R Strahlen-Wichtungsfakor wg

Photonen 1

Elektronen 1

Protonen 2

a-Teilchen, Spaltfragmente 20

Neutronen Stetige Funktion der Neutronenenergie
Effektive Dosis

Im Rahmen von Strahlenunfillen ist eine homogene Strahlenexposition des
menschlichen Korpers selten. Die effektive Strahlendosis ist eine GroBe des
Strahlenschutzes, die auf der Gesamtsumme der in den spezifizierten Organen bzw.
Geweben T absorbierten mittleren Energiedosis basiert, welche durch eine bestimmte
Strahlenart R und unter Beriicksichtigung des betreffenden Strahlen-Wichtungsfaktors
wr verursacht wurde Gleichzeitig bezieht die effektive Dosis auch die
unterschiedliche Empfindlichkeit von Geweben im Hinblick auf stochastische



Strahlenfolgeschdden mit ein. Die Empfehlungen der Internationalen Strahlenschutz-
kommission (International Commission on Radiological Protection, ICRP) fiir die
Gewebe-Wichtungsfaktoren wr wurden von epidemiologischen Studien zur Erfassung
des Tumorrisikos strahlenexponierter Personen abgeleitet und reprédsentieren den
relativen Anteil der jeweiligen Gewebe an der gesamten stochastischen
Strahlenschadigung (Tabelle 2) [41, 54].

Effektive Dosis = X Energiedosist - wk * wr ; Einheit = Sievert (Sv)

Tabelle 2: Gewebe-Wichtungsfaktoren wry medifiziert nach [41, 54]

Gewebe T Anzahl T wr Gesamt-
beitrag
Knochenmark (rot), Kolon, Lunge, Brust, Magen, 6 0,12 0,72
restliche Gewebe?
Keimdriisen 1 0,08 0,08
Blase, Osophagus, Leber, Schilddriise 4 0,04 0,16
Knochenoberfldche, Gehirn, Speicheldriise, Haut 4 0,01 0,04
Gesamt 1,00

2 restliche Gewebe: Nebennieren, Obere Atemwege, Gallenblase, Herz, Nieren,
Lymphknoten, Muskelgewebe, Mundschleimhaut, Bauchspeicheldriise, Prostata (),
Diinndarm, Milz, Thymus, Gebarmutter/Gebarmutterhals (9)

2.5 Natiirliche und berufliche Strahlenexposition in Deutschland

Der Mensch ist durch natiirliche Strahlenquellen des seit jeher radioaktiven Planeten
Erde und des Weltalls unvermeidlich gegeniiber ionisierender Strahlung exponiert. Die
mittlere effektive Jahresdosis einer in Deutschland lebenden Person betrug im Jahr 2019
ca. 2,1 mSv und setzt sich aus einer Strahlenexposition von innen durch Inkorporation
natiirlich vorkommender Radionuklide tiber Atemluft (z.B. Rn-222) und Nahrung (z.B.
K-40), sowie von auBen durch kosmische (z.B. y-Strahlung aus dem Weltall) und
terrestrische Strahlung (z.B. Radionuklide der U-235-, U-238 und der Th-232-
Zerfallsreihe) zusammen (Tabelle 3) [8].

Tabelle 3: Mittlere effektive Jahresdosis durch natiirliche
Strahlenexposition in Deutschland (Wertebereich in
Klammern) modifiziert nach [8]

Direkte kosmische Strahlung 0,3mSv (0,2-0,4)
Direkte terrestrische Strahlung 0,4 mSv (0,1 - 0,8)
Nahrung 0,3 mSv

Radon und seine Zerfallsprodukte 1,1 mSv (1 -6)

Gesamt 2,1 mSv




Mit dem am 31. Dezember 2018 in Kraft getretenen neuen Strahlenschutzgesetz
(StrlSchG) wurde das Strahlenschutzrecht in Deutschland neu geordnet. Das
Strahlenschutzgesetz regelt den Schutz des Menschen vor schédlichen Effekten
ionisierender Strahlung bei geplanten und bestehenden Expositionssituationen sowie
bei Notfallexpositionssituationen (Tabelle 4) [105]. Im Rahmen denkbarer
Expositionsszenare konnte der Finsatz zukiinftig verfligbarer radioprotektiver
Pharmaka relevant zum Schutz von beispielsweise Rettungs- und Einsatzkriften
beitragen.

Tabelle 4: Auswahl von Referenz- und Grenzwerten im Strahlenschutz
(gemaB StrISchG)

Grenzwert Referenzwert
Berufliche Exposition
Berufslebensdosis 400 mSv
Effektive Dosis 20 mSv / Jahr

Organ-Aquivalentdosis fiir beruflich exponierte Personen >18 Jahre
Augenlinse 20 mSv / Jahr

Lokale Hautdosis 500 mSv / Jahr

Hénde, Unterarme, Fiile, Knéchel ~ 500 mSv / Jahr

Schutz der Einsatzkrifte bei Notfalleinsitzen

Einsatz zum Schutz des Lebens oder 100 mSv
der Gesundheit
Einsatz zur Rettung von Leben und 250 mSv

Vermeidung schwerer strahlungs-
bedingter Gesundheitsschiiden
dariiber hinaus in Ausnahmefillen 500 mSv

Im Jahr 2021 unterlagen in Deutschland ca. 418.000 Personen aufgrund einer moglichen
Strahlenexposition in ihrem Arbeitsumfeld der beruflichen Strahlenschutz-
iiberwachung. Davon konnten bei ca. 102.000 Personen messbare mittlere effektive
Jahresdosen oberhalb der Nachweisgrenze festgestellt werden, die sich im Mittel,
verglichen mit der natiirlichen Strahlenexposition von 2,1 mSv / Jahr, in allen
Berufsgruppen auf einem niedrigen Niveau befinden (Tabelle 5). Der Jahresgrenzwert
fiir die effektive Dosis von 20 mSv wurde 2021 in einem Fall, der Jahresgrenzwert fiir
die Organ-Aquivalentdosis der Hand von 500 mSv in 5 Fillen, der Monatsgrenzwert
der Organ-Aquivalentdosis der Gebdrmutter von 2 mSv in 30 Fillen und die
Berufslebensdosis von 400 mSv in einem Fall iiberschritten [9].
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Tabelle 5: Mittlere effektive Jahresdosis durch  berufliche

Strahlenexposition in Deutschland der messbar exponierten Beschéftigten
modifiziert nach [9]

Bereich Anzahl [mSv]
Beschiftigte
Medizin 52.008 0,31
Kerntechnik 3.461 0,77
Allgemeine Industrie 9.681 0,76
Forschung und Lehre 2.096 0,24
Fliegendes Personal 31.285 0,84
Altlastensanierung 475 0,83
Radonexposition am Arbeitsplatz 220 2,41
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3. Strahlenbiologische Effekte

3.1 DNA-Schiidigung und zelluliire Reparaturmechanismen

GemiB dem klassischen Paradigma der Strahlenbiologie reprédsentiert die
Desoxyribonukleinsdure (DNA) in direkt bestrahlten Zellen die Hauptzielstruktur fiir
die Induktion der biologischen Effekte ionisierender Strahlung [38]. So verursacht eine
Energiedosis von 1 Gy einer Niedrig-LET-Strahlung ein breites Spektrum an DNA-
Lisionen (Tabelle 6) [38, 41].

Tabelle 6: Strahleninduzierte DNA-Verdnderungen durch
Niedrig-LET-Strahlung pro Zellkern [1 Gy] medifiziert nach [41]

DNA-Verinderungen Anzahl
Doppelstrangbriiche (DSB) 40
Einzelstrangbriiche 1.000
Basenschidden >2.000
DNA-DNA-Crosslinks 30

Zum Schutz der Integritdt des Genoms vor endogen verursachten Faktoren, wie zum
BeispielOxidationsprozessen im Rahmen des zelluldren Stoffwechsels, sowie vor
exogenen genotoxischen FEinwirkungen wie ionisierender Strahlung, hat sich in
menschlichen  Zellen ein komplexes Netzwerk interagierender DNA-
Schadensreparaturmechanismen (DNA damage response, DDR) herausgebildet [7, 16,
18, 59, 76]. Der weitaus iliberwiegende Anteil von DNA-Schidigungen, wie zum
Beispiel DNA-Einzelstrangbriiche, Basenschdaden oder DNA-DNA-Crosslinks, betrifft
jeweils nur einen DNA-Strang. Diese DNA-Lésionen werden durch Signalkaskaden wie
Basenexzisionsreparatur (BER), Nukleotidexzisionsreparatur (NER) bzw. Mismatch-
Reparatur (MMR) effektiv repariert, wobei der noch intakte Abschnitt des
komplementdren DNA-Strangs als Matrize dient [39, 72, 86].

Schwierig bzw. fehleranfillig zu reparierende Doppelstrangbriiche der DNA (double
strand breaks, DSB) werden bereits seit Jahrzehnten als die biologisch relevanteste
DNA-Schédigung nach Exposition gegeniiber ionisierender Strahlung betrachtet [7, 75,
82, 114]. Ein zentraler Schritt zur Initiierung und Regulation der DSB-Reparatur ist die
durch den MRN-Komplex vermittelte Phosphorylierung der ATM-Kinase, die
wiederum weitere Mediatorproteine der DDR, aber auch der Zellzyklussteuerung und
Apoptoseinduktion phosphoryliert und reguliert [16, 48, 104, 107]. Eines der ersten
nach DNA-Schiadigung von ATM phosphorylierten Proteine ist das Histon H2AX,
welches als YH2AX an der Rekrutierung von DDR-Reparaturproteinen an DSB-
Regionen beteiligt ist [65]. In eukaryontischen Zellen tragen 2 unterschiedliche
Reparaturwege zur DSB-Elimination bei. Beim Non Homologous End-Joining (NHEJ)
werden die beiden DSB-Enden von Proteinen wie dem MRN-Komplex, PARP bzw.
Ku70/80-Heterodimeren zunichst markiert, durch Bindung von DNA-Proteinkinasen
phosphoryliert und schlieflich mittels XRCC4/DNA-Ligase IV-Komplex ligiert.
Aufgrund des Fehlens einer homologen Matrize kénnen bei NHEJ auch nicht-
korrespondierende DNA-Bruchstiicke miteinander verbunden und fehlerhafte DNA-
Sequenzen nicht korrigiert werden, wodurch Deletionen, Translokationen oder andere
Gen-Rearrangements induziert werden konnen [14, 74, 75, 99]. Der zweite DSB-
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Reparaturweg, die homologe Rekombination (HRR), verwendet die intakte homologe
DNA-Sequenz des Schwesterchromosoms als Vorlage. HRR ist dadurch zwar weniger
fehlerbehaftet als NHEJ, kann allerdings lediglich in der S- bzw. G2-Phase des
Zellzyklus durchgefiihrt werden [13, 48, 75, 99].

3.2 Zellzyklus und Klonogenitiit

Proliferierende humane Zellen durchlaufen bei der Passage des Zellzyklus 4
charakteristische Phasen: die G1-Phase, die S-Phase (Synthese-Phase mit DNA-
Replikation), die G2-Phase und schlielich die M-Phase (Mitose mit Zellteilung) [44].
Wird im Rahmen der zelluliren DDR eine DNA-Schidigung festgestellt, werden
spezifische Zellzyklus-Kontrollpunkte (Checkpoints) aktiviert und der Zellzyklus kann
in verschiedenen Stadien arretiert werden, um Zeit fiir die erforderliche DSB-Reparatur
zu gewibhrleisten. Die ATM-Kinase nimmt bei DSB-Induktion im Netzwerk
interagierender Signalkaskaden zur Regulation des Zellzyklus wie bei der DDR eine
Schliisselposition ein (siehe Kapitel 3.1) und kann im aktivierten Zustand einen G1/S-
Checkpoint-Arrest nach DNA-Schéidigung wihrend der G1-Phase zum Beispiel sowohl
liber die ATM-p53-p21WVAFVCIPL " a]s auch die ATM-CHK2-CDC25C-Signalkaskade
triggern [48, 78]. Bei irreparablen oder komplexen DNA-Lésionen kann iiber die p53-
p2 1 VAFVCPL Tymorsuppressor-Kaskade zudem Seneszenz induziert werden, in der die
betreffende Zelle irreversibel im G1/S-Arrest verharrt und zu keiner Zellteilung mehr
fahig ist [16]. Seneszenz, d.h. die irreversible Arretierung an einem Checkpoint des
Zellzyklus, ist ein Beispiel fiir den sog. klonogenen oder reproduktiven Zelltod als Folge
einer strahleninduzierten DNA-Schéddigung, bei dem Zellen die Fahigkeit zur
Koloniebildungsfahigkeit verlieren [46].

Eine der wesentlichen Ursachen fiir den Untergang strahlengeschédigter Zellen ist der
Mitosetod (Mitotic Catastrophe). Wird die Passage des Zellzyklus durch den G2-
Checkpoint bei massiven oder irreparablen DNA-Schiden nicht verhindert, zum
Beispiel durch ATM-vermittelte Inhibition der Kontrollproteine des G2/M-
Checkpoints, stirbt die Zelle wéhrend nachfolgender Mitosen. Charakteristische
Zeichen des Mitosetodes sind die unregelmifBige Kondensation des Chromatins,
abnormale Segregation der Chromosomen und die daraus resultierende Bildung von
Mikrokernen, azentrischen chromosomalen Fragmenten oder Riesenzellen mit
mehreren Zellkernen [30, 37, 71].

3.3 Apoptose und Nekrose

Apoptotische Prozesse verlaufen als ein geregelter, aktiver zellbiologischer Prozess
entweder nach einem intrinsischen (mitochondrial bzw. Cytochrom c-vermittelt) oder
extrinsischem (TNF-Rezeptor-vermittelt) Signalweg. Die bei stirkeren DNA-
Schiadigungen prolongierte ATM-induzierte Aktivierung von p53 erhoht die
Wabhrscheinlichkeit der Apoptoseeinleitung anstelle eines Zellzyklusarrests. p53
verursacht die Aktivierung pro-apoptotischer Gene, wodurch entlang eines kaskaden-
artigen Verlaufes spezifische Proteasen, sog. Caspasen initiiert werden. Die
Effektorcaspasen 3 oder 7 vermitteln letzten Endes die Degradierung chromosomaler
DNA durch Endonukleasen und die Desintegration zellulédrer Strukturen. Die zelluldren
Abbauprodukte werden in sog. Apoptosekorpern umschlossen verpackt und schlielich
phagozytiert. Inflammatorische Gewebereaktionen werden bei regelhaft verlaufender
Apoptose nicht induziert [27, 46, 71].
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Im Gegensatz zur Apoptose stellt die Nekrose einen ungeordneten Prozess dar, der auf
die primére Zerstorung essentieller Zellstrukturen durch maximale physikalische oder
chemische Einwirkungen, wie zum Beispiel sehr hohe Energiedosen ionisierender
Strahlung, zurilickzufiihren ist. Durch die ungeordnete Freisetzung intrazelluldrer
Substrate in den Extrazellularraum geht Nekrose, je nach Ausmal} der Schidigung, mit
einer lokal begrenzten oder systemischen Entziindungsreaktion einher [31, 111].

3.4 Onkogenese

Die Internationale Agentur fiir Krebsforschung (International Agency for Research on
Cancer, IARC) stuft alle Arten ionisierender Strahlung als gesichert krebsausldsend fiir
den Menschen ein [52].

Die Entstehung von strahleninduziertem Krebs wird als ein mehrstufiger Prozess
betrachtet, der von der initilerenden Schiddigung der DNA einzelner Zellen und
fehlerhafter DDR im ungiinstigen Fall zur neoplastischen Progressionsphase iibergehen
kann, welche durch genomische Instabilitit, weitere DNA-Mutationen und
epigenetische Verdnderungen gekennzeichnet ist und durch Selektion schlieBlich in
einer ungebremsten klonalen Proliferation der Tumorzelle miindet [42, 43, 53, 110].
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4. Gesundheitliche Auswirkungen nach Strahlenexposition

Hinsichtlich der gesundheitlichen Auswirkungen einer Strahlenexposition des
Menschen ist zwischen deterministischen und stochastischen Effekten zu
unterscheiden. Uberschreitet die Strahlendosis bestimmte Schwellenwerte in einer
GroBenordnung ab ca. 0,5 bis 1 Gy, werden trotz einer gewissen Streuung der jeweiligen
individuellen Strahlensensibilitdt deterministische, d.h. zwingend nachfolgende
Gesundheitsschadigungen verursacht, welche auf den im Ausmall dosisabhidngigen
Untergang oder Funktionsverlust zahlreicher strahlenexponierter Zellen mit
resultierendem Ausfall physiologischer Organfunktionen zuriickgefiihrt werden kann.
[19, 34, 41, 109]

Fiir stochastische Strahlenschdden wird geméll dem LNT-Modell (siche Kapitel 4.2)
hingegen kein Dosis-Schwellenwert angenommen. Die dosisabhidngige Induktion
zelluldrer Mutationen bedingt letztlich die Wahrscheinlichkeit des Auftretens
stochastischer Gesundheitsfolgen nach einer zeitlichen Latenz [53, 54, 77]

4.1 Die akute Strahlenkrankheit

Die akute Strahlenkrankheit (Acute radiation syndrome, ARS) stellt als Vollbild einer
deterministischen akuten Strahlenschiddigung mit potentiell tédlichem Verlauf
angesichts der Vielzahl bestimmender Expositions- und Individual-Faktoren ein
komplexes Multiorgangeschehen (Multi-Organ Dysfunction Syndrome, MODS) dar,
das in unterschiedlichen Schweregraden und mit charakteristischen Zeitverlaufen
auftritt [60, 73]. Im Laufe der Jahrzehnte konnten Kenntnisse iiber ARS neben
Tierstudien v.a. anhand der klinischen Verlaufsbilder menschlicher Opfer verschiedener
Strahlenunfille gewonnen werden [33]. Wie im Rahmen der Einleitung bereits
angeflihrt, liegt die LDsos0 des Menschen (mittlere letale Ganzkdrper-Strahlendosis bei
der 50 % der Personen innerhalb von 60 Tagen versterben) unbehandelt im Bereich von
ca. 3-4 Gy [41, 112].

ARS verlduft typischerweise als ein zweigipfliges Krankheitsbild mit einer durch
unspezifische Symptome wie Miidigkeit, Diarrhoe oder Ubelkeit gekennzeichneten
initialen Prodromalphase, einer anschlieBend relativ symptomfreien Latenzphase und
schlieBlich der spiten ARS-Manifestationsphase mit 3 wesentlichen klinischen
Organsyndromen, die im Folgenden kurz skizziert werden [19, 22, 34, 41, 70].

Das himatopoetische Syndrom

Eine Strahlenexposition des roten Knochenmarks und der lymphatischen Organe kann
dosisabhingig den Untergang oder Verlust der Proliferationsfahigkeit himatopoetischer
Stammezellen verursachen. Klinisch relevant ist insbesondere die strahlenverursachte
Leukopenie, einerseits aufgrund der relativ kurzen Verweil- bzw. Lebensdauer im
peripheren Blut im Bereich von wenigen Stunden bei ausdifferenzierten Lymphozyten
und Granulozyten sowie andererseits aufgrund der ausbleibenden Regeneration durch
Schéadigung myelo- und lymphopoetischer Stammzellen [17, 32, 34]. Im Gegensatz
dazu tritt eine Blockade der Erythropoese aufgrund der mittleren Lebensdauer der
Erythrozyten im peripheren Blut von 120 Tagen klinisch weniger in Erscheinung [34].
Die Lymphozytenzahl im peripheren Blut kann bei klinisch relevanten Strahlen-
expositionen bereits innerhalb weniger Stunden deutlich abfallen, was im Rahmen der
klinischen Dosimetrie zur prognostischen Abschitzung des weiteren ARS-Verlaufs
genutzt wird (Tabelle 7) [34]. Die kritische Phase des himatopoetischen Syndroms geht
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infolge des Mangels reifer Leukozyten und Thrombozyten mit der Gefahr des
Auftretens von Sepsis bzw. Hamorrhagie Tage bis wenige Wochen nach
Strahlenexposition einher [19, 34, 41].

Tabelle 7: Ausgewdhlte Blutbild-Parameter in Relation zum klinischen Schweregrad
des hiimatopoetischen Syndroms [pro pl] medifiziert nach [34]

mild moderat schwer kritisch/fatal
Lymphozyten * | >1.500 <1.500-1.000 <1.000-500 <500
Granulozyten ® | >2.000 <2.000-1.000 <1.000-500 <500
Thrombozyten ¢ | >100.000 | <100.000-50.000 | <50.000-20.000 | <20.000

2 Referenzwert 1.500-4.000/ul; b Referenzwert 4.000-9.000/ ul; © Referenzwert 140.000-400.000/ul

Das gastrointestinale Syndrom

Insbesondere der strahleninduzierte Verlust proliferationsfahiger Stammzellen in den
Krypten der Darmschleimhaut verursacht durch ausbleibende Regeneration
funktionsfdhiger differenzierter ~Schleimhautzellen den Zusammenbruch der
Barrierefunktion des Darmes. Der resultierende Fliissigkeitsverlust bzw. bei
Arrondierung von Blutgefilen oder Hémorrhagie durch Thrombopenie auch
Blutverlust ins Darmlumen duBert sich als wéssrige oder blutige Diarrhoe. Umgekehrt
wird der Ubertritt von Bakterien des Darmes in umliegendes Gewebe bzw. Blut- oder
Lymphbahnen nicht mehr verhindert, was in Verbindung mit einer oftmals zeitgleich
vorliegenden Leukopenie zu einem therapeutisch schwer beherrschbaren septischen
Krankheitsbild fiihrt. [19, 25, 34, 109].

Im Rahmen einer tierexperimentellen Arbeit (A10) wurden deshalb mogliche protektive
Effekte eines Kandidatenmolekiils auf die strahleninduzierte Schadigung des Ileums
untersucht (siche Kapitel 6).

Das neurovaskulire Syndrom

Hohe Ganzkorperdosen iiber 10 Gy verursachen eine direkte Schédigung zentral-
nervoser und zerebrovaskuldrer Strukturen. Die pathophysiologischen Folgen sind
charakterisiert durch Beeintrachtigung der kapillaren Perfusion und der Blut-Hirn-
Schranke, Hirnddeme mit Zunahme des intrakraniellen Drucks, akute Meningo-
Enzephalitis, Vaskulitiden bzw. hémorrhagische Diathese. Zu frithen klinischen
Symptomen wie Ubelkeit und Erbrechen treten im weiteren Verlauf lebensbedrohliche
zentralnervose Storungen [34, 41, 109].

Kutane Strahlenschiden

Strahlenschiden der Haut konnen bei hohen Ganzkorperdosen als ARS-
Begleitsyndrom, oder in Féllen von Teilkorperbestrahlung bzw. hohen lokalen
Hautdosen durch Strahlenarten mit kurzer Reichweite, wie zum Beispiel -Strahlung,
auch isoliert auftreten. Als pathophysiologisches Korrelat der Strahlenschadigung
finden sich u.a. der Verlust der epidermalen Regenerationsfahigkeit durch Schédigung
der Basalzellen, die Induktion inflammatorischer Prozesse, sowie die Schiadigung
dermaler Strukturen wie Hautadnexe, Blutkapillare oder Lymphgefafe. Im Gegensatz
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zu chemischen Verdtzungen der Haut oder Verbrennungen, zeichnen sich
strahleninduzierte Hautschdden durch eine dosisabhidngige teils mehrwdchige
Latenzphase oder rekurrierende Exazerbationen auch nach Jahren aus (Tabelle 8) [7,
34, 51, 55].

Tabelle 8: Manifestation akuter Strahlenschiden der Haut modifiziert nach [51]

Geschitzte Beginn der Symptome
Schwellendosis [Gy]
Fritherythem >1 Gy Wenige Stunden
Sekundires Erythem 3 Gy 14 - 21 Tage
Epilation (temporér) 3 Gy 14 - 18 Tage
Trockene Abschuppung 10 Gy 20 - 28 Tage
Exsudative Abschuppung 15 Gy 15 - 25 Tage
Nekrose >25 Gy > 21 Tage

4.2 Kanzerogenese als stochastische Strahlenfolge

In epidemiologischen Untersuchungen an Personenkollektiven, welche im Rahmen von
Strahlenunfillen (z.B. Tschernobyl-Liquidatoren oder Mayak-Arbeiter) bzw. beruflich
(z.B. Beschiftigte der Nuklearindustrie) strahlenexponiert waren, wurde im Verlauf der
letzten Jahrzehnte ein signifikant erhdhtes zusitzliche Risiko (excessive relative risk,
ERR) fiir die Entstehung eines strahleninduzierten Tumors im Vergleich zum
Tumorrisiko der jeweiligen unbestrahlten Kontrollgruppe demonstriert [58, 66, 67, 89].
So konnte im Rahmen der sog. Life Span Study (LSS), welche eine Studienpopulation
von iiber 120.000 japanischen Uberlebenden der Atombombenexplosionen inklusive
Kontrollgruppe umfasst und iiber einen Nachbeobachtungszeitraum seit 1950 verfiigt,
pro Gray akuter Ganzkorperdosis im Alter von 30 Lebensjahren geschlechtsunabhéngig
ein ERR von 0,47 (90% Konfidenzintervall: 0,40; 0,54) fiir die Entstehung eines soliden
Tumors mit 70 Lebensjahren gezeigt werden [88].

Die Grundlage zur Einschidtzung des Risikos fiir stochastische kanzerogene Effekte
durch ionisierende Strahlung bildet im modernen Strahlenschutz die Hypothese des
LNT-Modells unter Annahme einer linearen Dosis-Tumorrisiko-Beziehung ohne
Schwellenwert (Linear-No-Threshold, LNT) [47, 81, 84, 88]. Da kanzerogene Effekte
niedriger Dosiswerte (< 100 mSv) in epidemiologischen Studien bisher nicht gesichert
nachweisbar sind, wurde nach dem Vorsorgeprinzip im fiir den Strahlenschutz
relevanten Niedrigdosisbereich das signifikant erhéhte Tumorrisiko hdherer
Dosisbereiche als lineare Dosis-Wirkungsbeziechung ohne Festlegung eines
Schwellenwertes extrapoliert [53].

Nach Berechnungen des BEIR Committee (National Academy of Sciences Advisory
Committee on the Biological Effects of Ionizing Radiation) betrdgt das
durchschnittliche Lebenszeitrisiko der US-amerikanischen Bevdlkerung fiir die
geschlechtsunabhingige Krebsinzidenz 10,8 % und fiir die Krebsmortalitit 5,4 % pro
Sievert effektive Dosis von Niedrig-LET-Strahlung. Rechnerisch bedeutet dies die
Entstehung ungeféhr eines strahleninduzierten bdsartigen Tumors im weiteren
Lebensverlauf nach akuter Exposition von 1.000 Individuen mit einer effektiven Dosis
von 10 mSv [81].
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Ein Beispiel fiir ein strahlenempfindliches Organ ist die kindliche Schilddriise.
Insbesondere die hohe metabolische Aktivitit wiahrend Kindheit und Adoleszenz macht
die Schilddriise empfanglich fiir die Aufnahme radioaktiver Iodisotope. So konnte im
Nachgang zum Reaktorungliick von Tschernobyl eine alters- und dosisabhingige
Zunahme papilldrer Schilddriisenkarzinome nach Aufnahme von lod-131 im Kindes-
und Jugendalter epidemiologisch nachgewiesen werden [11, 12].

Aufgrunddessen wurden im Rahmen einer Arbeit (A07) Gewebeproben entsprechender
Schilddriisenkarzinomfille im Hinblick auf das Vorliegen strahlenspezifischer
Genverdnderungen analysiert (siche Kapitel 5).
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5. Diagnostische Zielstrukturen fiir die Abschitzung
gesundheitlicher Strahleneffekte

Arbeiten A01-A08

Die Diagnose gesundheitlicher Effekte ionisierender Strahlung beim Menschen basiert
auf den 3 Sdulen der physikalischen, klinischen und biologischen Dosimetrie.
Aufgaben der Dosimetrie sind nach einem Strahlenunfallereignis zum einen die
diagnostische Abschitzung einer relevanten akuten Gesundheitsschiadigung zur ggf.
raschen Einleitung spezifischer therapeutischer MaBnahmen (siehe Kapitel 6) und zum
anderen die Einschitzung der Auftretenswahrscheinlichkeit stochastischer
Strahlenschédden.

Eine Domine der biologischen Dosimetrie ist die Moglichkeit zur Abschétzung der
individuellen Strahlendosis aufgrund externer bzw. interner Bestrahlung auch beim
Fehlen verldsslicher Informationen iiber die realen Expositionsverhidltnisse oder bei
einer (noch) ausbleibenden strahlenassoziierten klinischen Symptomatik. Der
Goldstandard der biologischen Dosimetrie sind derzeit zytogenetische Verfahren,
welche chromosomale Aberrationen mit bekannter Dosis-Wirkungs-Beziehung zur
retrospektiven Dosisabschitzung verwenden [50, 51]. Weltweit seit vielen Jahren
etabliert und standardisiert ist der DIC-Assay (Dicentric chromosomes, DIC), welcher
sich auf die Analyse dizentrischer Chromosomen als relativ strahlenspezifische und bis
zu einigen Monaten stabile Biomarker fiir die fehlerhafte Reparatur strahleninduzierter
DNA-Schéden in Lymphozyten des peripheren Blutes stiitzt [10, 50].

Als von September bis Oktober 2017 erhohte atmosphérische Konzentrationen von
radioaktivem Ruthenium-106 in vielen Landern Europas festgestellt und der Ursprung
der Radionuklidfreisetzung auf die siidliche Uralregion eingegrenzt werden konnte,
waren 5 Mitarbeiter einer deutschen Firma, die sich bis zu 13 Tage berufsbedingt in
Jekaterinburg aufgehalten hatten, fraglich strahlenexponiert gewesen (Abbildung 5.1).
Wie in der ersten Arbeit detailliert beschrieben, konnte mit Hilfe der DIC-Analyse von
Blutproben der betreffenden Mitarbeiter eine relevant erhohte Strahlendosis, auch im
Hinblick auf zu erwartende stochastische Gesundheitseffekte mit hoher Wahrschein-
lichkeit ausgeschlossen werden (AO1). Nicht zu unterschidtzen ist in diesem
Zusammenhang die Verunsicherung und das Bediirfnis nach Abkliarung des
stochastischen Gesundheitsrisikos bei Personen mit unklarer Strahlenexposition [83,
94].
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Aufgrund bestehender Urheberrechtsrestriktionen kann Abbildung 5.1 der
Originalpublikation nicht dargestellt werden. Es wird auf folgende
Originalpublikation verwiesen:

Beinke, C., Wanke, C., Eder, S., and Port, M., Cytogenetic Analysis After Temporary Residence in
the Area of the Uncontrolled Ruthenium-106 Release in Russia in September 2017. Health Phys,
2019. 117(6): p. 599

Abbildung 5.1: Karte mit modellierten Flugbahnen der Luftmassen ausgehend von
Standorten mit positiven Beobachtungen von Ru-106 (weifle Kreise)
zwischen dem 30. September und 2. Oktober 2017 (nach IAEA).
Markiert ist der Aufenthaltsort der 5 Mitarbeiter (schwarzer Kreis).
Die Flugbahnen der Luftmassen wurden fiir einen Zeitraum von 10
Tagen berechnet.

Farbskala: 5.000 m (blau) bis 0 m (dunkelrot) iiber dem Boden

[6] - Anhang AO1 (modifiziert)

Zur Vorbereitung auf das medizinische Management grofler Strahlenunfille wurden in
Ringversuchen internationaler Biodosimetrie-Netzwerke, wie zum Beispiel RENEB
(Running the European Network of Biological and Retrospective Physical Dosimetry)
in den vergangenen Jahren verschiedene biologische und physikalische
Dosimetrieverfahren miteinander verglichen und validiert [28, 87, 113].

Der DIC-Assay basiert auf der Analyse von Lymphozyten wihrend der Metaphase und
erfordert verfahrensimmanent vorausgehende zeitintensive Zellteilungsphasen von ca.
48 Stunden, so dass Ergebnisse des DIC-Assays erst nach 2 bis 3 Tagen vorliegen [4].
Neuere Biodosimetrieverfahren wie der yH2AX-Focus-Assay nutzen hingegen
molekulare Biomarker zur Visualisierung und mikroskopischen Quantifizierung von
DNA-DSB peripherer mononukleédrer Blutzellen (peripheral blood mononuclear cells,
PBMC). Zur Erhohung der Sperzifitit werden zudem Ko-Féarbungen mit weiteren
Proteinen der DNA-Schadenreparatur wie 53BP1 (p53 binding protein) durchgefiihrt.
Dosisabschédtzungen durch Vergleich mit ex-vivo-Kalibrierungsdaten liefern bereits
innerhalb von 8 Stunden nach Probeneingang im Labor erste Ergebnisse, erfordern
jedoch andererseits aufgrund der rasch einsetzenden und weitgehend abgeschlossenen
DSB-Reparatur innerhalb weniger Tage eine zeitnahe Blutentnahme bei potentiellen
Strahlenunfallopfern (Abbildung 5.2) [4].
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Abbildung 5.2: Kinetik von YH2AX/53BP1-Foci. A) 24-stiindiger Verlauf der
DNA-Schadensreparatur in IPC-298-Zellen nach Bestrahlung mit
2 Gy dargestellt durch Immunfluoreszenz-Firbung von
YH2AX/53BP1-Foci. Die untere Reihe zeigt das Profil der
Farbeintensitit entlang eines Schnittbildes durch einen Zellkern
(weille Linie); blau: DAPI (Zellkerne), griin: YH2AX, rot: 53BP1.
B) Rasche Reparatur strahleninduzierter DNA-Doppelstrangbriiche
zwischen 6 und 24 Stunden nach Bestrahlung von IPC-298 Zellen
mit 2 Gy dargestellt durch die Kinetik von YH2AX/53BP1-Foci in
mindestens 317 Zellen (n > 317). Die statistische Auswertung
wurde mittels Student’s t-test durchgefiihrt. Dargestellt sind
Mittelwerte = SD (* < 0’05) [24] - Anhang A02 (modifiziert)

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der yYH2AX-Focus-Assay zur experimentellen
Untersuchung der DNA-Schadensreparatur in PBMC und verschiedenen Tumorzellen
verwendet (A02, A03, A09).

Durch die Abstiitzung auf einen molekularen Biomarker eignet sich der yH2AX-Focus-
Assay grundsitzlich flir die automatisierte bildzytometrische Auswertung im Rahmen
einer Hochdurchsatzdiagnostik als Triage-Werkzeug bei Strahlenunféllen. Gegenwiértig
werden in der Biodosimetrie zu diesem Zweck fluoreszenzmikroskopische Plattformen
genutzt [92].

Die rasche Identifizierung, Quantifizierung und Analyse spezifischer Fluoreszenz-
signale groer Mengen von Suspensionszellen (z.B. PBMC) stellt ein
Haupteinsatzgebiet der in der Medizin verbreiteten Durchflusszytometrie (Fluorescence
activated cell sorting, FACS) dar. Die bisher fehlende Mdglichkeit zur Analyse der
Zellmorphologie und Lokalisation der molekularen Marker sowie die damit verbundene
Anfilligkeit zur Registrierung fluoreszierender Artefakte schrankten das klassische
FACS als alternatives Auswerteverfahren fiir den YH2AX-Focus-Assay weitgehend ein.
Die vielversprechende Eignung neu entwickelter bildgebender Durchflusszytometer,
wie zum Beispiel das Amnis® ImageStream® Imaging Flow Cytometer, das die
Maoglichkeiten der Mikroskopie und des FACS kombiniert, konnte hingegen in einem
ersten Schritt an verschiedenen Zelllinien bereits gezeigt werden (Abbildung 5.3) [45].
Weitere Untersuchungen an humanen PBMC werden aktuell durchgefiihrt.
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Abbildung 5.3: A) Reprisentative 3-Kanal-Darstellung der YH2AX-Focus-Analyse
mittels Amnis® ImageStream® Imaging Flow Cytometer in Cal-27
Zellen mit verschiedenen DNA-Schiadigungsstufen (rechte Zahl gibt
registrierte yH2AX-Foci an); rot: DRAQS (Zellkern), griin: YH2AX.
B) Dosis-Wirkungs-Beziehung der YH2AX-Foci pro Zellkern von
Cal-27-Zellen 6 Stunden nach Strahlenexposition durch halb-
automatisierte vyH2AX-Focus-Analyse mittels Amnis®
ImageStream® Imaging Flow Cytometer. Die statistische
Auswertung wurde mit ANOVA und Bonferroni post-hoc Test
durchgefiihrt (* < 0,05; n=3). Die Bestrahlung erfolgte mit

Réntgenstrahlen [g] - Anhang A03 (modifiziert)

In einer Reihe von Arbeiten wurde das heterogene nukledre Ribonukleoprotein Typ K
(heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K, hnRNP K) auf seine potentielle Eignung
als molekularbiologischer Dosisindikator und seine funktionelle Bedeutung im Rahmen
der zelluldren Strahlenantwort hin detailliert untersucht (A02, A04-A06). Das in
humanen Zellen ubiquitér exprimierte hnRNP K ist als ein Ko-Faktor von p53 an der
Regulation der Transkription und Translation von Zielgenen der DNA-
Schadensreparatur entscheidend beteiligt und wirkt zum Beispiel an der
strahleninduzierten Hochregulation von p21VAfVCIP1 mit [29, 78, 79]. Zudem wurde
hnRNP K in den vergangenen Jahren zunehmend die Rolle eines Schliisselproteins der
Kanzerogenese zugesprochen [3, 35, 36].

Exposition mit ionisierender Strahlung verursacht in verschiedenen Zelllinien eine
dosis- und zeitabhingige Zunahme der zelluliren hnRNP K-Konzentration mit einer
weitgehenden Normalisierung auf das Ausgangsniveau innerhalb von 24 Stunden,
sowie eine Umverteilung von hnRNP K vom Zellkern ins Zytoplasma (Abbildung 5.4)
[23, 24, 62]. Die bisher beobachtete rasche Kinetik und die ubiquitdre Expression auch
ohne Strahlenexposition beeintréchtigen eine potentielle Verwendung von hnRNP K als
Biomarker fiir dosimetrische Zwecke. Perspektivisch sind weitere Untersuchungen an
PBMC sowie die Analyse etwaiger strahleninduzierter molekularer hnRNP K-
Modifikationen, wie zum Beispiel spezifische Phosphorylierungen, beabsichtigt.
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Abbildung 5.4: Dosis- und zeitabhingige Zunahme der zelluliren hnRNP K-
Konzentration und zytoplasmatische Akkumulation nach Exposition
gegeniiber ionisierender Strahlung (ionizing radiation, IR). A) Die
Dosisabhéngigkeit des hnRNP K-Gehalts in SW480-Zellen eine
Stunde nach Bestrahlung wird mittels reprasentativem Western Blot
dargestellt. GAPDH dient als Vergleichskontrolle. B) Zeitverlauf der
hnRNP K-Akkumulation in SW480-Zellen iiber 24 Stunden nach
Bestrahlung mit 2 Gy. C) Reprisentative immunfluoreszenz-
mikroskopische Darstellung der zytoplasmatischen hnRNP K-
Akkumulation in IPC-298-Zellen 30 Minuten nach Bestrahlung
(Pfeile). Blau: DAPI (Zellkern), rot: Phalloidin (Zytoskelett), griin:
hnRNP K. In der rechten Spalte ist die Induktion von YH2AX-Foci
unter identischen Versuchsbedingungen dargestellt. Blau: DAPI
(Zellkern), rot: 53BP1, grin: yH2AX. Die weiflen Balken

entsprechen 30 pm. Die Bestrahlung erfolgte jeweils mit
Réntgenstrahlen [23, 24] Anhang A02 und AO5 (modifiziert)

Derzeit sind die zugrundeliegenden Mechanismen der unterschiedlichen
Strahlenempfindlichkeit sowohl auf individueller, als auch auf zelluldrer Ebene nur
unzureichend geklart. Da in der wissenschaftlichen Literatur, darunter auch eigene
Arbeiten, immunhistochemisch erhohte zellulire hnRNP K-Konzentrationen in
zahlreichen Tumorentititen demonstriert werden konnten, wurde mittels
Untersuchungen an  in-vitro-Tumormodellen und per in-vivo-CAM-Assay
(chorioallantoic membrane assay, CAM) die klinische Relevanz der zelluliren hnRNP
K-Expression als Biomarker fiir zellulare Strahlenempfindlichkeit analysiert (A02,
A04-A00).

Die Reduzierung des zelluliren hnRNP K-Gehaltes durch Knockdown mittels
transienter siRNA-basierter Transfektion verursachte in sédmtlichen untersuchten
Zelllinien eine Steigerung der Strahlenempfindlichkeit. Strahlenexposition bewirkte
unter diesen Bedingungen eine erhohte Induktion der Apoptose, verminderte
Klonogenitit, beeintriachtigte DNA-Schadensreparatur bzw. eine verminderte Fahigkeit
zur Bildung eines soliden Tumorzellverbandes im CAM-Assay (Abbildung 5.5) [21, 23,
24, 62].
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Abbildung 5.5: Der Chorioallantoismembran (CAM)-Assay als in-vivo-Modell.
SW480-Zellen wurden an Tag 8 auf der CAM eines bebriiteten
Hiihnereies implantiert und nach 4 Tagen entnommen. Bestrahlung
mit 2 Gy reduzierte die Proliferationsfihigkeit von SW-480-Zellen
unter Scheintransfektionsbedingungen (mock). Zusétzlicher hnRNP
K-Knockdown (siRNA) verursachte eine weitere signifikante
Abnahme der Fahigkeit zur Tumorbildung. Die statistische
Auswertung wurde mit ANOVA und Dunn post-hoc Test
durchgeﬁihrt (* < 0,05, n:4). [23] - Anhang A0S (modifiziert)

Im Rahmen einer immunhistochemischen Untersuchung von chirurgischen Resektaten
kolorektaler Karzinome von 54 Patienten (A06) zeigte sich zudem nach neoadjuvanter
Radiochemotherapie ein signifikant erhohter Anteil vitaler Tumorzellen in
Tumorresektaten mit starker hnRNP K-Farbeintensitdt (p=0,0047). Die beobachtete
positive Korrelation unterstiitzt die potentielle Bedeutung der hnRNP K-Expression als
Biomarker fiir die Strahlenempfindlichkeit zumindest von Tumorzellen. Zur
Einschétzung der Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf Zellen in Normalgeweben sind in
einem ndchsten Schritt in-vitro-Experimente mit menschlichen Priméarzellen
beabsichtigt.

Die retrospektive Beurteilung der Zusammenhangswahrscheinlichkeit zwischen
vorangegangener beruflicher Strahlenexposition und der Entstehung eines malignen
Tumors im weiteren Lebenslauf, zum Beispiel im Rahmen eines Berufs-
krankheitenverfahrens nach der Berufskrankheiten-Nummer 2402 , Erkrankungen
durch ionisierende Strahlung®, stellt fiir den medizinischen Gutachter oftmals eine
Herausforderung dar, da spezifische Biomarker fiir die Strahlengenese eines Tumors
bisher nur sehr eingeschrénkt zur Verfligung stehen.

Im Nachgang des Reaktorungliicks von Tschernobyl zeigten epidemiologische Studien
eine starke Korrelation zwischen der Hohe der Schilddriisendosis durch lod-131-
Exposition im Kindesalter und dem Risiko an einem papilléren Schilddriisenkarzinom
(papillary thyroid cancer, PTC) zu erkranken [11, 12, 118].
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Im Rahmen einer Studie wurden deshalb PTC-Gewebeproben 96 ukrainischer
Patienten, davon 77 Patienten mit kindlicher Exposition gegeniiber radioaktivem Iod-
131 und rekonstruierter Schilddriisendosis molekulargenetisch und immunhisto-
chemisch auf das Vorliegen spezifischer genetischer Verdnderungen hin untersucht
(A07).

Punktmutationen der BRAF- und RAS-Gene, die hédufig in sporadisch auftretenden PTC
des hoheren Lebensalters anzutreffen sind, wurden mittels Pyrosequenzierung in 27
Fillen detektiert, wobei keine signifikante Dosisassoziation gezeigt werden konnte
(Tabelle 9). Der Nachweis von Rearrangements der RET- und ALK-Gene erfolgte mit
Hilfe der FISH-Technik (fluorescence in situ hybridization, FISH), wobei ALK-
Rearrangements zusitzlich immunhistochemisch bestétigt wurden (Abbildung 5.6).
Samtliche gefundenen 7 PTC-Fille mit 4LK-Rearrangements konnten der Gruppe
strahlenexponierter Personen zugeordnet werden. Von den kombinierten 26 Proben mit
RET- und ALK-Rearrangements stammten 2 aus der nichtexponierten Kontrollgruppe.
Insgesamt konnte eine signifikante dosisabhingige Zunahme der Odds Ratio bis 6,18
95 % CI: 1,1-34,7; p=0,039) bei Personen der Hochdosiskategorie (Iod-131-
Schilddriisendosis >500 mGy) gezeigt werden.

Die Ergebnisse untermauern die Hypothese, dass Gen-Rearrangements - im Gegensatz
zu onkogenen Punktmutationen - mit einer Exposition des Tumorpatienten gegeniiber
ionisierender Strahlung in der Vergangenheit assoziiert sind.

H/E ALK(174}

13
£
8

ALK-Wildtyp

Abbildung 5.6: Detektion von ALK-Rearrangements in histologischen Priparaten
papilldrer Schilddriisenkarzinome ukrainischer Patienten (linke Spalte:
H/E-Farbung, mittlere Spalte: Immunhistochemie (IHC) mit ALK
(1A4)-Antkorper, rechte Spalte: ALK/EML4-FISH, obere Reihe: Fall mit
bestitigtem ALK-Rearrangement, untere Reihe: ALK-Wildtyp;
schwarzer Balken: 50um). Nachweis von 4LK-Rearrangements erfolgte
mittels Braunfiarbung in der ALK (1A4)-IHC und durch aberrante
Gensondensignale in der ALK/EML4-FISH. [1]- Anhang A07 (modifiziert)
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Tabelle 9: Assoziation zwischen dem Auftreten von BRAF/RAS-
Mutationen bzw. ALK/RET-Rearrangements in papilldren Schild-
driisenkarzinomen und der Schilddriisendosis aufgrund Iod-131-

Exposition nach dem Reaktorungliick von Tschernobyl.
[1] - Anhang AO7 (modifiziert)

Modell Dosis Kategorie OR 95% Cl
(mGy)

Cl: Konfidenzintervall {confidence intervall); OR: Odds Ratio

Werden Radionuklide im Rahmen eines Strahlenunfallereignisses inkorporiert, muss
die resultierende effektive Strahlenfolgedosis, die bei Erwachsenen in den folgenden 50
Lebensjahren (Eso) und bei Kindern innerhalb von 70 Lebensjahren (E70) kumuliert
aufgenommen wird, aufgrund der oft unklaren individuellen Expositionssituation mit
Hilfe des Verfahrens der internen Dosimetrie rekonstruiert werden [94]. Ausgehend von
der nachtrdglichen Identifizierung und Quantifizierung der Aktivitit des inkorporierten
Radionuklids mittels zum Beispiel Ganzkdrperzéahler oder Ausscheidungsanalytik des
Urins oder Stuhls kann die urspriinglich aufgenommene Aktivitit in Becquerel eines
Radionuklids durch biokinetische Rechenmodelle abgeschitzt werden. Das
Softwaretool IMBA® (Integrated modules for bioassay analysis, IMBA) rekonstruiert
die effektive Strahlenfolgedosis unter Beriicksichtigung der radionuklidspezifischen
Verteilungs- und Eliminationskinetik betroffener Organ- bzw. Gewebekompartimente
auf der Basis dosimetrischer Modelle der ICRP [54, 61].

Die Toxizitdt industriell oder militdrisch verwendeter Uranisotope war in der
Vergangenheit wiederholt Gegenstand der Medienberichterstattung und wurde zum
Beispiel mit dem Goltkriegssyndrom von US-Veteranen oder Gesundheitsschdden
deutscher KFOR-Soldaten im Zusammenhang mit der Verwendung von DU-Munition
(depleted uranium, DU) in Verbindung gebracht [91, 106, 108].

Um die relativen Auswirkungen der radio- bzw. chemotoxischen Eigenschaften von
inkorporiertem Uran unterschiedlicher Anreicherungsgrade auf gesundheitliche Effekte
vergleichend betrachten und quantitativ einschitzen zu konnen, wurde im Rahmen einer
Simulationsstudie die hinsichtlich der Chemotoxizitit mediane letale Dosis fiir den
Menschen (LDsg) von loslichen Uranverbindungen als VergleichsmafBistab heran-
gezogen und die resultierenden effektiven Strahlenfolgedosen mit Hilfe der IMBA®-
Software berechnet (A08). In der Literatur wird bei akuter Ingestion die LDso mit 5 g
und fiir akute Inhalation mit 1 g angegeben [63]. Im Gegensatz zur chemischen Toxizitét
ist die Radiotoxizitdit von der Zusammensetzung des Uran-Isotopengemisches
abhingig, weshalb die Berechnungen mit abgereichertem Uran (DU), natiirlich
vorkommendem Uran, niedrig angereichertem Uran (3,5% U-235) und hoch
angereichertem Uran (93,5% U-235) durchgefiihrt wurden (Tabelle 10).



Tabelle 10: Effektive Folgedosis [mSv] iiber einen Zeitraum von 50 Jahren (Eso)

16slicher (+) und schwer 16slicher (-) Uranverbindungen verschiedener Anreicherungs-
grade [93] - Anhang A08 (modifiziert)

Aufgrund bestehender Urheberrechtsrestriktionen kann Tabelle 10 der Original-
publikation nicht dargestellt werden. Es wird auf folgende Originalpublikation
verwiesen:

Rump, A., Eder, S., Lamkowski, A., Hermann, C., Abend, M., and Port, M., A quantitative comparison
of the chemo- and radiotoxicity of uranium at different enrichment grades. Toxicol Lett, 2019. 313: p.
163

Fiir DU und natiirlich vorkommendes Uran betragt der maximale Wert der effektiven
Folgedosis (Eso) 202 mSv im Fall der Inhalation von 1 g schwer 18slichem Uran. Trotz
eingeschriankter ~ Aussagekraft des Vergleichs zwischen deterministischen
Gesundheitsschdden aufgrund chemischer Toxizitdt (LDsp) und stochastischen
Strahleneffekten, ausgedriickt durch die effektive Folgedosis, demonstrieren die
Ergebnisse eine relativ betrachtet niedrige Radiotoxizitdt von Uran im Fall einer
Inkorporation von DU bzw. von natiirlich vorkommendem Uran.

Nach Inkorporation von angereichertem Uran kann die effektive Folgedosis hingegen
unter ungiinstigen Bedingungen den Wert von 600 mSv deutlich {iberschreiten. Geméf
aktuellen Empfehlungen der Strahlenschutzkommission ist die Indikation zur
Einleitung einer medikamentdsen Dekorporationstherapie ab Uberschreitung des Eso-
Richtwertes von 200 mSv gegeben [103].

Insbesondere die Inkorporation von Uran mit hohem Anreicherungsgrad kann neben
signifikanten stochastischen Strahlenfolgeschdden zum Auftreten deterministischer
Gesundheitseffekte wie Myelosuppression bei Ingestion 16slicher Uranverbindungen
oder einer Pneumonitis nach Inhalation schwerldslicher Uranverbindungen fiihren
(A08).
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6. Therapeutische Maflnahmen bei erhohter Strahlenexposition
Arbeiten A03, A09-A14

Beim drztlichen Management beruflicher, terroristischer oder militdrischer Notfall-
Expositionsereignisse mit ionisierender Strahlung haben lebensrettende Sofort-
maBnahmen zur Stabilisierung der Vitalfunktionen nach einer moglicherweise
erforderlichen Rettung des Strahlenunfallopfers aus dem Gefahrenbereich grundsétzlich
Vorrang vor strahlenspezifischen MafBlnahmen wie zum Beispiel der duBerlichen
Dekontamination [103].

Das Arsenal medizinisch-pharmakologischer GegenmalBnahmen zur spezifischen
Priavention oder Therapie von Gesundheitsschdden durch ionisierende Strahlung ist
zudem nach wie vor begrenzt. Im Rahmen des modernen klinischen Managements einer
manifesten akuten Strahlenkrankheit kommen in Analogie zur supportiven Behandlung
myelosupprimierter Patienten nach zum Beispiel Chemo- oder Strahlentherapie
insbesondere antimikrobielle bzw. transfusionsmedizinische Therapieschemata bzw. in
ausgewahlten Fillen Stammzelltransplantationen zum Einsatz [19, 22, 34, 51, 103].
Nach den aktuellen Empfehlungen sollte bereits bei dosimetrisch absehbarer ARS-
Entwicklung innerhalb von 48 Stunden nach Strahlenexposition die Gabe von
Zytokinen wie G-CSF (granulocyte colony-stimulating factor) oder GM-CSF
(granulocyte-macrophage colony-stimulating factor) erfolgen. Zur Privention einer
strahleninduzierten Thrombozytopenie wird zudem die frithzeitige Verabreichung des
synthetischen Thrombopoietin-Rezeptoragonisten Romiplostim diskutiert [101, 103].
Radioprotektiv wirkende Medikamente, die a priori eine deterministische Schadigung
menschlicher Zellen verhindern oder abmildern konnen, stehen trotz aller
wissenschaftlichen Anstrengungen in den vergangenen Jahrzehnten fiir die Behandlung
der akuten Strahlenkrankheit noch nicht zur Verfiigung [101]. Das bisher einzig
zugelassene parenteral zu verabreichende Radioprotektivum Amifostin besitzt ein
ungiinstiges Nebenwirkungsprofil und ist auf die Indikation im Zusammenhang mit der
Strahlentherapie von Kopf-Hals-Tumoren beschrankt [41, 101].

Mit dem synthetischen Triterpenoid Bardoxolone-Methyl oder CDDO-Me (2-cyano-
3,12-dioxooleane-1,9(11)-dien-28-oic acid methyl ester; auch RTA 402) wurde deshalb
ein oral bioverfiigbares Kandidatenmolekiil auf seine potenticlle Verwendung als
Radioprotektivum hin untersucht (A03, A09). Das im Zusammenhang mit chronischen
Erkrankungen der Niere bereits in klinischen Studien getestete CDDO-Me zeigte in
fritheren  in-vitro-Studien neben antioxidativen und immunmodulierenden
Eigenschaften auch eine Abschwichung strahleninduzierter Zellschdden [15, 26, 64].
Als ein wesentlicher Wirkmechanismus von CDDO-Me wird die Aktivierung der
Keap1/Nrf-2-Signalkaskade mit nachgeschalteter erhdhter Transkription von Genen
angesehen, welche fiir antioxidative Proteine wie HO-1 (hemeoxygenase-1), NQO1
(NADPH dehydrogenase[quinone]-1) oder SOD2 (superoxide dismutase-2) kodieren
[69].

In normalen humanen epithelialen Keratinozyten (NHEK) induzierten pharmakologisch
beim Menschen erreichbare Plasmakonzentrationen von CDDO-Me im nanomolaren
Bereich erhohte zelluldre HO-1-Level und eine signifikante Reduktion der Fluoreszenz
Ratio des Farbstoffs DCF (2,7-Dichlorfluorescein) nach Exposition mit 8 Gy als
MaBstab fiir die strahleninduzierte ROS-Bildung (Abbildung 6.1).
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Abbildung 6.1: Antioxidative Effekte von 10 nM CDDO-Me in NHEK-Zellen. A)
Erhohter zelluldrer Gehalt des antioxidativen Enzyms HO-1 (Heme
oxygenase-1) nach Inkubation mit CDDO-Me iiber 6 bzw. 24 Stunden
gezeigt mittels Western Blot. B) Fluoreszenzmikroskopische
Darstellung des dosis- und ROS- abhéngigen Fluoreszenzanstiegs von
DCF (Dichlorofluorescein); blau: DAPI (Zellkerne), griin: DCF. C)
Eine 6-stiindige Vorinkubation von NHEK mit CDDO-Me reduziert
die durchflusszytometrisch gemessene DCF-Fluoreszenz-Ratio
signifikant (Mittelwert der DMSO-Kontrolle bei 0 Gy entspricht Wert
1). Die statistische Auswertung erfolgte mittels ANOVA und post hoc
Test: Holm-Sidak Methode (***p<0,001; n=3).

Das Losungsmittel DMSO (Dimethylsulfoxid) diente jeweils als
Kontrolle, [45]- Anhang A03 (modifiziert)

Wie die Ermittlung der Konfluenz Ratio nach 48-stiindiger Inkubation mittels Live Cell
Imaging zeigte, konnte durch Vorbehandlung der Zellen mit CDDO-Me eine
signifikante Zunahme des zelluldren Wachstums und der Proliferationsfahigkeit der
NHEK nach Exposition mit 8 Gy erreicht werden (Abbildung 6.2). In Cal-27 Zellen,
einer oralen Plattenepithelkarzinom-Zelllinie, verursachte die Behandlung mit CDDO-
Me hingegen keine vergleichbaren radioprotektiven Effekte, sondern eine
Beeintrachtigung der Tumorzellhomdostase sowie strahlensensibilisierende Effekte
(A03).
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Abbildung 6.2: Bestimmung der zelluldren Konfluenz nach 48-stiindiger Inkubation
mittels IncuCyte™ Live Cell Imaging System. NHEK wurden 6
Stunden vor Bestrahlung mit 10 nM CDDO-Me behandelt bzw.
DMSO als Kontrolle zugegeben. Die Konfluenz Ratio driickt die
Verdnderung der beobachteten Konfluenz im Vergleich zur
Konfluenz bei Versuchsstart aus. Die statistische Auswertung
erfolgte mittels Welch Test (*p<0,05; n=3). [43] - Anhang 03 (modifiziert)

Auch in humanen PBMC freiwilliger Probanden verursachte eine 6-stiindige Vor-
behandlung mit CDDO-Me in nanomolaren Konzentrationen eine Zunahme des
zelluldren Gehalts antioxidativer Proteine (Abbildung 6.3). Dennoch zeigten sich
hinsichtlich der Induktion von YH2AX/53BP1-Foci, Mikrokernen oder Apoptose nach
Bestrahlung keine signifikanten Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen
(A09). Die Bedeutung der erhohten Konzentration antioxidativer Enzyme fiir die zu
erwartenden protektiven Auswirkungen auf die langfristige PBMC-Homoostase
und -Funktionalitit nach Strahlenexposition ist in weiteren Untersuchungen noch zu
kléren.
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Abbildung 6.3: CDDO-Me verursacht in PBMC die Induktion antioxidativer
Enzyme. A) 6-stiindige Behandlung mit CDDO-Me verursacht einen
Anstieg des zelluldren Gehalts der antioxidativen Proteine HO-1,
SOD2 und NQOI, wie mittels Western Blot dargestellt. GAPDH
dient als Kontrolle. B) Die immunfluoreszenzmikroskopische
Auswertung der Héufigkeit von YH2AX/53BP1-Foci ergab keine
signifikanten Verdnderungen hinsichtlich der Vorbehandlungszeit
mit CDDO-Me in verschiedenen Konzentrationen sowie dem
Zeitpunkt der Analyse (6 bzw. 24 Stunden nach Bestrahlung, IR).
DMSO diente als Kontrolle (0 nM CDDO-Me). Die statistische
Auswertung wurde mit ANOVA und Bonferroni post-hoc Test
durchgefiihrt. Dargestellt sind Mittelwerte = SD (n.s. = nicht
signifikant fiir p>0,05; n=100). [5] - Anhang 09 (modifiziert)

Akute Ganzkorperexpositionen des Menschen mit Dosen iiber 10 Gy wurden bisher -
nicht zuletzt aufgrund schwer beherrschbarer Komplikationen im Zusammenhang mit
dem Auftreten des gastrointestinalen Syndroms - trotz aller therapeutischen
Bemiihungen nicht iiberlebt [41]. Spezifische Pharmaka zur effektiven und sicheren
Priavention, Abschwéchung oder Therapie strahleninduzierter Schiadigung des
Gastrointestinaltrakts stehen fiir eine medizinischen Anwendung derzeit nicht bereit,
auch wenn einige potentielle Kandidatensubstanzen inzwischen identifiziert werden
konnten [56, 100, 101].
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Friihere Studien konnten zeigen, dass unter Medikation mit antioxidativer, in wéssriger
Losung jedoch relativ instabiler Ascorbinsiure einerseits das Uberleben von Mausen
nach Hochdosisbestrahlung signifikant erhoht und andererseits die gastrointestinale
Schadigung reduziert werden konnte [56, 98]. Im Rahmen einer tierexperimentellen
Arbeit wurde das radioprotektive Potential des durch Konjugation mit Glukose
stabilisierten Ascorbinsdure-Derivats AA2G (ascorbic acid 2-glucoside) néher
untersucht (A10). Dabei wurde die intestinale Schiadigung nach fraktionierter
Strahlentherapie des Beckens mit einer Gesamtdosis von 40 Gy einer mit AA2G-
vorbehandelten Gruppe von Ratten mit derjenigen einer bestrahlten bzw. unbestrahlten
Kontrollgruppe verglichen. Die histologische Analyse der durchschnittlichen Hohe der
Darmzotten (Villi intestinales) des Ileums als Marker fiir das Ausmal des intestinalen
Strahlenschadens zeigte eine signifikante Reduktion der strahleninduzierten Villus-
Atrophie (Abbildung 6.4).

Aufgrund bestehender Urheberrechtsrestriktionen kann Abbildung 6.4 der Original-
publikation nicht dargestellt werden. Es wird auf folgende Originalpublikation
verwiesen:

Ito, Y., Yamamoto, T., Miyai, K., Take, J., Scherthan, H., Rommel, A., Eder, S., Steinestel, K., Rump,
A., Port, M., Shinomiya, N., and Kinoshita, M., Ascorbic acid-2 glucoside mitigates intestinal damage
during pelvic radiotherapy in a rat bladder tumor model. Int J Radiat Biol, 2022. 98(5): p. 949

Abbildung 6.4: Histologische Darstellung der durchschnittlichen Villushdhe des
Ratten-lleums der jeweiligen Behandlungsgruppe (HE-Firbung,
VergroBBerung 40- bzw. 200-fach). Fiir jede Ratte wurde die
durchschnittliche Villushohe anhand der Strecke Kryptenbasis bis
Villusspitze bei 5 Villi intestinales aus bestrahlten Darmabschnitten
mit Mukosaschddigung bestimmt (gepunktete bzw. durchgezogene
rote Linie). Durch Vorbehandlung mit AA2G wird die
strahlenbedingte Villus-Verkiirzung signifikant reduziert (*p<0,01).
Dargestellt sind Mittelwerte + SE. [571- Anhang A10 (modifiziert)

Zur Identifizierung zugrundeliegender Mechanismen wurde eine immunhistochemische
Phénotypisierung der Makrophagen in den untersuchten Darmabschnitten durchgefiihrt.
Die Expression von CD68 wird mit proinflammatorischen M1-Makrophagen,
Positivitdt fiir CD163 mit antiinflammatorischen und die Gewebereparatur férdernden
Makrophagen des Subtyps M2 assoziiert [102]. Im Vergleich zur unbehandelten
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Kontrollgruppe verursachte die Medikation mit AA2G eine signifikante Zunahme des
CD163"/68"-Makrophagenverhéltnisses (p<0,01) im bestrahlten Rattenileum. Eine
Unterdriickung der strahlenassoziierten M1-Immunantwort konnte insofern eine
Erklarung fiir die beobachtete groBere Villushhe nach Vorbehandlung mit AA2G
darstellen.

Von Ausnahmen wie den 4 todlichen ARS-Verldufen im Nachgang des Goiana-Unfalls
durch Inkorporation von Césium-137 im Jahr 1988 oder der Vergiftung Alexander
Litvinenkos mit Polonium-210 im Jahr 2006 abgesehen, standen bei bisherigen
Radionuklidinkorporationen im Rahmen von Strahlenunfillen stochastische
Gesundheitseffekte und damit verbunden die Minimierung der individuellen effektiven
Folgedosis Eso (bei Kindern E7p) im Fokus medizinischer MaBBnahmen [49, 80]. In einer
Reihe eigener Arbeiten wurden deshalb therapeutische Strategien bei innerer
Strahlenexposition von Zielorganen niher analysiert (A11-A14).

Unspezifische pharmakologische DekorporationsmaBnahmen basieren auf einer
Reduktion der Resorption im Magen-Darm-Trakt (z.B. Aktivkohle oder
Aluminiumphosphat), der = Verminderung der  Darmpassagedauer (z.B.
Magnesiumsulfat) oder einer Verstarkung des Ausscheidungsprozesses (z.B. Diuretika)
(A09). Zu den wenigen spezifischen Dekorporations-Pharmaka z&hlen PreuBisch Blau
(Radio-gardase®), nach dessen oraler Applikation die intestinale Riickresorption von
Césium-137 durch Komplexbildung behindert wird, sowie DTPA (Ditripentat-Heyl®
und Zink-Trinatrium-Pentetat), welches nach Chelierung einer Reihe von Kationen wie
Americium oder Plutonium in Blut und Extrazellularraum anschlieBend deren renale
Elimination erhoht. Mit Ausnahme der Gabe von Kaliumiodid bei Radioiod-
inkorporation ist die Indikation zur Einleitung einer medikamentdsen Dekorporation
von Radionukliden international nicht standardisiert (A11).

Anhand der Ergebnisse von Simulationsberechnungen auf Basis adaptierter ICRP-
Modelle, zeigte sich die Wirkung medikamentdser Dekorporationsmainahmen umso
ausgepragter, je frither der Therapiebeginn nach Radionuklidinkorporation eingeleitet
(Abbildung 6.5) und je ldnger die Dekorporationsbehandlung fortgefiihrt wurde
(Abbildung 6.6). Das Ausmal} der erreichbaren Wirksamkeit und damit der Eso-
Reduktion variiert zudem deutlich in Abhéngigkeit von der Art und den chemischen
Eigenschaften des aufgenommenen Radionuklids sowie dem Aufnahmeweg in den
Korper.
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Aufgrund bestehender Urheberrechtsrestriktionen kann Abbildung 6.5 der Original-
publikation nicht dargestellt werden. Es wird auf folgende Originalpublikation
verwiesen:

Rump, A., Stricklin, D., Lamkowski, A., Eder, S., Abend, M., and Port, M., The Impact of Time on
Decorporation Efficacy After a "Dirty Bomb" Attack Studied by Simulation. Drug Res (Stuttg), 2016.
66(11): p. 609

Abbildung 6.5: Wirksamkeit der Dekorporationstherapie in Abhéngigkeit des
Behandlungsbeginns bei einer angenommenen Behandlungsdauer
von jeweils 180 Tagen (Plutonium-239 und Americium-241 mit
DTPA, Cisium-137 mit PreuBlisch Blau). Die Inhalations-
Modellexpositionen wurden fiir schwerldsliche Oxide von
Americium-241 bzw. Plutonium-239 sowie fiir gut losliches
Césium(-137)chlorid simuliert. Die Berechnung der Wirksamkeit
erfolgte durch Subtraktion des Quotienten (Eso mit Therapie / Eso ohne
Therapie) von 1. [95] - Anhang A12 (modifiziert)

Aufgrund bestehender Urheberrechtsrestriktionen kann Abbildung 6.6 der Original-
publikation nicht dargestellt werden. Es wird auf folgende Originalpublikation
verwiesen:

Rump, A., Stricklin, D., Lamkowski, A., Eder, S., Abend, M., and Port, M., The Impact of Time on
Decorporation Efficacy After a "Dirty Bomb" Attack Studied by Simulation. Drug Res (Stuttg), 2016.
66(11): p. 611

Abbildung 6.6: Wirksamkeit der Dekorporationstherapie in Abhdngigkeit von der
Behandlungsdauer. Der Therapiebeginn erfolgte jeweils 1 Tag nach
Inhalation schwer 16slicher Oxide von Plutonium-239 bzw.
Americium-241 mit DTPA und nach Inhalation von leicht 16slichem
Cisium(-137)chlorid mit PreuBisch Blauy. [931- Anhang A12 (modifiziert
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Das in der Literatur beschriebene Nebenwirkungsspektrum der Medikamente zur
Durchfithrung einer Dekorporationsbehandlung kann im Rahmen einer Applikation
iiber wenige Tage und unter Beachtung der eher seltenen Kontraindikationen als relativ
risikoarm betrachtet werden (A09). Vor diesem Hintergrund ist bei Annahme einer
relevanten Inkorporation eines identifizierten Radionuklids mdglichst friihzeitig die
Indikation zur Einleitung pharmakologischer Dekorporationsmafnahmen zu stellen.
Diese Schlussfolgerung steht im Einklang mit den kiirzlich erschienenen Empfehlungen
der Strahlenschutzkommission hinsichtlich der Indikation fiir eine spezifische
Dekorporationstherapie [103].

Bei radiologischen oder nuklearen Unfallereignissen ist die Inkorporation von
Radionukliden auch auf dem Weg liber kontaminierte Wunden durch beispiclsweise
Explosionsverletzungen denkbar. Auf der Basis biokinetischer Rechenmodelle wurde
deshalb die Kinetik der Dekorporation von Plutonium-239 mittels DTPA nach
Aufnahme tliber die Lunge im Vergleich zu einer Inkorporation via Wundkontamination
simuliert (A13). Der Berechnung lag die Annahme zugrunde, dass durch explosive
Verbreitung einer leicht loslichen Plutoniumverbindung eine Wundkontamination
eintritt und die durch Hitzeeinwirkung entstehenden schlecht 16slichen Plutoniumoxide
inhalativ aufgenommen werden. Ausgehend von einer identischen Aktivitit von 37 kBq
der jeweiligen Verbindungen von Plutonium-239 wurde durch die rasche Resorption
tiber die Wunde eine mehr als dreifach hohere effektive Folgedosis absorbiert als bei
einer langsamen Aufnahme iiber die Lunge. Zudem nimmt die Bedeutung eines ziigigen
Therapiebeginns bei guter Loslichkeit und einer damit verbundenen hoheren
Resorptionsgeschwindigkeit der Radionuklidverbindung zu (Tabelle 11).

Tabelle 11: Wirksamkeit einer Dekorporation mit DTPA nach Inhalation von schwer
16slichem Plutonium-239 oder Aufnahme von leicht 16slichem Plutonium-239 {iiber
eine Wunde abhingig vom Beginn der Behandlung nach Exposition. Die Aktivitit
betragt jeWCﬂS 37 kBq [97] - Anhang A13 (modifiziert)

Aufgrund bestehender Urheberrechtsrestriktionen kann Tabelle 11 der Original-
publikation nicht dargestellt werden. Es wird auf folgende Originalpublikation
verwiesen:

Rump, A., Stricklin, D., Lamkowski, A., Eder, S., Abend, M., and Port, M., The Incorporation of
Radionuclides After Wounding by a "Dirty Bomb": The Impact of Time for Decorporation Efficacy
and a Model for Cases of Disseminated Fragmentation Wounds. Adv Wound Care (New Rochelle),
2017.6(1): p. 4

Der Umfang einer Bevorratung von Medikamenten zur Dekorporation von
Radionukliden auf nationaler Ebene oder im Rahmen internationaler Organisationen,
wie zum Beispiel der Europdischen Union oder NATO, sollte nach aktuellen
Empfehlungen der Weltgesundheitsorganisation WHO (World Health Organization)
auf Grundlage der Risikoabwigung fiir radiologische bzw. nukleare Notfalllagen
definiert werden [117].

Dennoch haben politische Entscheidungstriger neben der Einbeziehung von
Expertenwissen auch Kosten-Nutzen-Abwéigungen zu beriicksichtigen, so dass
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insbesondere bei einem Massenanfall von Strahlenunfallopfern mit potentiell relevanter
Inkorporation der moglichst effiziente Finsatz der letztlich begrenzten therapeutischen
Ressourcen zu gewéhrleisten ist. Anhand verschiedener Szenare wurde mittels
Modellberechnungen der Einfluss verschiedener Determinanten auf die Anzahl
erforderlicher Tagesdosen von Dekorporationspharmaka simuliert (A14).

Basierend auf dem Bericht der radionuklearen Arbeitsgruppe der WHO, einer
Auswertung der Erfahrungen aus realen Zwischenfdllen mit Radionuklid-
inkorporationen, wurde den Berechnungen die Annahme zugrunde gelegt, dass 1 % der
Personen mit potentieller Inkorporation einer Dekorporationstherapie bediirfen [116].
Bei aller Unsicherheit hinsichtlich denkbarer Unfallszenare ist die Anzahl erforderlicher
Tagesdosen insbesondere von der Wahl einer restriktiven oder einer fiir das Individuum
medizinisch wiinschenswerten groBziigigen Indikationsstellung zur Einleitung der
Dekorporationsmafinahmen abhéngig (Abbildung 6.7).

Aufgrund bestehender Urheberrechtsrestriktionen kann Abbildung 6.7 der Original-
publikation nicht dargestellt werden. Es wird auf folgende Originalpublikation
verwiesen:

Rump, A., Stricklin, D., Lamkowski, A., Eder, S., Abend, M., and Port, M., Analysis of the antidote
requirements and outcomes of different radionuclide decorporation strategies for a scenario of a "dirty
bomb" attack. Am J Disaster Med, 2017. 12(4): p. 233

Abbildung 6.7: Anzahl der erforderlichen Tagesdosen in Abhingigkeit von der
verfligbaren Screening-Kapazitdt fiir interne Kontamination bei
gegebener Personenzahl (5.000 bzw. 20.000) und variierender Dauer
einer kontinuierlichen Behandlung iiber 10, 30 bzw. 90 Tage. Die
Berechnungen erfolgten unter der Prdmisse eines initialen
Behandlungsbeginns bei allen Personen mit angenommener
relevanter Inkorporation auch ohne vorherige Eso-Rekonstruktion
durch Dosimetrieverfahren bei Inkorporation, [%61-Anhang Al4 (modifiziert)

Neben der Festlegung der individuellen Behandlungsdauer stellt demnach die
verfligbare Mess-Kapazitdt fiir physikalische (z.B. Ganzkorperzdhler oder
Ausscheidungsanalysen) oder biologische Dosimetrieverfahren einen erheblichen
Einflussfaktor auf den erforderlichen Medikamentenvorrat dar, was im Rahmen der
Planungsprozesse zur Vorbereitung auf radionukleare Schadenslagen Beriicksichtigung
finden sollte.
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7. Zusammenfassung und Ausblick

Immer wieder haben Erfahrungen aus kleineren und groBeren Strahlenunfallereignissen
der Vergangenheit, aber auch aktuelle Gefahren einer nuklearen Eskalation oder von
Kernkraftwerksunféllen im Zusammenhang mit dem seit 2022 stattfindenden russisch-
ukrainischen Krieg das Bewusstsein geschirft, dass einsatzbereite biodosimetrische
Hochdurchsatzverfahren zur ziigigen Diagnostik einer moglicherweise auch grofleren
Anzahl potentiell strahlenexponierter Personen im Rahmen der Bewiltigung
radionuklearer Gefahrenlagen erforderlich sind. Mit Hilfe der international etablierten
dizentrischen Chromosomenanalyse (DCA) konnten wir zwar im Rahmen einer Studie
an 5 Mitarbeitern einer deutschen Firma eine relevante Strahlenexposition durch
Ruthenium-106 ausschlieBen, einer Weiterentwicklung zum automatisierten
Screeningverfahren mit hohem Durchsatz und zeitnaher Verfiigbarkeit der individuellen
Dosisrekonstruktion in weniger als 48 Stunden sind verfahrensimmanent jedoch
Grenzen gesetzt. Der auf molekularen Biomarkern basierende fluoreszenz-
mikroskopische yH2AX-Focus-Assay kann bei Anwendung automatisierter
Bildanalysesysteme ein ergénzendes Triage-Werkzeug darstellen und bereits 6 bis 8
Stunden nach Probeneingang Ergebnisse liefern. Mit der Etablierung des yH2AX-
Focus-Assays auf der Plattform des modernen Image Stream Flow Zytometers
(Amnis® ImageStream®X Mk II) ist es uns gelungen, eine weitere Verkiirzung der
Analysedauer und gleichzeitig einen deutlich erhéhten Probendurchsatz in Aussicht zu
stellen. Derzeit werden Vergleichsstudien der beiden Verfahren mit mononukledren
Zellen des peripheren Blutes durchgefiihrt und Anstrengungen zur Evaluation und
Standardisierung hinsichtlich der Gewinnung und des Transports der Blutproben
unternommen.

Biodosimetrisch nutzbare Proteine oder Proteinmodifikationen sollten moglichst
strahlenspezifisch und auch iiber einen langeren Zeitraum nach Strahlenexposition fiir
Zwecke der Dosisrekonstruktion detektierbar sein. Die von uns untersuchten
Kandidatenproteine phospho-ATM, phospho-p53 bzw. hnRNP K zeigten spitestens
nach 24 Stunden keine strahlenspezifischen Verédnderungen mehr und erscheinen somit
ungeeignet fiir eine biodosimetrische Verwendung. Perspektivisch ist die
Identifizierung der strahlenspezifischen Expression geeigneter Zielmolekiile durch
Analyse des  zelluliren Proteoms  mittels 2-D-Gelelektrophorese  und
Massenspektroskopie beabsichtigt.

Unsere Untersuchungen beleuchteten jedoch dariiber hinaus die Bedeutung von
hnRNP K fiir die Homdostase und Strahlenempfindlichkeit von Tumorzellen und damit
moglicherweise fiir diagnostische bzw. therapeutische Einsatzoptionen im Rahmen der
klinischen Strahlentherapie.

In Gewebeproben papilldrer Schilddriisenkarzinome ukrainischer Patienten konnten wir
eine signifikante Assoziation zwischen der Schilddriisendosis infolge einer
Radioiodinkorporation nach dem Reaktorungliick von Tschernobyl und dem Vorliegen
von Rearrangements der ALK- und RET-Gene, nicht jedoch von Punktmutationen der
BRAF- und RAS-Gene zeigen, welche in Féllen sporadischer Schilddriisenkarzinome
typischerweise gehduft vorkommen. Das Ergebnis leistet somit einen Beitrag zur
Identifizierung strahlenspezifischer Biomarker in Tumorgeweben, deren Pridsenz im
Rahmen der ursdchlichen Zusammenhangsbegutachtung eines Berufskrankheiten-
verfahrens nach der Berufskrankheiten-Nummer 2402 in strittigen Fillen ein
zusétzliches Argument fiir den drztlichen Gutachter darstellen kann. Zukiinftige Studien
zur Erforschung strahlenassoziierter Gensignaturen an menschlichen Gewebeproben
sind beabsichtigt.
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Humanversuche zur Untersuchung der gesundheitlichen Auswirkungen radioaktiver
Substanzen sind aus ethischen Griinden nachvollziehbar nicht mdglich. Basierend auf
Daten aus fritheren Studien an Menschen zum Beispiel nach Strahlenunfillen, aus
Tierversuchen oder nach Ableitung der Erfahrungen mit chemisch &hnlichen nicht-
radioaktiven Substanzen fiihrten wir eine Reihe theoretischer Simulationsstudien durch.
Dabei konnte gezeigt werden, dass nach Inkorporation nicht angereicherter
Uranverbindungen entgegen verbreiteter Meinungen die chemische Toxizitdt im
Vergleich zur Radiotoxizitit bei medizinischen Abwéigungen im Vordergrund stehen
sollte.

Hinsichtlich der Therapie mit Pharmaka zur Dekorporation radioaktiver Nuklide zeigte
sich die hochste Wirksamkeit zur Reduktion der effektiven Folgedosis bei frithzeitigem
Therapiebeginn und moglichst langer Therapiedauer, wobei das Ausmal} der
erreichbaren Wirksamkeit vom Expositionspfad und den chemischen Eigenschaften des
inkorporierten Radionuklids abhéngig war. Die Ergebnisse sollten beim Massenanfall
von Personen mit Radionuklidinkorporation angesichts limitierter Vorratshaltung
entsprechender Dekorporationstherapeutika im Hinblick auf die Auswahl einer
Therapiestrategie mit zuriickhaltender oder groBziigiger Indikationsstellung neben der
Betrachtung der dosimetrischen Screening-Kapazitéiten Beriicksichtigung finden.

Trotz verbesserter moderner Therapiemoglichkeiten der akuten Strahlenkrankheit
besteht weiterhin Bedarf nach radioprotektiv wirkenden Pharmaka. Mit CDDO-Me und
AA2G wurden 2 oral bioverfiigbare niedermolekulare Kandidatensubstanzen néher
untersucht. Eine Vorbehandlung mit CDDO-Me verursachte in den untersuchten Zellen
menschlichen Normalgewebes einen Anstieg antioxidativer Enzyme, wobei lediglich in
normalen human epithelialen Keratinozyten, nicht jedoch in mononukleéren Zellen des
peripheren Blutes radioprotektive Folgeeffekte zu beobachten waren, so dass weitere
in-vitro-Versuche geplant sind. Im Rahmen einer in-vivo-Studie mit Ratten konnte
gezeigt werden, dass die hochdosierte orale Applikation von AA2G vor Durchfiihrung
einer fraktionierten Strahlentherapie des Beckens die Darmschleimhaut des Ileums bei
gleichzeitiger Modulation der Immunantwort signifikant schiitzt. Die Relevanz der
Ergebnisse wird in Folgeuntersuchungen zu kléren sein.
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