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Zusammenfassung

Diese Arbeit befasst sich mit der Modellierung der Wirkung ionisierender Strahlung auf Zellen. Im Fokus
steht der Einfluss der Verfiigbarkeit von DNA-Reparaturwegen und der Strahlenqualitat auf die Zelliiber-
lebenswahrscheinlichkeit. Die Verfiigbarkeit der DNA-Reparaturwege hangt vom Zellreplikationsstatus
oder mutationsbedingten Defekten der Reparaturwege ab. Die Strahlenqualitdt dulert sich im mikrosko-
pischen Ionisationsmuster, welches zu DNA-Schéden fiihrt.

Das Giant LOop Binary LEsion Model (GLOBLE-Model) und das Local Effect Model (LEM) beschreiben das
Zelliiberleben nach Photonen- bzw. Ionenbestrahlung. Beide gehen davon aus, dass das Zelliiberleben
aus der raumlichen Verteilung von Doppelstrangbriichen (DSB) — dem Schadensmuster — der DNA auf
einer Chromatin-Struktur hoherer Ordnung vorhergesagt werden kann. Einzelne DSB werden hierbei als
isolierte DSB (iDSB) und zwei oder mehr nah beieinander liegende (innerhalb von ca. 540 nm) DSB
werden als gecluserte DSB (cDSB) bezeichnet. Das GLOBLE-Modells beriicksichtigt verschiedene iDSB-
Reparaturwege sowie deren Verfiigbarkeit, um das zellzyklusspezifische Uberleben vorherzusagen. Die
zentrale Annahme des LEM ist, dass unabhéngig von der Strahlenqualitit gleiche Schadensmuster zum
gleichen Effekt fithren. Um das Schadensmuster zu bestimmen, wird die lokale Dosisdeposition von Io-
nen mithilfe der amorphen Bahnstruktur ausgewertet. Das Zelliiberleben nach Ionenbestrahlung wird
dann aus einem Vergleich mit Schadensmustern nach Photonenbestrahlung vorhergesagt.
Zelliiberlebenskurven nach hohen Dosen Photonenstrahlung lassen sich nicht durch das LinearQuadra-
tische-Modell (LQ-Modell) beschreiben, da diese bei hohen Dosen eine nahezu lineare Abhéngigkeit
von der Dosis aufweisen. In dieser Arbeit wird das GLOBLE-Modell angewendet, um eine neuartige me-
chanistische Methode zur Bestimmung der Ubergangsdosis aus der LQ-Form von Uberlebenskurven im
Niedrigdosisbereich in eine lineare Form im Hochdosisbereich zu entwickeln.

Weiterhin wird eine Methode vorgestellt, die es erlaubt Uberlebensvorhersagen synchroner Zellen mit-
tels LEM von Photonen- auf Ionenstrahlung zu {ibertragen. Diese Methode ist in der Lage, den Einfluss
des Zellzyklus und den der Strahlenqualitdt auf die Radiosensitivititen quantitativ vorherzusagen. Fiir
die LEM-Vorhersage der relativen biologischen Wirksamkeit (RBE) werden zwei Ansétze verglichen. Der
erste Ansatz sagt die RBE auf Basis des Uberlebens asynchroner Zellen vorher. Der zweite Ansatz sagt den
RBE aus der Summe des Uberleben einzelner Subpopulationen, aus denen eine asynchrone Zellpopula-
tion besteht, vorher. Beide Ansétze fiihren zum gleichen qualitativen Ergebnis. Weiter wird gezeigt, dass
das GLOBLE-Modell und LEM in der Lage sind, die Auswirkung von Defiziten der DNA-Reparaturwege
auf das Zelliiberleben nach niedrig- und hoch-LET-Bestrahlung vorherzusagen.

Im Zusammenhang der Beschreibung von Ionenspuren durch die amorphe Bahnstruktur befasst sich
diese Arbeit mit zwei Fragen: 1. Kann die Beschreibung des Zelliiberlebens nach Schwerionenbestrah-
lung durch eine genauere Betrachtung der Verhiltnisse des direkten und indirekten Effekts verbessert
werden? 2. Erlaubt die amorphe Bahnstruktur eine angemessene Beschreibung der Dosisdeposition?
Letzteres zielt auf die Frage ab, ob die DNA-Schadensinduktion auf der nm-Skala durch die amorphe
Bahnstruktur beschrieben werden kann, oder ob einzelne Ionisationen betrachtet werden miissen. In
Bezug auf die erste Frage wird dargelegt, dass eine detailliertere Beschreibung der direkten und indirek-
ten Beitrdge zu einer genaueren Vorhersage der experimentellen Daten fiihrt. Bei der Beantwortung der
zweiten Frage wird gezeigt, dass mit der Methode der amorphen Bahnstruktur DNA-Schadenscluster auf
der nm-Skala dhnlich zu einer ab initio Monte-Carlo-Simulation vorhergesagt werden konnen.

Im Zusammenhang der Modellierung des Zelliiberlebens wird oft relevante GroRenskala der DNA-
Schadensclusterung diskutiert. Die im GLOBLE-Modell und LEM betrachteten iDSB und ¢cDSB beziehen
sich auf eine DNA-Schadensclusterung auf der um-Skala. Ein weiterer Ansatz ist es, das Zelliiberleben
aus komplexen DNA-Schadensclustern auf der nm-Skala vorherzusagen. In dieser Arbeit wird darge-
legt, dass komplexe DNA-Schadenscluster auf der um-Skala mit denen auf der nm-Skala korrelieren.
Dadurch lasst sich das Zelliiberleben nach Ionenbestrahlung zum Teil auf DNA-Schadensclusterung auf
beiden Skalen zuriickfiihren. Das Zelliiberleben nach Photonenbestrahlung kann jedoch nicht aus der
DNA-Schadensclusterung auf der nm-Skala vorhergesagt werden.
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Abstract

This work focuses on modeling of the effects of ionizing radiation on cells, primarily on, the influence
of the DNA repair pathway availability and the radiation quality on the cell-survival probability. The
availability of DNA repair pathways depends on the replication state and defects of the DNA repair
pathways. The radiation quality manifests itself in the microscopic ionization pattern.

The Giant LOop Binary LEsion (GLOBLE) model and the Local Effect Model (LEM) describe the cell-
survival after photon and ion irradiation, respectively. Both models assume that cell survival can be
modeled based on the spatial distribution of Double-Strand Breaks (DSB) of the DNA (damage pattern),
within a higher order chromatin structure. Single DSB are referred to as isolated DSB (iDSB) and two or
more DSB in close proximity (within 540 nm) are called complex DSB (cDSB). In order to predict the cell-
survival, the GLOBLE-Model considers different iDSB repair-pathways and their availability. One central
assumption of the LEM is that the same damage patterns imply same effects, regardless of the radiation
quality. In order to predict the damage pattern the microscopic local dose distribution of ions, described
by the amorphous track structure, is evaluated. The cell survival after ion irradiation is predicted from a
comparison with corresponding damage patterns after photon irradiation.

The cell-survival curves after high dose photon irradiation cannot be predicted from the Linear Quadratic
(LQ) Model due to their transition towards a linear dose dependence. This work uses the GLOBLE-Model
to introduce a novel mechanistic approach, which allows the threshold dose to be predicted for the
transition from a linear quadratic dose dependence, of survival curves at low doses, to a linear dose
dependence at high doses.

Furthermore, a method is presented, which allows LEM to predict the survival of synchronous cells after
ion irradiation based on the cell survival after photon irradiation. This method is able to qualitatively
predict the influence of the cell-cycle and the radiation quality on radiosensitivity. Based on this, two
approaches for the LEM prediction of the Relative Biological Effectiveness (RBE) are compared. The first
approach predicts the RBE based on the survival of asynchronous cells. The second approach predicts
the RBE from the sum of survival curves of the subpopulations, which contribute to the asynchronous
cell population. Both approaches lead to qualitatively similar results.

In the context of describing the microscopic dose deposition of ion irradiation by the amorphous track
structure, two questions are addressed: 1. Is it possible to improve the prediction of cell survival after
ion irradiation by a more sophisticated composition of the direct and indirect effect? 2. is the amorphous
track structure an appropriate model of the dose deposition regarding the DNA damage clustering on
the nm-scale or is it necessary to evaluate single ionizations on the molecular level? Regarding the
first question, it is shown that a more detailed evaluation of the direct and indirect effect improves
the agreement of the LEM predictions to data. Concerning the second question, it is shown that the
amorphous track structure can be used for the prediction of DNA damage induction on the nm-scale
similar to an ab initio Monte Carlo simulation.

In the context of cell-survival modeling, the relevant length scale for DNA damage-clustering is often
discussed. The iDSBs und c¢DSBs used in the GLOBLE and LEM are referring to DNA damage clustering
on the um-scale. There are also models which predict the cell survival after ion irradiation based on
complex DNA-damage-clusters on the nm-scale. This work shows, that complex DNA damage-clusters on
the um-scale are correlated to damage clusters on the nm-scale. Therefore, it is possible to predict the
cell survival after ion irradiation based on both scales. However, the cell survival after photon irradiation
cannot be predicted based on damage-clusters on the nm-scale.
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1 Einleitung

Ionisierende Strahlung bietet ein breites Anwendungsspektrum fiir die Medizin. So wird zum Beispiel
Rontgenstrahlung seit ihrer Entdeckung 1896 fiir medizinische Diagnosen und zur Therapie von Erkran-
kungen eingesetzt. Ein wichtiges Anwendungsgebiet ist die Tumortherapie, bei der in iiber 50 % der
Félle Radiotherapie zum Einsatz kommt. Neben der konventionellen Radiotherapie mit Photonenstrah-
lung, ist diese ebenso mit Ionenstrahlung moglich. Diese ist aufgrund der komplexeren Umsetzbarkeit
und der hohen Kosten noch nicht so verbreitet wie die konventionelle Radiotherapie mit Photonen, bie-
tet jedoch viele Vorteile. Aufgrund der physikalischen Eigenschaften der Ionenstrahlung lasst sich die
Dosis besser auf den Tumor fokussieren, sodass weniger Dosis im umliegenden Gewebe deponiert wird.
Schwere Ionen zeigen zusatzlich eine hohere biologische Wirksamkeit im Zielvolumen als im Eingangs-
kanal [1]. Diese Eigenschaften lassen sich nutzen, um hohere Erfolgschancen einer Therapie mit weniger
Nebenwirkungen zu erzielen. Zusétzlich ist konnen Tumore mit Ionenstrahlung behandelt werden, die
aufgrund ihrer anatomischen Lage sonst nicht behandelbar wéren [2].

Fiir erfolgreiche radiotherapeutische Anwendungen ist die Kenntnis von Dosis-Effekt-Beziehungen erfor-
derlich. Die zwei wichtigen Grofen fiir die Anwendung sind die Tumorkontrolle (engl. Tumor Control
Probability, TCP) und die Normalgewebskomplikationswahrscheinlichkeit (engl. Normal Tissue Compli-
cation Probability, NTCP). Die Dosis ist der wichtigste physikalische Faktor der den biologische Effekt
von Photonenbestrahlung bestimmt. Bei Ionenstrahlung hiangt der Effekt zusétzlich von der Ionensor-
te und Ionenenergie ab. Da die Ionen im Zielvolumen stoppen, resultiert aus der Energieabhédngigkeit
eine Ortsabhéngigkeit des biologischen Effekts im Strahlungsfeld. Der Effekt im Eingangskanal kann
sich stark von dem im Zielvolumen unterscheiden. Daraus resultieren komplexe Zusammenhénge zwi-
schen Dosis, Strahlenqualitdt und den biologischen Effekten. Da eine experimentelle Messung aller Dosis-
Effekt-Beziehungen im erforderlichen Umfang jedoch nicht praktikabel ist, wird ein Modell zu Vorhersa-
ge der Dosis-Effekt-Beziehungen benotigt. Um verschiedene Strahlenqualitidten miteinander vergleichen
zu konnen, wird die relative biologische Wirksamkeit (engl. Relative Biological Effectiveness, RBE) als
Hilfsmittel benutzt. Dafiir werden Dosis-Effekt-Beziehungen unterschiedlicher Strahlenqualitdten auf-
einander bezogen, um RBE gewichtete Dosen bestimmen zu kénnen. Die RBE gewichtete Dosis gibt
an, welche Dosis Photonenstrahlung zum gleichen biologischen Effekt! fiihrt. Ein wichtiger Vorteil hier-
von ist, dass die vielen Erfahrungswerte aus der Radiotherapie mit Photonenstrahlung genutzt werden
konnen, welche fiir die Ionentherapie in dem Umfang nicht vorhanden sind. Im Umfeld der Vorhersa-
ge der RBE von Ionenstrahlung existieren mehrere Modelle. Die mikroskopische Dosisdeposition ist ein
gemeinsamer Ansatzpunkt vieler Modelle. Photonenstrahlung wird als homogen und diinnionisierend
angenommen. Ionenstrahlung zeigt hingegen ein weites Spektrum von homogen und diinnionisierend
bis inhomogen und dichtionisierend. Deshalb wird von vielen Modellen die mikroskopische rdaumliche
Dosisverteilung untersucht, die dafiir relevante Gré3enordnung ist die nm-Skala. Die Art der Betrachtung
der Dosisdeposition ist ein wichtiges Merkmal, in dem sich die Modelle oft unterscheiden. Einige Mo-
delle betrachten den Mittelwert der deponierten spezifischen Energie der Ionenspuren, auch amorphe
Bahnstruktur genannt. Andere Modelle bertiicksichtigen wiederum jede einzelne Ionisation sowie die
darauf folgende zeitliche Entwicklung der ionisierten Molekiile. Die radiobiologischen Modelle unter-
scheiden sich auch in den betrachteten biologischen Endpunkten. Fiir die Anwendung der Radiotherapie

1 Der in dieser Arbeit betrachtete Effekt ist das Zelliiberleben.




wird oft das Zelliiberleben als Modell der TCP verwendet. Dafiir wird betrachtet, wie viele Zellen 1-
2 Wochen nach Bestrahlung Kolonien von mehr als 50 Zellen bilden kénnen. Das ist ein niitzliches Assay,
um Dosis-Uberleben-Beziehungen in Form von Uberlebenskurven zu bestimmen. Neben dem Uberle-
ben konnen auch andere Prozesse, welche einer Bestrahlung folgen, wie z. B. Induktion und Reparatur
von Schéinden, untersucht werden. Diese finden auf Zeitskalen von wenigen Minuten bis Stunden nach
Bestrahlung statt. Diese Arbeit befasst sich mit den Modellen, die das Zelliiberleben nach Bestrahlung
modellieren, es werden jedoch auch Modelle aufgefiihrt, die versuchen alle experimentell zuganglichen
Effekte miteinzubeziehen.

Um Dosiseffektkurven ionisierender Strahlung zu beschreiben, wird haufig das Linear-Quadratische-
Modell (LQ-Modell) verwendet. Dabei handelt es sich zunédchst um eine rein empirische Beschreibung
der Dosiseffektkurven. Das Giant LOop Binary LEsion Model (GLOBLE-Modell) nutzt zur Vorhersage von
Dosiseffektkurven einen mechanistischen Ansatz. Es wird das induzierte Schadensmuster, genauer die
rdumliche Verteilung von Doppelstrangbriichen (DSB) auf der DNA, ausgewertet. Einzelne DSB werden
als isolierte DSB (iDSB) und nah beieinanderliegende als geclusterte DSB (cDSB) bezeichnet [3]. Zu-
séatzlich wird die Verfiigbarkeit von DNA-Reparaturwegen betrachtet. Dadurch kann z. B. der Einfluss
des Zellzyklus auf die Dosiseffektkurven vorhergesagt werden [4]. Normalerweise sind die Zellen einer
Kultur {iber den gesamten Zellzyklus verteilt. Durch eine Synchronisation der Zellen konnen diese einer
bestimmten Phase des Zellzyklus akkumuliert werden. Zellzyklusspezifische Eigenschaften lassen sich

folglich in Experimenten mit synchronen Zellen untersuchen.

Das LQ- und GLOBLE-Modell beschreiben Dosiseffektkurven im Dosisbereich 0-10 Gy. Dieser Bereich ist
experimentell gut zugidnglich und deckt einen Grol3teil klinisch relevanter Anwendungen ab. Fiir hohe
Dosen zeigen Zelliiberlebenskurven eine Reduktion des quadratischen Anteils oder sogar einen Ubergang
in eine rein lineare Form [5]-[10]. Gleichzeitig sind Zelliiberlebenskurven bei hohen Dosen schwieriger
zu messen. Deren Kenntnis wird fiir therapeutische Anwendungen mit hohen Dosen (~ 60Gy) Pho-
tonenstrahlung benotigt. Fiir hohe Dosen konnen die Dosiseffektkurven durch das Linear-Quadratisch-
Lineare-Modell (LQL-Modell) [11] angenihert werden. Der Ubergang von einer linear-quadratischen in
eine lineare Form wird oft durch die heterogene Radiosensitivitat der Subpopulationen erklért [5]-[7].
Die Subpopulationen beziehen sich darauf, dass Zellkulturen zumeist Zellen in verschiedenen Zellzy-
klusphasen enthalten, welche unterschiedlichen Dosiseffektkurven aufweisen. Die Dosiseffektkurven der
Subpopulationen folgen dabei dem LQ-Modell [5]-[7]. Eine umfassende mechanistische Erkldrung des
Sachverhalts steht jedoch noch aus. Das GLOBLE-Modell eignet sich nun dafiir, die zugrunde liegende

Systematik zu untersuchen, da es zellzyklusspezifische Uberlebenskurven vorhersagen kann.

Um die RBE von lonenstrahlung fiir die Planung einer Radiotherapie vorherzusagen wurde das Local
Effect Model (LEM) [11]-[15] entwickelt. Die RBE wird dabei aus Dosiseffektkurven nach Photonen-
strahlung vorhergesagt. Dafiir wird angenommen, dass der biologische Effekt vom Schadensmuster
abhéngt, wobei die Dosis und die Strahlenqualitidt das Schadensmuster bestimmen [14]. Die mikro-
skopische Dosisverteilung der Ionen wird durch die amorphe Bahnstruktur modelliert. Basierend darauf
wird das erwartete Schadensmuster simuliert. Anschlie@end wird iiber einen Vergleich der Schadensmus-
ter der dquivalente Effekt nach Photonenstrahlung ausgewertet. Dies wurde bisher nur fiir asynchrone
Zellkulturen durchgefiihrt [14].
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Das Interesse am zellzyklusspezifischen Uberleben nach Bestrahlung beruht auf dessen therapeutischer
Relevanz [4]. Wahrend der Zellzyklusphase, in welcher die DNA repliziert wird, sind Zellen resistent
gegeniiber Photonenstrahlung, jedoch anfilliger gegeniiber Ionenstrahlung [16], [17]. Fiir eine gezielte
Ausnutzung dieses Effekts ist zunichst eine Beschreibung dieses Ubergangs erforderlich. Das GLOBLE-
Modell und das LEM werden in dieser Arbeit benutzt, um diesen Effekt nachzubilden.

Das GLOBLE-Modell und das LEM benutzen zur Vorhersage des Zelliiberlebens beide zwei Schadensklas-
sen, die iDSB und cDSB. Diese werden auch als DSB-Cluster auf der um-Skala bezeichnet. Andere Theo-
rien nehmen an, dass die Locally Multiple Damaged Sites (LMDS) oder Regionally Multiple Damaged Sites
(RMDS) Schadenscluster auf der nm-Skala iiber das Zelliiberleben entscheiden [18]-[24]. Die Annahme
einer Grofenskala ist oft mit einer Betrachtungsweise der mikroskopischen Dosisverteilung korreliert.
So betrachten ab initio Modelle [22], [23], [25]-[28], welche die Schadensinduktion von Ionenstrah-
lung auf Basis einzelner Ionisationen auswerten, oft die Schadensclusterung auf der nm-Skala. Es wird
argumentiert, dass die ab initio Modelle eine hoher aufgeloste Betrachtung der physikalischen Prozesse
zu einer genaueren Vorhersage des biologischen Effekts fithren kann [29].

Das Ziel dieser Arbeit ist es, das Verstdndnis der Mechanismen zu erweitern, welche das Zelliiberleben
nach Bestrahlung mit ionisierender Strahlung bestimmen. Untersucht wird der Einfluss von Photonen-
und Ionenstrahlung auf das Uberleben synchroner Zellen im Zusammenhang mit der Verfiigbarkeit von
DNA-Reparaturwegen. In Bezug auf die Ionenstrahlung wird die Beschreibung der Dosisdeposition durch
die amorphe Bahnstruktur sowie die Relevanz von DNA-Schadensclustern unterschiedlicher Grof3en-
ordnung untersucht. Dabei wird gepriift, inwieweit sich unterschiedliche Modellvorstellungen vereinen
lassen. Die Untersuchungen in dieser Arbeit stellen Grundlagenforschung auf dem Gebiet der Strah-
lenbiophysik dar, ohne eine direkte Anbindung an klinische Anwendungen. Im Kontext des LEM ist es
jedoch wichtig, die klinische Anwendung zu beriicksichtigen, da es fiir diese entwickelt wurde. Dement-
sprechend spielt die Anwendung des LEM eine wichtige Rolle bei der Einordnung in die Bandbreite der
vorgestellten Modelle.

Im Folgenden werden zuerst die theoretischen Hintergriinde dieser Arbeit erortert: 1. die physikalischen
Eigenschaften ionisierender Strahlung, 2. die Strahlenwirkung auf Zellen und 3. die betrachteten ra-
diobiologischen Modelle. Anschlief3end dazu werden Methoden der Modellierung und experimentelle
Methoden zur Messung des Zelliiberlebens dargelegt. Darauf folgen zwei Ergebnis-Diskussions-Blocke.
Der Schwerpunkt des ersten Blocks liegt auf der Modellierung des zellzyklusspezifischen Uberlebens
nach Photonen- und Ionenbestrahlung. Ebenso wird der Einfluss von Reparaturdefiziten untersucht. Der
zweite Block befasst sich mit der Beschreibung der Dosisdeposition amorpher Bahnstrukturen, sowie der

Relevanz von DNA-Schadensclustern auf der nm- und um-Skala.







2 Theoretische Grundlagen

Dieses Kapitel gibt im ersten Teil eine Beschreibung der physikalischen Eigenschaften ionisierender
Strahlung und es werden die Unterschiede zwischen Photonen und Ionenstrahlung beleuchtet. Im zwei-
ten Teil werden grundlegende Eigenschaften von Zellen und die Effekte ionisierender Strahlung auf diese
beschrieben. Abschliel3end werden radiobiologische Modelle vorgestellt, welche die Zelliiberlebenswahr-
scheinlichkeit nach Bestrahlung modellieren.

2.1 Ionisierende Strahlung

Elektromagnetische Strahlung wird als ionisierend bezeichnet, wenn sie in der Lage ist, Wasser zu ioni-
sieren. Die dafiir benoétigte Energie betrdgt im Mittel 30 eV. Wasser wird im Folgenden als Referenztarget
verwendet, da es den grofdten Teil des menschlichen Korpers ausmacht. Die makroskopisch deponierte
Dosis D ist

_dE

D=—"
dm

D
mit der deponierte Energie E pro Masse m. Die Einheit der Dosis ist Gray ([D] = Gy = J/kg). Die
biologische Wirksamkeit ionisierender Strahlung hangt nicht nur von der makroskopischen Dosis ab,
sondern auch von der mikroskopischen Dosisverteilung. Die Eigenschaften mikro- und makroskopischer
Dosisverteilung der Photonenstrahlung wird in Kapitel 2.1.1 beschrieben und die der Ionenstrahlung in
2.1.2.

2.1.1 Photonenstrahlung

Photonen deponieren den Grof3teil ihrer Energie in Materie iiber drei Interaktionsprozesse: den pho-
toelektrischen Effekt, Compton-Streuung und Paarbildung. Der photoelektrische Effekt dominiert im
unteren Energiebereich (E < 30 keV). Dabei werden Photonen, unter Emission von Elektronen, von
Atomen absorbiert. Bei der Compton-Streuung handelt es sich um die inelastische Streuung der Pho-
tonen an Elektronenhiillen von Atomen, bei der Elektronen freigesetzt werden. Diese Art der Wech-
selwirkung dominiert im mittleren Energiebereich (30 keV < E < 30 MeV) und ist die dominieren-
de Photonen-Materie-Wechselwirkung der Strahlenbiophysik. Die wahrscheinlichste Art der Interaktion
hochenergetischer Photonen mit Materie ist die Paarbildung. Bei dieser wandelt sich ein Photon in ein
Elektronen-Positron-Paar um, welches wiederum durch Annihilation in Photonen zerfallt.

Die makroskopische Tiefendosisverteilung der Photonenstrahlung nimmt in erster Naherung exponenti-
ell mit der Tiefe in Materie ab (Abb. 1a). Der GroRteil der Dosis wird jedoch von sekundiren Elektronen
deponiert (indirekte Ionisation). Diese unterliegen einem Aufbaueffekt, so dass das Maximum der de-
ponierten Dosis innerhalb des bestrahlten Targets liegt. Auf der Grollenordnung des Zellkerns (10 um)
verursachen die Photonen jedoch einzelne, punktuelle Ionisationen mit relativ kleiner Energiedepositi-
on. Bei typischen therapeutischen Fraktionen mit einer Dosis von 2 Gy ist es eine gute Ndherung, dass
die mikroskopische Dosisverteilung auf der GrofRenordnung der Zellkerne konstant ist [30]. Dies ist
schematisch in Abbildung 1b dargestellt.
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Abbildung 1: Unterschiede der Dosisdeposition von Photonen- und Ionenstrahlung. Abbildung a: das
Tiefendosisprofil der Photonenstrahlung eines 21 MeV Linearbeschleuniger, im Vergleich zu Kohlenst-
offionen der Energie 270 MeV /u und Protonen mit 148 MeV /u (angepasst aus [2|). Abbildung b: die
mikroskopische Dosisdeposition eines Photonenfeldes und drei Kohlenstoffionenfelder mit unterschiedli-
chen Tonenenergien (angepasst aus [30]).

2.1.2 Ionenstrahlung

Die Energiedeposition (—dE/dx) geladener Teilchen, auch LET genannt, wird durch die Bethe-Bloch-
Formel beschrieben

dE et Zesz Z, 2m,c?p? Zesz
_ _ —LET=47 —— . 2L . oN, - 2t | In| =" _|_p2 E 2
dx e g PN ta Ty ) TP e 2)

mit der Elementarladung e, der Elektronenmasse m,, mit dem relativistischen 8 (= v/c, v - Geschwin-
digkeit, c - Lichtgeschwindigkeit), der effektiven Ladung Z,, der Dichte des Mediums p, der Avogadro-
Konstante N,, Ladung des Targets Z,, atomare Masse des Targets A, und dem mittleren Ionisationspo-
tential . Die effektive Ionenladung Z, ist fiir niedrige Energien energieabhéngig und wird durch die
Barkas-Gleichung

Zyss :Zp[l—exp(—125/52p_%)] (3)

mit der Kernladungszahl des Projektils Z, und dem relativistischen 3 gegeben. Die deponierte Dosis D

in Gy wird mit

D=1.602-10"°-LET-F-p~! 4




aus dem LET in keV/um, Fluenz F in cm™2 und Dichte p in g/cm® berechnet. Beispielhaft ist die Tie-
fendosisverteilung von Protonen und Kohlenstoffionen in Abbildung la dargestellt. Da das Maximum
der Dosis innerhalb des Targets liegt, wéhrend es sich bei Photonenstrahlung in Ndhe der Oberfldche
befindet, wird diese Art der Tiefendosiskurve als inverses Tiefendosisprofil bezeichnet. Die Tiefe des
Dosismaximums héngt von der Anfangsenergie der Ionen ab.

Die Art der mikroskopischen Dosisverteilung der Ionenstrahlung wird hier in niedrig- und hoch-LET-
Strahlung eingeteilt. Fiir die typischen Ionensorten der Schwerionentherapie wie z. B. Kohlenstoff sind
hohe Ionenenergien mit niedrigem LET und niedrige Energien mit hohem LET verbunden. Fiir schwere
Elemente (z. B. Eisen) gilt ein dhnlicher Zusammenhang: hohe Energien sind mit hohem LET und niedri-
ge Energien mit einem noch hoheren LET verbunden. Abbildung 1b zeigt Beispiele der mikroskopischen
Dosisverteilung von Ionen unterschiedlicher Energien. Bei einer Dosis von 2 Gy zeigt die mikroskopische
Dosisverteilung der niedrig-LET-Strahlung (200 MeV/u, 16 keV/um) eine vergleichsweise homogene Do-
sisverteilung, die zu einem &hnlichen Effekt wie Photonenbestrahlung fiihrt. Bei hoch-LET-Strahlung ist
dies nicht mehr der Fall (Abb. 1b: (1 MeV/u, 690keV/um; (15MeV/u, 117 keV/um ); hier kommt es
dazu, dass in grofden Teilen der Zelle keine Dosis deponiert wird, wahrend an einzelnen Stellen eine sehr
hohe lokale Dosis deponiert wird. Ionen erzeugen beim Durchqueren von Materie hauptsichlich niede-
renergetische Sekundérelektronen (6-Elektronen), welche aufgrund ihrer geringen Reichweite ihre Dosis
in der Nédhe der Ionenspur deponieren. Es werden ebenfalls vereinzelt hochenergetische Sekundarelek-
tronen (6-Strahlen) produziert, die eine grof3ere Reichweite haben. Der Begriff 6-Elektronen bezeichnet
alle Sekundarelektronen, wihrend 6-Strahlen sich auf die hochenergetischen Sekundarelektronen be-
zieht, da deren Ionisationsmuster wie eine Strahlung aussieht, welche vom Primérteilchen abgestrahlt
wird. Die maximale Reichweite r,,,, der 5-Elektronen hingt von der Energie E des Ions mit r,,,, o< E17
ab [31]. Die Dosisverteilung der Ionentrajektorie, inklusive der 6-Elektronen wird im Folgenden auch
als (Ionen-)Bahnstruktur bezeichnet. Die Dosisdeposition in der transversalen Ebene zur Flugrichtung
des Tons (radiale Dosisverteilung) wird durch eine 1/r?-Abhéngigkeit von dem radialen Abstand r zum
Ion beschrieben. Dabei wird die Dosis innerhalb eines inneren Radius r,,;, oft als konstant angenommen,
oberhalb eines maximalen Radius r,,,, fillt der Dosisbeitrag, auf Grund der begrenzten Reichweite der 6-
Elektronen, auf null ab [11], [32]-[34]. Da die Dosis eine makroskopische Grof3e bezeichnet,bezieht sich
auf mikroskopischen Grof3enskalen auf die deponierte spezifische Energie. Das Konzept, die Dosisdeposi-
tion von Ionen durch die mittlere deponierte spezifische Energie als Funktion des Radius zu beschreiben,
wird amorphe Bahnstruktur genannt. Die amorphe Bahnstruktur von Ionen unterschiedlicher Energien
ist in Abbildung 2a dargestellt. Diese Art der Beschreibung deponierter spezifischr Energie stellt eine
Abstraktion dar, bei der einzelne Ionisationen vernachldssigt und nur die mittlere Energiedeposition
betrachtet wird. Die amorphe Bahnstruktur ist zur Simulation der Strahlenwirkung aus rechnerischen
Griinden vorteilhaft und wird im LEM angewendet [11]-[15]. Es gibt jedoch keine vollstindige Einig-
keit, ob die amorphe Bahnstruktur eine angemessene Beschreibung der mikroskopischen Dosisdeposition
darstellt. Die Arbeiten von Nikjoo et al. [25], [35], [36] und andere [22], [23], [26]-[28] fithren deshalb
ihre Simulationen auf der Ebene einzelner Ionisationen durch. Um die unterschiedliche Betrachtungs-
weise der Energiedeposition beider Ansitze zu verdeutlichen, ist eine Monte-Carlo Simulation einzelner
0-Elektronen eines Kohlenstoffions der Energie 1 MeV/u in Abbildung 2b dargestellt.
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Abbildung 2: Mikroskopische Dosisverteilung geladener Teilchen in Wasser, auf zwei Abstraktionsebenen.
Abbildung a zeigt die mittlere deponierte spezifische Energie als Funktion des radialen Abstands zum
Spurzentrum, auch amorph Bahnstruktur genannt (angepasst aus Ref. [37]). Abbildung b zeigt die si-
mulierten Sekundérelektronen von Kohlenstoffionen (angepasst aus Ref. [30]). Die verschiedenen Farben
der Spuren kodieren fiir verschiedene Energien.

2.1.3 Indirekter Strahlungseffekt

Bei dem Mechanismus der Ionisation wird zwischen dem direkten und dem indirekten Effekt unter-
schieden. Als direkten Effekt bezeichnet man Ionisation durch die Photonen- oder Ionenstrahlung, oder
deren Sekundérelektronen. Bei dem indirekten Effekt wird das Medium, welches zum gro3ten Teil aus
Wasser besteht, ionisiert, wodurch freie Radikale gebildet werden, u. a. auch reaktive Sauerstoffspezies
(ROS, engl. Reactive Oxygen Species). Diese Radikale konnen ihrerseits molekulare Schéden verursa-
chen. Zwischen ihrer Entstehung und ihrer Rekombination diffundieren die Radikale, wodurch eine
Ausschmierung des Effekts stattfindet. Im Falle einer Bestrahlung durch Photonen erwartet man durch
die Ausschmierung keine Verdnderung der mikroskopischen Dosisdeposition, da diese als homogen an-
genommen wird. Bei der mikroskopischen Dosisdeposition der Ionenstrahlung wird eine Verbreiterung
des Effekts um die Ionenbahn und damit eine Abnahme des maximalen Effekts erwartet. Wie auch bei
der Betrachtung der Dosisdeposition gibt es zwei Arten, die Diffusion zu betrachten: die Nachverfolgung
einzelner Molekiile wéhrend einer Zufallsbewegung oder durch eine Verbreiterung des Effekts, durch
dessen Faltung mit einer zweidimensionalen Gauf3-Verteilung.

Bei Photonenstrahlung wird etwa 1/3 des gesamten Effekts durch den direkten Effekt vermittelt und
2/3 durch den indirekten Effekt [38]. Bei Ionenstrahlung sind diese Verhiltnisse vertauscht [39]. Die Le-
bensdauer und damit verbunden die mittlere Diffusionsldnge sowie die Wirksamkeit der Radikale héngt
vom Sauerstoffgehalt des Mediums ab. Somit wird unter hypoxischen Bedingungen die Wirksamkeit der
ionisierenden Strahlung verringert, wie stark héngt jedoch von der Strahlenqualitit ab. Dieser Einfluss
wird als Sauerstoffeffekt bezeichnet und spielt eine wichtige Rolle in der Strahlenbiophysik.




2.2 Radiobiologie

2.2.1 Zellen

Im Kontext dieser Arbeit werden ausschlie3lich Saugerzellen behandelt, da nur diese relevant fiir die
Anwendung der Strahlentherapie sind. Zellen gelten als kleinste lebende biologische Einheit, da sie
sich selbststdndig replizieren konnen. Bei Vielzellern sind die Zellen im Verbund organisiert und bilden
dabei Organe, welche aus unterschiedlichen Geweben bestehen. Alle Zellen besitzen eine Membran,
welche ihr Zytoplasma nach auf3en hin abgrenzt. Sdugerzellen enthalten weiterhin viele unterschiedli-
che Zellorganellen, von denen der Zellkern als am empfindlichsten gegeniiber ionisierender Strahlung
angesehen wird [40]. Dieser enthélt die Desoxyribonukleinsdure (engl. desoxyribonucleic acid, DNA),
welche die Erbinformation der Zelle tragt (Kap. 2.2.1). Die Erbinformation wird iiberwiegend als Vor-
lagen zur Synthese von Proteinen benutzt. Proteine bilden die molekulare Maschinerie der Zelle und
bestehen aus Aminosdureketten. Der Schliisselaspekt, der die Zelle zur kleinsten biologischen Unterein-
heit macht, ist ihre Fahigkeit, sich in zwei identische Tochterzellen zu teilen, welche sich wiederum teilen
und differenzieren konnen.

Der Lebenszyklus einer Zelle wird als Zellzyklus bezeichnet. Dieser beginnt mit der ersten gap-Phase
(G1-Phase), in der sich Zellen hauptsichlich auf die Synthese-Phase (S-Phase) vorbereiten. Wahrend der
S-Phase wird eine exakte Kopie der DNA angefertigt (Kap. 2.2.1). In der gap-Phase (G2-Phase) berei-
ten die Zellen sich auf die Mitose (M-Phase) vor. Als Abgrenzung zur Mitose werden die G1-, S- und
G2-Phase zur Interphase zusammengefasst. In der M-Phase teilt sich die sogenannte Mutterzelle in zwei
Tochterzellen. Die zwei Tochterzellen werden als neue Zellen angesehen, deren Zellzyklus wieder mit
der G1-Phase beginnt. Die typische Dauer des Zellzyklus von Saugerzellen betragt 12 bis 24 Stunden
[41]. Zellen konnen auch in eine Ruhe-Phase (G0O-Phase) treten, in der sie stationir in einem G1-Phasen
dhnlichem Zustand verbleiben. In bestimmten Fillen konnen diese Zellen aber auch wieder in den Zell-
zyklus iibergehen. Gutartige Zellen gehen in GO-Phase iiber, wenn diese von anderen Zellen umringt
sind, was als Kontaktinhibition bezeichnet wird. Werden die Nachbarzellen entfernt, so konnen die ver-
bleibenden Zellen wieder in die G1-Phase eintreten. Zellen kénnen im Zellzyklus arretiert werden, falls
diese Schaden erleiden. Der Zweck des Zellzyklusarrest ist, Schdden reparieren zu kénnen, bevor zur
nédchsten Phase fortgeschritten wird. Die Regulation des Fortschritts im Zellzyklus wird {iber sogenannte
cell cycle checkpoints realisiert [42].

Organisation der DNA

Bei der DNA handelt es sich chemisch gesehen um ein Polymer, dessen Untereinheiten als Nukleotide
bezeichnet werden. Nukleotide setzen sich aus dem Zucker Desoxyribose, einem Phosphatrest und einer
Nukleinbase zusammen. Die Phosphat- und Desoxyribose-Molekiile bilden einen sich wiederholenden
Strang. Die Nukleinbasen sind jeweils mit der Desoxyribose verbunden. Die Nukleotide unterscheiden
sich durch die enthaltene Base. Die vier Arten der Basen sind: Adenin (A), Thymin (T), Guanin (G)
und Cytosin (C). Die DNA liegt im Normalfall in einer Doppelhelix vor, bei der die gegeniiberliegenden
Stréange von Wasserstoffbriicken zwischen den Nukleinbasen zusammengehalten werden. Dabei stehen
sich immer jeweils A-T und C-G gegeniiber. Die Reihenfolge der Nukleinsdure beinhaltet die genetische
Information. Ein Gen bezeichnet eine DNA-Sequenz, welche mithilfe mehrerer Syntheseprozesse zu ei-
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nem Protein exprimiert werden kann. Dieser Vorgang wird Genexpression genannt und lasst sich in zwei
Schritte unterteilen: zuerst werden Gene mithilfe von Enzymen in messenger-Ribonukleinsdure (mRNA)
kopiert (Transkription). Im zweiten Schritt, der Translation, wird aus der mRNA eine Aminosauresequenz
synthetisiert, welche dann zu einen funktionalen Protein gefaltet wird. Hierbei stellen Aminoséduren die
Grundsteine der Proteine dar. Zu den Aufgaben der Proteine gehdren unter anderem, die Genexpression
zu regulieren und DNA-Schéaden zu reparieren.

Die Funktion der nicht-kodierenden Bereiche der DNA ist noch nicht ginzlich geklart. Eine der bekannten
Funktionen ist z. B. die Regulation der Genexpression; dadurch konnen diese ebenso essenziell fiir das
Zelliiberleben wie die kodierenden Bereiche der DNA sein.

.|’
DNA-Doppelhelox /I

"Perlen auf einer
Schnur”

flexibles

30-nm Riickgrat

Chromatinfaser

Abschnitt eines
Chromosoms

Protein

kondensierter
Abschnitt eines
Chromosoms

mitotisches
Chromosom

Chromatin

(a) DNA-Organisation (b) Chromatin-Loops

Abbildung 3: Darstellungen der unterschiedlichen DNA-Organisationsebenen bzw. Verdichtungsstufen.
Abbildung a zeigt eine Ubersicht der unterschiedlichen Organisationsebenen, von Doppelhelix bis zu
den Chromosomen (angepasst aus Ref. [43]). Abbildung b zeigt die vermutete Organisationsebenen der
Chromatin-Loops auf einer Lingenskala von 540 nm, &2 Mbp; die einzelnen Elemente sind jeweils an
der Kernmatrix befestigt (angepasst aus Ref. [44]).

Das typische Genom (Gesamtheit der Triger von Erbinformationen) eines Séugers enthilt ca. 6 - 10° bp
bei einer Gesamtldnge der DNA-Molekiile von zwei Metern. Damit das Genom in den Zellkern passt,
muss es auf einige um-Lange verpackt werden. Zu diesem Zweck wird die DNA um Histone gewi-
ckelt. Eine Einheit davon wird als Nukleosom bezeichnet. Zwischen den Nukleosomen befindet sich
Linker-DNA, woraus sich ein Nukleosom-Array in der Form von Perlen auf einer Schnur ergibt. Diese
DNA-Verdichtungsstufe hat einen Durchmesser von 11 nm. Es wird angenommen, dass die nidchsthohere
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Verdichtungsstufe die Chromatinfaser mit einem Durchmesser von 30 nm ist. Die weiteren Verdichtungs-
stufen sind bisher nicht vollstdndig aufgedeckt. Die hochste Verdichtungsstufe liegt vor, wenn die DNA
wiahrend der Mitose zu Chromosomen verpackt vorliegt. Eine schematische Darstellung der verschiede-
nen Verdichtungsstufen ist in Abbildung 3a aufgefiihrt. Obwohl die Organisation der DNA zwischen der
Organisationsstufe der Chromatinfaser und den Chromosomen noch nicht génzlich geklart ist, gibt es
Hinweise darauf, dass die so genannten Chromatin-Loops (Abb. 3b) eine wichtige Rolle fiir die Integritét
des Genoms spielen [44]-[47]. Es wird erwartet, dass die die Chromatin-Loops etwa 2 Mbp enthalten
[3].

Wiahrend der Interphase liegen Teile der DNA locker verpackt vor. Diese werden als Euchromatin be-
zeichnet. Dichter verpackte DNA wird als Heterochromatin benannt. Bei Heterochromatin wird zwischen
konstitutivem Heterochromatin, welches in allen Zellen als Heterochromatin vorliegt, und fakultativem
Heterochromatin, das nur in einigen Zellen als Heterochromatin vorliegt, unterschieden. Kodierende
Bereiche der DNA, die translatiert werden, liegen meist als Euchromatin vor, wihrend die inaktiven
Bereiche eher als Heterochromatin verpackt werden.

DNA-Replikation

Eine stark vereinfachte Beschreibung der DNA-Replikation wahrend der S-Phase ist, dass die Doppelhe-
lix enzymatisch katalysiert in zwei einzelnen Strédngen aufgetrennt wird. Zu diesen werden anschlie3end
komplementire Strange synthetisiert, sodass am Ende des Prozesses die DNA in doppelter Ausfiihrung
vorliegt. Jede Tochterzelle bekommt wihrend der Zellteilung je eine Kopie der DNA. Aufgrund der Gro-
Be und Komplexitat der DNA sowie der Wichtigkeit einer korrekten Replikation, ist die Replikation ein
hoch komplexer und stark regulierter Prozess. Aktive DNA-Replikationsstellen werden als Replikons be-
zeichnet. Davon sind wéhrend der Replikation ca. tausend gleichzeitig aktiv. Untersuchungen der Re-
plikationskinetik zeigen, dass die Replikation zundchst an wenigen Orten beginnt und anschliel3end an
sehr vielen gleichzeitig stattfindet [48], [49]. Die Anzahl der replizierten Basenpaare pro Zeiteinheit
hat eine feste Obergrenze. Dadurch wird die DNA, nach einer anfanglichen Beschleunigung, mit einer
konstanten Geschwindigkeit repliziert, die gegen Ende der S-Phase wieder abfillt. Die Stellen, an denen
die Replikation startet, sind zum Teil zufdllig und zum Teil durch die Replikation an einem benachbarten
DNA-Abschnitt induziert [49]. Bereiche der DNA, welche die Eigenschaften euchromatisch, kodierend
und stark exprimiert aufweisen, haben eine hohere Wahrscheinlichkeit fiir eine spontane Initiation der
Replikation und werden damit eher in der frithen S-Phase repliziert [50]-[53]. Die Replikation in he-
terochromatischen, nichtkodierenden und schwach exprimierten Bereichen der DNA wird eher durch
benachbarte Replikons induziert und finden damit in der Mitte bis Ende der S-Phase statt. Damit ist die
zeitliche Abfolge der Replikation wie folgt: Euchromatin, fakultatives Heterochromatin und zuletzt kon-
stitutives Heterochromatin. Da die Initiation der einzelnen Replikons ein statistischer Prozess ist, sind
die Uberginge flieBend und iiberlappend. Ein Untersuchung der Replikationskinetik zeigt, dass bis zur
Mitte der S-Phase das Euchromatin weitgehend repliziert ist [49].

2.2.2 Strahleninduzierte zellulire Effekte und DNA-Schiden

Die strahleninduzierten Ionisationen biologisch aktiver Molekiile fiihren zu deren Schidigung, welche
zu Fehlfunktionen auf zelluldrer oder hoherer Ebene fithren konnen. Das Spektrum der durch Strahlung
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induzierten Schéden ist sehr breit und betrifft alle Bestandteile einer Zelle. Als kritisches Ziel wird ty-
pischerweise die DNA angesehen, da davon nur eine Kopie vorhanden ist und als Grundlage fiir alle
anderen Bestandteile gilt. Ist die genetische Information einmal verloren, gibt es keine Moglichkeit diese
wiederherzustellen. Andere Komponenten der Zelle liegen hingegen in mehrfacher Ausfithrung vor und
werden ohnehin kontinuierlich produziert [40]. Ionisierende Strahlung kann zu Strangbriichen, Verlust
oder Modifikation von Basen oder Bildung von Dimeren und weiteren Verdnderungen (siehe Abb. 4a)
fiihren. Als schwerwiegendster DNA-Schaden wird der Doppelstrangbruch (DSB) angesehen [54], [55],
da dies eine vollstindigen Trennung der DNA-Doppelhelix bedeutet. Bei den anderen Schadensarten
bleibt die Struktur der DNA erhalten. Vereinzelte DSB sind in Zellen nicht selten und konnen meistens
gut repariert werden. Das Aufeinandertreffen mehrerer DNA-Schiden in rdumlicher Néhe fiihrt zur Ent-
stehung von DNA-Fragmenten. Das richtige Zusammenfiigen mehrerer DNA-Fragmente ist nicht mehr
trivial, wodurch diese Schiden ernster als einzelne DSB sind. Das Aufeinandertreffen von DNA-Schiden
wird als DNA-Schadensclusterung bezeichnet. Eine DNA-Schadensclusterung, welche zusammengefasst
einen schwereren Schaden darstellen als die einzelnen Schéden, wird Interaktion von Schiaden genannt.
Es gibt unterschiedliche Hypothesen, auf welcher Langenskala die biologisch relevante Interaktion von
Schéden stattfindet. Die GréRenordnungen reichen dabei von der nm-Skala [18], [19], [22], [23], [25],
[35], [36] bis zur um-Skala [3], [4], [11]-[15]. Mit der DNA-Schadensinteraktion auf der nm-Skala sind
multiple Strangbriiche im Abstand einiger Basenpaare gemeint. Diese konnen nach Komplexitét klassi-
fiziert werden, wie in Abbildung 4b nach den Arbeiten von Nikjoo et al. [25], [35], [36] beispielhaft
dargestellt ist. Dabei werden DNA-Segmente von 54 bp (~ 16nm) betrachtet [56]. Ein Beispiel fiir die
Schadensclusterung auf der um-Skala (0.54 um) ist in Abbildung 4c dargestellt. Dabei handelt es sich die
Groflenordnung der Chromatin-Loops, welche durch das GLOBLE-Modell und LEM beriicksichtigt wird.
Die Schadensklassen selbst werden spiter, im Zusammenhang der radiobiologischen Modelle, genauer

erortert.

2.2.3 DNA-Reparaturwege

Saugerzellen verfiigen iiber spezialisierte Reparaturwege fiir die verschiedene Arten der DNA-Schédden.
Zur Modellierung des Zelliiberlebens spielen DSB die wichtigste Rolle. Deshalb werden nur diese in
der vorliegenden Arbeit ndher beleuchtet. Die zwei hiufigsten und am meisten untersuchten DSB-
Reparaturwege sind Non Homologous End Joining (NHEJ) und Homologous Recombination (HR). Zu
diesen zwei Reparaturwegen existieren alternative Reparaturwege die eine sehr hohe Fehlerquote auf-
weisen. Bei der Modellierung des Zelliiberlebens ist die Fidelitdt der Reparaturwege relevant, da eine

Fehlreparatur von DSB zu schwerwiegenden genetischen Schédigungen fiihren kann [58].

Non Homologous End Joining

Der Reparaturweg NHEJ stellt die einfachste Form der DSB-Reparatur dar, in dem beide offenen DNA-
Enden verkniipft werden [59]. Dieser Reparaturweg steht wiahrend des ganzen Zellzyklus zur Verfiigung
[60]. Die Prozedur kann in vier Schritte unterteilt werden. Als erstes bindet der Ku70/80 Heterodimer an
das offene DNA-Ende. Dieser Komplex rekrutiert und aktiviert die dazugehorige katalytische Untereinheit
(DNA-PKCS). Im zweiten Schritt werden die DNA-Enden berarbeitet, um Uberstdnde zu entfernen. Im
dritten Schritt werden fehlende Basen der Doppelhelix aufgefiillt. Im vierten Schritt werden die DNA-
Enden durch die Ligase 4 verkniipft.
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Abbildung 4: Abbildung a zeigt eine Auswahl typischer DNA-Schéden die durch ionisierende Strahlung
hervorgerufen werden (angepasst aus Ref. [30]). Abbildung b zeigt die Clusterung von SSB und DSB
auf der nm-Skala [56] (Abb. angelehnt an die in Ref. [57]). Die Striche stellen in der Skizze das Zucker-
Phosphat-Riickgrat der DNA dar, die Punkte die Basen und x stehen fiir Strangbriiche. Abbdildung
¢ zeigt DSB-Cluster auf der um-Skala, wie diese im GLOBLE-Modell und LEM verwendet werden
(angepasst aus Ref. [3]).

Homologe Rekombination

Der Reparaturweg HR repariert DSB, indem die beschéddigte Sequenz von dem Schwesterchromatid ko-
piert wird. Das Schwesterchromatid bezeichnet die identische Kopie des DNA-Abschnitts, welche wih-
rend der S-Phase synthetisiert wird. Dadurch wird dieser Reparaturweg als fehlerfrei angesehen. Das
Vorhandensein eines Schwesterchromatids ist jedoch erforderlich, wodurch die HR nur in der S- und
G2-Phase zur Verfligung stehen kann [61]. Der Reparaturweg wird durch eine Resektion der DNA an der
Bruchstelle eingeleitet. Nach der Resektion lagern sich Proteine am DNA-Strang an, um ihn zu stabili-
sieren. Das so formierte Nukleoproteinfilament dringt in das Schwesterchromatid ein und bildet den
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sogenannten D-Loop. Anschlielfend wird die DNA iiber die Bruchstelle hinaus synthetisiert, um die
fehlende genetische Information aufzufiillen. Danach wird der DNA-Strang wieder freigegeben. Dabei
spielt das Protein Rad54 eine Rolle [62]. Der freigegebene Strang lagert sich hinter der Bruchstelle an
den anderen Strang an. Danach werden fehlende Basen aufgefiillt und iiberstehende Strénge entfernt.
Schlief3lich werden die offenen Verbindungen des DNA-Zuckerphosphatriickgrats verkniipft.

2.2.4 Zelliiberleben

Im Rahmen dieser Arbeit wird die klonogene Zelliiberlebenswahrscheinlichkeit, auch als (Zell-) Uberleben
oder Koloniebildungsfahigkeit bezeichnet, untersucht. Das Zelliiberleben gibt die Wahrscheinlichkeit an,
dass eine einzelne Zelle innerhalb von ein bis zwei Wochen eine Kolonie mit mindestens 50 Zellen
ausbildet [63]. Diese Definition gilt fiir alle in dieser Arbeit aufgefiihrten Ergebnisse. Der Zusammen-
hang zwischen der Dosis und dem Zelliiberleben wird auch als (Zell-)Uberlebenskurve bezeichnet. Der
Ausdruck Effekt bezieht sich hierbei meistens auf den negativen natiirlichen Logarithmus des Zelliiber-
lebens. Es ist zu beachten, dass ebenfalls andere Definitionen des Zelliiberlebens existieren, die z. B. die
Teilungsfahigkeit aufder Acht lassen und sich auf den Metabolismus von Zellen beziehen.

Das Zelliiberleben wird experimentell in Zellkulturen bestimmt. Dabei werden normalerweise Zelllini-
en verwendet. Das sind Zellen, die urspriinglich aus Normal- oder Tumorgewebe entnommen wurden,
jedoch einige der normalen Eigenschaften (aufgrund von Mutationen oder gentechnischen Modifika-
tionen) nicht mehr aufweisen. Dies kann z. B. in einer fehlenden Differenzierung oder unendlichen
Teilungskapazitit resultieren. Damit spiegeln Zelllinien also nicht den natiirlichen Zustand eines somati-
schen Gewebes wieder und konnen je nach Zelllinie weitere Abweichungen aufweisen. Allerdings eignen
sich Zelllinien als Modellorganismen, da sie sich gut charakterisieren lassen und mit ihnen durchgefiihrte
Experimente zu reproduzierbaren Ergebnissen fiihren. Bei dem Transfer der Ergebnisse zu Normal- oder
Tumorgewebe muss die allerdings Auswirkung der speziellen Eigenschaften der verwendeten Zelllinien
bedacht werden. Dies geschieht oft, indem Experimente mit unterschiedlichen Zelllinien wiederholt wer-
den. Dariiber lasst sich bestimmen, welche der Eigenschaften zelllinienabhéngig und welche -unabhingig
sind.

Einfluss des Zellzyklus

Wiahrend der S-Phase haben Zellen eine hohe Resistenz gegeniiber Photonenstrahlung. Gegeniiber
hoch-LET-Strahlung sind Zellen wiahrend der S-Phase jedoch empfindlich. Dies ist am Beispiel von der
Hamsterfibroblasten-Zelllinie V79 nach 5 Gy Photonenstrahlung und 53 Gy Uranionenbestrahlung in Ab-
bildung 5 aufgefiihrt. Die Dosen wurden so gewahlt, dass sie zum gleichen mittleren Effekt fiihren. Die
Dosis der Uranbestrahlung ist viel hoher, da Uranionen aufgrund ihres hohen LET zu einer reduzierten
RBE fiithren.

Daraus lasst sich ableiten, dass das Zelliiberleben von gegenldufigen Effekten abhidngt, deren Auspra-
gung von der Strahlenqualitdt abhingig ist. Wahrend der S-Phase wird der fehlerfreie Reparaturweg HR
verfligbar, was zu einer Erhohung der Resistenz gegeniiber Photonenstrahlung fiihrt. Schwerionenbe-
strahlung induziert allerdings komplexere DNA-Schédden als Photonenbestrahlung. Ebenfalls vergroRert
sich der Zellkern wahrend der S-Phase, wodurch dessen Wahrscheinlichkeit von Ionen getroffen zu wer-
den vergrol3ert.
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Abbildung 5: Zellzyklusspezifisches Uberleben von V79 Zellen nach Bestrahlung mit 5 Gy Photonen-
strahlung bzw. 53 Gy Uranionen (2 - 10° Teilchen/cm?) zu verschiedenen Zeiten nach Synchronisation.
Die mit Photonen bestrahlten Zellen zeigen die charakteristische Resistenz wihrend der S-Phase, die mit
Uranionen bestrahlten Zellen sind wiahrend der S-Phase sensitiver (angepasst aus Ref. [64]).

2.3 Radiobiologische Modelle

Zur Beschreibung des Zelliiberlebens nach Bestrahlung mit Photonen- oder Ionenstrahlung existieren
verschiedene Modelle, die unterschiedliche Ansdtze zur Beschreibung der Strahlenwirkung verfolgen.
Im Folgenden werden die gangigen Modelle vorgestellt.

Am einfachsten lasst sich das Zelliiberleben nach Photonenbestrahlung empirisch durch das LQ-Modell
beschreiben. Bei einer semilogarithmischen Darstellung, in Abhangigkeit der Dosis, zeigt das Zelliiberle-
ben die Form eines Polynoms zweiter Ordnung. Daher ist die einfachste Darstellung des Uberlebens das
LQ-Modell, bei dem das Uberleben S durch

S(D) = exp[—(aD + 3D?)] (5)

mit der Dosis D, dem linearen Parameter a und dem quadratischen Parameter 3, berechnet wird. Diese
Parameter sind zelllinien- bzw. gewebespezifisch und werden im Folgenden als LQ-Parameter bezeichnet.
Das LQ-Modell stellt eine angemessene Beschreibung des Zelliiberlebens bis etwa 10 Gy dar. Fiir mecha-
nistische Beschreibungen des Zelliiberlebens gibt es im Wesentlichen zwei Ansatzpunkte: die Interaktion
von Schidden und die Reparatur von Schiden. Diese Ansatzpunkte konnen unabhingig voneinander
oder auch kombiniert verfolgt werden. Ein Beispiel fiir Interaktionsmodelle ist das Target-Modell [65],
bei dem angenommen wird, dass Zellen aus mehreren Targets (*1-3) bestehen. Sobald eine gewisse
Energie innerhalb aller Targets deponiert wurde, fithrt dies zum Zelltod. Dieses Modell zeigt jedoch
Diskrepanzen mit experimentellen Daten; unter anderem kann die Steigung der Uberlebenskurven bei
niedrigen Dosen nicht erklart werden [30]. Ein Beispiel fiir Reparaturmodelle ist das Repair-MisRepair
Modell (RMR-Modell) [66]. Das RMR-Modell betrachtet die zeitliche Entwicklung, bzw. die Transfor-
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mation, initialer Schiden. Dabei wird untersucht, welcher Anteil der Schiden korrekt bzw. fehlerhaft

repariert wird.

Das Microdosimetric-Kinetic Model (MKM) [67] wurde als Erweiterung des RMR-Modells [66] und des
Lethal and Potentially Lethal Model (LPL-Modell) [68] entwickelt. Das MKM verfolgt sowohl den Ansatz
der Interaktion als auch den der Reparatur von Schiden. Dabei werden letale (Typ I) und subletale
Schéden (Typ II) auf DNA-Doménen der Grolde 1 Mbp proportional zur deponierten spezifischen Energie
induziert. Anschliel3end werden Reparaturkinetiken iiber Differentialgleichungen dargestellt, welche die
Reparatur von Typ II Schiden, Umwandlung von Typ II Schidden zu Typ I und die Bildung von Typ I
Schiden durch die Interaktion von Typ II Schiden beschreiben. Die direkte Induktion von Typ I Schaden
und Typ II Schiden, die sich in Typ I umwandeln, tragen zum linearen Term der Uberlebenskurve bei.
Der quadratische Term wird mit der Interaktion von Typ II Schidden assoziiert. Es wird vermutet, dass
es sich bei Typ II Schiden um DSB handelt. Typ I Schiden werden nicht genauer spezifiziert. Uber die
empirische Beschreibung von Reparaturkinetiken der Typ II Schaden kann das MKM Dosiseffektkurven
mit zeitlich ausgedehnter Bestrahlung, Zeit-Dosis-Effekte genannt, beschreiben.

Das Blophysical ANalysis of Cell death and chromosome Aberrations (BIANCA)-Modell [69], [70] sagt
das Zelliiberleben aufgrund der Induktion von chromosomalen Aberration vorher. Dabei wird die In-
duktionsrate von cluster lesions, einem DNA-Schaden der zu zwei unabhingigen freien chromosomalen
Enden fiihrt, und die Interaktionsreichweite der cluster lesions an Daten angepasst. Zur Beschreibung
von Zelliiberlebenskurven nach Ionenbestrahlung wird die Induktionsrate der cluster lesions neu ange-
passt, wahrend die Interaktionsreichweite derselben Zelllinie aus Experimenten mit Photonenstrahlung

verwendet wird.

McMahon et al. [71] stellen ein Modell vor, das DSB-Induktion, DSB-Reparaturwegwahl, Reparatur-
wegglite, Reparaturkinetiken, chromosomale Aberrationen und Zelliiberleben in einem gemeinsamen
Gleichungssystem mit einander in Verbindung setzt. Durch elf freie Modellparameter, zwei zelllinienspe-
zifische und neun zelllinienunabhingige, konnen DSB-Reparaturkinetiken, Fehlreparaturrate, chromo-
somale Aberrationen, Mutationsraten und Zelliiberleben fiir Zellen in G1- oder G2-Phase miteinander in
Verbindung gebracht werden. Die einzelnen Endpunkte werden iiber empirische Befunde oder heuristi-

sche Annahmen miteinander verkniipft.

Das GLOBLE-Modell [3] betrachtet die Interaktion von DSB auf der Gréenordnung von 2 Mbp, den
Chromatin-Loops. Ein DSB pro Chromatin-Loop wird als iDSB und zwei DSB pro Chromatin-Loop wer-
den als cDSB bezeichnet. Den zwei Schadensklassen werden Letalititen zugewiesen, welche eine Wahr-
scheinlichkeit angeben, mit der diese Schaden zum Zelltod fiihren. Die Arbeit von Lisa Herr [72] konnte
zeigen, dass iiber eine kinetische Erweiterung die Reparatur von DNA-Schéden beriicksichtigt werden
kann. Dadurch lassen sich Zeit-Dosis-Effekte durch das GLOBLE-Modell, dhnlich zu den oben vorge-
stellten Modellen, beschrieben. Das zellzyklusspezifische GLOBLE-Modell betrachtet die Verfiigbarkeit
der Reparaturwege NHEJ und HR wahrend des Zellzyklus sowie deren Fidelitdt [4]. Damit ldsst sich
das Zelliiberleben synchroner Zellen an unterschiedlichen Positionen im Zellzyklus und der Einfluss von

Defiziten einzelner Reparaturwege vorhersagen.

Der typische Anwendungsbereich der radiobiologischen Modelle iiberdeckt Dosen von O bis ca. 10 Gy,
im Kontext dieser Arbeit wird dies auch als Niedrigdosisbereich bezeichnet. Fiir hohere Dosen werden
Abweichungen von der reinen LQ-Form der Uberlebenskurven beobachtet. Oberhalb eines Ubergangbe-
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reichs weisen Uberlebenskurven kleinere quadratischen Anteile auf, bis hin zu einer rein linearen Form
[5]-[10]. Der Ubergangsbereich wird im LQL-Modell durch eine konkrete Ubergangdosis angenihert.
Es ist in Bezug auf andere Modelle zu beachten, dass es sich bei dem Begriff Ubergangsdosis um keine
einheitliche Definition handelt. Bei den Beschreibungen in den Refs. [5]-[7] wird auf diese kein di-
rekter Bezug genommen, sie ldsst sich aber aus den Formen der Uberlebenskurven erahnen. Deshalb
wird der Begriff der Ubergangsdosis in abstrakter Form auch als Grenze zwischen zwei Bereichen von
Uberlebenskurven bezeichnet. Die Dosis bei der dieser Ubergang eintritt ist zelllinienabhéingig. Diese Ab-
weichung der Uberlebenskurven von der LQ-Form stellt unter anderem ein Problem fiir die Vorhersagen
der Strahlungseffekt nach hohen Dosen dar, da diese oft {iber das LQ-Modell aus dem Niedrigdosisbe-
reich extrapoliert werden. Entsprechend wird das LQ-Modell als Naherung fiir den Niedrigdosisbereich
angesehen [73]. Einige Arbeiten [5]-[7] schreiben die Abweichung von der LQ-Form den heterogenen
Radiosensitivititen von Zellen in verschiedenen Zellzyklusphasen zu. Die Form der Uberlebenskurven
kann durch das LQL-Modell angenihert werden, d. h. bis zu einer Ubergangsdosis haben die Uberle-
benskurven eine LQ- und oberhalb dieser Dosis eine rein lineare Form [8]-[10]. Fiir Anwendungen mit
dem LEM wurde ein Zusammenhang zwischen den Parametern des LQ-Modells und der Ubergangsdosis
gezeigt [74], der mechanistische Zusammenhang konnte jedoch bisher nicht geklart werden.

Da fiir Photonenstrahlung eine homogene Dosisdeposition {iber die ganze Zelle angenommen wird, muss
ein Modell zur Vorhersage des Uberlebens nur die physikalische Dosis beriicksichtigen?. Fiir Ionenstrah-
lung muss zusatzlich noch die rdumliche Verteilung der Dosis beriicksichtigt werden, welche innerhalb
von Zellkernen stark inhomogen sein kann. Die physikalischen Wechselwirkungen in Kapitel 2.1 be-
schreiben elementare Wechselwirkungen von Ionen mit infinitesimal diinnen Materieschichten. Zur
Beschreibung der gesamten Ionenspur werden track-structure codes eingesetzt. Die dafiir verwendeten
Methoden reichen von simplen eindimensionalen Parametrisierungen bis zu anspruchsvollen vierdimen-
sionalen Monte-Carlo-Simulationen [29]. Im Zusammenhang mit der Radiotherapie werden meistens
amorphe Bahnstruktur-Modelle [11], [76] oder ab initio Monte-Carlo-Simulationen einzelner Ionisatio-
nen betrachtet [22], [23], [25]-[28]. Diese Modelle finden ebenfalls in der Behandlungsplanung und
im Strahlenschutz Anwendung. Die Beschreibung durch die amorphe Bahnstruktur parametrisiert die
mittlere radiale Dosisdeposition transversal zur Ionenflugrichtung unter Vernachlassigung aller stochas-
tischer Fluktuationen der deponierten spezifischen Energie. Bei den ab initio Simulationen werden vierdi-
mensionalen Monte-Carlo-Simulationen durchgefiihrt. Dabei wird zuerst die dreidimensionale raumliche
Verteilung einzelner Ionisationen simuliert. Die vierte Dimension bezieht sich auf die zeitliche Entwick-
lung der Ionenspur. Das beinhaltet unter anderem die Bildung und Diffusion der ROS. Fiir die ab initio
Simulationen miissen sehr viele Effekte elementarer Wechselwirkungen bedacht werden, die Wirkungs-
querschnitte von Wasser und DNA, die Bildung von Sekundéirelektronen und deren Transport sowie
Bildung von ROS und deren Diffusion. Es wird erwartet, dass der hohe Genauigkeitsgrad der ab initio
Simulationen prazisere radiobiologische Vorhersagen ermoglicht als die vereinfachte Methode der amor-
phen Bahnstruktur [77]. Viele Eigenschaften der einzelnen Prozesse sind jedoch experimentell nicht
gemessen worden, sondern werden iiber theoretische oder heuristische Herleitungen beschrieben. Dem-
zufolge sind die einzelnen simulierten Wirkungsquerschnitte eher als Schatzwerte zu interpretieren [29].
Auflerdem sind ab initio Monte-Carlo-Simulationen mit hohen Rechenzeiten verbunden. Demnach ist ein

2 Es gibt Hinweise fiir eine Abhingigkeit der RBE von der Energie der Photonenstrahlung [75], dies spielt im Kontext

dieser Arbeit jedoch keine weitere Rolle.
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Argument fiir die amorphe Bahnstruktur die Einfachheit der Beschreibung der deponierten Dosis, wel-
che mit wenig Rechenzeit ausgewertet werden kann. Des Weiteren sind die Mechanismen zwischen den
initialen molekularen Schiden und den moglichen biologischen Endpunkten nicht génzlich geklart. Das
hat zur Folge, dass eine genauere Beschreibung der physikalischen Strahlenwirkung, auf dem aktuellen
Wissensstand, zu keiner genaueren Beschreibung der biologischen Strahlenwirkung fiihrt.

Das typische Vorgehen bei der Beschreibung der Strahlenwirkung ist, dass im ersten Schritt die physi-
kalische Dosisdeposition beschrieben und in einem zweiten Schritt der spezifischen deponierten Energie
ein biologischer Effekt zugewiesen wird. Das ion kill-gamma kill (IGK) Modell [76], [77] beschreibt die
physikalische Dosis iiber die amorphe Bahnstruktur. Der Effekt der Ionenstrahlung wird schlieRlich aus
der Dosiseffektkurve nach Photonenstrahlung bestimmt. Die Dosiseffektkurve nach Photonenbestrah-
lung wird dabei durch das Target-Modell beschrieben. Ahnlich dazu wurde das LEM [11]-[15] ent-
wickelt. Mithilfe der amorphen Bahnstruktur wird ebenfalls das Zelliiberleben nach Ionenbestrahlung
aus dem Zelliiberleben nach Photonenbestrahlung vorhergesagt. Die Dosiseffektkurve nach Photonen-
bestrahlung wird jedoch durch das LQL-Modell beschrieben. In der aktuellen vierten Version des LEM
[14], [15] wird die DSB-Verteilung auf der Chromatin-Loops Struktur aus der deponierten Dosis be-
stimmt und aus der Schadensverteilung wird das Zelliiberleben vorhergesagt. Das Zelliiberleben nach
Ionenbestrahlung kann ebenfalls durch das MKM vorhergesagt werden. Dafiir wird unter Zuhilfenahme
einer Parametrisierung der spezifischen deponierten Energie die Induktion der Typ I und Typ II Schiaden

ausgewertet.

Das Bestreben hinter den ab initio Modellen PARTRAC [26], [28], [78] KURBUC [25], [35], [36], [57]
Geant4-DNA [27], [79], [80] und MultiScale Approach (MSA) [22], [23] ist es, eine rein mechanistische
Beschreibung der Strahlenwirkung, unter Beriicksichtigung aller beitragender Effekte, zu liefern. Dafiir
werden mit Monte-Carlo-Methoden vierdimensionale Ionenspuren simuliert, aus denen strahlenbeding-
te molekularen Schiden der DNA bestimmt werden konnen. Es gibt Bestrebungen das Zelliiberleben
basierend auf den mit KURBUC simulierten Ionenspuren vorherzusagen, was mit dem aktuellen Ent-
wicklungsstand des Modells jedoch noch nicht méglich ist [57]. Die aktuelle Stand ist, dass zusatzlich
zu den molekularen DNA-Schdden Modelle beziiglich der DNA-Reparatur durch NHEJ und HR ver-
wendet werden, welche einzelne Molekiile der DNA-Reparatur beriicksichtigen. Damit kdnnen bisher
DSB-Reparaturkinetiken nach Bestrahlung mit verschiedenen Ionen wiedergegeben werden. PARTRAC
benutzt ebenfalls ein Modell zur DNA-Reparatur durch NHEJ auf molekularer Ebene [78]. Damit kon-
nen korrekte Reparaturen, Fehlreparaturen und chromosomale Aberrationen vorhergesagt werden. MSA
wertet die molekularen Schéden nach Bestrahlung aus und verkniipft einen bestimmte Schadenscluster
auf der nm-Skala direkt mit dem Zelltod. Bei Geant4-DNA handelt es sich um ein Monte-Carlo-Modell,
welches physikalische elektromagnetische Wechselwirkungen ionisierender Strahlung auf der Ebene von

DNA-Schidden modelliert und ist damit mit den zuvor genannten ab initio Modellen vergleichbar.

Im Folgenden werden die radiobiologischen Modelle genauer vorgestellt, die in dieser Arbeit analysiert
werden. Das LQ- und LQL-Modell werden als Naherung des Zelliiberlebens nach Photonenbestrahlung
benutzt. Zur Vorhersage des Uberlebens synchroner Zellen nach Photonenstrahlung wird das GLOBLE-
Modell und nach Ionenstrahlung das LEM benutzt. Als Beispiel einer ab initio Simulation zur Dosisdepo-
sition von Ionen wird KURBUC [36] verwendet.
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2.3.1 Das linearquadratisch-lineare Modell

Das LQL-Modell wird genutzt, um den Ubergang von Zelliiberlebenskurven nach hohen Dosen Photo-
nenbestrahlung in eine lineare Form zu parametrisieren [11]. Das Uberleben wird aus

6)

exp[—(aD + D?)] D < D,
exp[—(aD, + ﬁth +Smax(D—D;))] D =D,

mit den a,f3 Parametern des LQ-Modells, der Ubergangsdosis D, und der maximalen Steigung s,,,,, vor-
hergesagt. Innerhalb des LQL-Modells ist die maximale Steigung s,,,, die Steigung der LQ-Kurve an der
Ubergangsdosis D, und somit durch

Smax = @ + 2D, @)

gegeben. Dies ist nach Ref. [8] in den meisten Fillen eine gute Ndherung. Die D, selbst ist schwierig
alleine aus Uberlebenskurven zu bestimmen. In Zusammenhang mit dem LEM [14], [15] gibt es eine
empirische Abschidtzung der D, aus dem Quotienten der LQ-Parametern a/f3 [74]:

D,=4Gy+1.1-a/p. (8)

Das LQ-Modell kann eingesetzt werden, um das Uberleben nach Photonen und Ionenbestrahlung zu be-
schreiben. Zur Charakterisierung der Form von Uberlebenskurven wird oft das a/3-Verhltnis betrachtet.
Uberlebenskurven, die ein kleines a/f-Verhiltnis (~ 2 Gy) haben, werden als schulterférmig bezeich-
net, da der quadratische Anteil hier eine signifikante Rolle spielt. Bei einem gro3en a/fB-Verhéltnis (~ 10
Gy) spricht man von einer schwach ausgeprédgten Schulter-Form, da der a-Wert die Kurve dominiert. Im
Grenzfall von 3 = 0 werden Uberlebenskurven als linear bezeichnet.

2.3.2 Das Giant Loop Binary Lesion Model

Das GLOBLE-Modell [3], [4] ist ein mechanistisches Modell zur Beschreibung des Zelliiberlebens nach
Photonenbestrahlung. Dafiir wird die Anzahl und die raumliche Verteilung der strahleninduzierten DSB
ausgewertet. Die urspriingliche Variante [3] beschreibt das Uberleben asynchroner Zellpopulationen,
die neuere Variante [4] das zellzyklusspezifische Uberleben. Bei der Erweiterung wird die zellzyklusab-
héngige Radiosensitivitdt von Zellen mit der Verfiigbarkeit und der Fidelitdt von DNA-Reparaturwegen
verkniipft. Im Rahmen dieser Arbeit wird sich immer auf die aktuelle Variante [4] bezogen, wenn von
dem GLOBLE-Modell die Rede ist.

Eine Annahme des GLOBLE-Modells ist, dass die DSB die relevanten strahleninduzierten Schiden sind,
welche zum Zelltod fithren. Dabei wird die DSB-Verteilung auf einer Chromatinstruktur hoherer Ord-
nung, den so genannten Chromatin-Loops (Abb. 3b), ausgewertet. Einzelne Chromatin-Loops mit einem
DSB werden als isolierte DSB (iDSB), Chromatin-Loops mit zwei oder mehr DSB als komplexe DSB
(cDSB) Kklassifiziert (Abb. 4c). Die hier verwendeten Werte sind 6 Gbp fiir die GenomgréRe und 2 Mbp
fiir die Grolle der Chromatin-Loops, was zu 3000 Chromatin-Loops pro Zelle fiihrt. Weiterhin wird un-
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terschieden, mit welchem Reparaturweg die DSB repariert werden kénnen; der Kombination aus DSB
Klasse und Reparaturweg wird eine Letalitdt zugewiesen. Insgesamt wird im GLOBLE-Modell zwischen
drei Féllen unterschieden: da HR als fehlerfrei angesehen wird, werden fiir HR reparierten iDSB sehr
niedrige Letalitédt €; , erwartet. NHEJ reparierte iDSB haben eine hohere Letalitét €, ; da dieser Repara-
turweg fehlerbehaftet ist. Die hochste Letalitdt wird von cDSB e, unabhédngig von dem Reparaturweg,
erwartet. Bei den ¢cDSB wird davon ausgegangen, dass auf Grund der Niahe der Schiaden eine korrekte
Zuordnung der DNA-Enden erschwert ist und damit eine korrekte Endverkniipfung durch NHEJ oder HR
unwahrscheinlich wird. Deshalb wird fiir die numerischen Werte der Letalitdten die Beziehung

ei’z < Ei,l < €. (9)

erwartet. Fiir die HR wird ein Schwesterchromatid, in rdumlicher Ndhe des beschddigten Chromatin-
Loops, benotigt; deshalb kann diese nur bei iDSBs auf so genannten gepaarten Chromatin-Loops an-
gewandt werden. Das NHEJ findet entsprechend auf den ungepaarten Chromatin-Loops statt. Die Re-
paraturwege selbst werden als Blackbox angesehen, d. h. diese werden nicht im Detail betrachtet. Es
wird lediglich der Kombination aus DNA-Schaden und Reparaturweg eine Zellinaktivierungswahrschein-
lichkeit zugeordnet. Die Hypothese beziiglich der Reparaturwegwahl ist hier, dass HR immer verwendet
wird, wenn dies moglich ist, ansonsten wird NHEJ benutzt. Da die Verfiigbarkeit der Reparaturwege
keine Rolle fiir die Reparatur der cDSB spielt, ist es irrelevant, ob sich diese auf einem gepaarten oder
ungepaarten Chromatin-Loops befinden. Die Uberlebenswahrscheinlichkeit S wird mit

S(D,t) =exp[—(€;1-n;1(D,t)+€;5-n; (D, t)+e€.-n.(D,t))] (10)

berechnet, der Parameter n;; gibt die Anzahl der iDSB auf ungepaarten Chromatin-Loops, n; , auf ge-
paarten Chromatin-Loops und n. die Anzahl der cDSB an. Diese Werte hdngen von der Dosis und dem
Replikationsstatus der Zelle ab. Die Anzahl der jeweiligen Chromatin-Loops im Laufe des Zellzyklus ist
in Abbildung 6 dargestellt. In der G1-Phase liegen alle 3000 Chromatin-Loops der Zelle als ungepaarte
Chromatin-Loops vor. Im Laufe der S-Phase geht die Anzahl der ungepaarten Chromatin-Loops auf null
zuriick, wiahrend die gepaarten linear auf 6000 ansteigen. Wahrend der G2-Phase wandeln sich die ge-
paarten Chromatin-Loops linear in ungepaarte um. Die DSB Induktionsrate pro Chromatin-Loops wird
mit Y;o,, = Ypsp/N;, aus der DSB Induktionsrate pro Gy (ypsp) und der Anzahl der Chromatin-Loops
(N;) berechnet wird. Die DSB Induktionsrate betrdgt 30 Gy fiir Zellen der G1-Phase und skaliert mit
dem DNA-Gehalt, sodass y;,,, konstant 0.01 Gy ! ist. Die Wahrscheinlichkeiten, bei einer Dosis D einen
iDSB (p;) oder einen c¢DSB (p,.) jeweils pro Chromatin-Loop zu erzeugen, werden mit

pO(D) :exp(_yloop : D) (11
pi(D) :(yloop -D)- eXp(_yloop -D) (12)
pc(D) =1—po(D)—p;(D) (13)
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Abbildung 6: Anzahl der gepaarten, ungepaarten und gesamten Chromatin-Loops wihrend des Zellzyklus
von Hamster Zellen im GLOBLE-Modell [4].

berechnet. Mit diesen Wahrscheinlichkeiten und der Anzahl der gepaarten/ungepaarten Chromatin-
Loops wird die Anzahl der iDSB auf ungepaarten Chromatin-Loops (n; ;), iDSB auf gepaarten Chromatin-
Loops (n; ) und cDSB (n.) mit

n;1(D, t) =p;(D) - N,(t) 14)
n; (D, t) =p;(D) - Ny(t) (15)
n.(D,t) =p.(D)-N,(t) (16)

bestimmt. Dabei bezeichnet N; die Anzahl der ungepaarten Chromatin-Loops, N, die Anzahl gepaarter
Chromatin-Loops und N; die Anzahl der gesamten Chromatin-Loops. Zur Berechnung des Zelliiberle-
bens, bei Defiziten im NHEJ oder HR, wird die Letalitdt des beschiadigten Reparaturweges durch die des
néchstbesten zur Verfiigung stehenden Reparaturweges (Gl. 10) ersetzt.

Die urspriingliche Variante des GLOBLE-Modells [3] betrachtet lediglich die Anzahl der iDSB und cDSB
und kann formal durch Gleichung 10, fiir den Zeitpunkt t=0 angesehen werden und vereinfacht sich

dann zu

S(D) = exp[—(e; - n;(D) + €. - n.(D))]. (17
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Dadurch hat €; die Bedeutung der mittleren Letalitidt der iDSB und wird keinem konkretem Reparatur-
weg zugeordnet. Der Parameter €, behélt seine Bedeutung als Letalitdt der cDSB. Die Anzahl der iDSB
und cDSB (n; und n.) werden aus Gleichung 14-16 n; ; und n, fiir den Zeitpunkt t=0 berechnet.

Fiir diese Variante des GLOBLE-Modells wurde in Ref. [3] der folgende analytische Zusammenhang zwi-
schen den Parametern €;,e, und den LQ-Parametern a,f3 hergestellt:

a =€; " YpsB (18)
[j:(&_i).ygﬁ (19)
2 Ypss N,

mit der Doppelstrangbruch-Induktionsrate y,sz und der Anzahl der Chromatin-Loops N;. Eine Anpas-
sung davon an das zellzyklusspezifische GLOBLE-Modell findet sich in Kapitel 3.1.9.

2.3.3 Das Local Effect Model

Das LEM [11]-[15] wurde entwickelt, um das Uberleben von Siugerzellen nach Bestrahlung mit ge-
ladenen Teilchen aus dem entsprechenden Uberleben nach Photonenbestrahlung zu extrapolieren. Das
LEM wurde in mehreren Versionen an der GSI (Darmstadt) entwickelt. In dieser Arbeit wird die vierte
Version des LEM [14] oder Local Effect Model full simulation [15] (LEMfs) verwendet. Die grundlegende
Annahme des LEM ist, dass gleiche lokale Dosen zu gleichen Effekten fiihrt, unabhédngig davon, ob diese
durch Photonen oder Ionenstrahlung deponiert wurde. Ebenso wird angenommen, dass das gleiche DNA-
Schadensmuster zum selben biologischen Effekt fiihrt. Zur Berechnung des Effekts der Ionenstrahlung
wird die lokale Dosisverteilung der Ionen anhand des Effekts der Photonenstrahlung, wie im Folgenden
beschrieben, ausgewertet.

Die radiale Dosisverteilung im Local Effect Model

Geladene Teilchen deponieren ihre Dosis entlang ihrer Spur und radial um diese verteilt. Die deponierte
Dosis ist proportional zu 1/r? mit dem Radius r. Im LEM wird angenommen, dass innerhalb der inneren
Spur mit dem Radius r,,;, die Dosis konstant ist und oberhalb eines maximalen Radius r,,,, auf Null
abfillt (Abb. 2a). Die radiale Dosisverteilung D(r) wird durch

LET .
A= 0T <Tpig
min
D(r)=A-BL ir <1 <rpa (20)
0 lmax < T

mit dem LET und der Normierungskonstante A, berechnet. Die Konstante A wird so gewéhlt, dass das
radiale Integral den LET des Teilchens wiedergibt. Der innere Radius ist geschwindigkeitsabhangig und
wird mit r,,;, = r. -, mit dem inneren Kernradius r, = 6.5 nm und dem relativistischen 3 = v/c
berechnet. Der dufere Radius r,,,, ist energieabhingig und wird mit r,,,, = yE®, mit der Energie in
MeV, dem spezifischen Spurradius bei der Energie E von 1 MeV/u y = 0.063 um - (MeV/u)"*7 und dem
Exponenten 6 = 1.7 berechnet [14].
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Um die Verbreiterung des Effekts, welche durch die Radikaldiffusion entsteht, zu beschreiben, wird eine
virtuelle Dosisverteilung verwendet. Dabei handelt es sich um die Summe aus der physikalischen Dosis
und der Wirkung der Radikale. Das wird realisiert, indem die radiale Dosisverteilung mit einer zweidi-
mensionalen Gaul3-Verteilung gefaltet wird. Die Breite 0 = 4nm der Verteilung gibt die Diffusionslange
wieder. Die resultierende virtuelle radiale Dosisverteilung D wird durch

oo
—r? /202 ’
D(r)= ¢ f dr're /207 Iy (;_rz) -D(r") (21)

0

mit dem direkten Beitrag der radialen Dosisverteilung D(r) aus Gleichung 20 und der modifizierten
Bessel-Funktion nullter Ordnung I, berechnet. Dabei handelt es sich um eine Vereinfachung, bei der die
gesamte physikalische Dosis durch die Radikaldiffusion ausgeschmiert wird.

Lokaler Effekt

Fiir die Berechnung der Uberlebenswahrscheinlichkeit nach Ionenbestrahlung wird aus der lokalen Do-
sisverteilung (Gl. 21) die DNA-Schadensverteilung berechnet. Analog zum GLOBLE-Modell (Kap. 2.3.2)
wird auch hier angenommen, dass die DNA das kritische Target beziiglich des Zelliiberlebens ist und
dass die DSB die relevanten Schiden sind. Die rdumliche Verteilung der DSB auf der um-Skala spielt
ebenfalls eine wichtige Rolle3. Die lokale Dosisverteilung wird mit der DSB Induktionsrate (ypsz = 30
DSB/Gy) ausgewertet. Es muss beriicksichtigt werden, dass bei hohen lokalen Dosen die Clusterung von
SSB ebenfalls DSB erzeugt. Dies wird durch den Dosisverstarkungsfaktor (n-Faktor)

__ N(DSB)+N(SSB + SSB = DSB)
= N(DSB) ’

(22)

mit der Anzahl der DSB N(DSB) und der DSB, die aus SSB gebildet werden N(SSB+SSB=DSB), und der
SSB Ausbeute von 1250 SSB/Gy, beriicksichtigt [12]. Die élteren LEM-Publikationen verwenden zur Ab-
schiatzung des n-Faktors eine Monte-Carlo-Methode. Eine neuere Publikation [81] stellt eine analytische
Methode zu dessen Berechnung vor.

Die Anzahl der DSB, pro kubisches Subvolumen der Kantenldnge 540 nm', wird mit einem Monte-Carlo
Verfahren bestimmt. Daraus wird die Anzahl der Subvolumina mit iDSB und ¢cDSB aus der Durchquerung
eines einzelnen Ions bestimmt. Aus der Anzahl der Schdden wird die Komplexitédt C aus

NIon

C= NIon +NIon
cDSB iDSB

berechnet, mit der Anzahl der iDSB NiI]ggB und ¢cDSB N CIS’SlB. Anschliefend wird die Photonen dquivalente

Dosis D,, berechnet, um die gleiche Schadenskomplexitét zu induzieren. Der &quivalente Effekt wird mit
E,, =—InS, (D,,) berechnet. Der Effekt eines einzelnen Ions E; wird aus

3 Historisch gesehen wurde diese Annahme jedoch zuerst in LEM gemacht, daraus hat sich dann spiter das GLOBLE-Modell

fiir Photonen entwickelt.
T Diese Subvolumina sind das Aquivalent der Chromatin-Loops in GLOBLE.
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N}on NIon
DSB DSB
E =— E,,=— -E, (24)
Nphoton q Nphoton q
iDSB cDSB

berechnet und damit die Effektivitat eines einzelnen Ions durch a; = E;/D;. Das Zelliiberleben nach
Ionenbestrahlung wird nun ebenfalls durch das LQ-Modell wiedergegeben, mit den Parametern a;,,, = a;
und Bion = (Spax — Qion/2D;). Die Werte s,,,, und D, entsprechen den Parameter des LQL-Modells zur
Parametrisierung der Dosiseffektkurve nach Photonenbestrahlung.

Die Berechnung des Zelliiberlebens nach Ionenbestrahlung durch LEM geschieht auf der Grundlage eines
einzelnen Ions pro Zellkern, auch LEM-Ein-Teilchen-Simulation genannt. Ausgehend davon wird der
Effekt fiir jede andere Dosis extrapoliert. Im LEMfs [15] wird die tatsachliche erwartete Anzahl der Ionen
fiir eine bestimmte Dosis berechnet. Die Ionentrajektorien werden zufillig iiber den Zellkern verteilt.
Die Anzahl der erwarteten DSB wird entsprechend der lokalen Dosis berechnet und das Schadensmuster
wird schlief3lich analog zur LEM-Ein-Teilchen-Simulation ausgewertet. Der Vorteil dieser Methode ist
eine bessere Beschreibung der quadratischen Komponente der LQ-Uberlebenskurve, also die inter-track-

Wechselwirkung.

2.3.4 Relative biologische Wirksamkeit

Die RBE bezeichnet den Quotient der Dosen zweier Strahlenarten welche benotigt werden, um den
gleichen biologischen Effekt zu erzielen. In dieser Arbeit wird die RBE von Ionenstrahlung, mit Photo-
nenstrahlung als Referenz, betrachtet. Damit ist die RBE

RBE = -~ (25)

D I |Tsoeffekt
mit der Photonendosis D, und Ionendosis D;. Es muss ein genauer biologischer Endpunkt definiert wer-
den, der betrachtet wird. Dies ist z. B. die RBE,, fiir 10 % Uberleben oder RBE, als a;/ a, mit den

linearen Parametern des LQ-Modells a, fiir Photonen- und a; fiir Ionenstrahlung.

2.3.5 Ein ab initio Modell der DNA-Schadensinduktion durch geladene Teilchen

Als Beispiel eines ab initio Modells zur DNA-Schadensinduktion werden die Arbeiten von Nikjoo et al. mit
dem KURBUC track-structure code [25], [35], [36] betrachtet. Diese Simulation verlauft in drei Schritten:

1. primaére Ionisationen, 6-Elektronen und Radikale werden mit einer Monte-Carlo-Methode simuliert

2. primére Ionisationen und Radikale werden mit zuféllig verteilten DNA-Strédngen {iberlagert, die
daraus entstehende chemische Verdnderung der DNA wird ausgewertet

3. chemische Verdnderungen der DNA werden nach einem Schema in DNA-Schadensklassen einge-
teilt.

Als Monte-Carlo code fiir die Simulation der Ionenbahnstruktur wird PITS [82] verwendet, um die pri-
maére Ionisation und die 6-Elektronen zu generieren. Der Elektronentransport-Code fiir die Generierung
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der 6-Elektronen und chemischen Spuren ist CPA100 [83]. Das Ergebnis dieses Rechenschritts ist die
rdumliche Verteilung aller inelastischen Interaktionen des priméren Teilchens, aller Sekundéarelektronen,
die Energiedeposition jeder Wechselwirkung, die Art der jeweiligen Interaktion sowie die Art und Po-
sition der Radikale. Diese Berechnungen wurden in Wasser durchgefiihrt, um das die DNA umgebende
Medium zu simulieren.

Im nédchsten Schritt werden die Spuren in virtuellen Zylindern eingeschlossen, welche alle primédren
und sekundaren Elektronen enthalten. Innerhalb dieser virtuellen Zylinder werden zuféllig lineare DNA-
Segmente mit einer zufélligen Ausrichtung verteilt [84]. Die direkte Interaktion wird ausgewertet, indem
die Ionisationen der DNA durch die Primér- oder Sekundéarelektronen ausgewertet wird. Die Auswertung
der indirekten Interaktion wird ausgefiihrt, indem die Radikale in einem Abstand von 4 nm um die DNA
1 ns lang verfolgt werden. Ein Strangbruch wird verursacht wenn: 1. eine Energie von mindestens 17.5 eV
in einem Zucker-Phosphat Volumen deponiert wird oder 2. mit einer Wahrscheinlichkeit von 0.13, wenn
der Strang von einem Radikal erreicht wird.

Schlief3lich werden die chemischen Alterationen der DNA in Schadensklassen eingeteilt. Die Arbeiten
von Nikjoo et al. enthalten unterschiedliche Schemata der Schadensklassen. Im Kontext dieser Arbeit
wird dasjenige verwendet, welches nur die Strangbriiche betrachtet, unabhéngig davon ob durch direk-
te oder indirekte Interaktion verursacht. Basenschdden werden bei diesem Schema vernachléssigt. Fiir
die Auswertung der Schiden werden die DNA-Strédnge in Segmente von 54 bp eingeteilt. Es wird der
komplexeste Schaden des jeweiligen Segments gewertet. Eine chemische Verdnderung des Fragments,
jedoch ohne Strangbruch, wird als no break (NB) gewertet. Einzelne SSB werden als SSB gewertet, zwei
SSB auf dem gleichen Strang als SSB* und zwei SSB auf gegeniiberliegenden Stringen, die weiter als
10 bp voneinander entfernt sind, als 2SSB. Zwei SSB auf gegeniiberliegenden Stréngen, die weniger als
10 bp von einander entfernt sind, werden als DSB gezdhlt, DSB mit einem SSB innerhalb von 10 bp als
DSB* und Segmente, die zwei DSB enthalten, als DSB*™". Weiterhin konnen diese Schidden zu komplexen
SSB (SSB, = SSB* + 2SSB) und komplexen DSB (DSB. = DSB* + DSB**) zusammengefasst werden.
Beispiele dieser Schadensklassen sind in Abbildung 4b dargestellt.
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3 Methoden

Die Methoden sind in drei Kategorien eingeteilt: Methoden zur Modellierung des Zelliiberlebens in Kapi-
tel 3.1, die experimentellen Methoden zur Bestimmung des Zelliiberlebens synchroner und asynchroner
CHO-Zellen in Kapitel 3.2 und die Methoden zur Untersuchung der amorphen Bahnstruktur in Kapitel
3.3. Dabei handelt es sich zum Teil um etablierte Methoden, welche an die durchgefiihrten Untersuchun-
gen angepasst wurden. Zum Teil wurden Methoden im Zusammenhang dieser Arbeit etabliert. Genaueres
wird in den Unterkapiteln aufgefiihrt.

3.1 Modellierung des Zelliiberlebens

Fiir die Modellierung des Zelliiberlebens wird fiir Photonenstrahlung das GLOBLE-Modell (Kap. 2.3.2)
und fiir Ionenbestrahlung das LEM (Kap. 2.3.3) verwendet. Als Input fiir das LEM wird das LQL-Modell
(Kap. 2.3.1) zur deskriptiven Beschreibung der Daten eingesetzt. Die im Folgenden vorgestellten Metho-
den stellen konkrete Anwendungsfille der Modelle fiir die untersuchten Experimente dar.

3.1.1 Parametrisierung von Zellpopulationen

In dieser Arbeit wird das Uberleben einzelner Zellzyklusphasen modelliert. Dafiir ist eine Beschreibung
der untersuchten Zellpopulation erforderlich. Im Folgenden werden Methoden zur Parametrisierung syn-
chroner und asynchroner Zellpopulationen vorgestellt.

Synchrone Zellen

Bei der Auswertung von Uberlebenskurven synchroner Zellen muss beriicksichtigt werden, dass Zellen
niemals ideal an einer bestimmten Position des Zellzyklus synchronisiert sind, sondern um eine Posi-
tion herum verteilt sind. Ferner wurden die Zellen mit unterschiedlichen Methoden (mitotic shake-off,
Elutritation, Kontaktinhibierung) synchronisiert, woraus unterschiedliche Synchronisationsqualitédten re-
sultieren. Eine Parametrisierung wird eingefiihrt, welche dies beriicksichtigt und damit erlaubt, Uberle-
benskurven verschiedener Synchronisationsqualitdten zu vergleichen. Bei dem hier verwendeten Ansatz
wird angenommen, dass die Zellpopulationen einer Gaul3verteilung mit der Synchronisationsbreite o,
um eine bestimmte Position im Zellzyklus verteilt sind. Soweit entspricht diese Parametrisierung der von
Hufnagl et al. [4] beschriebenen Vorgehensweise. In dieser Arbeit wird zusatzlich beriicksichtigt, dass
Zellen eine gewisse Zeit nach Aussaat in der sogenannten lag-Phase verbringen, bevor sie im Zellzyklus
in die G1- und weitere Phasen kommen. Die Zellpopulationsverteilung 7 ist durch

2
n(t,7) = exp [—% (%) ] (26)
sync

gegeben und gibt den Anteil der Zellen zur Zeit nach Mitose 7, zum Zeitpunkt ¢t nach Synchronisation,
mit der Lange der Lag-Phase t, und Synchronisationsbreite o, an. Um Uberlebenskurven synchroner
Zellen miteinander vergleichen zu konnen, kann die Zeit nach Synchronisation t in Zeit nach Mitose 7
mit T = t — t, umgerechnet werden. Da fiir jede Zelle, die den ersten Zellzyklus durchlaufen hat zwei
neue am Anfang des nichsten entstehen, muss die Zellpopulationsverteilung intervallweise ausgewertet
werden. Dies ergibt die Zellzyklusverteilung p
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ﬁ(T,t)ZZZk-”r)(T+kT,t)+5(T)-J n(t, t)dt (27)
- _

(to+5:Tsync)

p(7,t) 2@ (28)

mit der nicht Normierten Verteilung p, der Zellverdopplungszeit T, dem Zahler der Zellteilungen nach
der Synchronisation k und dem Normierungsfaktor c. Durch den zweiten Term werden die Zellen in
der Lag-Phase mithilfe der Delta-Distribution 6 formal dem Zeitpunkt T = 0 zugeordnet. Die Zelllinien,
die in dieser Arbeit untersucht wurden, haben eine Zellverdopplungszeit von T = 12h und wurden bis
zu 15h nach Synchronisation untersucht. Entsprechend ist es wichtig, die Gleichung 28 fiir k = 0,1
auszuwerten, um die Zellteilung zu beriicksichtigen. Durch die Zellteilung kommen neue Zellen hinzu,
wodurch der Normierungsfaktor ¢ keine Konstante ist und fiir jeden Wert von t neu ausgewertet mit
c= f OT p(7,t)dt werden muss. Zur Berechnung des Anteils der Zellen f in G1-, S- und G2/M-Phase
wird die Dichte p iiber dem entsprechenden Intervall des Zyklus integriert:

Te1
fclzf p(T,t)dT (29)
OTG1+T5
fS :J P(T, t)dT (30)
Te1
T
feam :f p(T,t)dr. (31
Tg1+Ts

Hierbei sind Tg, Ts und Tgy )y die Langen der G1-, S- und G2/M-Phase (entsprechend 4h, 6h und
2h) und es gilt T = Ty + T + Tgy/y- Die G2- und M-Phase wird bei dieser Art der Untersuchungen
zusammengefasst, da sie sich auf Grund ihres DNA-Gehalts nicht unterscheiden lassen. Die Messungen,
welche zur Analyse des Zellzyklus zur Verfiigung stehen, wurden in dieser Arbeit mit der in Kapitel 3.2.1
beschriebenen Methode der Durchflusszytometrie durchgefiihrt. Bei Daten aus anderen Quellen wurde
dhnlich verfahren. Daraus ergeben sich die Anteile der Zellen zu verschiedenen Zeitpunkten in einzelnen
Zellzyklusphasen (t, fg1, fs, fg2/m)- Zur Bestimmung der Populationsparameter werden die Funktionen
aus den Gleichungen 29-31 simultan mit der in Kapitel 3.1.4 beschriebenen Methode an Daten angepasst.
Die Unsicherheiten der Anteile von Zellen in den einzelnen Zellzyklusphasen werden als ein konstanter
Wert angenommen. Die Untersuchung der quadrierten Differenzen von Datenpunkten und den ange-
passten Funktionen ergab, dass eine Unsicherheit von o = 0.1 im Mittel zu einem reduzierten 2%-Wert
von 1 fiihrt und damit einen angemessenen Schiatzwert fiir die Unsicherheit darstellt.

Bei diesem Vorgehen wird die Zellzyklusverteilung nicht nur aus der Messung eines einzelnen Zeitpunk-
tes, sondern aus der zeitlichen Entwicklung aller Punkte der Messreihe bestimmt. Dieser zeitliche Verlauf
wird im Folgenden auch als Zellzykluskinetik bezeichnet.
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Asynchrone Zellen

Die Zellzyklusverteilung asynchroner Zellen wird als Exponentialfunktion angenommen, welche durch

7 -log(2)
p(7) =exp (—Tg) (32)
zur Zeit nach Mitose T mit der Zellverdopplungszeit T gegeben ist. Dadurch wird die Tatsache bertick-
sichtigt, dass es mehr Zellen am Anfang des Zellzyklus als am Ende gibt. Das ergibt sich daraus, dass fiir

jede Zelle die den Zellzyklus beendet, zwei neue am Anfang des Zyklus dazukommen.

3.1.2 Vorhersage von Zelliiberleben durch das GLOBLE-Modell

Das Zelliiberleben einer ideal synchronisierten Zellpopulation héngt von der Dosis und der Position im
Zellzyklus (bzw. der Zeit nach Mitose) ab. Fiir die Berechnung des Zellpopulation-Uberlebens wird iiber
die Zelliiberleben der Subpopulationen, gewichtet mit ihrem relativen Beitrag, integriert. Das Uberleben

ist dann

T
S(D,t)zf S(D,7):p(r,t)dT (33)
0

mit der Dosis D und Zeit nach Synchronisation t. Das Uberleben S(D, 7) ist das zellzyklusspezifische
Uberleben als Funktion der Zeit nach Mitose T und p(7, t) die Zellzyklusverteilung zur Zeit ¢t nach Syn-
chronisation. Hierbei handelt es sich um die gleiche Methode wie in der Arbeit von Hufnagl et al. [4].
Die Darstellung wurde dahingehend angepasst, dass die hier untersuchte Dosis- und Zeitabhingigkeit
besser veranschaulicht wird. Der Ausdruck S(D, 7) bezeichnet im Folgenden das Zelliiberleben der Zell-
zyklusposition T und S(D, t) steht fiir das Uberleben einer synchronen Population zum Zeitpunkt t nach
Synchronisation. Die Zeitabhingigkeit des Uberlebens bezieht sich im Folgenden auf die Zeit nach Syn-
chronisation. Fiir S(D, 7) wird das zellzyklusspezifische GLOBLE-Modell bzw. LEM eingesetzt. Bei einer
Modellanpassung wird das Zelliiberleben tiber Gleichung 33 auf die in Kapitel 3.1.3 beschriebene Weise
an die Daten angepasst.

Wenn das GLOBLE-Modell das zellzyklusspezifische Uberleben wiedergibt, miisste es auch moglich
sein, das Uberleben asynchroner Zellpopulationen durch die Summe der synchronen Subpopulatio-
nen zu beschreiben. Die Zellzyklusverteilung hierfiir wird durch Gleichung 32 beschrieben. Wird die-
se in Gleichung 33 eingesetzt, entfillt die Zeitabhéngigkeit. Weiterhin muss beachtet werden, dass das
GLOBLE-Modell drei freie Parameter hat. Eine einzelne Uberlebenskurve im Niedrigdosisbereich wird
typischerweise vom LQ-Modell beschrieben. Daraus kann man folgern, dass nur zwei Parameter an eine
Uberlebenskurve angepasst werden kénnen, ohne dass diese iiberbestimmt ist. Im Falle synchroner Zel-
len ergab sich dieses Problem nicht, da diese in den bisher betrachteten Fillen immer an mindestens zwei
Uberlebenskurven simultan angepasst wurden. Um die Zahl der freien Parameter im GLOBLE-Modell zu
reduzieren, kann die Letalitdt der HR reparierten iDSB auf null gesetzt werden. Zum einen legt die Ar-
beit von Hufnagl et al. [4] durch theoretische Uberlegungen und Anpassung an Daten dar, dass die HR
fehlerfrei ist, sodass €; , mit null vertrdglich ist. Zum anderen deuten die Verhéltnisse der Letalitdten
untereinander (Gl. 9) darauf hin, dass das eine valide Ndherung ist.
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Diese Methode eignet sich ebenfalls, um aus LQ-Parametern von Uberlebenskurven asynchroner Zellpo-
pulation die GLOBLE-Parameter zu bestimmen. Dafiir wird das GLOBLE-Modell, in Form von Gleichung
33, an Uberlebenskurven des LQ-Modells im Dosisbereich 0-10 Gy angepasst.

3.1.3 Mathematische Aufbereitung von Uberlebenskurven

In diesem Kapitel wird beschrieben, wie die Messungen von Uberlebenskurven durch den klonogenen
Uberlebensassay fiir die weitere Analyse aufbereitet werden und wie die statistischen Unsicherheiten
bestimmt werden. Bei der Anpassung von Fit-Kurven an das Zelliiberleben S wird im Folgenden grund-
sétzlich der Effekt v(= —In(S)) angepasst. Da in den meisten Anwendungen dieser Arbeit der Effekt
ausgewertet wird, ergibt sich durch dieser Art der Anpassung eine bessere Beschreibung [85].

Bei der Messung des klonogenen Uberlebens durch die in Kapitel 3.2.3 vorgestellte Methode wird das
Produkt aus Zelliiberleben (S) und Plattiereffizienz (PE), also S - PE, gemessen. Die Daten miissen al-
so auf die PE normiert werden um das Zelliiberleben zu erhalten. Die iibliche Methode dafiir ist, den
Mittelwert von S - PE bei allen unbestrahlen Proben zu verwenden, da dort im Sinne der Definiti-
on des Zelliiberlebens S = 1 gilt. Um die statistische Unsicherheit dieses Wertes zu reduzieren, wird
die PE in dieser Arbeit aus einer Anpassung des LQ-Modells an alle Datenpunkte bestimmt. Die Vor-
aussetzung dafiir ist, dass der Dosis-Effekt-Zusammenhang bekannt ist. Die hier betrachteten Uberle-
benskurven lassen sich durch das LQ-Modell empirisch beschreiben. Entsprechend wird das LQ-Modell
(—=In(S) = v=c+a-D+ f - D?) mit der Konstanten c an die Daten des klonogenen Assays angepasst.
Die PE berechnet sich aus PE = exp[—c], da auch hier gilt S(0Gy) = 1. Da die Daten anderer Autoren
bereits auf die PE normiert wurden, jedoch nicht immer klar ist mit welcher Methode, wird fiir eine
bessere Vergleichbarkeit diese Korrektur auf alle Uberlebenskurven angewendet. Der dabei bestimmte
Wert ist dann nicht die PE der Zellen, sondern ein Korrekturfaktor der urspriinglich bestimmten PE.

Als Schitzung der relativen Unsicherheit des Uberlebens wird der Erfahrungswert von 0.1 verwendet
[86]. Nach dem Gauf’schen Fehlerfortpflanzungsgesetz ist damit der absolute Fehler des Effekts 0.1.
Eine Schitzung der Unsicherheit aus den Daten einzelner Dosispunkte wire hier nicht praktikabel, da
diese aufgrund der Stichprobenanzahl einer grof3en Fluktuation unterliegt.

3.1.4 Simultane Funktionsanpassung

Bei einem typischen Fit werden die Parameter @ einer einzelnen Funktion f dahingehend optimiert, dass
der zu beschreibende Datensatz x;, y; am besten beschrieben wird. Dies wird durch eine Minimierung
des y? erreicht. Bei der Anpassung der Populationsparameter oder der GLOBLE-Letalitidten miissen hin-
gegen mehrere Funktionen simultan an jeweils unterschiedliche Daten angepasst werden. Dabei teilen
die Funktionen einen identischen Parametersatz. Dafiir wird die iibliche Methode verallgemeinert, um
mehrere Datensitze gleichzeitig anpassen zu konnen. Eine gemeinsame y 2-Funktion beriicksichtigt alle
betrachteten Daten und Funktionen. Das y2 wird aus

(,_i :iﬁ:(fl(xu)] yl]) (34)

i Oi
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berechnet. Die Werte (x;;, y;;) bezeichnen den experimentellen j-ten x,y-Datenpunkt der i-ten Datenreihe

mit der Standardabweichung o;;, an welche die Funktion f; angepasst wird. Anschliefend werden die

j?
Werte @ bestimmt, die diese y2 Funktion minimieren. Die Implementierung dieser Optimierung wurde
fiir diese Arbeit mit der Programmiersprache C++ unter Zuhilfenahme des Data Analysis Framework

ROOT V. 6.06/02 umgesetzt.

3.1.5 Darstellung des Uberlebens als Funktion der Zeit

Zelliiberlebenskurven synchroner Zellen werden zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach Synchronisati-
on gemessen. Daraus erhdlt man das Zelliiberleben als Funktion der Zeit nach Synchronisation t und
der Dosis D. Zur besseren Veranschaulichung des zellzyklusspezifischen Verhaltens wird das Uberleben
als Funktion der Zeit t bei einer konstanten Dosis dargestellt. Bei den untersuchten Daten ist dies nicht
ohne Weiteres moglich. Bei den Daten unterliegen die einzelnen Datenpunkte zum einen statistischen
Fluktuationen und zum anderen sind die Dosen zwischen den einzelnen Uberlebenskurven nicht iden-
tisch. Um dies auszugleichen, wird bei Betrachtung der Daten in dieser Darstellung das LQ-Modell an
jede Uberlebenskurve angepasst (Kap. 3.1.3). Die LQ-Kurven werden dann entsprechend der benétigten
Dosis ausgewertet. Die Unsicherheiten des Uberlebens werden durch die Gauf3’sche Fehlerfortpflanzung
aus der angepassten LQ-Kurve bestimmt.

3.1.6 Beriicksichtigung von Reperaturdefiziten durch das GLOBLE-Modell

Die Beriicksichtigung defekter Reparaturwege bei der Vorhersage des Uberlebens durch GLOBLE erfolgt
wie in Kapitel 2.3.2 beschrieben. Fiir HR-defiziente Zellen bedeutet dies, dass die Letalitat HR-reparierter
iDSB (€;,) den Wert der Letalitit NHEJ-reparierter iDSB (€, ;) annimmt. Bei NHEJ-defizienten Zellen
nimmt die Letalitit NHEJ-reparierter iDSB den Wert der Letalitdt der cDSB (e.) an. Steht HR als auch
NHEJ nicht zur Verfiigung, haben alle iDSB die Letalitit der ¢cDSB €;; = €;, = €.. Dies wurde bereits
in der Arbeit von Hufnagl et al. [4] fiir synchrone Zellen gezeigt. Neu in dieser Arbeit ist, dass dariiber
hinaus das Uberleben asynchroner reparaturdefizienter Zellen beschrieben wird. Dafiir wird die Uberle-
benskurve des GLOBLE-Modells (Kap. 3.1.1) entsprechend der verfiigbaren/defizienten Reparaturwegen
modifiziert.

3.1.7 Modifikationen des GLOBLE-Modells

Bei der Modellierung des zellzyklusspezifischen Uberlebens durch das GLOBLE-Modell werden meh-
rere Vereinfachungen beziiglich der Replikationsdynamik, Reparaturwegwahl, DNA-Organisation und
Zusammenhinge zwischen DNA-Schaden und Uberleben getroffen. Nun werden zwei Modifikationen
des GLOBLE-Modells vorgestellt, die es erlauben, die Auswirkung alternativer Hypothesen beziiglich der

Vereinfachungen auf die Vorhersagen mit Daten zu vergleichen.

GLOBLE-MS

Bei der GLOBLE-MS-Variante (MS fiir Mitte-S-Phase) des GLOBLE-Modells wird beriicksichtigt, dass
die Integritit unterschiedlicher DNA-Regionen unterschiedlich wichtig fiir das Zelliiberleben ist [30].
In GLOBLE und LEM wird angenommen, dass die genetische Integritit jedes Chromatin-Loops gleich
wichtig fiir das Zelliiberleben ist. Daraus folgt, dass iDSB und cDSB immer mit der gleichen Wahrschein-
lichkeit zur Zellinaktivierung fithren. Es muss jedoch bedacht werden, dass wéahrend der S-Phase zuerst
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die euchromatischen, kodierenden sowie die haufig transkribierten Bereiche der DNA repliziert werden
[48], [50]-[53]. Diese unterschiedliche Eigenschaften der DNA treten oft gemeinsam auf. Friihreplizier-
tes Chromatin weist weniger Mutationen auf, als das spétreplizierte. Dies ist vermutlich darauf zufiihren,
dass die HR fiir diese Chromatinabschnitte zur Verfiigung steht, sobald diese repliziert wurden und damit
fiir einen insgesamt langeren Zeitraum [87]-[89]. Deshalb wird im GLOBLE-MS-Modell angenommen,
dass eine fehlerfreie Reparatur der iDSB in den friithreplizierten Bereichen wichtiger fiir die genomi-
sche Integritdt der Zelle ist als die der spatreplizierten. Bei ¢cDSB wird davon ausgegangen, dass diese
in allen Bereichen der DNA zu schweren Schiden fiihren konnen, welche die Integritat der DNA stark
beschiadigt. Darauf basierend wird die DNA in zwei Klassen eingeteilt: frith- und spétreplizierte DNA. Die
Grenze wird in der Mitte der S-Phase gezogen. Die Einteilung der DNA in der Mitte der S-Phase in friih-
und spétreplizierte ist heuristisch gewahlt, da der Grof3teil des Euchromatins dann repliziert ist [48],
[49]. Es wird angenommen, dass die friihreplizierte DNA anfalliger fiir das residuale Schadensspektrum
nach Reparatur der iDSB durch NHEJ ist. Bei der spatreplizierten DNA werden diese Schiden toleriert.
Um dies zu simulieren wird diesen Schéden die Letalitédt der fehlerfreie HR zugewiesen.

Dieses Verhalten wird innerhalb des Modells imitiert, indem der zeitliche Verlauf der gepaarten und un-
gepaarten Chromatin-Loops wahrend der S-Phase verdandert wird. Die Anzahl der jeweiligen Chromatin-
Loops ist als Funktion der Zeit in Abbildung 7 dargestellt. Hierbei werden alle Chromatin-Loops ab
Mitte der S-Phase als gepaarte Chromatin-Loops angesehen. Dabei handelt es sich um eine Vereinfa-
chung, durch die sich die Bedeutung der gepaarten Chromatin-Loops dndert. Gepaarte Chromatin-Loops
sind nun diejenigen der friihreplizierten DNA, von denen eine Kopie in rdumlicher Néhe vorliegt, oder
Chromatin-Loops der spétreplizierten DNA, deren Letalitidt der von HR reparierten iDSB entspricht. An
dieser Stelle miisste beachtet werden, dass die Letalitdt der iDSB innerhalb der spatreplizierten DNA
ebenfalls in der G1- und G2-Phase der HR reparierten iDSB entsprechen sollte. Das wird zunéchst ver-
nachléssigt, da in erster Naherung nur der Einfluss auf die S-Phase untersucht werden soll. Ansonsten
funktioniert die Vorhersagemethode des Uberlebens durch das GLOBLE-MS-Modell identisch zu der des
GLOBLE-Modells.

GLOBLE-scale

Im GLOBLE-Modell wird angenommen, dass der Effekt proportional zur Gesamtzahl der DSB ist. Im
Unterschied dazu wird bei dem GLOBLE-scale-Modell angenommen, dass der Effekt proportional zum
Quotienten aus DNA-Schaden und DNA-Gehalt ist. Dadurch soll beriicksichtigt werden, dass das repli-
zierte Schwesterchromatid als redundante Kopie der DNA vorliegt. Dadurch kann im Falle einer Schidi-
gung zumindest eine intakte Tochterzelle aus der folgenden Zellteilung hervorgehen. Das Uberleben des
GLOBLE-scale-Modells wird durch

S(D,t) =exp[—(€;1 - n;1(D,t) + €51 5(D,t) +€.-n.(D,t))/f] (35)

berechnet. Dies entspricht dem Uberleben des GLOBLE-Modells (Gl. 10), bei dem der Effekt v = —InS
durch den relativen DNA-Gehalt-Faktor f geteilt wird. Dieser wird durch f = N;(7)/N;(0), mit der
Anzahl der Chromatin-Loops am Anfang des Zellzyklus und der Anzahl der Chromatin-Loops N, (7) zum
betrachteten Zeitpunkt 7 nach Mitose berechnet.
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Abbildung 7: Anzahl der gepaarten, ungepaarten und gesamten Chromatin-Loops wihrend des Zellzyklus
von Hamsterzellen im GLOBLE-MS-Modell.

3.1.8 LEM-Vorhersage des Uberlebens synchroner Zellen nach Ionenbestrahlung

Zur Berechnung des Uberlebens synchroner Zellen nach Ionenbestrahlung wird zunichst das Uberleben
ideal synchronisierter Zellen mit LEM [14], [15] berechnet. Dafiir werden aus den GLOBLE-Parametern
der entsprechenden Zelllinie die a-, - und D,-Parameter (Kap. 3.1.9) der jeweiligen Zellzyklusphase be-
stimmt. Die in LEM verwendeten Induktionsraten fiir DSB und SSB gelten fiir diploide Zellen. Im Laufe
des Zellzyklus vergroRert sich der DNA-Gehalt. Entsprechend miissen die DNA-Schadensinduktionsraten
mit dem relativen DNA-Gehalt f zu diploiden Zelle skaliert werden. Der Skalierungsfaktor ergibt sich
aus der Anzahl der Chromatin-Loops N;(7) (Kap. 2.3.2) zum Zeitpunkt T nach Mitose und der An-
zahl der Chromatin-Loops zu Beginn des Zellzyklus f = N, (t)/N,(0). In Verbindung mit der Zunahme
des DNA-Gehaltes wird eine Vergroferung des Zellkernvolumens proportional zum DNA-Gehalt ange-
nommen. Dabei wird davon ausgegangen, dass die Proportionen des Zellkerns konstant bleiben. Der
Zellkernradius skaliert mit der dritten Wurzel aus f. Da im LEM das Volumen und der Radius des Zell-
kerns vorgegeben wird, ergibt sich die Héhe h = V /(nr?) aus der zylindrischen Geometrie des Zellkerns.
Die Veranderung der Schadensinduktionsraten, des DNA-Gehalts und der Zellkerngrof3e ist in Tabelle 1
zusammengefasst. Aus den Uberlebenskurven ideal synchronisierter Zellen werden nun anschlieRend die
Uberlebenskurven der betrachteten Population, entsprechend Gleichung 33, berechnet. Fiir asynchrone
Zellen wird die Population wie durch Gleichung 32 beschrieben angenommen und fiir synchrone Zellen
wird die Population wie in Kapitel 3.1.1 beschrieben parametrisiert. Anders als in LEM-Publikationen
[14], [15] wird in dieser Arbeit eine Genomlénge von 6 Gbp und eine Doménenldnge von 0.55um (an-
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| GroRe | Formel | Numerischer Wert zum Zeitpunkt 0 |
DSB Induktionsrate | ypsp = Ypspo - f Ypsp.o = 30DSB/Gy
SSB Induktionsrate | yssp = Ysspo - f Ysspo = 1250 SSB/Gy
Genomlédnge GL=GL,-f GL, = 6Gbp
Volumen V=V, f Vo = 500 um?>
Radius r=ry-f1/3 ro = 5um

Tabelle 1: LEM-Parameter in Abhéngigkeit des relativen DNA-Gehalts f.

stelle von 5.4 Gbp und 0.54um) verwendet, damit die Genomlidnge und Anzahl der Chromatin-Loops
konsistent zu den Werten im GLOBLE-Modell sind.

3.1.9 Transformation vom GLOBLE- zum LQ- und LQL-Modell

Die Beschreibung des zellzyklusspezifischen Uberlebens durch das GLOBLE-Modell muss in LQL-
Parameter transformiert werden, damit es als Input fiir das LEM genutzt werden kann. Dafiir werden

im ersten Schritt die LQ-Parameter bestimmt und im zweiten die Ubergangsdosis D,.

Bestimmung der LQ-Parameter

Zur Bestimmung der LQ-Parameter wird die Beziehung zwischen dem GLOBLE- und den LQ-Parametern
aus den Gleichungen 18 und 19 erweitert. Es wird die mathematische Tatsache ausgenutzt, dass sich
das zellzyklusspezifische GLOBLE-Modell perfekt synchronisierter Zellen in das zellzyklusunabhingige
GLOBLE-Modell iiberfiihren ldsst. Damit lassen sich die GLOBLE-Parameter der Uberlebenskurve zur Zeit
nach Mitose 71, in die LQ-Parameter a und 3 durch

apsg = Ypsp - Ni.(7)/N.(0) (36)
NG L NmY
a= (ei,l N, (7) ) NL(T)) Apsp (37)
/5:&.(%2353 _a'aDSB) (38)
2 \Ny(7) N(7)

mit der DSB-Induktionsrate yjsz, der Gesamtanzahl der Chromatin-Loops N;(7), der Anzahl der
Chromatin-Loops des diploiden Chromosomensatzes N; (0), der Anzahl der ungepaarten- und gepaarten
Chromatin-Loops N;(7) und N,(7) und den GLOBLE-Parametern ¢, ,, €, ,, €., berechnen. Diese Relation
ist jedoch nur fiir ideal synchronisierte Zellen moglich.

Wenn LQ-Parameter von Uberlebenskurven nicht perfekt synchronisierter Zellen durch das GLOBLE-
Modell vorhergesagt werden sollen, so geschieht das iiber eine Kurvenanpassung. Dabei wird das LQ-
Modell an die GLOBLE-Modellvorhersage angepasst.

Bestimmung der Ubergangsdosis
Fiir asynchrone Zellen nach Photonenbestrahlung wird das D, durch Gleichung 8 abgeschitzt. Diese
Abschitzung schlégt fiir synchrone Zellen fehl, da vor allem wéhrend der S-Phase das a/3-Verhiltnis der
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Zelliiberlebenskurven sehr klein ist, wodurch sich unrealistisch kleine D, ergeben. Im Folgenden werden
zwei heuristische Methoden zur Bestimmung der Ubergangsdosis vorgestellt, welche dann spiter anhand

von Daten evaluiert werden.

Im GLOBLE-Modell ergibt sich die Resistenz der Zellen in S-Phase gegeniiber Photonenstrahlung aus
der besseren Reparaturfihigkeit der iDSB durch die HR. Mit steigender Dosis vergroBert sich der
cDSB-Anteil, sodass die HR keinen Vorteil fiir die Reparatur mehr bietet. Der cDSB-Beitrag dominiert
schliellich den Effekt. Das hat zur Folge, dass die Steigungen der Dosiseffektkurve bei hohen Dosen
proportional zur Anzahl der cDSB und damit proportional zum DNA-Gehalt sind. Zellen in der G1-Phase
haben den niedrigsten DNA-Gehalt und sind damit am resistentesten gegeniiber Hochdosisbestrahlung.
Entsprechend dominieren diese das Uberleben asynchroner Populationen. Daraus folgt, dass die maxi-
male Steigung des LQL-Modells s, die Steigung der Zellen in G1-Phase ist. Zusammengefasst bedeutet
dies: 1. die maximale Steigung der Dosiseffektkurve der Zellen in G1-Phase ist gleich der maximalen
Steigung asynchroner Zellen und 2. die maximale Steigung der Dosiseffektkurve fiir Zellen in spate-
ren Zellzyklusphasen ist proportional zum DNA-Gehalt f (1), relativ zu den Zellen in der G1-Phase. Die
Steigung wird mit

Smax(T) = Smax,a : f(T) (39)

aus der maximalen Steigung asynchroner Zellen s,,,, , und dem relativen DNA-Gehalt Faktor f (s. 0.)
berechnet. Damit ist die maximale Steigung der Uberlebenskurven der relevante Parameter. Die Uber-
gangsdosis D, wird als Hilfsmittel benutzt um diese einzustellen.

Die maximale Steigung der Dosiseffektkurve asynchroner Zellen wird aus Daten bestimmt. Dafiir wird
das LQ-Modell an Uberlebenskurven asynchroner Zellen angepasst. Aus den a, 3-Parametern wird die
Ubergangsdosis D, nach Gleichung 8 bestimmt. Aus Gleichung 7 ergibt sich schlieBlich die maximale
Steigung s,y - Darauf folgend wird die Steigung s,,,,(7) fiir die einzelnen Zellzyklusphasen berechnet
und damit auch die Ubergangsdosis D,. Diese Methode zur Bestimmung der Ubergangsdosis D, wird im
Folgenden als Extrapolation-A bezeichnet.

Als alternativer Ansatz kann die maximale Steigung s,,., aus dem GLOBLE-scale-Modell (Kap. 3.1.7) ab-
geleitet werden. Da beim GLOBLE-scale-Modell der Effekt proportional zur relativen Anzahl der Schiaden
ist, hangt die s,,, nicht vom DNA-Gehalt der Zelle ab. Es gilt

smax(T) = smax,a = konSt' (40)

Die Steigung der Dosiseffektkurve s,,,, ,, einer entsprechenden asynchronen Zellpopulation wird mit
Gleichung 8 und den a, f3-Parametern bestimmt. Diese Naherung wird im Folgenden als Extrapolation-B
bezeichnet.

Fiir beide Methoden wird zusétzlich zu den Uberlebenskurven synchroner Zellen eine Uberlebenskurve
asynchroner Zellen benétigt.
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An dieser Stelle hat keine der beiden Extrapolationen einen Vorzug gegeniiber der anderen, da beide
konsistent mit Zelliiberlebenskurven nach Photonenbestrahlung sind. Zunichst werden beide fiir die
Vorhersagen im LEM verwendet, um spater zu evaluieren, welche die Daten besser beschreibt.

3.2 Zellexperimente

Die Experimente mit Zellen wurden im Zusammenhang von Sylvie Lerchls Praktikums- [90] und Master-
arbeit [91] durchgefiihrt. Hier soll nur ein Uberblick iiber die verwendeten Methoden gegeben werden,
eine detailliertere Ausfiihrung ist den Refs. [90], [91] zu entnehmen.

Das Ziel dieser Versuche ist es, das Uberleben synchroner und asynchroner Zellen fiir einen breiten Do-
sisbereich (0-30 Gy) zu messen. Die Versuche werden mit chinesischen Hamstereierstockzellen (engl.:
Chinese Hamster Ovary, CHO) durchgefiihrt. Bei der durchflusszytometrischen Messung (Kap. 3.2.1)
und den Uberlebensassay (Kap. 3.2.3) handelt es sich um Standardmethoden der Zellbiologie. Bei der
Synchronisation von Zellen durch Kontaktinhibition (Kap. 3.2.2) wird ein bereits bekanntes Verfahren
angewendet, die konkrete Anwendung fiir CHO-Zellen wurde allerdings im Zusammenhang der Experi-
mente etabliert. Der Multiwell Control Probability Assay (MCP-Assay) (Kap. 3.2.4) wurde in Anlehnung
an die TCP etabliert, um Zelliiberleben bei hohen Dosen zu messen.

3.2.1 Durchflusszytometrische Messung der Zellzyklusverteilung

Die Zellzyklusverteilung wird durchflusszytometrisch bestimmt. Dabei wird ein Strom einer Zellsuspen-
sion hydrodynamisch fokussiert. Dadurch wird erreicht, dass Zellen jeweils einzeln eine Messkammer
passieren. Zur Messung des DNA-Gehalts werden die Zellen mit dem DNA-Farbstoff 4’,6-Diamidin-2-
phenylindol (DAPI) gefarbt und wahrend der Messung mit einer Quecksilberdampflampe und einem
Laser angeregt. Die Floureszenzintensitidt des DNA-Farbstoffs DAPI ist proportional zum DNA-Gehalt im
Zellkern [92]. Die so gemessene Haufigkeitsverteilung zeigt einen Peak fiir Zellen in G1-Phase und einen
weiteren Peak bei doppelter Intensitit, in Bezug auf den ersten Peak, fiir Zellen der G2- und M-Phase.
Zellen in S-Phase haben eine kontinuierliche Verteilung in dieser Darstellung, welche sich zwischen den
Peaks der Zellen in G1- und G2-/M-Phase befindet. Eine Analyse des DAPI-Intensitdtshistogramm, mit der
Methode von Watson et al. [93], ergibt die prozentualen Anteile der Zellen in G1-, S- und G2-/M-Phase.

3.2.2 Synchronisation von CHO-Zellen durch Kontaktinhibition

Fiir die Synchronisation von Zellen wird die Kontaktinhibition ausgenutzt. Dafiir werden CHO-Zellen
mit zehnmal hoheren Dichte als bei normaler Passage ausgesit. Diese werden anschliel3end inkubiert,
bis sie konfluent und dadurch kontaktinhibiert sind. Die anfanglich hohere Zellzahl soll eine Verkiirzung
der Inkubationszeit bewirken. Durch diese Prozedur ergibt sich eine Akkumulation von Zellen in der
G1-Phase. Nach der Synchronisation werden die Zellen in der fiir die Experimente benétigten Weise
ausgesat. Nach anschlief3ender 4-stiindiger Inkubation sind die Zellen angehaftet und befinden sich noch
in G1-Phase, sodass sie fiir Versuche genutzt werden konnen. Eine 13-stiindige Inkubation nach Aussaat
bewirkt, dass die Zellen sich anheften und die meisten Zellen die spite S-Phase erreicht haben.

Die Zellzyklusverteilung als Funktion der Zeit nach Synchronisation ist in Abbildung 8 dargestellt. Die
Bestimmung der Populationsparameter (Kap. 3.1.1) ergab die Werte o = 2.4+ 0.2h und t, = 5.21 &
0.17h.
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Abbildung 8: Zellzykluskinetik kontaktinhibierter CHO-Zellen nach der Wiederaussaat. Daten aus Ref.
[91].

3.2.3 Klonogener Uberlebensassay

Zur Messung des Uberlebens asynchroner Zellen durch das klonogene Uberlebensassay werden die
Zellen 24h vor der Bestrahlung ausgesit. Fiir Versuche mit synchronen Zellen werden diese geméal}
des oben beschriebenen Protokolls (Kap. 3.2.2) vorbereitet. Die Bestrahlung erfolgte durch 250 kVp-
Rontgenstrahlung. Anschlie3end werden die Zellen dreimal pro Probe ausgesit. Die Zellkonzentration
bei der Aussaat wird so gewahlt, dass die erwartete Anzahl der iiberlebenden Zellen 100 betragt. Die
Zellen werden 7 Tage unter Standardbedingungen inkubiert. Anschlief3end werden sie mit Methylenblau
gefarbt. Danach wird die Anzahl der gebildeten Kolonien bestimmt, indem alle Kolonien gezéhlt werden
die mindestens 50 Zellen enthalten [63]. Die gemessene Uberlebenswahrscheinlichkeit wird schlieRlich
aus der mittleren Kolonienzahl und der Anzahl der urspriinglich ausgeséten Zellen berechnet. Bei den so
gewonnenen Daten handelt es sich zun4chst um Wertepaare aus Dosis D und dem Produkt aus Uberleben
S und Plattiereffizenz PE, also S - PE. Die PE wird wie in Kapitel 3.1.3 beschrieben bestimmt.

3.2.4 Der MCP-Assay

Zur Messung des Zelliiberlebens bei hohen Dosen (2 10 Gy) ist das klonogene Uberlebensassay nur
bedingt geeignet. Deshalb wurde im Rahmen von Sylvie Lerchls Masterarbeit [91] das MCP-Assay eta-
bliert. Dafiir werden M CHO-Zellen in N Kulturbehélter ausgesit, bestrahlt und eine Woche lang inku-
biert [91]. Anschliel3end wird gezahlt, in wie vielen Kulturbehiltern sich Kolonien mit mindestens 50
Zellen gebildet haben. Das MCP gibt die Wahrscheinlichkeit an, dass ein Behélter keine Kolonien ent-
hélt. Entsprechend gilt dann MCP = p = k/N mit k Kulturbehélter, die keine Kolonien enthalten, von
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insgesamt N Behiltern. Der Zusammenhang zum Uberleben einzelner Zellen S ergibt sich durch die
Poisson-Wahrscheinlichkeit aus

MCP =exp[—M - S] (41)

bei M bestrahlten Zellen. Zur Vorhersage des MCP aus den Messungen des klonogenen Uberlebens (Kap.
3.2.3), wird das Zelliiberleben S des zu untersuchendem Modells (LQ oder GLOBLE) inter- bzw. extra-
poliert und in Gleichung 41 eingesetzt.

Abschitzung der Unsicherheiten des MCP

Bei dem MCP handelt es sich um eine binomialverteilte Grof3e. Fiir die Abschédtzung der Unsicherheit
wird das Wilson-Intervall [94] verwendet, das laut einem Vergleich verschiedener Abschatzungsverfah-
ren eine angemessene Methode darstellt [95]. Das Wilson-Intervall dient der Abschitzung des Konfiden-
zintervalls entsprechend dem Irrtumsniveau von ¢ Standard-Intervallen. Die obere und untere Grenze
der Wahrscheinlichkeit wird durch

1 c? p-(1—p) ¢
po,u_1+£'(p+_2N:tC'\j N +4N2 (42)
N

mit der Wahrscheinlichkeit p, fiir k von N kontrollierter Wells. Fiir die Bestimmung des Konfidenzinter-

valls des gleichen Irrtumsniveaus eines Standard-Intervalls wird ¢ im Folgenden zu eins gesetzt.

Empirische Beschreibung des Datenverlaufs
Die MCP-Kurve folgt einer sigmoiden Form. Zur empirischen Verdeutlichung des Datenverlaufs werden
diese durch

1

MCP(D) = ————

(43)
mit der Dosis D und den freien Parametern b, und b, beschrieben. Die Dosis des Wendepunkts (Ds)

wird durch Ds, = —b,/b, berechnet. Die Unsicherheit der Ds, (0, ) wird mithilfe der Gau¥’schen-

Fehlerfortpflanzung durch

1) bo 2 1 by

aus 0y, 0p,, den Unsicherheiten der by, b, Parameter und deren Korrelation p berechnet.

Berechnung des klonogenen Uberlebens

Fiir eine Veranschaulichung der Ergebnisse werden die Daten des MCP- und klonogenen Uberleben-
sassay in einer Gesamtiibersicht als Uberleben dargestellt. Zur Berechnung des Zelliiberlebens aus dem
MCP wird die Gleichung 41 nach S aufgelost. Zur Berechnung der Unsicherheiten wird die obere und
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untere Grenze des Standardintervalls fiir das MCP durch Gleichung 42 berechnet und entsprechend in S
umgerechnet. Das resultierende Standardintervall des Zelliiberlebens wird als Fehlerbalken dargestellt.
MCP-Datenpunkte, die ein MCP von 1 oder 0 aufweisen, werden bei dieser Umrechnung weggelassen, da
dies zu einer Uberlebenswahrscheinlichkeit von 0 bzw. 1 fiihrt, wodurch der Gesamteindruck der Daten
verfélscht wiirde.

3.2.5 Anpassung des LQL-Modells an Daten des klonogenen- und MCP-Assay

Fiir die Anpassung von Uberlebenskurven mit dem Parametersatz & an Datensitze, die sowohl Messun-
gen des klonogenen Uberlebens als auch des MCP enthalten, wird eine Maximum-Likelihood-Methode
verwendet. Dadurch wird berticksichtigt, dass die Daten dieser zwei Methoden unterschiedlich verteilt
sind. Einzelne Datenpunkte des klonogenen Uberlebensassys unterliegen einer Gauverteilung. Jedem
Datenpunkt wird der folgende Likelihood-Term zugewiesen

. 1 (o — w)?
gGauss(a) = W ' eXp (_ 20_2 (45)
mit u = —1In(S,,,), dem gemessenen Uberleben S,,, bei der Dosis D und dem Uberleben der anzupas-
senden Funktion S in Form von x = —In(S(D)). Die Datenpunkte des MCP-Assays sind binomialverteilt,
deren Likelihood-Term ist
= Yk n—k
Luin(@ =} Jp-p) 46

fiir k GefdaBe ohne Kolonien von insgesamt n Kulturgefden und p = exp[—M - S(D)] mit der Zellzahl
M und dem gleichen S(D) wie in Gleichung 45. Fiir eine Anpassung wird eine gemeinsame Likelihood-
Funktion %Z,,(d@) = [ [; £(&) gebildet, die aus dem Produkt aller beitragenden Terme %;(d@) besteht,
welche in dem Datensatz enthalten sind. Bei der anschlielfenden Anpassung wird der beste Schétzer &
bestimmt. Es werden die Parameterwerte d ermittelt, bei denen der Ausdruck —In (%,,;(d)) minimal ist.
Zur Bestimmung der Unsicherheiten wird angenommen, dass die Wahrscheinlichkeitsdichten der Pa-
rameter gauldverteilt sind. Fiir die in dieser Arbeit betrachteten Fille ist das eine gute Naherung
(Daten nicht gezeigt). Dafiir werden sukzessiv eindimensionale Projektionen des Z,.(d) betrachtet.
Alle Parameter, bis auf a;, werden mit dem besten Schitzer gleichgesetzt. Die resultierende Funk-
tion Z,.(a,a;) entspricht nun der Wahrscheinlichkeitsdichte des a;. An diese wird nun die Gauf3-
Wahrscheinlichkeitsdichte angepasst. Die angepasste Standardabweichung o wird schlief3lich als Schétz-

wert der Unsicherheit verwendet.

3.3 Amorphe Bahnstruktur und DNA-Schadensclusterung auf der nm-Skala

Die folgenden Methoden wurden in dieser Arbeit entwickelt, um die Beschreibung der mikroskopischen
Dosisdeposition durch die amorphe Bahnstruktur zu untersuchen. Zuerst wird eine Parametrisierung der
amorphen Bahnstruktur vorgestellt, die es erlaubt, Vorhersagen in LEM mit unterschiedlichen Anteilen
des direkten- und indirekten Effekts zu treffen. Basierend darauf wird eine Monte-Carlo-Simulation vor-
gestellt, die es erlaubt DNA-Schadenscluster auf der nm-Skala mithilfe der amorphen Bahnstruktur zu
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simulieren. Es wird die Definition der DNA-Schadenscluster auf der nm-Skala gemafd den Arbeiten von
Nikjoo et al. [25], [35], [36] verwendet.

3.3.1 Beitrage des direkten und indirekten Effekts

£ 5
=1 107 Ermemmrmee e . .
E’ S direkter Beitrag
£ (O =, N indirekter Beitrag
w = -
- — . .
— effektiver Beitr
10 effektiver Beitrag
1035—
10° =
10
e
10_15 | | IIIIII| | 1 IIIIII| | | IIIIII| | | IIIIII| | 11
107 10° 107 107 1
Radius in pm

Abbildung 9: Amorphen Bahnstruktur eines Kohlenstoffions der Energie 8 MeV /u. Zu sehen ist der
ausschlieflich direkte Beitrag der Dosisdeposition (0 = 1), der ausschlieRlich indirekte Beitrag durch
eine vollstindig verbreiterten Dosisverteilung (0 = 0) und der effektive Beitrag, bestehend aus einer
Mischung von 2/3 direktem und 1/3 indirektem Effekt (6 =2/3).

In LEM wird die radiale Dosisverteilung von Ionenspuren durch eine vollstindige Verschmierung der
physikalischen Dosis durch Radikaldiffusion (Gl. 21) angenahert.

In dieser Arbeit soll untersucht werden, ob eine Aufspaltung des direkten und indirekten Effekts zu einer
besseren Beschreibung der Dosis fiihrt. Dafiir wird eine Parametrisierung eingefiihrt, die es erlaubt, die
Dosis aus einer Mischung des direkten und indirekten Effekts zu beschreiben. Die radiale Dosisverteilung
Dgs(r) wird mit

Dges(r) =0- Ddirekt(r) + (1 - 9) : Dindirekt(r) (47)

aus der Dosisverteilung des direkten Effekts Dgy;..x.(7) (Gl. 20), des indirekten Effekts D;, g er: () (GL
21) und dem direkten Anteil 68 (6-Wert) berechnet. Bei dem Term des direkten Effekt handelt es sich um
die physikalisch deponierte Dosis, die zu DNA-Schéden fithrt. Der indirekte Term stellt hingegen eine
virtuelle Dosis dar. Diese wird durch Radikale vermittelt, welche durch die physikalische Dosis erzeugt
werden, anschliefend diffundieren und damit die Schadensverteilung verbreitern. Damit ist die Dosis
D, als Schadensdichte zu interpretieren, aus der die DNA-Schadensverteilung bestimmt werden kann.
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Fiir die Untersuchungen werden die §-Werte von 0, 1/3, 2/3 und 1 verwendet. Die Extrema O und 1
stellen eine 100 prozentigen Anteil des indirekten bzw. direkten Effekts dar. Die Werte 1/3 und 2/3 sollen
widerspiegeln, dass experimentell ein direkter Anteil von ca. 1/3 nach Photonenbestrahlung beobachtet
wurde [38] und maximal 2/3 nach Ionenstrahlung [39].

3.3.2 Simulation von DNA-Schadensclustern auf der nm-Skala mithilfe der amorphen

Bahnstruktur

Die amorphe Bahnstruktur und ab initio Modelle verfolgen unterschiedliche Ansétze zur Beschreibung
der mikroskopischen Dosisdeposition von Ionenspuren. Ein Modellvergleich soll zeigen, inwieweit die
Vorhersagen beider Ansétze vereinbar sind. Dafiir werden Induktionsraten von DNA-Schadensclustern
auf der nm-Skala miteinander verglichen. Im ersten Schritt werden DNA-Schadensinduktionsraten der
homogenen Photonenstrahlung simuliert. Im zweiten Schritt werden die Induktionsraten von Ionen-
strahlung anhand von der lokalen Dosis der amorphen Bahnstruktur und der Induktionsraten der Pho-
tonenstrahlung berechnet.

Die DNA-Schadensclusterinduktionsraten der Photonenstrahlung werden mit einer Monte-Carlo-
Simulation vorhergesagt. Dabei werden einzelne SSB und DSB auf einer virtuellen DNA verteilt. Diese
haben Induktionsraten von 1250 SSB pro Gy und 30 DSB pro Gy. Die SSB werden durch einen einzel-
nen Strangbruch an einer zufélligen Position und einem zuféllig ausgewahlten Strang realisiert. Fiir die
DSB werden zwei genau gegeniiberliegende Strangbriiche auf einer zufélligen Position der DNA indu-
ziert. Anschliefend wird die DNA in Fragmente der Linge 54 bp, entsprechend Ref. [36], unterteilt und
anhand der Schadensklassifizierung ausgewertet. Die verwendete Genomlidnge G; betrdgt 6 Gbp. Zur
Reduktion der Rechenzeit wird bei hohen Dosen die Genomgrofie und die Schadensinduktionsraten mit
einem Faktor f, analog zu Ref. [81], multipliziert. Der Faktor f wird durch

10

= (48)
D-ypss

f

mit der Dosis D berechnet. Der maximal erlaubte Wert wird auf f,,,, = 1/10 und der minimal erlaubte
auf f,,;, = 54bp - 1000/6 Gbp eingegrenzt. Diese Rechnung wird im Dosisbereich von 10 bis 2 - 107 Gy,
in 10 &quidistanten Schritten pro Dekade, auf einer logarithmischen Skala durchgefiihrt.

Zur Bestimmung der Induktionsrate nach Ionenbestrahlung werden die Schadensinduktionsraten nach
Photonenbestrahlung mit der radialen Dosisverteilung eines einzelnen Teilchens ausgewertet. Um die
Beitrage des direkten- und indirekten Effekts zu beriicksichtigen, wird die Dosisverteilung aus Gleichung
47 (Kap. 3.3.1) verwendet. Die Induktionsrate einer DNA-Schadensklasse y;,, wird durch

_[dry,@))-p()

fer(r) (“49)

Yion

mit der Induktionsrate der entsprechenden Schadensklasse nach Photonenbestrahlung y, und der radia-
len Dosisverteilung D(r) berechnet.
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4 Modellierung des Zelliiberlebens

Das Ziel dieses Kapitels ist es, das GLOBLE-Modell und das LEM in einen konsistenten Modellrahmen
zu bringen. Dafiir werden Methoden etabliert, mit dem es moglich ist, GLOBLE-Vorhersagen von Do-
siseffektkurven nach Photonenbestrahlung zu Ionenbestrahlung zu extrapolieren. Dies erlaubt es, den
Einfluss des Zellzyklus und den der Reparaturdefizite fiir niedrig- und hoch-LET-Strahlung zu untersu-
chen. Damit soll gepriift werden, inwieweit sich die beiden Modelle miteinander vereinen lassen und
welche neuen Méglichkeiten sowie Limitierungen sich daraus ergeben. Dafiir wird zunichst das Uber-
leben nach Photonenbestrahlung anhand des GLOBLE-Modells fiir synchrone und reparaturdefiziente
Zellen untersucht. Darauf aufbauend wird das LEM angewendet, um das Uberleben synchroner Zellen
nach Ionenbestrahlung und asynchrone Zellen mit Reparaturdefiziten vorherzusagen.

4.1 Ergebnisse

In diesem Kapitel werden GLOBLE-Modellvorhersagen synchroner, asynchroner, reparaturkompetenter
und reparaturdefizienter Zellen mit Daten verglichen. AnschlieRend werden theoretische Uberlegungen
und Experimente zur Bestimmung des Zelliiberlebens nach hohen Dosen Photonenstrahlung vorgestellt.
SchlieRlich werden LEM-Vorhersagen des Uberlebens synchroner und asynchroner, reparaturdefizien-
ter Zellen mit Daten verglichen. Die zentrale Frage dabei ist, ob das LEM in der Lage ist, die durch
das GLOBLE-Modell beschriebenen Effekte nach Photonenbestrahlung auch fiir Ionenstrahlung korrekt

vorherzusagen.

4.1.1 Modellierung des Uberlebens synchroner Zellen nach Photonenbestrahlung

Es werden Datensétze untersucht, die von Wilma Kraft-Weyrather [64] erhoben wurden, eine Auflistung
befindet sich in Tabelle 2. Diese Datensitze enthalten Uberlebenskurven asynchroner und synchroner
Zellen. Die Methoden der Kultivierung, Bestrahlung [96] und Synchronisation [97], [98] der Zellen
wurden anderweitig veréffentlicht. Zunichst wird das GLOBLE-Modell an die Uberlebensdaten synchro-
ner CHO- und V79-Zellen angepasst.

Versuch | Zelllinie | Zellzyklus Zustand toinh oinh
V79-x1 V79 synchron 0.41+£0.22 | 2.14+0.22
V79-x2 V79 synchron —2.00£0.20 | 1.96+0.22
V79-x3 V79 synchron —1.32+0.37 | 2.92+0.28
V79-a V79 asynchron — —
CHO-x1 CHO synchron —3.45+0.37 | 3.05+0.30
CHO-a CHO asynchron — —

Tabelle 2: Untersuchte Datensétze synchroner und asynchroner Zellen, mit Zelllinie, Zellzykluskonditio-
nen sowie den Populationsparametern t, und o. Parametrisierung der synchronen Population erfolgt
entsprechend Kapitel 3.1.1. Daten aus Ref. [64].

Zur Aufbereitung der experimentellen Daten wird im ersten Schritt die Synchronisationsqualitédt zur Cha-
rakterisierung der Zellpopulationen bestimmt. Aus einer Anpassung der Zellzykluskinetiken werden die
Populationsparameter t, und o bestimmt (Kap. 3.1.1) und in Tabelle 2 angegeben. Die Populationspara-
meter der einzelnen Versuche mit synchronen Zellen unterscheiden sich deutlich voneinander. Deshalb
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muss jeder Versuch zunichst einzeln betrachtet werden. Zur Veranschaulichung der Zellzykluskinetiken
sind die Anteile der Zellen in G1-, S- und G2/M-Phase als Funktion der Zeit in den Abbildungen 10a-d
(unterer Graph) dargestellt.

| | GLOBLE | GLOBLE-MS | GLOBLE-scale |
CHO €;1 | 0.0099£0.0004 | 0.0094+0.0004 | 0.0081 +0.0004
svnchron €2 | 0.0000+0.0001 | 0.0007 £ 0.0005 | 0.0025 +0.0007
yn €. 0.108 £0.006 0.130+0.010 0.163+£0.012
; . + 0. — —
o €., | 0.0092 £ 0.0011
asynchron |-5i2 0 — —
e. | 0.133£0.015 — —

V79 €1 | 0.0064 +0.0006 | 0.0060 +0.0006 | 0.0040 +0.0017
svnchron €; | 0.0000+0.0000 | 0.0000+0.0000 | 0.0022+0.0014
yn €. 0.126 +£0.010 0.144 +£0.009 0.194 +£0.039

; . + 0. — _

V79 €;1 | 0.0034 £+ 0.0012
asynchron |-5i2 0 — —
. 0.16% 0.02 — —

Tabelle 3: Parameter des GLOBLE-, GLOBLE-MS- und GLOBLE-scale-Modells aus der Anpassung
synchroner und asynchroner Uberlebenskurven. Fiir die Versuche mit der V79-Zelllinie sind jeweils die
Mittelwerte angegeben.

Die Anpassung der Modelle erfolgt, indem das GLOBLE-, GLOBLE-MS- und GLOBLE-scale-Modell, unter
Zuhilfenahme der Populationsparameter, simultan an alle Uberlebenskurven eines Versuchs mit synchro-
nen Zellen angepasst werden. Als Beispiel einer Anpassung des GLOBLE-Modells sind die Daten des
Versuchs V79x2 und die angepassten Uberlebenskurven in Abbildung 11 dargestellt. Die angepassten
Letalitdten der einzelnen GLOBLE-Varianten sind in Tabelle 3 aufgelistet.

Im Folgenden werden Uberlebenskurven synchroner Zellen als Funktion der Zeit, bei einer konstanten
Dosis von 2 Gy (Kap. 3.1.5), betrachtet. Fiir die Darstellung der Daten wird das LQ-Modell an alle Uberle-
benskurven dieses Datensatzes angepasst, die resultierenden Parameter sind in Tabelle 4 aufgelistet. Die
Datenpunkte werden in den folgenden Darstellungen mithilfe dieser Parameter und des LQ-Modells be-
rechnet. Die Anpassungen der GLOBLE-, GLOBLE-MS- und GLOBLE-scale-Modelle an Uberlebenskurven
sind mit den Daten fiir CHO-Zellen in Abbildung 10a und fiir V79-Zellen in den Abbildungen 10b-d dar-
gestellt. Die GLOBLE-Modellanpassung beschreibt den zeitlichen Datenverlauf fiir CHO-Zellen innerhalb
der Unsicherheiten. Fiir V79-Zellen wird das Uberleben wihrend der S-Phase unterschitzt. Die Daten
zeigen das hochste Uberleben der mittleren S-Phase, wihrend das GLOBLE-Modell dies in der spiten
S-Phase vorhersagt. Die GLOBLE-MS-Anpassung zeigt wahrend der S-Phase in allen vier Datensatzen ein
héheres Uberleben als das GLOBLE-Modell. Damit beschreibt das GLOBLE-MS-Modell die Uberlebensda-
ten der V79-Zellen besser. Die Vorhersagen der zwei GLOBLE-Modellvarianten unterscheiden sich darin,
dass die GLOBLE-MS-Modellanpassung das héchste Uberleben in der mittleren S-Phase zeigt, wihrend
die GLOBLE-Modellanpassung dies in der spédten S-Phase vorhersagt.

Die GLOBLE-scale-Modellanpassung zeigt das Maximum der Resistenz am Ende der S-Phase. Damit
beschreibt es die Daten der CHO-Zellen &hnlich gut wie die GLOBLE-Modellanpassung. Die GLOBLE-
scale-Modellanpassung zeigt eine schlechte Beschreibung der Uberlebensdaten der V79-Zellen. Es wird
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Abbildung 10: oberer graph: Daten des zellzyklusspezifische Uberleben nach 2 Gy Photonenbestrahlung
als Funktion der Zeit nach Synchronisation mit den GLOBLE-; GLOBLE-MS- und GLOBLE-scale-
Modellanpassung. Datenpunkte werden mithilfe des LQ-Modells (Parameter in Tab. 4) bestimmt. Unterer
Graph: die zugehorigen Zellzyklusverteilung. Die Primérdaten stammen aus Ref. [64].
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Abbildung 11: Simultane Anpassung des GLOBLE-Modells an synchrone Uberlebenskurven des Ver-
suchs V79x2. Aufgetragen sind jeweils die Daten der Uberlebenskurven zu verschiedenen Zeiten nach
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CHOx1
tinh| ainGy! B in Gy 2 a/p in Gy
1.70 | 0.09+0.04 0.047 £0.006 1.84
3.80 | 0.24+0.03 0.017 £0.004 14.21
6.00 | 0.25£0.04 0.020£0.006 12.56
8.00 | 0.23+0.03 0.016 £0.004 14.65
9.50 | 0.19+£0.03 0.020+£0.004 9.81
11.70 0.15+0.03 0.020 £ 0.004 7.63
CHOa
— 7] 023003 | 0.020£0.005 | 115
V79x1
tinh| ainGy! B in Gy 2 a/p in Gy
0.00 | 0.09£0.03 0.027 £0.004 3.36
1.75 0.14+0.03 0.023 £0.004 5.89
3.75 | 0.00£0.02 | 0.0404+0.0009 0.00
6.20 | 0.00£0.04 | 0.0343 £0.0009 0.00
7.75 | 0.14£0.03 0.021 £0.004 6.62
9.50 | 0.07+0.03 0.034 £0.003 1.96
11.50 | 0.07+£0.04 0.036 £0.004 1.83
V79x2
tinh| ainGy™! B in Gy * a/B in Gy
1.25 | 0.24+0.04 0.024 +£0.006 10.15
2.25| 0.13£0.03 0.02+0.003 5.83
425 | 0.16%+0.03 0.018 £0.003 8.88
6.25 | 0.09+£0.03 0.024 £0.003 3.86
8.25| 0.00%£0.02 | 0.0329+£0.0008 0.00
10.50 | 0.09+£0.03 0.028 £0.003 3.25
12.00 | 0.12+0.03 0.027 £0.003 4.34
V79x3
tinh ain Gy ! B in Gy 2 a/pB in Gy
2.00 | 0.20£0.03 0.018 £0.003 11.37
4.00 0.20+0.02 0.015£0.003 13.72
6.00 | 0.06£0.02 0.034 +£0.002 1.65
8.00 | 0.050+0.019 | 0.029 +£0.002 1.74
10.00 | 0.13£0.02 0.021 £0.003 6.27
13.00 0.09+0.03 0.034 £0.004 2.58
15.00 | 0.14+£0.03 0.022 +£0.003 6.59
V79a
— [ 0097 £0.02 | 0.022+0.002 | 441

Tabelle 4: LQ-Parameter zu den Uberlebensdaten aus den Versuchen in Tabelle 2.
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lediglich das mittlere Uberleben wihrend des Zellzyklus korrekt wiedergegeben, aber nicht der zeitliche
Verlauf. Die Ab- und Zunahmen des Uberlebens wihrend des Zellzyklus ist nur schemenhaft erkennbar.

Nun wird untersucht, ob es méglich ist, das Uberleben asynchroner Zellen aus der GLOBLE-
Modellanpassung des Uberlebens synchroner Zellen vorherzusagen. Die GLOBLE-Vorhersage wird dann
mit der Anpassung an das Uberleben asynchroner Zellen verglichen. Die Parameter beider Anpassun-
gen sind in Tabelle 3 aufgelistet. Ein Vergleich der Uberlebenskurven asynchroner Zellen mit dem LQ-
und GLOBLE-Modell ist fiir CHO-Zellen in Abbildung 12a und fiir V79-Zellen in Abbildung 12b dar-
gestellt. Die GLOBLE-Vorhersage zeigt fiir die Daten der CHO-Zellen eine Ubereinstimmung innerhalb
der Fehlerbalken. Im Falle der V79-Zellen unterschétzt die GLOBLE-Vorhersage das Zelliiberleben; die
GLOBLE-Vorhersage ist gegeniiber der LQ-Kurve um eine Dosis von ca. 0.5 Gy zu niedrigeren Dosen ver-
schoben. Diese Vorhersage streift jeweils das untere Ende der Fehlerbalken und ist damit in Einklang mit
den Daten. Aus diesen Ergebnissen wird gefolgert, dass das GLOBLE-Modell das Uberleben asynchroner
Zellen aus dem Uberleben synchroner Zellen voraussagen kann.

8 1f 4 Daten, CHO 8 1k 4 Daten, V79
‘l;_J C — LQ-Modell ﬂ,_-" C — LQ-Modell
g C — GLOBLE g C — GLOBLE
D L p’ L
10~ E 10! =
102 107
E [ L L I R E | P [ | T |
0 2 4 6 8 10 12 0 2 4 6 8 10 12
Dosis in Gy Dosis in Gy
(a) CHO (b) V79

Abbildung 12: Uberlebenskurven von asynchronen CHO-Zellen in a und V79-Zelllinie in b aus Ref. [64].
Die LQ-Kurve wird an die Daten angepasst, die GLOBLE-Vorhersage wird mit den Parametern der
Anpassung an synchrone Zellen vorhergesagt.

Als nichstes wird die umgekehrte Vorgehensweise, d. h. die Berechnung des Uberlebens synchroner
Zellen aus dem Uberleben asynchroner Zellen, betrachtet. Fiir einen besseren Vergleich der Daten unter-
einander, werden diese als Funktion der Zeit nach Mitose 7 in Abbildung 13a fiir CHO- und Abbildung
13b fiir V79-Zellen zusammengefasst. Dadurch werden interexperimentellen Unterschiede in der Wie-
deraufnahme des Zellzyklus nach Synchronisation kompensiert. Die Unterschiede in der Synchronisati-
onsqualitit bleiben bestehen. Es werden die GLOBLE-Modellanpassungen an Daten synchroner Zellen
und die GLOBLE-Vorhersage aus der Anpassung an das Uberleben asynchroner Zellen fiir CHO-Zellen
in Abbildung 13a und fiir V79-Zellen in Abbildung 13b dargestellt. Fiir CHO-Zellen ist eine gute Uber-
einstimmung beider Methoden sichtbar. Fiir V79-Zellen ist eine deutliche Abweichung zwischen beiden
Varianten des GLOBLE-Modells zu sehen. Die Vorhersage aus asynchronen Zellen zeigt im Mittel ein
héheres Uberleben als die direkte Anpassung an synchrone Zellen. AuRerdem sagt die Anpassung eine
stiarkere Verinderung des Uberlebens voraus, welche besser zu den Daten passt. Beide Varianten zeigen
das hochste Uberleben in der spiten S-Phase, wihrend die Daten dies in der mittleren S-Phase zeigen.
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Aus diesen Ergebnissen wird geschlossen, dass das Uberleben synchroner Zellen aus dem Uberleben
asynchroner Zellen vorhergesagt werden kann. Die Genauigkeit der Vorhersage ist aber auch zelllinien-
spezifisch. Die Vorhersagen geben im Wesentlichen die systematische Eigenschaften des zeitlichen Verlauf
des Uberlebens wieder. Dadurch ist eine qualitative Beschreibung méglich. Eine genaue quantitative Be-
schreibung ist jedoch nicht immer moglich.
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Abbildung 13: Zusammenfassung des Uberlebens nach 2 Gy Photonenstrahlung (aus Fig. 10), als Funk-
tion der Zeit nach Mitose. Experimente der CHO-Zelllinie in a und V79-Zelllinie in b. Die Datenpunkte
werden mit Hilfe des LQ-Modells und den Parametern in Tabelle 4 bestimmt. Die GLOBLE-Vorhersagen
werden an die einzelnen Experimente mit synchronen Zellen angepasst. Zusétzlich wird die Vorhersage des
zellzyklusspezifischen Uberlebens durch das GLOBLE-Modell, basierend auf dem Uberleben asynchroner
Zellen, eingezeichnet.

Systematische Unsicherheiten der Zellzykluskinetiken, welche sich aus der verwendeten Parametrisie-
rung ergeben, werden durch eine Variation der Populationsparameter um eine Standardabweichung
abgeschitzt. Der Einfluss dieser Unsicherheiten auf die GLOBLE-Modellanpassung wird ausgewertet,
indem die GLOBLE-Modellanpassung mit jeder Variation wiederholt wird. Die so gewonnenen GLOBLE-
Parameter €;, und €. werden in einer zweidimensionalen Auftragung fiir CHO-Zellen in Abbildung
14a und fiir V79-Zellen in Abbildung 14b dargestellt. Der Einfluss der Variationen ist exemplarisch
fiir den Versuch V79x2 in Abbildung 15a dargestellt. Aus dieser Auftragung wird ersichtlich, dass die
interexperimentelle Variation die Unsicherheiten dominiert. An zweiter Stelle kommen die statistischen
Unsicherheiten der Anpassung. Den kleinsten Einfluss haben die Unsicherheiten der Populationspara-
meter. Im Folgenden werden jeweils nur die grof3ten Unsicherheiten beriicksichtigt: fiir V79-Zellen die
interexperimentelle Variation und fiir CHO-Zellen die Unsicherheiten der Anpassung, da nur die Da-
ten eines Experiments vorliegen. Die GLOBLE-Parameter der Anpassung an das Uberleben asynchroner
Zellen werden ebenfalls in den Abbildungen 14a und 14b dargestellt. Die Anpassung der Parameter an
Uberlebenskurven synchroner und asynchroner Zellen zeigt eine Ubereinstimmung der Letalititen fiir
CHO-Zellen. Fiir V79-Zellen sieht man eine Abweichung von ca. 2.4 Standardintervalle fiir €;; und 1.5
fiir e, zwischen den beiden Methoden.

SchlieRlich werden die Unsicherheiten der GLOBLE-Vorhersage des Uberlebens synchroner Zellen be-
stimmt, welche aus den Unsicherheiten der Populations- und GLOBLE-Parameter resultieren. Dafiir
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Abbildung 14: Darstellung der GLOBLE-Parameter (€; 1, €.) als zweidimensionaler Graph zur Abschit-
zung der Unsicherheiten fiir CHO-Zellen in a und V79-Zellen in b. Die Parameter der einzelnen Versuche
werden mit der gleichen Farbe dargestellt (CHOx1 schwarz in a; V79x1 schwarz, V79x2 Magenta und
V79x3 griin in b), wobei fiir jeden Versuch die Populationsparameter um je eine Standardabweichung
variiert und die GLOBLE-Parameter neu angepasst werden. Die Fehlerbalken ergeben sich aus der Anpas-
sung der Parameter und spiegeln damit die statistische Unsicherheit des Uberlebens wider. Ebenfalls sind
die Letalititen aus der Anpassung des GLOBLE-Modells an asynchrone Uberlebenskurven dargestellt
(rote Datenpunkte).

werden Vorhersagen des Uberlebens fiir alle oben beschriebenen Variationen der Parameter durchge-
fiihrt. Jede dieser GLOBLE-Vorhersagen wird als Funktion der Zeit nach Synchronisation und einer Dosis
von 2 Gy fiir den Versuch V79x2 in Abbildung 15b dargestellt. Daraus geht hervor, dass die systemati-
schen Unsicherheiten der Anpassung bzw. Vorhersage durch das GLOBLE-Modell in etwa halb so grof3
wie die statistischen Unsicherheiten der Datenpunkte sind.
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Abbildung 15: Abschitzung der systematischen Unsicherheiten der Beschreibung des Uberlebens syn-
chroner Zellen. Abbildung a zeigt die Anpassung der Zellzykluskinetiken an den Versuch V79x2
(durchgezogene Linien) sowie die Vorhersagen nach einer Variation der Parameter (o oder tg)
um jeweils eine Standardabweichung (gestrichelte Linien). Abbildung b zeigt Daten des Uberlebens
synchroner Zellen nach 2Gy Photonenstrahlung (Versuch V79x2), die GLOBLE-Modellvorhersage
und die GLOBLE-Modellvorhersagen nach Variation der zugrunde liegenden GLOBLE- und
Populationsparameter(€; 1, €; 2, €.,0 und tg).

4.1.2 Modellierung des Uberlebens reparaturdefizienter Zellen

Als nichstes wird untersucht, ob die von Hufnagl et al. [4] publizierte GLOBLE-Vorhersage des Uberle-
bens synchroner reparaturdefizienter Zellen geeignet ist, das Uberleben asynchroner reparaturdefizienter
Zellen vorherzusagen. Dafiir wird der oben hergestellte Zusammenhang zwischen dem Uberleben syn-
chroner und asynchroner Zellen ausgenutzt.

In diesem Kapitel werden die Daten von Takahashi et al. [99] betrachtet. Dabei handelt es sich um
Uberlebenskurven von embryonischen Mausfibroblasten (engl. Mouse Embryonic Fibroblasts, MEF), die
homozygot defizient im Tumor-Suppressorprotein p53 (p53~/7) sind sowie drei Mutanten davon mit
Defizienten in DNA-Reparaturproteinen. Im Folgenden werden p53 defiziente MEF-Zellen als Wildtyp-
Zellen (wt-Zellen) bezeichnet. Zellen die zusatzlich ein Defizit der Ligase 4, einem Protein des NHEJ-
Reparaturweges, aufweisen, werden als Lig4-KO abgekiirzt. Zellen die einen rad54-Defizit aufweisen,
einem Protein des HR-Reparaturweges, werden als rad54-KO abgekiirzt. Die Variante mit Defekten in
Ligase 4 und rad54 wird als double-KO bezeichnet.

Das GLOBLE-Modell wird simultan an die Uberlebenskurven der vier Zelllinien angepasst. Fiir diese
Anpassung werden die Langen der Zellzyklusphasen benétigt, welche jedoch nicht in der Publikation an-
gegeben sind. Es ist nicht moglich andere Angaben in der Literatur zu finden, da sich MEF-Zellen je nach
Préaparation in ihrem Phénotyp unterscheiden [100]. Als Standard wird die gleiche Lange des Zellzyklus
wie bei CHO-Zellen (T = 12h; T, = 4h, Tg = 6h, Tg,,, = 2h) angenommen. Die angepassten Uberle-
benskurven sind in Abbildung 16a dargestellt. Die Grof3enordnung der Einfliisse von Reparaturdefekten
auf das Zelliiberleben wird reproduziert. Wahrend die Vorhersage einzelne Punkte sehr gut beschreibt,
weichen die Vorhersagen bei anderen um den Faktor 2-3 ab. Das Uberleben der wt-Zellen wird unter-
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schitzt, das der Rad54-KO-Zellen iiberschétzt. Die ersten zwei Datenpunkte der Lig4-KO-Zellen werden
gut beschreiben, der dritte wird iiberschitzt. Fiir die double-KO-Zellen zeigt die Modellvorhersage eine

gute Ubereinstimmung mit den Daten.

o c
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5 A Rad54-KO = A Rad54-KO
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i *
107 10"
2l L ., L R N 2l L el L
107 2 4 3 8 10 12 1075 2 4 6 8 10 12
Dosis in Gy Dosis in Gy
(a) Standard (b) T=24h
c c
% 14 A wt % 1 A wt
% A Rads4-KO || % 4 Rad54-KO
3 A Ligd-KO 5 [¥ A Ligd-KO
- double-KO i\l double-KQ
107 = 107" = :
- L T L IR R ol L Y L R R
107 2 4 6 8 10 12 107 2 4 6 8 10 12
Dosis in Gy Dosis in Gy
(c) T = 24 h, lange G2 (d) Fit an WT

Abbildung 16: Uberlebenskurven von asynchronen wt-Zellen sowie die Mutanten Ligd-KO, Rad54-KO
und double-KO, nach Photonenbestrahlung (Daten aus Ref. [99]). Abbildung a zeigt das simultan an-
gepasste GLOBLE-Modell an die vier Uberlebenskurven angepasst, dies stellt die Standardsituation
dar. Abbildungen b und c¢ zeigen die Anpassungen mit alternativen Zellzykluskinetik (durchgezogene
Linien) und als Vergleich den Normalfall aus Abbildung a (gestrichelte Linien). Abbildung d zeigt die
Anpassung des GLOBLE-Modells an die Uberlebenskurve der wt-Zellen und die damit vorhergesagten
Uberlebenskurven der reparaturdefizienten Zellen.

Um die Sensitivitdt der Vorhersagen auf unterschiedliche Verdopplungszeiten zu untersuchen, werden
die Anpassungen mit unterschiedlichen Liangen der Zellzyklusphasen wiederholt. Als Beispiel einer Ver-
dopplungszeit von 24 h werden die Zellzyklusphasen von HeLa-Zellen* angenommen (T;; = 14h, Ts =
8h, Tsoy = 2h). Die angepassten Kurven dafiir sind in Abbildung 16b dargestellt. Zusatzlich wird ei-
ne Periodendauer von ebenfalls 24 h, aber mit einer verldngerten G2- und einer kurzen G1-Phase
(Tgy =4h,Tg =8h, Tgoy = 12h) angenommen (Abb. 16c). Dies spiegelt eine Akkumulation von Zellen
in G2-Phase wider, fiir die es bei reparaturdefizienten MEF-Zellen Hinweise gibt [101]. Aus den Abbil-

4 menschliche Zellen eines Gebarmutterhalskrebs
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dungen 16a-c geht hervor, dass die genauen Liangen der Zellzyklusphasen einen geringen Einfluss auf
die Vorhersage des Uberlebens von wt- und double-KO-Zellen haben. Fiir rad54-KO- und Lig4-KO-Zellen
ist eine Verschiebung von 0.5-1 Gy der Uberlebenskurve gegeniiber dem Standard sichtbar.

Nun wird untersucht, ob die gleiche Beschreibung der Daten alleine aus der Uberlebenskurve der wt-
Zellen moglich ist. Dafiir wird eine GLOBLE-Modellanpassung an die Uberlebenskurve der wt-Zellen
durchgefiihrt. Die anderen Uberlebenskurven werden aus den angepassten Parametern vorhergesagt und
sind in Abbildung 16d dargestellt. Das Uberleben der wt-Zellen wird durch den Fit leicht verzerrt, bis auf
einen Faktor 2 wiedergegeben und damit besser als durch die vorhergehende Anpassungen (Abb. 16d a-
c). Das Uberleben der Lig4-KO- und double-KO-Zellen wird durch diese Vorhersage dhnlich gut wie durch
die Anpassung an alle Daten beschrieben. Die Vorhersage der rad54-KO-Zellen ist deckungsgleich mit der
von wt-Zellen und iiberschitzt somit das Uberleben der rad54-KO-Zellen. Insgesamt lisst sich daraus die
GroRenordnung des Uberlebens der Lig4-KO- und double-KO-Zellen vorhersagen, jedoch nicht das der
rad54-KO-Zellen.

Analog zu der Anpassung des GLOBLE-Modells wird auch das GLOBLE-MS- (Abb. 17a) und GLOBLE-
scale-Modell (Abb. 17b) an die Uberlebensdaten angepasst. Es findet eine simultane Anpassung an alle
vier Uberlebenskurven, mit dem oben genannten Standard-Zellzyklus, statt. Die erhaltenen Parameter
sind in Tabelle 5 aufgelistet. Die GLOBLE-MS- und GLOBLE-scale-Anpassung an die wt- und double-KO-
Zelliiberlebenskurven unterscheidet sich nur marginal von der GLOBLE-Anpassung. Die GLOBLE-MS-
und GLOBLE-scale-Anpassung der rad54-KO-Zelliiberlebenskurven zeigt bei hohen Dosen ein geringe-
res Uberleben als die GLOBLE-Modellanpassung. Die GLOBLE-MS-Anpassung fiir die Lig4-KO-Zelllinie
iiberschétzt die Daten und die GLOBLE-Vorhersage ab einer Dosis von 1Gy. Die Unterschiede zum
GLOBLE-Modell beruhen zum Teil auf der Vereinfachung bei der Einfiihrung des GLOBLE-Modells.
Das GLOBLE-scale-Modell iiberschitzt ebenfalls das Uberleben der Lig4-KO-Zellen, jedoch nicht so stark
wie das GLOBLE-MS-Modell. Insgesamt kann man sagen, dass bis auf die Beschreibung der Lig4-KO-
Mutanten, das GLOBLE-MS- und GLOBLE-scale-Modell diese Daten ebenso gut beschreiben wie das
GLOBLE-Modell.
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Abbildung 17: Uberlebenskurven asynchroner wt-Zellen sowie die Mutanten Lig4-KO, Rad54-KO und
double-KO, nach Photonenbestrahlung, Daten aus Ref. [99]. An die Daten werden das GLOBLE-MS
(Abb. a) und GLOBLE-scale (Abb b) angepasst und dargestellt (durchgezogene Linie). Als Vergleich
dazu ist die GLOBLE-Modellanpassung aus Abb. 16a (gestrichelte Linien) eingezeichnet.
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| wt | Rad54KO | [Lig4-KO | double-KO |

€i1 0.105+0.010 [ 0.105+0.010

GLOBLE [ €, 0 0 0.105+0.010

e. | 0.105+0.010 | 0.105+0.010 | 0.105+0.010 [ 0.105+0.010

€i1 0.104£0.016 [ 0.104£0.016

GLOBLE-MS | €;, 0 0 0.104£0.016
e. | 0.104+£0.016 [ 0.104+0.016 [0.104£0.016 | 0.104£0.016

€1 0.128+0.012 [ 0.128 £0.012

GLOBLE-scale | €;, 0 0 0.128 +0.012
e. | 0.128+0.012 | 0.128+0.012 [0.128£0.012 | 0.128£0.012

Tabelle 5: Parameter des GLOBLE-, GLOBLE-MS-, GLOBLE-scale-Modells, die aus der simultanen
Anpassung an Uberlebenskurven von vier MEF-Zelllinien mit unterschiedlichen Defiziten der DNA-
Reparaturwege resultieren. Innerhalb einer Modellvariante werden jeweils nur die drei gleichen Parameter
verwendet. Zur Vorhersage der Uberlebenskurven der wt-Zellen wird das GLOBLE-Modell wie iiblich
angewendet. Fiir Rad54-KO-Zellen hingegen wird die HR-Defizienz durch Ersetzung des €, ,-Parameters
durch den €, ;-Parameter ausgedriickt. Im Falle der Lig4-KO-Zellen wird €;; durch €, substituiert und
fiir die double-KO-Zellen werden schlieflich alle Parameter gleich dem e.-Parameter gesetzt. Die gleichen
Werte sind jeweils farblich kodiert hervorgehoben.

4.1.3 Extrapolation des Zelliiberlebens zur Hochdosisbestrahlung

In den vorigen Kapiteln wird das Uberleben synchroner und asynchroner sowie reparaturkompetenter
und reparaturdefizienter Zellen nach Photonenstrahlung untersucht. Um daraus das Zelliiberleben nach
Ionenbestrahlung mit dem LEM vorhersagen zu konnen, muss zundchst die Vorhersage des Zelliiberle-
bens zu hohen Dosen extrapoliert werden.

Mehrere Arbeiten zeigen, dass Uberlebenskurven bei hohen Dosen von einer reinen LQ-Form abweichen
[5]-[10]. Dabei kann sich der quadratische Beitrag bis hin zum Ubergang in eine rein lineare Form re-
duzieren. Die Arbeiten von Skarsgard et al. [5], [6] und Hawkins et al. [7] erklaren die Abweichung
von der reinen LQ-Form der Zelliiberlebenskurven durch die heterogenen Radiosensitivitidten der zellzy-
klusabhingigen Subpopulationen einer asynchronen Zellkultur. Selbst wenn die Uberlebenskurven der
Subpopulationen dem LQ-Modell folgen, weicht die resultierende Uberlebenskurve einer asynchronen
Zellkultur von der reinen LQ-Form ab.

Wenn das LQ-Modell zweimal an die Uberlebenskurve angepasst wird, einmal bei niedrigen Dosen und
einmal bei hohen Dosen, so ist der Wert von a/f fiir die Anpassung im Niedrigdosisbereich kleiner
als Hochdosisbereich. Werden Uberlebenskurven durch das LQL-Modell beschrieben, so ist die Uber-
gangsdosis zwischen dem Niedrig- und Hochdosisbereich zelllinienspezifisch und variiert liegt im Be-
reich ~6.2-15Gy (fiir a/ = 2Gy bis a/p = 10Gy nach Gl. 8 [74]). Die Arbeiten von Skarsgard et
al. und Hawkins et al. beschrénken sich darauf, die Gesamtpopulation durch die Summe von zwei Sub-
populationen, eine sensitive und eine resistente, zu beschreiben. Mithilfe des GLOBLE-Modells soll nun
untersucht werden, wie die Ubergangsdosis von den LQ-Parametern a und f3 abhiingt. Es wird eine kon-
tinuierliche Verteilung der Subpopulationen iiber den Zellzyklus (Gl. 32) angenommen. Dafiir werden
die GLOBLE-Parameter von synchronen CHO-Zellen aus Kapitel 4.1.1 verwendet. Fiir jeden Zeitpunkt
nach Mitose werden die a- und f3-Parameter berechnet (Kap. 3.1.9) und in den Abbildungen 18a und
18a dargestellt. Die Haufigkeitsverteilung des a-Parameters ist in Abbildung 18c, die des 3-Parameters in
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Abbildung 18d, das a/f-Verhiltnis in Abbildung 18e und die zweidimensionale Darstellung der Hiufig-
keitsverteilung von a, 3-Kombinationen in Abbildung 18f dargestellt. Daraus ist ersichtlich, dass sich die
a- und f3-Parameter stark im Laufe des Zellzyklus d&ndern. Damit besteht eine asynchrone Zellpopulation
aus Subpopulationen, die ein breites Spektrum an a/f-Verhaltnissen aufweisen. Dies reicht von 0 Gy bis
ca. dem doppelten Wert der asynchronen Population. Der zeitliche Verlauf der a- und f3-Parameter (Abb.
18a und 18b) lasst sich ebenfalls in der zweidimensionalen a-f3-Verteilung (Abb. 18f) nachverfolgen.
Wihrend der G1-Phase ist der a-Parameter konstant, sinkt im Laufe der S-Phase auf null. In der G2/M-
Phase steigt der a-Parameter auf den doppelten Wert der G1-Phase an. Der f3-Parameter ist wahrend der
G1-Phase ebenfalls konstant, steigt wéhrend der S-Phase auf etwa den 2.6-fachen Wert der G1-Phase
und féllt wahrend der G2/M-Phase auf den zweifachen Wert der G1-Phase. Dieser Verlauf lasst sich mit
den zeitlichen Verldaufen von gepaarten und ungepaarten Chromatin-Loops sowie den Verfiigbarkeiten
von Reparaturwegen erklaren. Das a/f3-Verhéltnis ist wiahrend der G1-Phase konstant, fallt wahrend der
S-Phase von ca. 22 Gy auf null und steigt im Laufe der G2/M-Phase wieder auf den Ausgangswert. Es
ist zu beachten, dass der Abfall auf null wahrend der S-Phase 6 h dauert, wiahrend der Anstieg auf den
Ausgangswert wahrend der G2/M-Phase nur 2 h benétigt. Dadurch sind die Anteile der LQ-Parameter
sehr ungleich auf der zeitlichen a/f-Trajektorie verteilt.

Uberlebenskurven von Zellen in den einzelnen Zellzyklusphasen sind in Abbildung 19a dargestellt. Die
Uberlebenskurven von Zellen in der S-Phase zeigen eine ausgeprigte Schulterform gegeniiber Photonen-
bestrahlung. Die Uberlebenskurven von Zellen der G1-Phase hingegen zeigen eine schwach ausgeprigte
Schulterform. Weiterhin sagt das GLOBLE-Modell vorher, dass Zellen in S-Phase resistent gegeniiber
niedrigen Dosen Photonenstrahlung sind. Bei hohen Dosen werden diese Zellen jedoch empfindlicher als
die Zellen der G1-Phase, da deren Uberlebenskurve eine flachere Form hat. Dies trigt fiir asynchrone
Zellen zum Abflachen der Dosiseffektkurve bei hohen Dosen bei.

Nun wird die Form der Dosiseffektkurve einer asynchronen Zellpopulation untersucht. Diese ist in Abbil-
dung 19b und die erste Ableitung nach der Dosis in Abbildung 19c dargestellt. Betrachtet man nun die
zweite und dritte Ableitung des Effektes nach der Dosis (Abb. 19d und 19e), sieht man, dass die dritte
Ableitung ein klar ausgeprigtes Minimum in der Mitte des Ubergangsbereichs aufweist. Die Dosis dieses
Minimums liegt im Schnittpunkt der Uberlebenskurven des Hoch- und Niedrigdosisbereichs. Man kann
diese Dosis also als das Analogon zur Ubergangsdosis D, des LQL-Modells deuten.

Da im LEM angenommen wird, dass die Ubergangsdosis D, und das a/f einen Zusammenahng der
Form D, = b + m - a/p aufweist, soll untersucht werden, ob durch das GLOBLE-Modell ein dhnlicher
Zusammenhang zwischen den LQ-Parametern und der Ubergangsdosis hergestellt werden kann. Dafiir
wird ein Satz von a, 3-Parameterkombinationen verwendet. Die a- und f3-Parameterkombinationen wer-
den so gewahlt, dass typische a/f-Verhéltnisse mit typischen 3-Werten abgedeckt werden. Als Referenz
fiir typische a- und f3-Werte wird die Datenbank von Friedrich et al. [74] verwendet. Fiir das a/f3-
Verhaltnis wird das Dosisintervall 2-10 Gy in zehn dquidistanten Schritten gewahlt. Fiir den f3-Parameter
werden die Werte 0.02; 0.045 und 0.07 Gy 2 benutzt. AnschlieRend wird jede Parameterkombination in
GLOBLE-Parameter transformiert (Kap. 3.1.1) und das Uberleben asynchroner Zellen durch das GLOBLE-
Modell vorhergesagt. Aus dem Minimum der dritten Ableitung des Effekts wird die Ubergangsdosis D,
bestimmt und als Funktion des a/f-Verhéltnisses dargestellt (Abbildung 19f). Eine lineare Anpassung
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(D, = b+ m-a/B) an die resultierenden Werte zeigt, dass D, einen nahezu linearen Zusammenhang
mit dem a/fB-Verhaltnis aufweist, mit dem y-Achsenabschnitt b = 4.3 Gy und der Steigung m = 0.63.
Damit wurde zum ersten Mal ein mechanistischer Zusammenhang zwischen der Ubergangsdosis und den

LQ-Parametern hergestellt, sodass ein Verstandnis der zugrundeliegenden Mechanismen moglich ist.
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Abbildung 18: Zeitlicher Verlauf und die Haufigkeitsverteilung von a- und f-Parameter der Subpo-
pulationen einer asynchronen Zellpopulation. Die Vorhersage erfolgt mit dem GLOBLE-Modell und
den Letalitédten von CHO-Zellen (€;; = 0.0099,¢€;, = 0,e. = 0.108, Kap. 4.1.1). Es werden fiir jeden
Zeitpunkt-nach-Mitose die LQ-Parameter bestimmt und in Abbildung a und b dargestellt. Die a- und
pB-Parameter der asynchronen Zellpopulation sind durch schwarze Linien gekennzeichnet. Anschlieend
wird die Hiufigkeit der Haufigkeit unter der Annahme einer asynchronen Zellpopulation bestimmt. Die
Beitrige werden nach Zellzyklusphase farblich zusammengefasst. Abbildung ¢ zeigt die Verteilung des
a-Parameters, d die des f3-Parameters, e die des Verhiiltnis a/f und f alle a, -Kombinationen in einer
zweidimensionalen Darstellung.
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Abbildung 19: Zellzyklusspezifisches Uberleben und die resultierende Form von Uberlebenskurven asyn-
chroner Zellen. Abbildung a zeigt das Uberleben synchroner Zellen in den unterschiedlichen Zellzyklus-
phasen und das einer asynchronen Zellpopulation. Abbildung b zeigt den Effekt (v = —In(S)) einer
asynchronen Zellpopulation nach Photonenbestrahlung. Die Abbildungen ¢ bis e zeigen die erste bis
dritte Ableitung des Effekts. Der Pfeil markiert in den Abbildungen b-e die Ubergangsdosis .Abbildung
19f zeigt den Zusammenhang zwischen dem a/fB-Verhiltnis der Uberlebenskurven und der Ubergangs-
dosis Dy. Fiir die Abbildungen a-e werden die LQ-Parameter a = 0.22Gy ™!, f = 0.017Gy 2 und die
damit bestimmten GLOBLE-Parameter €;; = 0.0099,¢;, = 0,e, = 0.108 verwendet. Fiir Abbildung f
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4.1.4 Zelliiberleben asynchroner und synchroner CHO-Zellen nach Hochdosisbestrahlung

In Kapitel 4.1.3 (Abb. 19a) wird gezeigt, dass das GLOBLE-Modell eine hohere Sensitivitat der Zellen in
der S-Phase, relativ zu denen in der G1-Phase, nach hohen Dosen Photonenstrahlung vorhersagt. Dies
widerspricht einerseits den Erwartungen, die aufgrund der bisherigen Datenlage bestehen. Andererseits
wurden bisher keine systematischen Untersuchungen dahingehend durchgefiihrt. Da Zellen der S-Phase
sensitiver als die der G1-Phase gegeniiber hoch-LET-Strahlung sind und hoch-LET-Strahlung mit hohen
lokalen Dosen verbunden ist, scheint eine derartige Verinderung der Radiosensitivitdt plausibel. Mit
dem Ziel diese Vorhersage des GLOBLE-Modells zu untersuchen werden Experimente durchgefiihrt, mit
denen das Zelliiberleben synchroner Zellen im Dosisbereich von O bis ca. 30 Gy gemessen wird. Die hier
vorgestellten experimentellen Daten wurden in Zusammenarbeit mit Sylvie Lerchls Masterarbeit [91]

gesammelt.
Zellzykluszustand ain Gy * B in Gy 2 a/B in Gy
asynchron 0.198+£0.011 | 0.0183 +£0.0012 10.9
G1-Phase 0.158 £0.009 | 0.0241 £ 0.0009 6.7
S-Phase 0.059 £0.007 | 0.0231 £ 0.0005 2.5

Tabelle 6: Parameter der Anpassung des LQ-Modells an das Uberleben asynchroner und synchroner
CHO-Zellen in G1- und S-Phase [91].

Fiir die Versuche wurde ein Protokoll zur Synchronisation von CHO-Zellen etabliert (Kap. 3.2.2). Fiir den
Niedrigdosisbereich wird das klonogene Uberlebensassay in seiner Standard-Variante verwendet. Fiir den
Hochdosisbereich wird eine Abwandlung davon, das MCP-Assay, etabliert (Kap. 3.2.4). Uberlebenskur-
ven asynchroner CHO-Zellen werden in Form des klonogenen Uberlebensassay viermal aufgenommen.
Die Uberlebenskurven synchroner CHO-Zellen in G1- und S-Phase (4 h und 13 h nach Synchronisation)
wurden mit dem klonogenen Uberlebensassay dreimal aufgenommen. An die asynchronen und syn-
chronen Uberlebenskurven wurde jeweils das LQ-Modell angepasst. Die LQ-Parameter sind in Tabelle
6 aufgelistet. Die Versuche zeigen genau die erwarteten Ergebnisse: Zellen in der S-Phase zeigen eine
hohere Resistenz gegeniiber der Photonenstrahlung, damit ein kleineres a/-Verhéltnis als Zellen in der
G1-Phase. Als statistische Unsicherheiten werden 10 % des Uberlebens angenommen.

Das GLOBLE-Modell wird zwei mal an die Versuchsdaten angepasst: einmal an die Versuchsdaten mit
synchronen Zellen und einmal an die Versuche mit asynchronen Zellen. Fiir die Versuche mit synchro-
nen Zellen wird das GLOBLE-Modell simultan an die Uberlebenskurven der Zellen in G1- und S-Phase
angepasst (Populationsparameter s. Kap. 3.1.1). Fiir die die Anpassung an das Uberleben asynchroner
Zellen wird die asynchrone Population, wie in Kapitel 3.1.2 beschrieben, verwendet. Die erhaltenen
GLOBLE-Parameter beider Anpassungen sind in Tabelle 7 aufgelistet. Die €, ; beider Anpassungen stim-
men innerhalb einer Standardabweichung miteinander iiberein. Die Differenz der €. betrdgt 2.6 Stan-
dardintervalle. Fiir alle grafischen Auftragungen und folgenden Vergleiche werden die Parameter der
Anpassung an die synchronen Zellen verwendet. Diese beruhen auf einer grof3eren statistischen Stich-
probe. AuBerdem soll {iberpriift werden, ob Uberlebenskurven asynchroner und synchroner Zellen durch
die selben Parameter beschrieben werden kénnen.

Die oben beschriebenen Daten, sowie LQ- und GLOBLE-Modellanpassungen, sind in Abbildung 20a fiir
asynchrone und Abbildung 20b fiir synchrone Zellen dargestellt. Die Daten werden durch das LQ-Modell
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Abbildung 20: Ergebnisse der Experimente mit asynchronen und synchronen CHO-Zellen. Abbildung
a zeigt das klonogene Uberleben der CHO Zellen, mit LQ-Fit und GLOBLE-Vorhersage basierend auf
der Anpassung an Uberleben synchroner Zellen. Abbildung b zeigt das klonogene Uberleben synchroner
CHO-Zellen in G1- und S-Phase, die Anpassung des LQ-Modells und simultane Anpassung des GLOBLE-
Modells. Abbildungen c¢,d und e zeigen jeweils die MCP Messungen asynchroner Zellen, Zellen in G1- und
Zellen in S-Phase. Abbildung f zeigt eine Zusammenfassung des Uberlebens synchroner Zellen in G1- und
S-Phase: Messungen des klonogenen Uberlebensassay und Daten des MCP-Assay, die zum Zelliiberleben
umgerechnet werden. Die dazugehérenden GLOBLE-Vorhersagen werden an die Uberlebenskurven des
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klonogenen Uberlebensassay angepasst und extrapoliert. Daten aus Ref. [91].
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| GLOBLE synchron | GLOLE asynchron |

GLOBLE-MS

| GLOBLE-scale |

€1 || 0.0094+0.0005 | 0.0082+0.0011 | 0.0086 =+ 0.0004 | 0.0057 &+ 0.0004
€2 || 0.0000=+0.0001 0 0.0000 £ 0.0001 | 0.0000 = 0.0002
€, 0.091 £ 0.004 0.117 £0.009 0.114 £0.003 0.175 % 0.005

Tabelle 7: Parameter der angepassten GLOBLE-Modellvarianten.

gut beschrieben, da diese symmetrisch um die angepassten Kurven streuen. Das GLOBLE-Modell un-
terschitzt das Uberleben asynchroner Zellen und Zellen in G1-Phase fiir Dosen bis ~ 8 Gy. Fiir hohere
Dosen wird das Uberleben iiberschitzt. Das Uberleben der Zellen in S-Phase wird im gesamten Dosis-
bereich durch das GLOBLE-Modell unterschitzt. Der Einfluss des Zellzyklus auf das Uberleben wird in
groben Ziigen wiedergegeben. Dabei spielt der Dosisbereich der Anpassung eine groRe Rolle. Wird die
Anpassung an den Dosisbereich 0-10 Gy durchgefiihrt (Abbildung nicht gezeigt), so werden die Daten in
diesem Bereich wesentlich besser beschrieben. Eine Extrapolation zu hoheren Dosen fiihrt jedoch gro-
Reren Abweichungen. Das GLOBLE-Modell sagt eine Kreuzung der Uberlebenskurven von Zellen in G1-
und S-Phase nach Bestrahlung mit 18 Gy Photonenstrahlung vorher.

Um die durch das GLOBLE-Modell vorhergesagte Kreuzung der Uberlebenskurven von Zellen in G1- und
S-Phase zu untersuchen, wird die Dosiseffektkurve bei hohen Dosen durch das MCP-Assay vermessen.
Diese wird viermal mit 110.000 asynchronen CHO-Zellen im Dosisbereich 17-31 Gy durchgefiihrt. Die
Ergebnisse werden in jeweils 1 Gy Intervalle zusammengefasst. Zuséatzlich wird je eine Messung mit 100
und 10.000" Zellen durchgefiihrt, deren Daten hier nicht einzeln gezeigt werden, aber in die spitere
Analyse des gesamten Datensatzes mit einfliellen. Anschliel3end werden drei Messungen mit 110.000
CHO-Zellen in G1- und S-Phase durchgefiihrt.

Zellzyklus Zustand b, b, in Gy ! | Dg, in Gy
asynchron —22+4 | 1.00£0.16 | 21.7+0.2
G1-Phase —25+£5 1.2+0.2 21.7+0.3

S-Phase —22+4 | 0.87£0.15| 25%£0.3

Tabelle 8: Parameter der angepassten sigmoiden Funktion (Gl. 43) an die MCP-Messungen asynchroner
und synchroner CHO-Zellen in G1- und S-Phase.

Eine logistische Funktion zur Verdeutlichung der Dosis-Effekt-Beziehung wird an die MCP-Daten ange-
passt. Die Parameter sind in Tabelle 8 aufgelistet. Ein Vergleich der D5, Werte der logistischen Anpas-
sungen zeigt, dass Zellen der S-Phase deutlich resistenter sind als die der G1-Phase. Demzufolge tritt die
durch das GLOBLE-Modell vorhergesagte Kreuzung der Uberlebenskurven von Zellen in G1- und S-Phase
im untersuchten Dosisbereich nicht ein.

Als Vergleich wird die LQ-Modellanpassung an Daten des klonogenen Uberlebens in den Hochdosis-
bereich extrapoliert und in MCP umgerechnet. Ebenso wird mit den GLOBLE-Modellanpassungen fiir
synchrone und asynchrone Zellen verfahren. Die Daten des MCP-Assay, die Anpassung der sigmoiden
Kurve sowie die Extrapolationen des LQ- und GLOBLE-Modells sind fiir asynchrone Zellen in Abbildung
20c, Zellen in G1-Phase in Abbildung 20d und fiir Zellen in S-Phase in Abbildung 20e dargestellt. Das

hier ist die Zellzahl nicht so genau bekannt, da keine Z&dhlung zum Zeitpunkt der Bestrahlung durchgefiihrt wurde. Diese
wird aus der erwarteten PE und Wachstumskurve (Daten nicht gezeigt) der CHO-Zellen bestimmt.
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LQ-Modell unterschétzt das Zelliiberleben in dem Dosisbereich 17-31 Gy. Die GLOBLE-Vorhersage, basie-
rend auf dem Uberleben synchroner Zellen, iiberschétzt das Uberleben asynchroner Zellen. Die Ds, Dosis
ist um etwa 1.8 Gy grol3er als die der logistischen Anpassung. Die entsprechende Vorhersagen, basierend
auf der Anpassung an das Uberleben asynchroner Zellen (Daten nicht gezeigt), unterschitzen das Uber-
leben. Die D5, Dosis ist um etwa 1.5 Gy kleiner als die der logistischen Anpassung. Dem zufolge liegt die
Diskrepanz im Rahmen der experimentellen Unsicherheiten der Extrapolation. Die GLOBLE-Vorhersage
iiberschitzt das Uberleben fiir Zellen in G1-Phase. Fiir Zellen in S-Phase wird das Uberleben durch das
GLOBLE-Vorhersage unterschétzt.

Fiir eine bessere Ubersicht der Daten des Niedrig- und Hochdosisbereichs werden die MCP-Daten in Zell-
iiberleben umgerechnet. Anschlieffend werden diese zusammen mit den Daten des klonogenen Assays
und der GLOBLE-Vorhersagen fiir Zellen in G1- und S-Phase wird in Abbildung 20f dargestellt. Die Kreu-
zung der GLOBLE-Vorhersagen fiir Zellen in G1- und S-Phase bei der Dosis 18 Gy ist deutlich zu sehen.
Die Daten zeigen jedoch, dass Zellen der S-Phase iiber den gesamten Dosisbereich resistenter sind als
die der G1-Phase.

Zellzyklus a B Dy a/p Smax
Zustand in Gy ! in Gy 2 in Gy in Gy in Gy !

asynchron || 0.197£0.003 | 0.0184+£0.0003 | 14.6£0.7 | 10.7 0.74£0.03

G1-Phase || 0.135£0.003 | 0.0272+0.0003 9.9+0.3 5.0 | 0.676+0.0149
S-Phase || 0.066 £0.002 | 0.02261 £0.00017 | 14.3£0.3 | 2.9 0.712+£0.016

Tabelle 9: Parameter der Anpassung des LQL-Modells an die Uberlebens- und MCP-Messungen asyn-
chroner und synchroner CHO-Zellen in G1- und S-Phase.

Da Uberlebenskurven nach hohen Dosen Photonenstrahlung hiufig durch das LQL-Modell beschrieben
werden, wird dies ebenfalls an die Daten des klonogenen Uberlebensassay und MCP-Assays angepasst.
Die Parameter werden mit einer Maximum-Likelihood-Schitzung (Kap. 3.2.5) bestimmt und in Tabelle
9 angegeben. Die dazugehérigen Uberlebenskurven sind in den Abbildungen 21a fiir asynchrone, 21c
fiir synchrone Zellen in G1- und 21e fiir synchrone Zellen in S-Phase zusammen mit den Daten darge-
stellt. Der dosisabhéngige Verlauf der Datenpunkte wird gut von der LQL-Kurve wiedergegeben. Um die
Abweichung von der LQ-Form zu verdeutlichen, wird der Quotient aus Effekt und Dosis v/D fiir asyn-
chrone Zelle, Zellen in G1- und Zellen in S-Phase entsprechend in den Abbildungen 21b, 21d und 21f
dargestellt.

Fiir asynchrone Zellen und synchrone Zellen in S-Phase ergeben die Anpassungen des LQ- sowie LQL-
Modells innerhalb der Fehlerbalken die gleichen a- und f3-Parameter (vgl. Tab. 6 fiir LQ und Tab. 9 fiir
LQL). Fiir Zellen der G1-Phase zeigt die Anpassung des LQL-Modells ein kleineres a/f-Verhiltnis und
eine Abweichung der a- und f3-Parameter um 2.4 und 3.3 Standardintervalle. Die maximalen Steigungen
aller drei Anpassungen sind innerhalb von zwei Standardintervallen miteinander vertréglich. Die Daten
zeigen, dass die maximale Steigung s,,,, eine Konstante sein konnte, unabhéingig von der Zellzyklusver-
teilung. Das GLOBLE-Modell sagt jedoch unterschiedliche Steigungen vorher (vgl. Abb. 20f). Aus den
Darstellungen des v/D geht hervor, dass synchrone und asynchrone CHO-Zellen fiir hohe Dosen einen
Ubergang von kleinen zu groRen a/f-Verhiltnissen aufweisen.
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Abbildung 21: Daten des klonogenen Uberlebensassay und MCP-Assay wird zum Zelliiberleben zu-
sammengefasst und das LQL-Modell wird angepasst. Es sind jeweils die Daten und die LQL-Kurve
des Uberlebens und dem Quotient aus Effekt und Dosis v/D fiir asynchronen Zellen in a und b, syn-
chron Zellen in G1-Phase in ¢ und d, und synchronen Zellen am Ende der S-Phase in e und f gezeigt.
Experimentelle Daten aus Ref. [91].
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Modellvergleiche

Im Folgenden wird analysiert, wie gut die Modelle LQ, GLOBLE, GLOBLE-MS und GLOBLE-scale die zu-
vor vorgestellten Uberlebenskurven beschreiben. Es wird eine Modellanpassung im Niedrigdosisbereich
durchgefiihrt, anschlieend wird analysiert wie gut diese Anpassungen die Daten wiedergeben und wie
gut eine Extrapolation in den Hochdosisbereich die Daten beschreibt. Die Daten des klonogenen Uberle-
bensassay stehen stellvertretend fiir die Daten des Niedrigdosisbereichs und die des MCP-Assay fiir die
Daten des Hochdosisbereichs. Im Folgenden werden alle Daten (klonogenes Uberleben und MCP) jeweils
nach Status der Synchronisation zusammengefasst und als Uberlebenswahrscheinlichkeit in den Abbil-
dungen 22, 23 und 24 dargestellt. Der Vergleich erfolgt unter Zuhilfenahme der Reduzierten y2-Werte
der Anpassungen (bzw. Extrapolationen), angegeben in Tabelle 10. Eine Untersuchung (Daten nicht ge-
zeigt) ergab, dass die Daten im Niedrigdosisbereich symmetrisch um die LQ-Kurve streuen. Dadurch
wird verdeutlicht, dass sich das LQ-Modell als Referenz eignet. Es ist zu beachten, dass es sich bei der
GLOBLE-Vorhersage des Uberlebens asynchroner Zellen um keine Anpassung, sondern eine Extrapolation
aus der Anpassung an synchrone Zellen handelt.

LQ GLOBLE GLOBLE-MS GLOBLE-scale

Bereich || niedrig | gesamt || niedrig | gesamt || niedrig | gesamt || niedrig | gesamt
G1-Phase 3.1 5.6 10.8 10.6 7.4 6.8 3.2 3.7
S-Phase 14.4 21.0 20.1 17.9 14.9 15.7 14.4 16.7
asynchron 4.2 4.5 5.9 7.2 8.1 7.7 10.7 9.6

Tabelle 10: Reduziertes y? der Modellvergleiche zwischen Daten und LQ-, GLOBLE-, GLOBLE-MS- ,und
GLOBLE-scale-Modell. Die dazugehoérenden Grafiken sind in den Abbildungen 22, 23 und 24 dargestellt.

Wie bereits erwdhnt, beschreibt Die LQ-Modellanpassungen die Daten im Niedrigdosisbereich sehr gut,
da die Datenpunkte aller Versuche symmetrisch um die Fitkurven streuen. Das Uberleben im Hochdosis-
bereich wird hingegen in allen Fillen unterschitzt. Fiir Uberlebenskurve der S-Phase ist dies besonders
stark ausgepragt.

Die GLOBLE-Vorhersage beschreibt das Uberleben asynchroner Zellen im Niedrigdosisbereich dhnlich gut
wie das LQ-Modell, die Extrapolation zu hohen Dosen iiberschitzt die Uberlebenswahrscheinlichkeit.
Insgesamt ist die Abweichung zu den Daten der asynchronen Zellen etwas groRer als fiir das LQ-Modell.
Bei der Uberlebenskurve der Zellen in G1-Phase fillt auf, dass diese verzerrt durch das GLOBLE-Modell
wiedergegeben werden: unterhalb von 10 Gy wird das Uberleben etwas unterschétzt, oberhalb davon ist
es leicht {iberschiitzt. Uber den gesamten Dosisbereich gibt das GLOBLE-Modell das Uberleben der Zellen
in G1-Phase am schlechtesten wieder. Das Uberleben der Zellen in S-Phase wird durch das GLOBLE-
Modell bis ca. 10 Gy leicht unterschatzt, wodurch dies die Daten etwas schlechter beschreibt als das LQ
Modell. Das Uberleben nach hohen Dosen wird leicht unterschétzt. Insgesamt beschreibt die Anpassung
des GLOBLE-Modells die Daten besser als die des LQ-Modells.

Das GLOBLE-MS-Modell iiberschitzt das Uberleben der asynchronen Zellen leicht iiber den gesamten
Dosisbereich. Dadurch beschreibt es das Uberleben bei niedrigen und hohen Dosen etwas schlechter als
das LQ und GLOBLE-Modell. Die Beschreibung des Uberlebens der Zellen in G1-Phase unterhalb von
10 Gy ist etwas besser als durch das GLOBLE-Modell, jedoch immer noch leicht verzerrt und schlechter
als durch das LQ-Modell. Die hohen Dosen werden jedoch gut beschrieben. Das Uberleben der Zellen der
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Abbildung 22: Uberleben asynchroner CHO-Zellen, zusammengefasst aus dem klonogenen- und MCP
Assay, sowie die Anpassung des LQ-Modells (rote Linie), GLOBLE-Modellvorhersage basierend auf Uber-
leben synchroner Zellen (blaue Linie), entsprechend GLOBLE-MS-Modell (griine Linie) und GLOBLE-
scale-Modell (violette Linie). Daten aus Ref. [91]

S-Phase wird im Niedrigdosisbereich dhnlich gut wie durch das LQ-Modell beschrieben. Fiir hohe Dosen
ist die Beschreibung des GLOBLE-MS-Modells besser als die des LQ- und GLOBLE-Modells.

Das GLOBLE-scale-Modell iiberschiitzt das Uberleben der asynchronen Zellen im Niedrigdosisbereich.
Die Abweichung zu den Daten ist die groRte der vorgestellten Modelle. Uber den gesamten Dosisbereich
gesehen gibt es die Daten am schlechtesten wieder. Das GLOBLE-scale-Modell beschreibt das Uberleben
von Zellen G1- und S-Phase unterhalb von 18 Gy sehr gut, vergleichbar mit dem LQ-Modell. Die Ex-
trapolation zu hohen Dosen beschreibt das Uberleben fiir Zellen in G1-Phase am besten; fiir Zellen in
S-Phase ist die Extrapolation besser als durch das LQ- und GLOBLE-Modell, jedoch schlechter als durch
das GLOBLE-MS-Modell.

Da die reduzierten y2-Werte immer gréRer als eins sind, ist anzunehmen, dass die angenommene relative
statistische Unsicherheit des Uberlebens von 10 % die wahre Unsicherheit unterschitzt. Weiterhin fallt
auf, dass keines der untersuchten Modelle das Uberleben von Zellen in S-Phase nach hohen Dosen gut
beschreibt. Diese scheinen aber gleichzeitig mit einer grof3eren statistischen Unsicherheit verbunden zu

sein als die anderen.
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Abbildung 23: Uberleben synchroner CHO-Zellen in G1-Phase, zusammengefasst aus dem klonogenen-
und MCP Assay, sowie die Anpassung des LQ-Modells (rote Linie), GLOBLE-Modell Anpassung (an G1-
und S-Phase Zellen Daten, blaue Linie), entsprechend GLOBLE-MS-Modell (griine Linie) und GLOBLE-
scale-Modell (violette Linie). Daten aus Ref. [91]
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Abbildung 24: Uberleben synchroner CHO-Zellen in S-Phase, zusammengefasst aus dem klonogenen-
und MCP Assay, sowie die Anpassung des LQ-Modells (rote Linie), GLOBLE-Modell Anpassung (an G1-
und S-Phase Zellen Daten, blaue Linie), entsprechend GLOBLE-MS-Modell (griine Linie) und GLOBLE-
scale-Modell (violette Linie). Daten aus Ref. [91]
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4.1.5 Modellierung des Uberlebens synchroner Zellen nach Ionenbestrahlung

Bisher wurden unterschiedliche Eigenschaften des Zelliiberlebens nach Photonenbestrahlung mithilfe
des GLOBLE-Modells untersucht. Jetzt soll untersucht werden, ob es moglich ist, diese gewonnenen
Erkenntnisse unter Verwendung des LEM zu Ionenstrahlung zu transferieren.

Versuch | Zelllinie Ty o Ionensorte | Energie LET
inh inh in MeV/u | in keV/um
C045 V79 —-1.3+0.4 [29+0.3 2¢ 4.5 315
C110 V79 | —4.76+£0.19 | 1.7£0.2 12¢ 11 151
Ni089 CHO |—-1.58+0.17]1.940.2 8N 8.9 2932
U130 CHO —1.8+£0.2 [23+0.2 28y 13.4 13660

Tabelle 11: Messungen des Uberlebens synchroner Zellen nach Ionenbestrahlung.

CHO-Ni089 CHO-U130

tinh| ainGy’ tinh ain Gy *
2.00 | 0.208 £0.004 1.50 | 0.0493+ 0.0015
2.75 1 0.203 £0.005 3.50 | 0.0567+0.0014
4.00 | 0.241+0.005 6.00 | 0.062+£0.002
6.00 | 0.223+0.005 7.50 | 0.0606+0.0013
7.00 | 0.278+=0.005 9.50 | 0.064+£0.002
9.00 | 0.270£0.007 || 11.50 | 0.0543+0.0017

10.00 | 0.272%£0.005 || 14.00 | 0.0541£0.0013

12.00 | 0.277+0.005 — —

13.00 | 0.2244 0.004 — —

V79-C045 V79-C110
tinh| ainGy™ tinh ain Gy *
2.00 0.71+0.05 2.20 0.80+£0.02
4.00 | 0.69+0.07 3.40 0.74+0.02
6.00 | 0.79%£0.04 5.25 0.78£0.03
8.00 | 0.86+0.04 6.40 0.84+£0.03
10.00 0.87+0.05 8.05 0.88+0.03
13.00 | 0.77%0.03 9.40 0.86£0.02
15.00 | 0.79£0.03 11.50 1.00+£0.03
— — 13.10 1.04+£0.03

Tabelle 12: LQ-Parameter der Uberlebenskurven, zu den Versuchen in Tab. 11.

Die untersuchten Datensdtze wurden von Wilma Kraft-Weyrather [64], dhnlich zu den in Kapitel 4.1.1,
erhoben. Entsprechend ist die folgende Auswertung dhnlich zu der vorhergehenden. Die Populations-
parameter der Versuche sind mit der verwendeten Zelllinie, Ionensorte, Energie, sowie LET in Tabelle
11 aufgelistet. An die Uberlebenskurven wird das LQ-Modell angepasst, die a-Parameter der Anpassung
sind in Tabelle 12 dargestellt, die 3-Parameter werden weggelassen da diese mit Null vertréaglich sind.

Fiir die LEM-Uberlebensvorhersage synchroner Zellen nach Ionenbestrahlung wird die GLOBLE-
Modellvorhersage synchroner Zellen nach Photonenbestrahlung (Kap. Kapitel 4.1.1) ausgewertet. Da-
bei wird die GLOBLE-Vorhersage als Zwischenschritt in eine LQL-Modellvorhersage transformiert. Zur
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Abbildung 25: a-d: Daten und LEM-Vorhersage des Uberlebens synchroner Zellen nach Ionenbestrahlung
als Funktion der Zeit nach Synchronisation (obere Graphen) und die Zellzykluslinetiken (untere Gra-
phen). Die LEM-Vorhersage mithilfe der Extrapolation-A (LEM-A) und mit Extrapolation-B (LEM-B).
Daten aus Ref. [64].
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Bestimmung der Ubergangsdosis D, werden die zwei vorgestellten Extrapolationen der Dosiseffektkur-
ve nach Photonenbestrahlung zu hohen Dosen, Extrapolation-A und -B (Kap. 3.1.9), verwendet. Das
Zelliiberleben wird anschlieBend mit LEM vorhergesagt. Im Folgenden werden Uberlebenskurven syn-
chroner Zellen nach Ionenbestrahlung, als Funktion der Zeit nach Synchronisation bei einer konstanten
Dosis betrachtet. Die LEM-Vorhersage mit Extrapolation-A und -B ist fiir V79-Zellen, nach Bestrahlung
mit 0.5 Gy Kohlenstoff der Energie 4.5 MeV/u (C045) und 11 MeV/u (C110), in den Abbildungen 25a
und 25a dargestellt. Die LEM-Vorhersage des Versuchs C045 mit der Extrapolation-A unterschitzt die
Daten systematisch, gibt aber deren Variation der Uberlebenswahrscheinlichkeit wihrend des Zellzyklus
richtig wieder. Die relative Anderung des Uberlebens wihrend des Zellzyklus ist in der LEM-Vorhersage
etwas starker ausgepragt als in den Daten. Der zeitliche Verlauf der LEM-Vorhersage im Versuch C110 ist
dhnlich dem Verlauf des Versuchs C045. Die Daten des Versuchs C110 werden durch die LEM-Vorhersage,
mit Extrapolation-A wéihrend der G1- und frithen/mittleren S-Phase, gut beschrieben. Die Sensitivierung
der Zellen zum Ende der S-Phase ist jedoch starker ausgepréagt als in den Daten und der LEM-Vorhersage
fiir C045. Die LEM-Vorhersagen mit Extrapolation-B sagen ein nahezu konstantes Zelliiberleben wih-
rend der S-Phase voraus, was nicht zu den Daten der beiden Versuche passt. Das mittlere Uberleben wird
durch die LEM-Vorhersage mit Extrapolation-B fiir den Versuch C045 richtig wiedergegeben, wahrend
dies fiir C110 iiberschatzt wird.

Die LEM-Vorhersagen, mit Extrapolation-A, zeigen fiir eine Bestrahlung Nickel- (Abb. 25¢) und Uranio-
nen (Abb. 25d) fiir CHO-Zellen qualitativ die gleiche Erhohung der Sensitivitdt wahrend der S-Phase wie
die Daten. Die Daten werden in der G1-Phase gut durch die Vorhersage beschrieben und die Stirke der
Variation wahrend der S-Phase wird korrekt durch das Modell vorhergesagt. Der Zeitpunkt der maxima-
len Radiosensitivitét ist jedoch zwischen den Daten und der LEM-Vorhersagen systematisch verschoben;
die Daten erreichen die maximale Sensitivitit frither (Mitte S-Phase) als die LEM-Vorhersagen (Ende
S-Phase). Die Berechnungen mit Extrapolation-B zeigen wéihrend des Zellzyklus den gleichen qualitati-
ven Verlauf wie die mit Extrapolation-A. Jedoch zeigt die Vorhersage eine schwichere Sensitivierung fiir
Zellen in der S-Phase als die Daten.

In allen Rechnungen sagen die LEM-Vorhersagen beider Extrapolationsmethoden zu Beginn des Zellzy-
klus das gleiche Uberleben voraus. Die Variation wihrend des Zyklus ist fiir Extrapolation-A wesentlich
starker ausgepragt und entspricht damit mehr dem Verlauf der Daten, {iberschitzt diesen jedoch teilwei-
se.

Die Unsicherheiten der LEM-Vorhersagen werden untersucht, indem die zugrundeliegenden GLOBLE-
und Populationsparameter um jeweils eine Standardabweichung variiert werden. Bei den GLOBLE-
Parametern handelt es sich um die Parametern, die benutzt werden um die Dosiseffektkurve nach
Photonenbestrahlung vorherzusagen (vgl. Abb. 14). Die Populationsparameter beschreiben die Synchro-
nisationsqualitat (Tab. 11). Auf diese Weise wird die LEM-Vorhersage und die Daten des Zelliiberle-
bens als Funktion der Zeit nach Synchronisation, nach Bestrahlung mit 0.5 Gy Kohlenstoffionen (Versuch
C045), in Abbildung 26 dargestellt. Die Unsicherheiten der GLOBLE-Parameter haben einen marginalen
Einfluss auf das Zelliiberleben. Die Unsicherheiten der Populationsparameter fithren zu Unsicherheiten
des Zelliiberlebens, welche in etwa der statistischen Unsicherheit der Daten entsprechen.
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Abbildung 26: Daten, LEM-Vorhersage und Unsicherheit der LEM-Vorhersage fiir das Uberlebens syn-
chroner Zellen nach Bestrahlung mit Kohlenstoffionen der Energie 4.5 MeV /u (Versuch C045), als Funkti-
on der Zeit nach Synchronisation (Analog zu Abb. 25). Die LEM-Vorhersage wurde mit Extrapolation-A
durchgefiihrt. Die Unsicherheiten der LEM-Vorhersage werden bestimmt in dem die Inputparameter und
Populationsparameter, um eine Standardabweichung variiert werden.

Bisher nutzt das LEM Uberlebenskurven asynchroner Zellen nach Photonenbestrahlung um die RBE vor-
herzusagen. Jetzt soll iiberpriift werden, ob die Summe der Uberlebenskurven zellzyklusspezifischen
Subpopulationen, aus den eine asynchrone Zellpopulation besteht, zu dem gleichen Ergebnis fiihrt.
Dafiir wird aus den Uberlebenskurven synchroner Zellen nach Photonenbestrahlung die Uberlebenskur-
ven nach Ionenbestrahlung vorhergesagt. Dies geschieht auf die gleiche Weise wie oben in diesem Kapitel
beschrieben. AnschlieRend wird daraus die Uberlebenskurve der asynchronen Population berechnet (Gl.
32). AbschlieBend wird die Dosis fiir 10 % Uberleben entnommen und die RBE,, berechnet. Die so
und mit der konventionellen Methode vorhergesagten RBE;,-Werte sind als Funktion des LET in Abbil-
dung 27a fiir CHO- und Abbildung 27b fiir V79-Zellen dargestellt. Die konventionellen LEM-Vorhersage
werden mit den a,f3-Parametern asynchroner CHO- und V79-Zellen aus Tabelle 4 durchgefiihrt. Die
Ubergangsdosis D, wird nach Gleichung 8 bestimmt. Fiir die Uberlebensvorhersage synchroner Zellen
werden die gleichen GLOBLE-Parameter wie oben in diesem Kapitel beschrieben verwendet (Tab. 3).
Fiir CHO-Zellen ergeben die Vorhersagen, die den Zellzyklus beriicksichtigen, ab einem LET von ca.
60 keV/um mit beiden Extrapolationen hohere RBE-Werte als die konventionelle Methode. Die Vorher-
sage mit Extrapolation-A fiihrt zu hoheren RBE-Werten als mit Extrapolation-B. Fiir V79-Zellen sagt die
Methode mit synchronen Zellen mit Extrapolation-A in etwa die gleichen RBE,,-Werte vorher wie die
konventionelle Rechnung. Die Vorhersage mit Extrapolation-B unterschétzt die RBE der konventionellen
Rechnung. Die Vorhersagen mit Extrapolation-A fiihrt bei beiden Zelllinien zu hoheren RBE,,-Werten im
Maximum als die mit Extrapolation-B. Abgesehen von den Unterschieden in der Hohe der RBE,,-Kurven
sind keine offensichtlichen Unterschiede der Form von RBE-Kurven sichtbar.
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Abbildung 27: LEM-Vorhersage der RBE; fiir Kohlenstoffionen bestrahlte CHO-Zellen in a und V79-
Zellen in b. Die Vorhersage wird auf drei Arten durchgefiihrt: 1. mit dem LEM fiir asynchrone Zellen [15],
mit LEM fiir synchrone Zellen mit Extrapolation-A und mit LEM fiir synchrone Zellen mit Extrapolation-
B.
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Abbildung 28: LET-abhéngige Vorhersage des linearen Parameters des LQ-Modells (a) durch das LEM
und gemessenes a von Zellen in G1- und S-Phase. Daten aus Ref. [64].

Nun soll untersucht werden, bei welchem LET die Zellen in S-Phase sensitiver werden als in G1-Phase.
Dafiir werden LEM-Uberlebensvorhersagen von V79-Zellen in G1- und S-Phase, nach Kohlenstoffstrah-
lung mit unterschiedlichem LET, angefertigt. Das LQ-Modell wird an die vorhergesagten Uberlebens-
kurven angepasst. Deren a-Parameter werden als Funktion des LET in Abbildung 28 dargestellt. Die
a-Parameter werden betrachtet, da diese den fithrenden Beitrag zum Effekt, bei typischen therapeu-
tischen Dosen, liefern. Die Datenpunkte werden aus den Uberlebenskurven in G1- und S-Phase der
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Versuche C045 und C110, sowie Uberlebenskurven nach Photonenbestrahlung (Kap. 4.1.1), entnom-
men. Der Photonenstrahlung wird ein LET von 2keV/um; zugewiesen. Bei der LEM-Vorhersage wird
angenommen, dass die Zellen ideal in G1- oder Mitte der S-Phase synchronisiert sind, wéhrend das fiir
die Daten nicht der Fall ist. Dies fiihrt dazu, dass die Variation der LEM-Vorhersage zwischen G1- und
S-Phase starker als in den Daten ausgeprigt ist. Deshalb stellt dieser Vergleich nur eine Ndherung dar.
Das LEM sagt die Tendenz der relativen Radiosensitivititen zwischen G1- und S-Phase im Ubergang von
niedrig- zu hoch-LET-Strahlung richtig vorher. Die a-Parameter der Zellen in G1- und S-Phase schnei-
den sich bei einem LET von ca. 60 keV/um; fiir niedrigere LET-Werte ist die S-Phase resistenter als die
G1-Phase, fiir hohere sensitiver.

4.1.6 Modellierung der RBE reparaturdefizienter Zellen nach Tonenbestrahlung

Nun wird untersucht, ob die GLOBLE-Vorhersage des Uberlebens asynchroner reparaturdefizienter Zel-
len mittels LEM auf hoch-LET-Strahlung iibertragen werden kann. Fiir diese Analyse werden Daten von
Takahashi et al. [99] untersucht. Die Uberlebenskurven nach Photonenbestrahlung dieses Datensatzes
werden in Kapitel 4.1.2 untersucht. Hier werden die Uberlebenskurven nach Ionenbestrahlung betrach-
tet. Insgesamt handelt es sich um vier Zelllinien (ein Wildtyp und drei reparaturdefiziente Mutanten). Es
ist zu beachten, dass verschiedene Ionensorten fiir die Bestrahlung verwendet wurden. Die im Folgen-
den untersuchten Einfliisse auf die RBE hingen von der Ionensorte und dem LET ab. Die verwendeten
Energie, LET und Ionen sind in Tabelle 13 angegeben.

Ionensorte | Energie LET
in MeV/u | in keV/um
Kohlenstoff 284 13
Kohlenstoff 43 50
Kohlenstoff 29 70
Kohlenstoff 17 108
Eisen 396 200
Neon 10 437
Argon 9 1370

Tabelle 13: In den Versuchen von Takahashi et al. [99] verwendeten Ionensorten mit zugehérigem LET
zur Messung von Zelliiberlebenskurven. Die Energien fiir Eisen wird mit SRIM [102], die Anderen nach
Ref. [103| berechnet.

Die LEM-Vorhersagen werden mit den in Kapitel 4.1.2 ermittelten Letalitdten sowie der in Kapitel 3.1.8
beschriebenen Methode berechnet. Es wird zuerst das Uberleben synchroner Zellen vorhergesagt. Im
darauf folgenden Schritt wird dies zum Uberleben einer asynchronen Population umgerechnet. Zur
Bestimmung der Ubergangsdosis D, wird Extrapolation-A verwendet. Abbildung 29a zeigt die Uberle-
benskurven nach Kohlenstoffbestrahlung mit einem LET von 108 keV/um. Zur Bestimmung der RBE;,
wird das Uberleben nach Photonenbestrahlung (Kap. 4.1.2) und die LEM-Vorhersage ausgewertet. Die
RBE,,-Kurven von Takahashi et al. [99] und die LEM-Vorhersage sind in Abbildung 29b dargestellt. Die
LEM-Vorhersage der RBE, fiir kohlenstoffbestrahlte Zellen (LET = 13 - 108 keV/um) beschreibt den
Verlauf der Daten innerhalb der Fehlerbalken. Die Vorhersage der mit Eisen bestrahlten (LET=200 ke-
V/um) wt- und rad54-KO-Zellen liefert eine RBE,, von 1.7, wiahrend sich aus den Daten ein RBE,, von
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Abbildung 29: Uberleben und RBE reparaturkompetenter und -defizienter Zellen nach Ionenbestrahlung.
Abbildung a zeigt Uberlebenskurven der vier Zelllinien aus Ref. [99] nach Bestrahlung mit Kohlenstoff
Ionen mit einem LET von 108 keV/u m, so wie die entsprechenden Vorhersagen des LEM. Abbildung
b zeigt die RBE;; Reparatur effizienter und defizienter MEF-Zellen, nach Bestrahlung mit Kohlenstoff-
Eisen-, Neon- und Argon Ionen aus Ref. [99] (Datenpunkte) und die dazugehorigen Vorhersagen durch das
LEM (Linien). Um die Datenpunkte herum sind Kurvensegmente der LEM-Vorhersage fiir die gleichen
Tonensorten, zur Darstellung des LET-abhéngigen RBE;y-Verlaufs dargestellt. Die schwarzen vertikalen
Linien unterteilen die LET-Skala in Bereiche in denen unterschiedliche Ionensorten verwendet werden.

2.7 £0.5 bzw. 3.6 £ 0.9 ergibt. Die RBE Vorhersage fiir Lig4-KO- und double-KO-Zellen entspricht fiir
die Eisenbestrahlung den Daten. Die Vorhersage fiir die mit Neon bestrahlten (LET = 437 keV/um) wt-,
rad54-KO-, Lig4-KO-Zellen iiberschétzt die RBE, wéihrend die Vorhersage der double-KO-Zellen den Da-
ten entspricht. Die Vorhersage fiir die mit Argon bestrahlten Zellen (LET = 1370 keV/um) beschreibt die
Daten gut, auller dass die RBE,, der wt- und Rad54-KO Zellen leicht die Daten iiberschéitzt.
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4.2 Diskussion

In diesem Kapitel werden die GLOBLE-Modell- und LEM-Vorhersagen des Zelliiberlebens nach Photonen-
und Ionenbestrahlung diskutiert. Hierbei werden zuerst die Daten-Modell-Vergleiche des zellzyklusspe-
zifischen Uberlebens nach Photonen- und Ionenbestrahlung erértert. AnschlieRend werden die Daten-
Modell-Vergleiche reparaturdefizienter Zellen verschiedener Strahlenqualitdten behandelt.

4.2.1 Zellzyklusspezifisches Uberleben nach Photonen- und Ionenbestrahlung

Zur Vorhersage von Dosiseffektkurven nach Ionenbestrahlung bekommt das LEM zu hohen Dosen hin
extrapolierte Dosiseffektkurven nach Photonenbestrahlung als Input und wertet diese mit der lokalen
Dosis der Ionenspur aus [11]-[15]. Entsprechend wird zuerst die GLOBLE-Vorhersage von Dosiseffekt-
kurven nach Photonenbestrahlung diskutiert, danach die Extrapolation zu hohen Dosen und zuletzt die
LEM-Vorhersage von Dosiseffektkurven nach Ionenbestrahlung. Das Neue in dieser Arbeit ist, dass dieses
Verfahren fiir synchrone Zellen angewandt wird, wéhrend sich vorhergehende Arbeiten mit asynchronen
Zellen befassten.

Beschreibung des Zellzyklusspezifischen Uberlebens nach Photonenbestrahlung

In der Arbeit von Hufnagl et al. [4] wird bereits die Fahigkeit des GLOBLE-Modells zur Beschreibung des
Uberlebens synchroner Zellen gezeigt. In dieser Arbeit wird die GLOBLE-Modellvorhersage synchroner
CHO- und V79-Zellen anhand von weiteren Datensétzen (Kap. 4.1.1) iiberpriift. Fiir CHO-Zellen werden
die Daten sehr gut reproduziert. Fiir V79-Zellen ist die Variation des Uberlebens wihrend des Zellzyklus
unterschatzt. Weiterhin zeigen die Daten, dass die mittlere S-Phase die resistenteste ist, wahrend das
Modell dies fiir die spéte S-Phase vorhersagt. Hinter der GLOBLE-Modellvorhersage steckt die Annahme,
dass alle DNA-Regionen gleich wichtig fiir das Zelliiberleben sind. In der Arbeit von Scholz [30] wurde
bereits angesprochen, dass dies vermutlich eine zu starke Vereinfachung ist. Es wird eine Modifikation
des GLOBLE-Modells vorgestellt, welche annimmt, dass bestimmte Regionen der DNA wichtiger fiir das
Zelliiberleben sind als andere. Das GLOBLE-MS-Modell (Kap 3.1.7) nimmt an, dass frithreplizierte DNA
wichtiger fiir das Zelliiberleben ist als spatreplizierte. Diese Annahme stiitzt sich darauf, dass wahrend
der S-Phase die euchromatischen, kodierenden sowie die stark transkribierten Bereiche der DNA zuerst
repliziert werden [48], [50]-[53] und wichtiger fiir das Zelliiberleben sind als die spétreplizierte DNA.
Dadurch wird eine hohere Fehlertoleranz der mit NHEJ reparierten iDSB der spétreplizierten DNA er-
wartet. Das GLOBLE-MS-Modell kann damit die Uberlebenskurven der V79-Zellen besser beschreiben.
Es zeigt die hochste Resistenz in der mittleren S-Phase. Ebenfalls ist das Maximum der Resistenz stér-
ker ausgepragt im Vergleich zum dem GLOBLE-Modell. Die untersuchten Daten der CHO-Zellen werden
vom GLOBLE- und GLOBLE-MS-Modell in etwa gleich gut beschrieben. Die Beschreibung des Uberlebens
reparaturdefizienter Zellen in Kapitel 4.1.2 zeigt fiir das GLOBLE- und GLOBLE-MS-Modell dhnlich gute
Resultate. Die Daten in Kapitel 4.1.4 werden durch GLOBLE-MS etwas besser als durch das GLOBLE-
Modell wiedergegeben. Aus der aktuellen Datenlage lésst sich schlieBen, dass das GLOBLE-MS-Modell
eine gute Moglichkeit bietet, friihreplizierte DNA bzw. Euchromatin stérker als das Heterochromatin fiir
das Zelliiberleben zu gewichten. Bei den drei untersuchten Zelllinien (CHO, V79, MEF) scheint dies je-
doch nur fiir die V79-Zelllinie erforderlich. Demzufolge scheinen zelllinienspezifische Unterschiede eine
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Rolle zu spielen. Eine Moglichkeit dies zu beriicksichtigen wére, das GLOBLE-MS-Modell zu nutzen, bei
dem der Anteil der friih- und spétreplizierten DNA zelllinienspezifisch ist.

Extrapolation des Uberlebens nach Photonenbestrahlung zu hohen Dosen

Zur Vorhersage des Uberlebens nach Ionenbestrahlung durch das LEM wird eine Extrapolation der Do-
siseffektkurven nach Photonenstrahlung zu hohen Dosen benétigt. Fiir asynchrone Zellen ist dies durch
das LQL-Modell realisiert, wobei die Ubergangsdosis empirisch bestimmt wird [74]. Die Extrapolation
zu hohen Dosen Photonenstrahlung ist ebenfalls fiir die Hypofraktionierung, Bestrahlung mit hohen Ein-
zeldosen (~60 Gy) interessant [9], [10]. Fiir die Extrapolation der Dosiseffektkurve synchroner Zellen
zu hohen Dosen gab es in diesem Kontext bisher keinen Ansatz. In dieser Arbeit werden zu diesem
Zweck zwei Methoden vorgestellt, Extrapolation-A und -B. In diesem Kapitel wird die Problematik der
Extrapolation von Dosiseffektkurven nach Photonenbestrahlung zu hohen Dosen hin dargelegt.

Viele Arbeiten zeigen, dass die Beschreibung von Zelliiberlebenskurven durch das LQ-Modell nur eine
Niherung darstellt. Innerhalb eines Ubergangsbereichs wird ein Ubergang von kleinen a/f3-Verhéltnissen
zu grolden sichtbar. Diese Tatsache erschwert unter anderem die Extrapolation der Dosiseffektkurve zu
hohen Dosen [5]-[10], [73]. Das LEM [11] benutzt das LQL-Modell um die Dosiseffektkurven anzuna-
hern. Eine Betrachtung unterschiedlicher Zellexperimente zeigt, dass das LQL-Modell in den meisten
Fillen eine gute Niherung ist [8]. Fiir die Anwendung des LQL-Modells wird die Ubergangsdosis beno-
tigt, welche angibt, ab welcher Dosis das LQ-Modell in die lineare Form iibergeht. Fiir Anwendungen
mit dem LEM existiert eine empirische Methode zur Berechnung der Ubergangsdosis fiir asynchrone
Zellkulturen aus den LQ-Parametern [74]. Eine umfassende mechanistische Erklirung des Ubergangs
gibt es jedoch bisher nicht. Die Arbeiten von Skarsgard [5], [6] und Hawkins [7] zeigen, dass ein
Grund fiir diesen Ubergang die heterogenen Radiosensitivititen der Subpopulationen von asynchro-
nen Zellkulturen sind. Die Untersuchung in Kapitel 4.1.3 greifen diesen Ansatzpunkt auf. Es werden
jedoch im Gegensatz zu den Arbeiten von Skarsgard und Hawkins nicht nur zwei Subpopulationen son-
dern eine kontinuierliche Verteilung betrachtet. Der Nachteil dabei ist jedoch, wie in den Versuchen mit
synchronen Zellen nach Photonenbestrahlung gezeigt, dass es bei der Beschreibung der Subpopulatio-
nen systematische Unsicherheiten auftreten. Das GLOBLE-Modell kann den Ubergang von kleinen zu
grofderen a/f-Verhéltnissen der asynchronen Zellpopulation reproduzieren. Laut den Ergebnissen von
Skarsgard [5], [6] und Hawkins [7] scheint es, dass die Anndherung der asynchronen Population durch
zwei Subpopulationen die Uberlebenskurven ausreichend gut beschreibt. Die detaillierte Aufspaltung
nach Subpopulationen scheint somit nicht erforderlich. Der Vorteil des GLOBLE-Modells hingegen ist,
dass nur drei freie Parameter bendtigt werden um das Uberleben zu beschreiben, wihrend die Methode
Skarsgard und Hawkins fiinf benétigt.

Die Arbeiten von Skarsgard und Hawkins gehen zunédchst davon aus, dass die resistente Subpopulation
immer resistenter ist als die sensitive, indem jeweils die a- und f3-Parameter der resistenten Population
kleiner sind als die der sensitiven. Einige Zelllinien zeigen jedoch eine Uberschneidung der beiden Sub-
populationen, sodass eine im Niedrigdosisbereich resistent ist und die andere im Hochdosisbereich [6].
Weiterhin zeigt die Arbeit von Hawkins, dass das a/f-Verhaltnis der asynchronen Zellpopulation grof3er
ist als das der einzelnen Subpopulationen. Die Vorhersagen durch das GLOBLE-Modell zeigen jedoch,
dass sich fiir viele Zelllinien die Uberlebenskurven einzelner Zellpopulationen schneiden. Am deutlichs-
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ten ist das aus der Kreuzung der Uberlebenskurven von Zellen in G1- und S-Phase zu sehen. Weiterhin
zeigt das GLOBLE-Modell, dass das a/3-Verhaltnis der asynchronen Zellpopulation eher dem Mittelwert
der Subpopulationen entspricht (Abb. 18e).

Das GLOBLE-Modell liefert eine mogliche mechanistische Erklarung fiir den Zusammenhang zwischen
den LQ-Parametern und der Ubergangsdosis von Zelliiberlebenskurven (Kap. 4.1.3). Da die Ubergangs-
dosis ein wichtiger Parameter fiir die LEM-Vorhersagen ist und bisher nur empirisch angenahert werden
konnte, ist dies eine groe Neuerung. Mit dieser Methode kann die Ubergangsdosis bestimmt werden,
bei der Uberlebenskurven innerhalb des LQL-Modells von einer LQ-Form in eine rein lineare Form iiber-
gehen. Der bisherige empirische Zusammenhang von Friedrich et al. [74] ist D, = 4Gy + 1.1 - a/f, mit
der Ubergangsdosis D, und den LQ-Parametern o und f3. In dieser Arbeit wurde der Zusammenhang
D, =4.3Gy+ 0.6 - a/p hergestellt und ist damit dem empirischen Zusammenhang sehr dhnlich.

Das GLOBLE-Modell sagt voraus, dass Zellen in der G1-Phase resistenter gegeniiber hohen Dosen Photo-
nenstrahlung sind als die in S-Phase. Dadurch inspiriert entstand die in Kapitel Material und Methoden
beschriebene Extrapolation-A des Uberlebens nach Photonenbestrahlung zu hohen Dosen. In Kapitel
4.1.4 wird ein Experiment gezeigt, um die relative Kreuzung der Radiosensitivitdten mit synchronen
CHO-Zellen zu messen. Die Messungen ergaben, dass sich die Uberlebenskurven synchroner Zellen in
G1- und S-Phase nicht schneiden. Ferner ergaben die Analysen, dass die Uberlebenskurven synchro-
ner Zellen selbst dem LQL-Modell folgen und innerhalb der Messgenauigkeiten die gleiche maximale
Steigung aufweisen. Die Arbeiten von Skarsgard [5], [6] und Hawkins [7] legen jedoch nahe, dass Uber-
lebenskurven synchroner Zellen eine reine LQ-Form haben sollten. Es ist denkbar, dass der Ubergang zu
grolleren a/fB-Verhiltnissen auf einem Restanteil resistenter Zellen beruht; da jedoch Zellen in S-Phase
bereits die resistente Population darstellen, ist nicht ersichtlich um welche Zellen es sich dabei han-
deln konnte. Die vorhergesagte Kreuzung der Radiosensitivitdten von Zellen in G1- und S-Phase bleibt
weiterhin ein interessanter Aspekt der Extrapolation von Dosiseffektkurven. Zellen in S-Phase reagieren
empfindlicher auf Ionenstrahlung als die in G1-Phase [17]. Da Ionenstrahlung mit hohen lokalen Do-
sen in Verbindung gebracht wird, kann diese Vorhersage bei noch héheren Dosen eintreten. AuRerdem
zeigen die Ergebnisse von Skarsgard [6], dass der Ubergang von einer LQ-férmigen Uberlebenskurve in
eine lineare auch damit vertréglich ist, dass Subpopulationen nicht durchgehend resistent oder sensitiv
sein miissen, sondern ihr Rollen dosisabhingig wechseln.

Eine Betrachtung der Uberlebenskurven synchroner Zellen nach Photonenbestrahlung (Kap. 4.1.4) zeigt,
dass das GLOBLE-Modell das Uberleben der Zellen in G1-Phase iiberschitzt und das der in S-Phase unter-
schatzt. Daraus entsteht der Eindruck, dass die relative Anzahl der DNA-Schéden proportional zum Strah-
lungseffekt ist. Dieser Ansatz wird im GLOBLE-scale-Modell aufgegriffen. Die Uberlegung ist, dass Zellen
in der spaten S-Phase (bei gleicher Dosis) doppelt so viel DNA und damit doppelt so viele DNA-Schiden
haben wie die Zellen in G1-Phase. Da sie jedoch iiber den doppelten Chromosomensatz verfiigen, kann
die Wirkung eines beschadigten DNA-Abschnitts potenziell durch das unbeschadigte Schwesterchroma-
tid kompensiert werden. Diese Uberlegungen motivieren die Extrapolation-B. Im Gegensatz dazu geht
das GLOBLE-Modell davon aus, dass die totale Anzahl der DNA-Schiden proportional zum Effekt ist.
Auf den ersten Blick scheinen die Daten mit dieser Vorhersage des GLOBLE-Modell nicht vertraglich
zu sein. Die Extrapolation der Uberlebenskurven zu hohen Dosen durch das GLOBLE-scale Modell in
Kapitel 4.1.4 zeigt jedoch keine wesentlich besseren Ergebnisse als das GLOBLE-Modell. Einerseits sagt
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das GLOBLE-scale-Modell keine Kreuzung der Uberlebenskurven von Zellen in G1- und S-Phase voraus,
was den systematischen Verlauf der Daten besser beschreibt als das GLOBLE-Modell. Andererseits be-
schreibt das GLOBLE-scale-Modell die Steigungen der Uberlebenskurven bei hohen Dosen schlechter als
das GLOBLE-Modell. Die Vorhersagen des Uberlebens synchroner Zellen nach Ionenbestrahlung mit der
Extrapolation-A fiihren zu einer besseren Beschreibung der Daten als mit Extrapolation-B. Daraus wird
gefolgert, dass eine rein empirische Extrapolation der Dosiseffektkurven synchroner Zellen zu hohen
Dosen (was Extrapolation-B entspricht) den Einfluss des Zellzyklus auf das Uberleben nicht ausreichend
beschreiben kann. Ferner zeigt dies, dass die Vorhersagen des GLOBLE-Modells beziiglich der Kreuzung
der Uberlebenskurven von Zellen in G1- und S-Phase im untersuchten Parameterraum zwar nicht be-
stitigt wird. Die Extrapolation zu hoch-LET-Strahlung fiihrt jedoch zu einer guten Ubereinstimmung der
LEM-Vorhersagen mit den Daten.

Da das GLOBLE-Modell und das LEM die gleiche Definition von DNA-Schadensklassen nutzen, wiirde
man erwarten, dass keine heuristische Extrapolation der Dosiseffektkurve notwendig ist, sondern dass
sich die Letalitaten der Schdden direkt im LEM nutzen lassen. Die hier untersuchten Daten deuten darauf
hin, dass alle drei betrachteten GLOBLE-Varianten die untersuchten Uberlebenskurven nach Photonen-
strahlung nur bis ca. 15 Gy beschreiben konnen. Dadurch wiirde die Zuweisung der GLOBLE-Letalitdten
zu den iDSB und c¢DSB im LEM zu einer Uberschitzung der Strahlenwirkung fithren. Die Dissertati-
on von Lisa Herr [72] befasste sich bereits mit dieser Problematik. Auch in dieser Arbeit konnte keine
mechanistische Erklarung fiir diese Diskrepanz gefunden werden. Es wird jedoch eine Methode vorge-
stellt (Extrapolation-A), die diese Liicke fiir synchrone Zellen soweit schliel3t, dass eine Verkniipfung
des GLOBLE-Modells mit dem LEM moglich ist. Der genaue mechanistische Zusammenhang hinter der
Ubergangsdosis des Ubergangs von kleinen zu groRen a/f-Verhiltnissen ist im Zusammenhang des LEM
seit dessen Einfithrung ungeklart. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Heterogenitat der
Subpopulationen eine teilweise, jedoch keine vollstdndige Erklarung liefert. Damit wird in dieser Arbeit
ein erster mechanistischer Erklirungsansatz fiir den Zusammenhang zwischen der Ubergangsdosis und
dem a/f-Verhaltnis gegeben.

Uberleben synchroner Zellen nach Ionenbestrahlung

Die LEM-Uberlebensvorhersage, basierend auf dem Uberleben nach Photonenbestrahlung, wird bisher
nur fiir asynchrone Zellen durchgefiihrt. Als technischer Aspekt vorweg soll erwahnt werden, dass das
LEM die Uberlebenskurve nach Photonenstrahlung in Form des LQL-Modells benétigt, um Vorhersagen
fiir Ionenstrahlung treffen zu konnen. Zur Beschreibung der Strahlenwirkung von Photonen wird in die-
ser Arbeit das GLOBLE-Modell benutzt. Aus den Vorhersagen des GLOBLE-Modells werden mit der in
Kapitel 3.1.2 entwickelten Methoden die LQL-Parameter berechnet. In dieser Arbeit wird gezeigt, dass
es damit moglich ist, das Uberleben synchroner Zellen nach Ionenstrahlung vorherzusagen. Eine wich-
tige Erkenntnis dabei ist, dass dieser Modellrahmen die Anderung der relativen Sensitivitit der Zellen
in S-Phase korrekt beschreibt; wéhrend diese resistent (im Vergleich zu Zellen in G1-Phase) gegeniiber
Photonenstrahlung sind, sind sie sensitiver als Zellen in G1-Phase gegeniiber Ionenstrahlung. Ebenfalls
wird die GréRenordnung der Uberlebensvariation im Laufe des Zellzyklus beschrieben. Die Fihigkeit
des Modells, diese Vorhersage mit relativ hoher Genauigkeit machen zu kénnen, zeigt die Starke der
mechanistischen Grundlage des LEM. Die empirische Beobachtung der Sensitivierung der Zellen gegen-
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iiber Ionenstrahlung in der S-Phase flie3t nicht unmittelbar in das Modell ein, sondern die Extrapolation
des Uberlebens nach Photonenbestrahlung. Deshalb kénnte naiv erwartet werden, dass die Zellen in der
S-Phase, die resistenter gegeniiber Photonenstrahlung sind, ebenfalls resistenter gegeniiber Ionenstrah-
lung sind. Dass das LEM die Umkehr der Radiosensitivitdat von Zellen in der S-Phase relativ zu Zellen in
der G1-Phase richtig wiedergibt, ist es ein Hinweis, dass die relevanten Effekte beziiglich Zellkerngro-
Re, Reparaturfahigkeit, und Schadensspektrum im LEM angemessen behandelt werden. Diese einzelnen
Aspekte werden im Folgenden genauer ausgefiihrt.

Bei einer generellen Betrachtung des LET-Einflusses auf das Zelliiberleben fiir therapierelevante Dosen®
finden sich zwei Extremfélle: nach niedrig-LET-Bestrahlung bekommen alle Zellen Schidden und es ist
im Wesentlichen die Reparaturkapazitit der Zelle fiir das Uberleben entscheidend. Auf die Modellierung
dieses Aspektes im Zusammenhang mit dem Zellzyklus wird bereits in Kapitel 4.1.1 eingegangen. Fiir
hoch-LET-Strahlung, im so genannten Overkillbereich, werden nicht alle Zellen von Ionen getroffen, in
den getroffenen Zellen wird jedoch so viel Dosis deponiert, dass die biologischen Schaden mit groRer
Wabhrscheinlichkeit zum Zelltod fiihren [104], [105]. An dieser Stelle ist die sogenannte Trefferstatistik
relevant. Dabei spielt die Grof3e des Targets eine Rolle. Im Zusammenhang mit dem Zellzyklus ist dies
relevant, da sich die DNA wéahrend der S-Phase verdoppelt, wodurch das Target grof3er und die Zellen da-
mit sensitiver werden [17]. An dieser Stelle sind die Uberlebenskurven nach Nickel- und Uranstrahlung
interessant. Diese Strahlenqualitit liegt deutlich im Overkillbereich, womit sie zwar nicht therapierele-
vant ist, sich aber dazu eignet, um die LEM-Beschreibung der geometrischen Eigenschaften der Zelle zu
priifen. Der Vergleich des LEM mit den Daten dieser Strahlenqualitdten (Nickel-, Uranionen, Fig. 25c,
25d) zeigt gute Ubereinstimmung wihrend der G1- und Ende S-Phase. Wihrend der frithen/mittleren
S-Phase zeigen die Daten jedoch eine hohere Sensitivitat als die LEM-Vorhersage. Das kann darauf hin-
deuten, dass die zeitliche GrofSenzunahme des Zellkerns wihrend der S-Phase nicht linear ist. Unter der
Annahme, dass die Versuche Ni089 und U130 unter Overkill Konditionen durchgefiihrt wurden, wiirde
man keinen Einfluss beziiglich der Wahl der Extrapolation (-A oder -B) erwarten. Der dennoch beobach-
tete Unterschied konnte darauf zuriickzufiihren sein, dass solche Ionenspuren nicht perfekt auf einen
Punkt fokussiert sind, sondern eine laterale Ausdehnung haben. Dadurch deponieren nah am Zellkern
vorbei fliegende Ionen Energie im Zellkern, welche formal einem niedrigeren LET entspricht und damit
nicht unbedingt zum Zelltod fiihren muss.

Die therapeutisch relevanten Strahlenqualititen erstrecken sich normalerweise {iber einen weiten LET-
Bereich (zwei- bis dreistelliger keV/um Bereich). Dadurch ist es entscheidend, nicht nur die zwei Ex-
tremfille zu betrachten, sondern auch den Ubergangsbereich. Die Uberlebenskurven nach Kohlenstoff-
bestrahlung (C045 und C110) liegen in etwa in diesem Bereich. Hier erwartet man eine Mischung der
zuvor erwahnten Effekte: zum einen ist die Reparaturkapazitét der Zellen relevant, welche sich im Laufe
des Zellzyklus dndert, zum anderen die Trefferwahrscheinlichkeit, welche mit zunehmender DNA-Menge
groler wird. Damit ist verbunden, dass sich zum einen die Verfiigbarkeit des Reparaturweges HR und die
Resistenz der Zellen erhoht, zum anderen wird es wahrscheinlicher, dass Zellen aufgrund der Grof3enzu-
nahme getroffen werden. Ebenfalls werden mit zunehmendem DNA-Gehalt mehr Schiaden bei gleicher
Dosis induziert. Nach Extrapolation-A reduziert dies das Zelliiberleben. Ebenfalls muss aber beriicksich-

> Typischerweise 2 Gy Photonen, je nach Behandlungsplan die gleiche physikalische oder biologisch dquivalente Dosis bei

Ionen
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tigt werden, dass das induzierte Schadensspektrum durch Kohlenstoffionen ein anderes ist als das durch
Photonen, sodass mehr cDSB induziert werden, denen gegeniiber die Zellen der S-Phase keinen Vorteil
mehr haben. An dieser Stelle ist es wichtig die unterschiedlichen Einfliisse, die zum Teil gegenlaufi-
ger Natur sind, korrekt zu gewichten. Da das LEM die systematische Zeitabhingigkeit des Uberlebens
synchroner Zellen nach Ionenbestrahlung richtig wiedergibt, kann gefolgert werden, dass das LEM ei-
ne gute Ndherung darstellt. Aufgrund der Abweichungen in der vorhergesagten Genauigkeit ist jedoch
ersichtlich, dass es weiterer Optimierungen bedarf.

Die Subpopulationen, welche einer exponentiell wachsenden Zellkultur angehoéren, weisen unterschied-
liche Radiosensitivititen und unterschiedliche a/f-Verhiltnisse auf [5]-[7]. Abbildung 18 zeigt die
GLOBLE-Modellvorhersage der Haufigkeitsverteilung von a, 3-Parameter einer asynchronen Zellpopu-
lation. Es werden a/f-Verhéltnisse im Bereich von null bis hin zum fast doppelten Wert der asynchronen
Zellpopulation vorhergesagt. Die RBE nach Ionenbestrahlung hiangt im allgemeinen von den jeweiligen
a/B-Verhéltnissen ab. Daher ist es von Interesse, zu untersuchen, ob das mittlere a/f-Verhaltnis eine
angemessene Beschreibung der asynchronen Zellpopulation zur RBE-Vorhersage darstellt. Die entspre-
chende Untersuchung zeigt (Abb. 27), dass die Miteinbeziehung des Zellzyklus in die Vorhersagen die
RBE,, fiir CHO-Zellen {iiberschitzen. Fiir V79-Zellen werden fiir beide Félle dhnliche Werte vorherge-
sagt. Bei dieser Untersuchung handelt es sich um einen Modell-Modell-Vergleich. Die konventionelle
Vorhersage wurde bereits dahingehend optimiert, sodass sie RBE-Vorhersagen treffen kann [14], [15].
Es muss beachtet werden, dass die verwendete Methode der Extrapolation der Dosiseffektkurve nach
Photonenbestrahlung eine erste Ndherung ist und den Effekt nach Ionenbestrahlung zum Teil {iber-
schitzt. Die Extrapolation bedarf weiterer Optimierung, sodass das Zellzyklusspezifische Uberleben mit
einer hoheren Genauigkeit vorhergesagt werden kann. Demzufolge ist das LEM in der Lage die RBE von
Ionenstrahlung synchroner, bzw. nach dem Zellzyklus aufgeloster asynchroner Populationen vorherzusa-
gen. Die Vorhersage der RBE,, reparaturdefizienter und -kompetenter Zellen (Kap. 4.1.6) bestatigt dies.
Es gibt keinen offensichtlichen Grund zu der Annahme, dass die bisherige LEM-Vorhersage der RBE von
Tonenstrahlung aus Uberlebenskurven asynchroner Zellen wichtige Effekte vernachlissigt. Somit ist die
Miteinbeziehung des Zellzyklus fiir diese Vorhersagen moglich aber nicht zwingend erforderlich.

4.2.2 Einfluss von DNA-Reparaturdefiziten auf das Zelliiberleben

Die in dieser Arbeit sowie vorhergehenden Arbeiten vorgestellten Methoden zum GLOBLE-Modell und
LEM [31, [4], [11]1-[15], werden kombiniert um das Uberleben asynchroner reparaturdefizienter Zellen
nach Photonen und Ionenbestrahlung vorherzusagen. Die Vorhersage des Uberlebens reparaturdefizien-
ter Zellen wurde bisher nur fiir synchrone Zellen nach Photonenbestrahlung von Hufnagl et al. [4] vor-
gestellt. Um Vorhersagen fiir asynchrone reparaturdefiziente Zellen treffen zu konnen, wird der hier vor-
gestellte Zusammenhang zwischen dem Uberleben synchroner und asynchroner Zellen ausgenutzt (Kap.
4.1.2). Unter Zuhilfenahme des LEM konnen auch entsprechende Vorhersagen fiir lonenbestrahlung ge-
troffen werden (Kap. 4.1.6). Trotz systematischer Unsicherheiten der Vorhersagen kénnen die Daten von
Takahashi et al. [99] in guter Naherung beschrieben werden. Dabei lésst sich dieser Datensatz, beste-
hend aus Uberlebens- und RBE-Kurven nach Photonen- und Ionenbestrahlung reparaturkompetenter und
-defizienter Zellen, im Wesentlichen durch zwei freie GLOBLE-Modellparameter charakterisieren. Wenn
die Uberlebenskurven reparaturkompetenter und -defizienter Zellen nach Photonenbestrahlung fiir die
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Modellanpassung benutzt werden, lassen sich die RBE der Ionenbestrahlung relativ gut vorhersagen.
Es ist moglich, die Vorhersagen auch alleine auf Grundlage der Wildtyp-Zelliiberlebenskurve zu treffen.
Die Vorhersagen sind dann zwar mit gréeren Unsicherheiten verbunden, die wichtigen systematischen
Effekte werden aber im Wesentlichen wiedergegeben.

Die Vorhersage der RBE von reparaturdefizienten Zellen durch das LEM ist an sich keine Neuerung,
da das LEM auf alle Zelllinien angewendet werden kann. Eine entsprechende Vorhersage, ohne Zu-
hilfenahme des GLOBLE-Modells, wiirde acht anstelle von zwei freien Parameter erfordern. Weiterhin
wiirden viele der mechanistischen und interpretativen Eigenschaften wegfallen. Die Neuerung in dieser
Arbeit ist, dass die RBE fiir spezifische Mutationen vorhergesagt werden kann, wodurch sich die Anzahl
der freien Parameter verringert. Aus diesen Ergebnissen wird geschlossen, dass die im GLOBLE-LEM-
Modellrahmen betrachteten Effekte beziiglich der Verfiigbarkeit von DNA-Reparaturwegen, die DSB-
Clusterung auf der um-Skala, die Beschreibung der lokalen Dosisverteilung sowie der Zusammenhang
zwischen DNA-Schadensmuster und Effekt ausschlaggebend sind um das Zelliiberleben zu beschreiben.
Im Zusammenhang mit dem Uberleben reparaturdefizienter Zellen gibt es Hinweise darauf, dass die
¢DSB durch alternative Reparaturwege repariert werden. Alternative Reparaturwege werden innerhalb
des GLOBLE-Modells nicht explizit betrachtet, sondern nur die Hauptreparaturwege NHEJ und HR. Der
MEF-double-KO-Zelllinie stehen diese zwei Reparaturwege nicht zur Verfiigung, entsprechend wird an-
genommen, dass die iDSB mit der gleichen Letalitat assoziiert sind wie die cDSB. Mit dieser Annahme
werden die Uberlebenskurven der double-KO-Zelllinie innerhalb der Fehlerbalken durch das GLOBLE-
Modell beschrieben. In Abwesenheit von NHEJ und HR stehen nur noch die alternativen Reparaturwege
zur Verfiigung. Das ist ein Hinweis darauf, dass reparaturkompetente Zellen die ¢cDSB mit den alterna-
tiven Reparaturwegen verarbeiten. Eine dhnliche Uberlegung gab es bereits in der Arbeit von Hufnagl
et al. [4]. Dabei wird dargelegt, dass die Rolle der alternativen Reparaturwege unklar ist und gefolgert,
dass weder NHEJ noch HR die cDSB korrekt reparieren konnen.

4.2.3 Vergleich zu anderen Modellen

Der Vorteil der Beschreibung des Zelliiberlebens durch das GLOBLE- gegeniiber dem LQ-Modell beruht
auf den prédiktiven und interpretativen Eigenschaften. Aufgrund der starken Vereinfachung des Modells
lassen sich der Einfluss des Zellzyklus sowie der von Reparaturdefiziten auf das Uberleben relativ ein-
fach nachbilden. Daraus resultieren jedoch Ungenauigkeiten in der Beschreibung der Daten. Fiir reinen
Beschreibung der Daten ist das LQ-Modell jedoch besser geeignet.

Die relevante Grollenskala der DSB-Clusterung sowie die Einteilung der DSB in zwei, Klassen wird oft
im Zusammenhang mit dem GLOBLE-Modell und LEM diskutiert [70], [72], [106]. Einige Arbeiten [18],
[19], [22], [23] vertreten die Hypothese, dass die DSB-Clusterung auf der nm-Skala biologisch relevant
ist. Die hier untersuchten Daten stiitzen die Annahme der besonderen Relevanz der DSB-Clusterung auf
der Ebene der Chromatin-Loops, da die untersuchten Effekte durch diese Annahme qualitativ und oft
quantitativ beschrieben werden kénnen. Das MKM verwendet ebenfalls eine Klassifizierung von zwei
Schadensarten auf der um-Skala. Das BIANCA-Modell [69] wiederum befasst sich mit der dazwischen-
liegenden Grollenskala, der Clusterung von Schdden im Bereich von kbp. Eine ausfiihrlichere Diskussion
dessen findet sich in Kapitel 5.2 im Zusammenhang mit den Untersuchungen der amorphen Bahnstruk-
tur.
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In der Arbeit von Hufnagl et al. [4] wird dargelegt, dass das GLOBLE-Modell das erste radiobiologische
Modell ist, welches die DNA-Reparaturwege quantitativ mit dem Zelliiberleben nach Photonenbestrah-
lung in Verbindung bringt. In der Arbeit von McMahon et al. [71] wird ein Modell vorgestellt, wel-
ches die DNA-Schadensinduktion nach Photonenbestrahlung, Reparaturwegwahl und Reparaturgiite in
einem zum GLOBLE-Modell dhnlichen Konzept mit dem Uberleben in Verbindung setzt. Im Gegensatz
zum GLOBLE-Modell wird den DNA-Schiden jedoch keine Inaktivierungswahrscheinlichkeit zugewiesen,
sondern Induktionsraten chromosomaler Aberrationen werden mit kombinatorischen Methoden vorher-
gesagt. Aus der Anzahl und der Art der chromosomalen Aberrationen wird schliel3lich das Zelliiberleben
bestimmt. Fiir den Zusammenhang zwischen chromosomalen Aberrationen und Zelliiberleben werden
heuristische Uberlegungen herangezogen, welche jeweils nur fiir Zellen in G1- oder G2-Phase gelten. Im
Gegenzug kann das GLOBLE-Modell das Zelliiberleben fiir alle Zellzyklusphasen mit den gleichen Annah-
men vorhersagen. Wahrend das GLOBLE-Modell nur das Zelliiberleben betrachtet, werden bezieht das
Modell von McMahon et al. weitere biologischen Endpunkte, wie Reparaturkinetiken und chromosomale
Aberrationen, mit ein. Fiir klinische Anwendungen ist es jedoch noch nicht ausgereift [71].

Es gibt Ansatze [22], [23], [57], [78], das Zelliiberleben nach Bestrahlung mit hoch-LET-Strahlung
mit ab initio Modellen zu simulieren. Dabei werden die initialen DNA-Schidden mit vierdimensionalen
Transportmodellen bestimmt. Das MSA-Modell weist einer bestimmten Schadensart direkt eine Zelli-
naktivierungswahrscheinlichkeit zu [22], [23]. Andere Modelle versuchen, die DNA-Reparaturen auf
molekularer Ebene zu simulieren [57], [78]. Dieses Vorgehen erlaubt es, Erkenntnisse aus vielen ex-
perimentellen Quellen miteinander in Verbindung zu bringen und die molekularen Prozesse im Detail
nachzubilden. Damit konnte bisher jedoch kein Zelliiberleben vorhergesagt werden. Weitere Nachteile
dieses Vorgehens sind, dass eine hohere Auflosung der Simulation nicht notwendigerweise zu genaue-
ren Vorhersagen fiihrt, sowie dass nicht alle simulierten Zwischenschritte experimentell bestétigt werden
konnen. Weiterhin werden fiir diese Modelle sehr genaue und zelllinienspezifische Informationen beno-
tigt, wodurch diese nur auf bestimmte Zelllinien anwendbar sind.

Das Neue in dieser Arbeit ist, dass die mechanistische Verbindung zwischen Reparaturwegverfiigbarkeit,
Reparaturgiite und Zelliiberleben konsistent fiir niedrig- und hoch-LET-Strahlung angewendet werden
kann. Die anderen Modelle, welche die gleichen Aspekte betrachten, beschréanken sich meistens auf
niedrig- oder hoch-LET-Strahlung. In der Arbeit von Takahashi et al. [99] ist eine Schlussfolgerung,
dass der NHEJ-Reparaturweg insgesamt wichtiger fiir das Zelliiberleben ist als HR. In dieser Arbeit wird
gezeigt, dass das GLOBLE dies richtig vorhersagen kann. Ebenfalls wird die RBE von reparaturdefizienten
Zellen nach Ionenbestrahlung durch LEM reproduziert.

Radiobiologische Modelle, wie das RMR-Modell [66], LPL-Modell [68] und MKM [67], modellieren
ebenfalls den Einfluss von DNA-Reparatur auf das Zelliiberleben. Es werden Reparaturkinetiken von
DNA-Schéaden betrachtet, dariiber kann das Zelliiberleben fraktionierter Bestrahlungen, auch Dosis-Zeit-
Effekte genannt, vorhergesagt werden. In der Arbeit von L. Herr [72] wird gezeigt, dass Dosis-Zeit-
Effekt auch in GLOBLE und LEM fiir niedrig- und hoch-LET-Strahlung beriicksichtigt werden kann. Dafiir
werden Reparaturkinetiken ausgewertet, um die Wahrscheinlichkeit zu bestimmen, mit der zwei DNA-
Schéden interagieren konnen. Damit konnen Fraktionierungsschemata zur Behandlungsplanung model-
liert werden. Die Reparaturwege selbst werden jedoch nicht genauer betrachtet. Die hier vorgestellten
Analysen befassen sich hingegen mit der Fidelitdt von DNA-Reparaturwegen, ohne Dosis-Zeit-Effekte
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zu beriicksichtigen. Daher ist ein Vergleich des zellzyklusspezifischen GLOBLE-Modells [4] mit den zu-
vor genannten nur bedingt méglich. Eine Erweiterung des GLOBLE-Modells, welche Zeit-Dosis-Effekte
analog zu Ref. [72] mit DNA-Reparaturwegen kombiniert, ist denkbar.

Bei der Bandbreite der vorgestellten Modelle zur Beschreibung der Wirkung von Ionenstrahlen auf Zellen
kann das GLOBLE-Modell und das LEM als semi-mechanistisch eingestuft werden. Diese Modelle wur-
den so entwickelt, dass die fiir das Zelliiberleben relevanten Effekte mechanistisch modelliert werden.
Gleichzeitig werden die betrachteten Effekte abstrahiert und vereinfacht behandelt. Dafiir wird auf em-
pirischer Befunde zuriickgegriffen. Dadurch erhélt das GLOBLE-Modell und das LEM ihren empirischen
Charakter. Dies macht es moéglich, Phidnomene zu beriicksichtigen, die empirisch bekannt sind, zu de-
nen aber kein mechanistisches Modell vorliegt. Insgesamt sollen so alle relevanten Effekte bertiicksichtigt
werden, wahrend die Komplexitit gering gehalten wird.

Modelle wie PARTRAC, KURBUC, Geant4-DNA und MSA werden als mechanistisch betrachtet. Diese
haben zum Ziel, alle beitragenden Effekte zu modellieren, ohne die Komplexitit zu reduzieren. Dabei
werden unter anderem Mechanismen modelliert, deren experimentelle Verifikationen fehlen. Die Konse-
quenz dessen ist, dass die detaillierteren Rechnungen nicht notwendigerweise zu genaueren Ergebnissen
fiihren. In Kapitel 5.2 wird dieser Aspekt nochmals detaillierter in Bezug auf die mikroskopische Dosis-
verteilung diskutiert.

Ein weiterer Grund, die DSB-Reparaturwege explizit zu betrachten, ist, dass diese besonderem Interes-
se fiir die Tumortherapie sind. Diese konnen als Angriffspunkte fiir eine Behandlung genutzt werden
[60], [107]-[109]. Viele Arbeiten befassen sich mit der Erforschung von DNA-Reparaturweginhibitoren,
vor allem im Zusammenhang mit ionisierender Strahlung zur Behandlung von Tumoren. Es wird ange-
nommen, dass die hohere Resistenz der Tumore auf ihrer Reparaturfahigkeit bzw. Toleranz gegeniiber
DNA-Schéaden beruht. Das Ziel solcher Studien ist es, die selektive Sensitivierung von Tumoren zu erfor-
schen. Das GLOBLE-Modell kann in diesem Umfeld hilfreiche Erkenntnisse im Rahmen theoretischer
Untersuchungen bringen — insbesondere in Bezug darauf, unter welchen Umstdnden sich ein DNA-
Reparaturweginhibitor vorteilhaft auf die Therapie auswirkt. Die Tumortherapie mit Ionenbestrahlung
wird auf immer mehr Tumorarten angewendet. Eine mogliche Ankniipfung ist, dass hoch-LET-Strahlung
keine Vorteile beziiglich der RBE fiir NHEJ defiziente Zellen liefert(Kap. 4.1.6). Mit dhnlichen Rechnun-
gen lief3e sich im Vorhinein abschitzen, welche Strahlen/Inhibitoren-Kombinationen vorteilhaft wéren.
In der Arbeit von Hufnagl et al. [4] wird die therapeutische Relevanz des GLOBLE-Modells {iber den
Bezug zur Zellzyklusverteilung dargelegt. Tumorzellen in S-Phase sind meistens besonders resistent
gegeniiber Photonenstrahlung. Die Bestrahlung fiihrt auch zu einer Veranderung der Zellzyklusvertei-
lung. Die daraus resultierenden Nachteile zur Behandlung werden durch Ausnutzung der Redistribution
[110]-[112] kompensiert. Die Untersuchungen in Kapitel 4.1.5 legen nahe, dass Zellen in S-Phase keine
Resistenz gegeniiber Kohlenstoffbestrahlung aufweisen, sodass keine resistente Subpopulation vorhan-
den ist.
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5 Untersuchungen zur amorphen Bahnstruktur

In diesem Kapitel wird die Beschreibung der amorphen Bahnstruktur, unter Beriicksichtigung unter-
schiedlicher Mischungsverhaltnisse des direkten und indirekten Effekts, untersucht. Als erstes wird
der Einfluss unterschiedlicher Anteile des direkten Effekts auf die LET-abhéngige RBE-Vorhersage von
Kohlenstoffstrahlung im Eingangskanal untersucht. Anschlieffend wird die Beschreibung der DNA-
Schadensclusterung auf der nm-Skala durch die amorphe Bahnstruktur analysiert. In diesem Zusam-
menhang wird ebenfalls darauf eingegangen, ob die amorphe Bahnstruktur die mikroskopischen Dosis-
deposition ausreichend genau beschreibt oder ob detailliertere Beschreibungen, wie z. B. durch ab initio
Modelle, notwendig sind. AbschlieRend wird der Beitrag der komplexen DNA-Schadenscluster auf der
nm-Skala zur Strahlenwirkung diskutiert.

5.1 Ergebnisse

5.1.1 Einfluss des indirekten Effekts auf die RBE von Ionenstrahlung

Ein zentrales Element der Berechnung des Zelliiberlebens nach Schwerionenbestrahlung durch das LEM
ist die mikroskopische Dosisdeposition. Diese wird im LEM in Form einer amorphen Bahnstruktur be-
schrieben. Eine Untersuchung der Bahnstruktur in Ref. [34] zeigte, dass die verwendete Form, insbeson-
dere bei Radien im Bereich von einigen nm, einen grof3en Einfluss auf die Ergebnisse der LEM-Vorhersage
hat. Messungen [31] zeigen, dass die Dosisdeposition proportional zu 1/r? fiir Radien r gréRer als 100
nm ist. Bei kleineren Radien sind Messungen experimentell nicht realisierbar. Dadurch ist eine Vielzahl
von Modellen zur Beschreibung der amorphen Bahnstruktur mit den Experimenten vertrédglich. Die ak-
tuell verwendete radiale Dosisverteilung im LEM (Kap. 2.3.3, Gl. 21) geht von einer 1/r?-Form aus.
Innerhalb eines inneren Radius r,,;, wird die Dosis als konstant angenommen und oberhalb eines ma-
ximalen Radius r,,, féllt die Dosis auf null. Der indirekte Effekt wird berticksichtigt indem die radiale
Verteilung zusétzlich mit einer zweidimensionalen Gauf3verteilung gefaltet wird. Bei einer genaueren
Betrachtung miisste jedoch eine Mischung der direkten- (Gl. 20) und der indirekten Dosisverteilung (Gl.
21) benutzt werden.

Die RBE von Kohlenstoffbestrahlung lasst sich durch die aktuelle Version des LEM im Bereich des RBE-
Maximums beschreiben, welches bei der Strahlentherapie im Tumorvolumen liegt. Dadurch wird eine
Behandlungsplanung ermoglicht. Der Bereich des Strahls, der geometrisch vor dem Tumor liegt, wird
als Eingangskanal bezeichnet. In diesem treten niedrige LET auf, deren RBE durch das LEM untershatzt
werden. Um das volle Potential der Ionentherapie nutzen zu konnen, miissen auch die RBE in den Be-
reichen aullerhalb des Tumors beschrieben werden [14]. Bei der Bestimmung der RBE im gesunden
Gewebe miisste weiterhin bedacht werden, dass auch andere biologische Endpunkte als das Zelliiberle-
ben fiir die NTCP eine Rolle spielen. In diesem Zusammenhang wird untersucht, ob eine Aufspaltung
der Beschreibung des Effekts nach direktem und indirektem Anteil (Kap. 3.3.1) die zugrunde liegenden
Mechanismen besser beschreibt und damit zu einer genaueren RBE-Vorhersage im Eingangskanal fiihrt.
Die radiale Dosisverteilung der direkten, indirekten und gemischten Dosisdeposition, mit dem 6-Wert =
2/3, wird beispielhaft fiir Kohlenstoffionen der Energie 8 MeV/u in Kapitel 3.3.1 Abbildung 9 dargestellt.
Der Einfluss verschiedener Mischungsverhéltnisse des direkten und indirekten Effekts wird untersucht,
indem die RBE, und RBE,, als Funktion des LET fiir verschiedene 0-Parameterwerte (= 0,1/3,2/3,1)
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Abbildung 30: Vergleich der RBE,, (a,c) und RBE;, (b,d) von V79 Zellen und der Vorhersage des LEM
mit verschiedenen Parametern der amorphen Bahnstruktur. Fiir das Mischungsverhiltnis des direkten
und indirekten Effekts 6 wird 0 (blaue Linie), 1/3 (griine Linie), 2/3 (rote Linie) und 1 (magenta Linie)
verwendet. Fiir den maximalen inneren Spurradius r, wird in Abbildung a und b der Standardwert von
6.5 nm und fiir c und d r, = 3 nm verwendet. Experimentelle Daten wurden Ref. [113] entnommen.

mit dem LEM vorhergesagt wird. Als Vergleich werden RBE-Werte aus Ref. [113] herangezogen, welche
aus Uberlebenskurven mit Kohlenstoff bestrahlten V79-Zellen gewonnen wurden. Dieser Datensatz wird
bereits in Ref. [15] fiir einen anderen LEM-Daten-Vergleich verwendet, die LEM-Parameter dafiir sind
a = 0.184Gy, f = 0.02Gy 2, D, = 17 Gy, Kernradius r,, = 4.7, um.

Abbildung 30a zeigt die vorhergesagte RBE, und Abbildung 30b die RBE;, sowie die Daten. Diese Daten
zeigen bei einem LET von ca. 140 keV/ um das RBE-Maximum mit RBE, = 7—8 und RBE;; = 3.5—4.5.
Fiir 0 = 0 liegt das RBE-Maximum der LEM-Vorhersage bei LET = 200 keV/um mit RBE, = 6.7 und
RBE,, = 3.8. Die LEM-Vorhersage der RBE zeigt mit zunehmendem 6 eine Erhohung der RBE eine und
Verschiebung des RBE-Maximums zu niedrigerem LET. Bei einem 6-Parameter von 1 liegt das Maximum
bei einem LET von ca. 135keV/um mit RBE, = 8.7 und RBE;, = 5. Die Betrachtung der dazwischen
liegenden Werte (6 = 1/3 und 6 = 2/3) zeigt in dieser Darstellung einen in erster Ndherung linearen
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Verlauf. Fiir hohe LET (> 300 keV/um) sind die vorhergesagten RBE fiir alle 6-Parameterwerte identisch.
Im Eingangskanal streift die Vorhersage der RBE, nur das untere Ende der Daten und unterschétzt diese
entsprechend. Fiir & = 1/3 und 6 = 2/3 ist RBE,, bis zu einem LET von 60 keV/um leicht unterschatzt,
fiir hohere LET streuen die Daten symmetrisch um die Vorhersage. Die RBE,, wird durch LEM fiir 6 =0
bis zu einem LET von ca. 200 keV/um unterschétzt. Fiir 6 = 2/3 findet nur noch eine Unterschitzung
der Daten bis 60 keV/um statt, fiir hohere LET liegt die Kurve innerhalb der Datenpunkte.

Nun wird untersucht, welchen Einfluss der innere Radius der Bahnstruktur, in Verbindung mit dem 6-
Parameterwert, auf die RBE hat. Der innere Radius wird im LEM aus r,;, = r. - 3 mit maximalem
inneren Kernradius r, = 6.5nm und dem relativistischen 3 berechnet. Im Folgenden werden RBE, und
RBE,, mit r, = 3nm, ansonsten unter gleichen Bedingungen wie oben, berechnet. Abbildung 30c zeigt
die Vorhersage fiir die RBE, und Abbildung 30d fiir die RBE,. Nun fiihren hohere 6-Werte weiterhin
héhere RBE-Maxima, welche zu niedrigerem LET verschoben sind. Die Anderung des r, fiihrt zu einer
leichten Erhéhung der RBE im Maximum, verschiebt dieses jedoch nicht. Fiir niedrigere LET scheint die
RBE, mit 6 = 0 am besten beschrieben zu sein, wiahrend die anderen 6-Werte diese {iberschétzen. Die
Daten der RBE, liegen iiber einem LET von 60 keV/um zwischen den Kurven 8 =0 und 1/3, unterhalb
dessen wird die RBE,, unterschatzt.

5.1.2 Vergleich der amorphen Bahnstruktur mit einem ab initio Modell

Das LEM betrachtet fiir seine Vorhersagen jeweils den Mittelwert der mikroskopischen lokalen Dosis-
verteilung von Ionenspuren auf der nm-Skala. Dahinter steht die Annahme, dass die Dosisdeposition
einzelner Ionen ausreichend genau durch den Mittelwert beschrieben wird. Diese Art der Beschrei-
bung wird als amorphe Bahnstruktur bezeichnet. Das LEM sagt das Zelliiberleben ausgehend von
dem DSB-Schadensmuster auf der um-Skala vorher® [3], [14]. Die amorphe Bahnstruktur und DNA-
Schadensclusterung auf der um-Skala sind zwei kontrovers diskutierte Annahmen des LEM. Als Kontrast
zum LEM werden veroffentlichte Ergebnisse des ab initio Modells entsprechend Nikjoo et al. [25], [35],
[36] untersucht. Dieses befasst sich mit einer Monte-Carlo-Simulation der Dosisdeposition auf der Ebene
einzelner Ionisationen und wertet DNA-Schadenscluster auf der nm-Skala aus. Die Relevanz der DNA-
Schadensclusterung auf der nm-Skala wird iiber die Schwierigkeit einer korrekten DNA-Reparatur bei zu
nah aneinander liegenden Strangbriichen motiviert [18], [19], [22], [23].

Fiir diesen Modellvergleich werden im ersten Schritt DNA-Schadenscluster nach Photonenbestrahlung
(Kap. 3.3.2) simuliert und mit der Klassifizierung von DNA-Schdden auf der nm-Skala, von Nikjoo et al.
[35], ausgewertet. Die Ergebnisse sind in Abbildung 31 dargestellt. Die Induktion der SSB (Abb. 31a)
und DSB (Abb. 31d) ist fiir Dosen bis ca. 1000 Gy konstant und entspricht den initialen Induktionsraten
von 1250 SSB pro Gy und 30 DSB pro Gy. Ab 1000 Gy werden die Induktionsraten der SSB kleiner. Die
Ausbeute der DSB nimmt hingegen zu, erreicht das Maximum bei ca. 100000 Gy und nimmt danach
wieder ab. Diese Abnahmen sind auf die Clusterung zu noch komplexeren Schiaden zuriickzufiihren. Die
Zunahme der DSB im Dosisbereich von 100 bis 50 000 Gy ist mit der im LEM verwendeten DSB-Induktion
identisch [81]. Fiir Dosen von mehr als 50000 Gy gibt es Unterschiede zu den inm LEM verwendeten
Ausbeuten, welche durch eine andere Art der Schadensklassifizierung beider Modelle erklérbar ist. Kom-
plexe SSB (SSB, = 2SSB und SSB™, Abb. 31c, 31b) werden ab ca. 100 Gy gebildet und mit zunehmender

6 Eine Ausnahme dazu bildet die Clusterung von SSB zu zusitzlichen DSB bei hohen lokalen Dosen.
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Abbildung 31: Simulierte Schadensinduktionsraten — als Funktion der Dosis — durch eine zufillige Vertei-
lung von 1250 SSB/Gy und 30 DSB/Gy auf einem virtuellen Genom und anschlieffender Klassifizierung
der Schiden nach der Beschreibung von Nikjoo et al. [56], [114].
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Dosis haufiger. Das Maximum liegt bei 100 000 Gy. Zu héheren Dosen hin wird die Induktionsrate wieder
kleiner. Die DSB* werden ab 1000 Gy gebildet und haben ihr Maximum bei ca. 300 000 Gy. Die Bildung
der DSB** wird ab ca. 20 000 Gy sichtbar, die Induktionsrate hat ihr Maximum bei ca. 700 000 Gy. Fiir ho-
here Dosen fillt deren Induktionsraten fast auf null. Die Abnahme ist dadurch zu erklaren, dass es sich bei
den DSB™™ bereits um die komplexeste Schadensart handelt, wodurch zusatzliche Schidden zu einer Sét-
tigung fithren. Der Abfall gegen null ist definitionsbedingt, da die Induktionsrate als Anzahl der Schéaden
pro Dosis definiert ist. Daher konnen bei einer Genomldnge von 6 Gbp und einer DNA-Fragmentgrof3e
von 54 bp nur maximal 1.11 - 108 Schiden pro Zelle induziert werden.
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Abbildung 32: Vergleich der SSB- und SSB,.-Anteile zwischen den Daten von Nikjoo et al. aus Ref. [36]
und den hier simulierten. Die durchgezogenen Linien stellen Ergebnisse aus Ref. [36] dar: Anteil der SSB
nach Bestrahlung mit Helium (blau), der SSB, (griin), Anteil der SSB nach Bestrahlung mit Protonen
(rot) und SSB, (magenta) als Funktion des LET. Die gestrichelten Linien stellen die Ergebnisse der
Rechnung mit Hilfe der amorphen Bahnstruktur fiir verschiedene Anteile zwischen dem direkten und

indirekten Effekt 6 = 0 (Abb. a), 6 = 1/3 (Abb. b), 6 =2/3 (Abb. ¢) und 6 =1 (Abb. d).

Die Ausbeuten der DNA-Schadenscluster auf der nm-Skala nach Ionenbestrahlung werden durch Auswer-
tung der amorphen Bahnstruktur anhand der Ausbeuten nach Photonenbestrahlung fiir Protonen- und
Helium-Bestrahlung mit unterschiedlicher Energie berechnet. Dabei werden vier verschiedene Werte fiir
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den relativen Beitrag des direkten Effekts 6 =0, 0 =1/3, 6 = 2/3 und 6 = 1 verwendet. Es werden die
sechs einzelnen Induktionsraten simuliert und anschliefend die komplexen SSB. und DSB, (= DSB* +
DSB*™") berechnet. Diese werden nach 6-Parameterwert eingeteilt und als Funktion des LET dargestellt.
Als Vergleich dazu werden die Ergebnisse von Nikjoo et al. [36] herangezogen. Dabei ist zu beachten,
dass nicht jeweils gleiche Werte beider Simulationen verglichen werden konnen. Die hier verwendete
Methode simuliert die durchschnittliche Anzahl induzierter DNA-Schiden, basierend auf einem Ion pro
Zelle und wertet anschliel3end die relativen Anteile der SSB oder DSB aus. Die Simulation von Nikjoo et
al. [36] simuliert einzelne Ionisationen einer Ionenspur, welche zufillig ausgerichtete DNA-Fragmente
ionisiert. Die DNA-Schadensklassen werden auf die Anzahl der betroffenen DNA-Fragmente normiert.
Dabei wird die Schadensklasse No Damage (ND) miteingerechnet. Diese enthilt DNA-Fragmente, die ei-
ne chemische Verdnderung jedoch keinen Strangbruch erfahren haben. Innerhalb der hier vorgestellten
Simulation existiert kein Gegenstiick zu dieser Klasse. Bei Nikjoo et al. werden relative Schadensin-
duktionsraten auf die Gesamtanzahl der Schdden normiert. Die hier simulierten Schadensarten werden
aufgrund des kleineren DSB zu SSB Verhiltnis jeweils auf SSB oder DSB normiert. Bei einer Normierung
auf alle Schiaden wiirden die SSB dominieren, sodass ein Beitrag der DSB, kaum sichtbar wére. Eine
Anpassung der Induktionsraten an die von Nikjoo et al. wére ebenfalls mdglich, wiirde aber das Ergebnis
verfilschen, da dies keine Rechnung mehr auf den Grundlagen des LEM mehr wire.

Der berechnete Anteil der SSB und SSB, sowie die Vergleichswerte von Nikjoo et al. [36] sind in den
Abbildungen 32a-d dargestellt. Die Berechnungen mit allen 8-Werten ergeben keine SSB, fiir niedrige
LET, sondern 100 % SSB. Hingegen zeigen die Simulationen von Nikjoo et al. einen 10-prozentigen Anteil
von SSB, fiir niedrige LET, welcher auf ca. 20 % fiir Protonen bei einem LET von 50 keV/um ansteigt
und so dhnlich fiir Helium bei 200 keV/um zu sehen ist. Fiir niedrig-LET-Strahlung betrdgt der Anteil
der SSB nach Protonenbestrahlung bei Nikjoo 80 %. Fiir Helium liegt der hochste angegebene Wert bei
60 %. Die Berechnung mit einer 100-prozentigen Radikaldiffusion (6 = 0) zeigt hier ebenfalls keine
nennenswerte Induktion von SSB,, sondern fast ausschlieRlich SSB. Der LET-abhéngige Anstieg der SSB,
bei den Berechnungen mit 6 = 0.67 und 0 = 1 zeigt ein &hnliches Verhalten wie der von Nikjoo et al.
Der Abfall der SSB-Induktionsrate findet ebenfalls in dem gleichen LET-Bereich statt, jedoch nicht so
ausgepragt wie bei Nikjoo et al. Dies beruht auf unterschiedlichen Normierungen.

Analog zu den SSB, wird das Verhéltnis der DSB, berechnet und in den Abbildungen 33a-d dargestellt.
Hier ist zu sehen, dass fiir & = 0 keine DSB, gebildet werden. Ebenfalls gehen die Induktionsraten
komplexer Schéden fiir niedrig-LET-Strahlung gegen null. Die Simulationen von Nikjoo et al. lassen auf
ca. 20 % DSB, fiir niedrig-LET-Strahlung schlief3en. Auf den ersten Blick sieht es aus, dass der LET-
abhingige Anstieg der DSB, mit einem 6 zwischen 0.33 und 0.67 am besten mit dem Modell von Nikjoo
et al. vertraglich ist, fiir 6 = 1 sieht dieser hingegen zu stark aus. Es ist ziemlich deutlich sichtbar, dass
fiir 6 = 0 beide inkompatibel sind. Bei einer genaueren Betrachtung beider Methoden sieht man, dass
die Schadensinduktion der DSB. mit der Methode der amorphen Bahnstruktur eher bei hoheren LET
liegt und der Anteil der DSB™ hoher ist, wihrend weniger DSB** vorhanden sind.

Der auffilligste Unterschied zwischen diesen beiden Methoden ist, dass bei Nikjoo et al. im Grenzfall
von niedrig-LET-Strahlung die Induktionsraten komplexer DNA-Schédden um die 10 - 20 % ausmachen,
wiahrend diese bei der Berechnung mit der amorphen Bahnstruktur gegen Null gehen. Der LET-abhéngige
Anstieg der SSB. und DSB, sieht in beiden Modellen qualitativ dhnlich fiir 6 = 0.66 und 6 =1 aus.
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Abbildung 33: Vergleich der DSB- und DSB,-Anteile zwischen den Daten von Nikjoo et al. aus Ref. [36]
und der Methode der amorphen Bahnstruktur. Die durchgezogenen Linien stellen Ergebnisse aus Ref.
[36] dar: Anteil der DSB nach Bestrahlung mit Helium (blau), der DSB, (griin), Anteil der DSB nach
Bestrahlung mit Protonen (rot) und DSB, (magenta) als Funktion des LET. Die gestrichelten Linien
stellen die Ergebnisse der Rechnung mit Hilfe der amorphen Bahnstruktur fiir verschiedene Anteile
zwischen dem direkten und indirekten Effekt 6 =0 (Abb. a), 8 =1/3 (Abb. b), 6 =2/3 (Abb. ¢) und
6 =1 (Abb. d) dar.
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5.2 Diskussion

Im Folgenden werden die Ergebnisse diskutiert, welche sich mit der Beschreibung der Dosisverteilung
von Ionenspuren durch die amorphe Bahnstruktur befassen, sowie die Relevanz der Grof3enordnung von
DNA-Schadensclustern.

5.2.1 Optimierung der amorphen Bahnstruktur zur Vorhersage der RBE von
Kohlenstoffstrahlung

Im LEM wird die physikalische Dosis der lonenspuren mit einer zweidimensionalen Gaul3verteilung ge-
faltet, um die Radikaldiffusion vereinfacht nachzubilden. Es wird untersucht, ob eine Auflésung nach
direktem und indirektem Effekt die RBE von Kohlenstoffbestrahlung besser beschreibt als die Verein-
fachung. Der Anteil des direkten Beitrags wird {iber den 6-Parameter (6 € [0,1]) ausgedriickt. Der
0-Parameter beeinflusst die Hohe des RBE-Maximums und den LET-Wert des Maximums sowie die RBE
im Eingangskanal. Mit hoheren 0 steigt der Wert des RBE-Maximums und das RBE-Maximum verschiebt
sich zu niedrigerem LET. Auf3erdem erhoht sich die RBE fiir die niedrigen LET-Werte des Eingangskanals.
Die beste Ubereinstimmung mit den Daten erhélt man fiir 0-Parameter im Bereich von 1/3 bis 2/3. Damit
lasst sich die RBE,, im Eingangskanal besser als mit 8 = 0 beschreiben und die Vorhersage verlauft durch
den Mittelwert der Daten. Die RBE,, wird ebenfalls mit einem 0-Parameter im Bereich von 1/3 bis 2/3
besser beschrieben; oberhalb eines LET von 60 keV/um verlduft die Vorhersage durch die Datenpunkte,
unterhalb werden diese jedoch unterschétzt.

Die Anderung der maximalen Ausdehnung des inneren Spurradius r, auf 3 nm zeigt dhnliche Effekte
wie die Erhéhung des 6 auf 1/3, wobei sich der LET, bei dem das RBE-Maximum liegt, nicht &dndert.
Die RBE, und RBE,;, werden im Eingangskanal jedoch besser beschrieben (Abb. 30c, 30d). Die beste
Beschreibung erhélt man hier fiir 6-Parameter von O bis 1/3. Da der LET-Wert des Maximums jedoch
der gleiche bleibt und hoher als in den Daten ist, ist eine Optimierung beider Parameter erforderlich.
Ein innerer Spurradius r, von 3nm scheint zu klein gewahlt, da die Ergebnisse dafiir mit einem 6-
Parameter von 0 bis 1/3 am besten beschrieben werden. Der theoretisch erwartete 0-Parameter liegt im
Bereich von 1/3 bis 2/3 und ist damit ohne Anderung des r, im gleichen Bereich der Untersuchung. Fiir
Photonenstrahlung wird ein relativer Beitrag des direkten Effekts von 1/3 und fiir Ionenstrahlung von bis
zu 2/3 erwartet [38], [39]. In Verbindung dazu stellt sich auch die Frage, ob der 6-Parameter konstant
im gesamten LET-Bereich ist oder sich dndert. Dahinter steht wiederum die Frage, ob der Beitrag des
direkten Effekts LET-abhdngig ist oder ob sich bei gleichem relativen Verhiltnis der Komponenten die
biologische Wirksamkeit verédndert.

Der Einfluss der Modifikationen der 8- und r.-Parameter auf die RBE-Vorhersage sollte daraufhin un-
tersucht werden, ob eine Modifikation dieser Parameter dazu beitragen, die systematische Diskrepanz
zwischen den Daten und der LEM Rechnung zu erkliren bzw. zu verringern. Die hier vorgestellte Me-
thode ist ein guter Kandidat dafiir. Es wird gezeigt, dass die aktuelle Form der Dosisverteilung 6 = 0
angepasst werden miisste, da eine Rechnung mit 6 = 2/3 eine bessere Beschreibung der Daten im
Bereich des RBE-Maximums als auch im Eingangskanal zeigt.

Die grundlegende Schwierigkeit solcher Optimierungen beruht darauf, dass es fiir radiale Abstdnde in-
nerhalb der Ionenspur unterhalb von 100 nm keine experimentellen Messungen gibt. Entsprechend gibt
es viele unterschiedliche Theorien, mit verschiedenen Ansatzen, die versuchen die amorphe Bahnstruktur
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zu modellieren. Deswegen wurde im LEM die Beschreibung der amorphen Bahnstruktur mit jeder Versi-
on angepasst, um Daten besser beschreiben zu konnen [11]-[14]. Die Untersuchung von Elsésser et al.
[34] wertete fiir LEM-III verschiedene Modelle der amorphen Bahnstruktur aus. Die Ergebnisse zeigten,
dass viele der untersuchten Modelle in Verbindung mit dem LEM die RBE von Kohlenstoffionen angemes-
sen beschreiben kénnen. Manche Modelle der amorphen Bahnstruktur sind jedoch mit Ubergangsdosen
des LQL-Modells verbunden, welche offensichtlich mit Uberlebenskurven nach Photonenbestrahlung un-
vertraglich sind. Es wurde letztlich das Modell gewahlt, welches sich aufgrund theoretischer Grundlagen
motivieren ldsst und die Daten beschreibt. Ein direkter Vergleich der Ergebnisse von Elsésser et al. und
denen dieser Arbeit ist nicht ohne Weiteres moglich, da die altere LEM-III-Version verwendet wurde.
Es kann immer nur die Kombination einer LEM-Variante und eines Modells der amorphen Bahnstruktur
ausgewertet werden. Das liegt daran, dass der lokalen Effekt nur in Kombination mit einem Modell der
amorphen Bahnstruktur vorhergesagt werden kann. Die LEM-Variante und die amorphe Bahnstruktur ha-
ben einen gewissen Blackbox-Charakter, die so aufeinander abgestimmt sind, dass ihre Kombination die
Daten beschreibt. In diesem Kontext ist ebenfalls die Untersuchung in dieser Arbeit (Kap. 5.1.1) zu ver-
stehen. Es handelt sich um eine Methode, die auf Grundlage von theoretischen Uberlegungen eingefiihrt
wird. Mit dieser ist es moglich, die untersuchten Daten besser zu beschreiben als mit der vorhergehen-
den Methode. Daraus lésst sich jedoch im Umkehrschluss nicht folgern, dass diese Methode eine bessere
Beschreibung der physikalischen Dosis darstellt.

5.2.2 Amorphe Bahnstruktur als Niherung der mikroskopischen Dosisverteilung und die

Relevanz der Schadensclusterung auf der pm-Skala

Die hier durchgefiihrten Untersuchungen beziiglich der amorphen Bahnstruktur als Naherung der Dosis-
verteilung betreffen zwei Aspekte: zum einen die Giiltigkeit der Annahme, dass die mikroskopische Do-
sisverteilung angemessen durch die amorphe Bahnstruktur beschrieben wird, und zum anderen, welches
die relevante GroRenskala fiir die biologisch wirksame Clusterung von DNA-Schéden ist. Da die amor-
phe Bahnstruktur die mittlere lokale Dosis der Ionenspuren betrachtet, ist es zum einen denkbar, dass
der Mittelwert keine addquate Ndherung der zugrunde liegenden Dosisverteilung fiir die nachfolgenden
Simulationsschritte ist. Zum anderen, dass die amorphe Bahnstruktur eine zu starke Vereinfachung dar-
stellt, sodass mit einer detaillierteren Beschreibung der Dosisverteilung genauere Vorhersagen moglich
wdren [77]. Bei der relevanten Groenordnung der DNA-Schadensclusterung gibt es verschiedene An-
sitze, diese gehen von der nm-Skala [18]-[23] bis hin zur um-Skala [3], [4], [11]-[15], [68], sowie
dazwischen liegende GroRenordnungen [69], [70], [115]. Aufgrund der Unterschiede in den vergliche-
nen Modellen lassen sich diese zwei Aspekte nur schwer isoliert betrachten. Dies liegt im Wesentlichen
daran, dass Modelle, die sich auf die DNA-Schadensclusterung auf der nm-Skala fokussieren, die Do-
sisdeposition durch ab initio Simulationen vorhersagen. Bei den betrachteten DNA-Schidden handelt es
sich auch hier um SSB und DSB sowie deren Clusterung. Typischerweise werden im Kontext des Zell-
iiberlebens nur die DSB betrachtet, da diese den fiir das Uberleben relevanten Schaden darstellen [54],
[55]. Da die Rolle der SSB. nicht ginzlich geklért ist, werden diese im Folgenden auch betrachtet. Es
ist jedoch denkbar, dass diese ebenfalls einen Beitrag zur Strahlenwirkung leisten, wenn sie sich z. B. in
andere Schadensarten umwandeln.
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Modellierung DNA-Schadensclusterung auf der nm-Skalen durch die amorphe Bahnstruktur

Bei dieser Untersuchung wird als erstes gepriift, ob die vorhergesagte Induktionsrate von DNA-
Schadensclustern auf der nm-Skala grundsétzliche Unterschiede zu einem vierdimensionalen Trans-
portmodell aufweist. Dieser Aspekt ist wichtig, da die typischen Modelle (KURBUC, PARTRAC, MSA,
Geant4-DNA), welche detailliertere Beschreibungen der Ionisationsprozesse fordern, in ihren Kalkula-
tionen DNA-Schadenscluster auf der nm-Skala untersuchen. Die Definitionen dieser sind entweder zu
der von Nikjoo et al. identisch oder zumindest dhnlich. Somit stellen dhnliche Induktionsraten dieser
DNA-Schéiden dhnliche physikalische Endpunkte und Ausgangspunkte fiir die biologische Modellierung

dar.

Die Untersuchung der DNA-Schadensinduktionsraten auf der nm-Skala (Kap. 5.1.2) zeigt als auffalligs-
ten Unterschied zwischen den Ergebnissen von Nikjoo et al. [36] und der amorphen Bahnstruktur, dass
bei der amorphen Bahnstruktur fiir niedrige LET weder SSB, noch DSB, gebildet werden. Dies ist keine
grundlegende Eigenschaft der amorphen Bahnstruktur, sondern liegt an der konkreten Umsetzung dieser
im LEM. Dabei werden 1250 SSB pro Gy und 30 DSB pro Gy fiir Photonenstrahlung induziert. Komplexe-
re Schiaden entstehen durch Schadensclusterung unabhéangiger Ionisationen. Diese tritt auf der nm-Skala
bei hohen Dosen oder hohen LET auf. Es ist jedoch wahrscheinlicher, dass korrelierte Ionisationen lokal
eine unterschiedliche Anzahl an Strangbriichen induzieren, welche in unterschiedlichen Auspragungen
der SSB und DSB resultieren. Demzufolge sollten dhnlich viele SSB™ wie DSB induziert werden. Da-
bei handelt es sich um gleich viele Strangbriiche, jedoch mit unterschiedlicher Aufteilung zwischen den
Strangen. Die im LEM verwendeten Werte beruhen auf experimentellen Messungen [116], [117]. Diese
Messungen diskriminieren jedoch nicht zwischen einfachen SSB/DSB und deren komplexen Varianten.
Ebenso existiert keine einheitliche Zuordnung, bei welchem Abstand zwei SSB auf gegeniiberliegenden
Seiten einen DSB formieren. Liel3en sich die experimentell gemessenen SSB und DSB genauer beziig-
lich ihrer Komplexitit aufspalten, bzw. hiatte man eine gute Abschitzung beziiglich deren Verhéltnisse,
so liee sich das ins LEM implementieren. Dadurch erhilt man fiir niedrig-LET-Strahlung ein dhnliches
Verhalten wie in der Arbeit von Nikjoo et al. vorgestellt wurde. Die LET-abhingige Zunahme der SSB,
und DSB,, wird durch die Methode der amorphen Bahnstruktur mit den 6-Parameter von 1/3 bis 2/3,
qualitativ dhnlich zu der Rechnung von Nikjoo et al. [36] beschrieben. Der 6-Parameterbereich von 1/3
bis 2/3 ist konsistent mit der Annahme des direkten und indirekten Effekt-Beitrags [38], [39] so wie zu
der in Kapitel 5.1.1 vorgestellten Analyse. Die aktuell verwendete Bahnstruktur (6 = 0) ist jedoch nicht
in der Lage, die Clusterung der DNA-Schaden auf der nm-Skala zu beschreiben. Die Analyse in Kapitel
5.1.1 legt nahe, dass die Grof3e des inneren Spurradius ebenfalls eine wichtige Rolle spielt.

Die gemeinsamen Aspekte der Untersuchungen des Einflusses der Bahnstruktur auf die RBE-Vorhersage
(Kap. 5.1.1) und die Berechnung von DNA-Schadensclustern auf der nm-Skala (Kap. 5.1.2) lassen sich
nutzen, um die Beschreibung der Dosis durch die amorphe Bahnstruktur zu evaluieren. Die Erhéhung
des direkten Anteils {iber die Erh6hung des 6-Parameters zeigt in beiden Untersuchungen dhnliche Ef-
fekte: zum einen eine Verschiebung des RBE-Maximums (Abb. 30) und zum anderen einen Anstieg der
Schadenskomplexitdt zu niedrigerem LET (Abb. 32 und 33). Wie bereits erwahnt, lasst sich die Do-
sisverteilung auf der Grofenskala der inneren Ionenspur (&~ nm) nicht messen. Die Form der im LEM
verwendeten radialen Dosisverteilung (Kap. 2.3.3) ist ein heuristischer Ansatz. Die Ergebnisse aus Kapi-
tel 5.1.1 deuten jedoch darauf hin, dass eine genauere Beschreibung der amorphen Bahnstruktur, unter
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der expliziten Beriicksichtigung des direkten und indirekten Anteils sowie eine Anderung des inneren
Spurradius r,, moglich ist. Ubertrigt man diese Erkenntnisse zusammen mit der bereits diskutierten
Modifikation der Induktion von SSB./DSB. bei niedrigen LET auf diese Analyse (Kap. 5.1.2), so wiir-
de man erwarten, dass die Simulationsmethode von Nikjoo et al. nur noch marginale Unterschiede der
DNA-Schadensclusterung auf der nm-Skala zur amorphen Bahnstruktur aufweist. Zusammen deutet dies
darauf hin, dass die Unterschiede zwischen beiden Modellen auf den Unsicherheiten der Dosisverteilung
beruhen und nicht auf der Methode der amorphen Bahnstruktur an sich. Daraus wird geschlossen, dass
die DNA-Schadenscluster auf dhnliche Weise durch die amorphe Bahnstruktur wie durch die ab initio
Rechnung beschrieben werden. Weiterhin wird gefolgert, dass die amorphe Bahnstruktur in der Lage
ist, DNA-Schadenscluster auf der nm-Skala, falls dies notwendig ist, zu beschreiben. Diese stellen Aus-
gangspunkte fiir die biologische Modellierung dar. Da durch beide Ansdtze dhnliche Ausgangspunkte
erzielt werden, wird geschlossen, dass die ab initio Modelle keine grundlegenden Vorteile gegeniiber der
amorphen Bahnstruktur in Bezug auf die Modellierung des Zelliiberlebens liefern.

Je nach Anwendung und Anforderung gilt es bei der Modellierung verschiedene Aspekte abzuwigen,
bevor sich fiir eine ab initio Methode oder fiir eine vereinfachte Methode, wie z. B. die amorphe Bahn-
struktur, entschieden wird. Die ab initio Modelle beriicksichtigen mehr Effekte, wodurch ein breiteres
Spektrum zur Analyse der Strahlenwirkung zu Verfiigung steht [77]. Andererseits gibt es keine Anhalts-
punkte, ob alle simulierten Wirkungsquerschnitte richtig sind, da nur ein Teil experimentell {iberpriift
konnen [29]. Alles zusammengenommen scheint die amorphe Bahnstruktur die bessere Wahl innerhalb
des LEM zu sein, da es die bisher untersuchten Effekte im Wesentlichen wiedergeben werden konnen.
AuRerdem ist die amorphe Bahnstruktur ein viel einfacheres Konzept als die ab initio Modelle.

Relevante Grofienskala der Schadensclusterung fiir das Zelliiberleben

Die zu beantwortende Frage bleibt, ob die komplexen DNA-Schadenscluster auf der nm-Skala biolo-
gisch relevant sind, oder ob DNA-Schadensclusterung auf der um-Skala den dominanten Beitrag liefert.
Die Berticksichtigung der Schadenscluster auf nm-Skala werden in anderen Arbeiten [18], [19], [22],
[23] iiber die Schwierigkeit einer korrekten DNA-Reparatur auf dieser Skala motiviert. Die vorgestellten
Arbeiten von Nikjoo et al. [25], [35], [36], [56], [82]-[84] nutzen eine Methode zur Simulation von
DNA-Schiden auf der nm-Skala. Die Dissertationen von E Tommasino [106] und L. Herr [72] gaben
bereits einen Ausblick auf deren Relevanz fiir das LEM. Diese Arbeit stellt eine konkrete Methode zur
Simulation von DNA-Schadensclustern auf der nm-Skala vor. Es wird gezeigt, dass die amorphe Bahn-
struktur das LET-abhéngige Verhalten der SSB. und DSB, Induktionsraten beschreiben kann. Weiter wird
vorgestellt, wie die Induktion der entsprechenden Schiden bei niedrigem LET in das LEM eingebaut
werden kann.

Die komplexen DNA-Schiaden auf der nm-Skala, wie in den Arbeiten von Nikjoo et al. [36] beschrie-
ben, zeigen ihr Maximum im LET-Bereich der mit erhéhter RBE verbunden ist. Der Bereich des RBE-
Maximums wird jedoch bereits gut durch das LEM beschrieben, ohne dass dieses die Bildung komplexer
DNA-Schéden auf der nm-Skala explizit beriicksichtigt’. Dies deutet darauf hin, dass die SSB. und DSB,
unter normalen Zellkulturbedingungen keine effektverstarkende Wirkung aufweisen. Es ist jedoch denk-

7 Abgesehen von der Bildung zusitzlicher DSB, durch das Aufeinandertreffen zweier SSB auf gegeniiberliegenden Strin-

gen.
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bar, dass diese Schdden unter bestimmten Umstdnden, wie z. B. hypoxischen Bedingungen, eine hohere
Relevanz haben.

Andere Arbeiten zeigten, dass eine Verbindung zwischen der Induktionsrate von DNA-Schadensclustern
auf der nm-Skala und dem Zelliiberleben nach Ionenbestrahlung hergestellt werden kann [22], [23],
[57]. Wie kiirzlich beschrieben, ist die RBE-Zunahme mit einer Zunahme der komplexen DNA-Schiaden
auf der nm-Skala korreliert. Innerhalb des LEM fiihrt eine LET-Zunahme zu einer erhohten Bildung
von DSB, durch eine SSB-Clusterung [12]-[15]. Ebenso fiihrt eine LET-Zunahme zu einem erhohten
cDSB-Anteil (Daten nicht gezeigt). Damit besteht eine Korrelation zwischen dem RBE und der DNA-
Schadensclusterung auf der um-Skala. Folglich lésst sich die LET-abhéngige RBE-Zunahme durch Scha-
denscluster beider GréRenordnungen erkldren. Eine Erklarung des Zelliiberlebens nach Photonenbe-
strahlung {iber die DNA-Schadenscluster auf der nm-Skala ist jedoch nicht moglich. Die Ausbeuten der
einfachen und komplexen DNA-Schiden auf der nm-Skala zeigt einen konstanten Verlauf bis ca. 1000 Gy.
Dies kann als universelles Ergebnis interpretiert werden, da die Wahrscheinlichkeit zweier unabhangiger
Schiden am gleichen Ort sehr klein ist. Demzufolge findet unterhalb von 1000 Gy keine nennenswerte
inter-track Clusterung auf der nm-Skala statt. Uberlebenskurven mehrfach bestrahlter Zellen legen nahe,
dass quadratische Komponenten von Uberlebenskurven auf der Interaktion von Schaden beruhen [118].
Folglich lassen sich Uberlebenskurven nach Photonenbestrahlung nicht durch die Schadensclusterung
auf der nm-Skala erklaren. Das heilst, es muss eine Schadensclusterung auf einer grof3eren Skala — wie
z. B. um-Skala — beriicksichtigt werden.

Nachdem ausfiihrlich dargelegt wurde, dass komplexe DNA-Schadenscluster auf der nm-Skala un-
ter Standardbedingungen keine effektverstarkende Wirkung haben, die nicht auch durch DNA-
Schadenscluster auf der um-Skala erkldrt wird, soll nun die Relevanz der DNA-Schadenscluster auf
der um-Skala diskutiert werden. Die Untersuchungsbefunde mit dem GLOBLE-Modell und LEM zeig-
ten, dass das Konzept der zwei Schadensklassen auf der 2 Mbp Skala die Strahlenwirkung auf Zellen
gut beschreibt [3], [4], [14], [15]. Weiterhin zeigte die Arbeit von L. Herr [72], dass eine kinetische
Erweiterung dieses Konzepts in der Lage ist, Zeit-Dosis-Effekte von hoch- und niedrig-LET-Strahlung
zu beschreiben. Die Arbeit von E Tommasino [106] befasste sich mit DNA-Fragmentgrof3en nach Be-
strahlung. Diese kam zu dem Schluss, dass das Zelliiberleben nicht ohne eine Beriicksichtigung der
DSB auf einer Chromatinstruktur der Grofdenordnung von Mbp beschrieben werden kann. Die ge-
naue Grofde bzw. Grolenverteilung der zugrundeliegenden Chromatinstruktur kann allerdings nicht
ohne Weiteres bestimmt werden. Andere Arbeiten [45], [119] stellten ebenfalls fest, dass eine hohe-
re Ordnung der Chromatinstruktur empfindlich gegeniiber DSB-Clustern ist. Das MKM [67] verfolgt
einen zum LEM und GLOBLE dhnlichen Ansatz, indem die spezifische Energie pro Doméne, einer dhnli-
chen Grole wie die Chromatin-Loops, ausgewertet wird. Ebenfalls werden DNA-Schiden in zwei nicht
genauer spezifizierten Schadensklassen auf der um-Skala eingeteilt, wodurch eine Vorhersage der RBE
nach hoch-LET-Strahlung moglich ist. In dieser Arbeit wird ebenfalls an vielen Stellen gezeigt, dass das
GLOBLE-Modelle und LEM viele Effekte ionisierender Strahlung iiber ein weites LET-Spektrum meist
quantitativ oder zumindest qualitativ gut beschreiben konnen. Das Neue an dieser Arbeit ist der Trans-
fer der Zellzyklusspezifischen Radiosensitivitdt von niedrig- zu hoch-LET-Strahlung. Damit konnen Zu-
sammenhinge zwischen DNA-Reparaturwegverfiigbarkeit, niedrig- und hoch-LET-Strahlung, spezifische
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Defizite der DNA-Reparaturwege und dem Zelliiberleben hergestellt werden. Deshalb wird weiterhin an-
genommen, dass die Clusterung von DSB auf der GréRenordnung von 2 Mbp (& 540 nm) die relevante
Eigenschaft zur Beschreibung der Strahlenwirkung ist.
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6 Fazit und Ausblick

In dieser Arbeit werden verschiedene Ansdtze zur Modellierung der Dosis-Effekt-Beziehungen ionisie-
render Strahlung vorgestellt. Das GLOBLE-Modell kann Zelliiberleben in Abhingigkeit der Reparatur-
wegverfiigbarkeit fiir niedrig-LET-Strahlung, bzw. Photonenstrahlung, vorhersagen. Eine Auswertung
der GLOBLE-Modell-Uberlebensvorhersagen synchroner Zellen nach Photonenbestrahlung ergibt zell-
linienspezifische Unterschiede in der zellzyklusspezifischen Radiosensitivitit. CHO-Zellen zeigen die
hochste Resistenz gegeniiber Photonenstrahlung in der spaten S-Phase, wiahrend V79-Zellen diese be-
reits in der frithen bis mittleren S-Phase aufzeigen. Das GLOBLE-Modell sagt die spéte S-Phase als die
resistenteste Phase vorher. Entsprechend zeigt der Modell-Daten-Vergleich eine gute Ubereinstimmung
fiir CHO-Zellen, fiir V79-Zellen ergeben sich jedoch systematische Abweichungen. Der zeitabhédngige
Verlauf des Uberlebens wird fiir beide Zelllinien in Grundziigen wiedergegeben. Das neu vorgestellte
GLOBLE-MS-Modell nimmt an, dass die friihreplizierte DNA wichtiger fiir das Zelliiberleben ist als die
spatreplizierte. Damit konnen die systematischen Unterschiede in der zellzyklusspezifischen Radioresis-
tenz von V79-Zellen beschrieben werden. Zelllinienspezifische Unterschiede in der zellzyklusspezifischen
Radiosensitivitat stellen einen interessanten Ansatzpunkt fiir weitere Forschung dar. Das ist von beson-
derem Interesse, da z. B. CHO- und V79-Zelllinie beide chinesischen Hamstern entstammen, jedoch
unterschiedliche Auspragungen in der zellzyklusspezifischen Radiosensitivitidt zeigen. Ein besseres Ver-
stindnis der zugrundeliegenden Mechanismen sollte dazu beitragen, gewebespezifische Unterschiede
der Radiosensitivitdt innerhalb eines Organismus zu erkldren. Ebenso konnen experimentelle Untersu-
chungen der Reparaturwegverfiigbarkeit, wie schon von S. Lerchl [91] durchgefiihrt, dazu beitragen,
zelllinienspezifische Unterschiede der Radiosensitivitat aufzuklaren.

Eine GLOBLE-Modellvorhersage ist, dass Zellen in S-Phase sensitiver gegeniiber hohen Dosen Photonen-
strahlung sind als Zellen in G1-Phase. Zur Uberpriifung dieser Vorhersage wurden Experimenten mit
CHO-Zellen durchgefiihrt. Diese Vorhersage konnte zwar nicht bestétigt werden, es ist jedoch denkbar,
dass der vorhergesagte Effekt bei hoheren Dosen eintritt. Die durchgefiihrten Experimente ergeben, dass
das Zelliiberleben nach Photonenstrahlung bis ca. 15 Gy durch das GLOBLE-Modell beschrieben wer-
den kann. In diesem Zusammenhang wurde die Form von Uberlebenskurven nach Hochdosisbestrahlung
mit Photonen untersucht. Dafiir wird das Uberleben asynchroner Zellen mithilfe des GLOBLE-Modells
aus dem Uberleben synchroner Zellen — und vice versa — vorhergesagt. Die Vorhersage des Uberlebens
asynchroner Zellen aus dem synchroner Zellen ist mit systematischen Unsicherheiten verbunden, eroff-
net jedoch konzeptionell neue Anwendungen. So kénnen Uberlebenskurven asynchroner Zellen als eine
Summe von Uberlebenskurven synchroner Zellen betrachtet werden. Es ist bereits bekannt, dass Zell-
iiberlebenskurven aufgrund der heterogenen Radiosensitivitdten der Subpopulationen bei hohen Dosen
von einer LQ-Form in eine rein lineare Form iibergehen [5]-[10]. In dieser Arbeit wird zum ersten Mal
ein mechanistischer Erklirungsansatz fiir die zelllinienspezifische Ubergangsdosis vorgestellt. Es wird
gezeigt, dass die Ubergangsdosis von den LQ-Parametern der Uberlebenskurven bei niedrigen Dosen ab-
héngt. Anders als andere Publikationen [5]-[7] legt diese Arbeit, anhand von experimentellen Daten,
nahe, dass die Uberlebenskurven der Subpopulationen keine reine LQ-Form aufweisen, sondern eben-

falls einer LQL-Form folgen.
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Basierend auf dem GLOBLE-Modell werden ebenfalls zwei Methode entwickelt, um das Zelliiberleben
innerhalb des LEM bei hohen Dosen Photonenstrahlung auswerten zu koénnen. Diese berticksichtigen
zum einen den Ubergang in eine lineare Kurvenform bei hohen Dosen und zum anderen, dass das LEM
eine Dosiseffektkurve in Form einer LQL-Kurve als Input benétigt. Die Annahme, dass die maximale
Steigung im linearen Bereich proportional zum DNA-Gehalt ist (Extrapolation-A) fithrt zu einer besse-
ren Vertraglichkeit mit Daten als die Annahme, dass die maximale Steigung fiir alle Zellzyklusphasen
konstant ist (Extrapolation-B). Dies stiitzt die im vorherigen Absatz genannte Annahme, dass Zellen in
S-Phase sensitiver gegeniiber hohen Dosen Photonenbestrahlung sein konnten als in G1-Phase.

In dieser Arbeit wird das LEM zum ersten mal benutzt, um Uberlebenskurven synchroner Zellen
nach Ionenbestrahlung vorherzusagen. Dafiir werden Uberlebenskurven synchroner Zellen nach Pho-
tonenbestrahlung als Input benutzt, welche durch das GLOBLE-Modell vorhergesagt werden. Die LEM-
Uberlebensvorhersage fiir synchrone Zellen nach Ionenbestrahlung gibt die systematischen Zusammen-
hénge zwischen hoch-LET-Strahlung und Dosisabhéngigkeit der experimentell ermittelten Zelliiberle-
benskurven richtig wieder. Weiterhin zeigt der Vergleich zu experimentellen Daten, dass der Ubergang
von einer Resistenz der Zellen in S-Phase nach Photonenbestrahlung zu einer Sensibilisierung nach Io-
nenbestrahlung in der richtigen Grol3enordnung wiedergegeben wird. Bei der quantitativen Beschrei-
bung des Uberlebens gibt es allerdings Abweichungen; das Uberleben wird bis zu einem Faktor von 2 bis
3 unterschatzt.

Bisher wurden das LEM benutzt, um die RBE asynchroner Zellen nach Ionenbestrahlung vorherzusagen.
Dabei stellt die Uberlebenskurve der asynchronen Zellen den Mittelwert einer heterogenen Zellpopu-
lation dar. In dieser Arbeit wird untersucht, ob eine Vorhersage aus der Summe der Uberlebenskurven
der Subpopulationen das gleiche systematische Verhalten aufweisen wie die konventionelle Methode. Im
Modell-Modell-Vergleich zur konventionellen Methode fiihrt die Beriicksichtigung der Subpopulationen,
abgesehen von unterschiedlichen RBE-Maxima, zu keinen offensichtlichen systematischen Abweichun-
gen der LET-abhingigen RBE-Kurvenform. Fiir eine bessere Ubereinstimmung der Modelle sind weitere
Untersuchungen des Ubergangs von zellzyklusspezifischen Dosiseffektkurven vom Niedrig- und Hochdo-
sisbereich sowie von nieder- und hoch-LET-Bereich erforderlich.

Die Vorhersage von Uberlebenskurven synchroner Zellen aus den von asynchroner Zellen wird auch
angewendet, um den Einflusses von Reparaturdefiziten der NHEJ- und HR-Reparaturwege auf das
Uberleben asynchroner Zellen vorherzusagen. Der Einfluss der Reparaturdefizite kann mithilfe des
GLOBLE-Modells auf das Zelliiberleben nach Photonenbestrahlung modelliert und mit dem LEM auf
das Zelliiberleben nach Ionenbestrahlung iibertragen werden. Ein Modell-Daten-Vergleich zeigt, dass
die Kombination des GLOBLE-Modells und des LEM den Einfluss von Reparaturdefiziten fiir hoch- und
niedrig-LET-Strahlung beschreiben kann. Zusétzlich kann die Groenordnung einzelnen Einfliisse trotz
Unsicherheiten vorhergesagt werden. Dadurch eignet sich die Kombination des GLOBLE-Modells und
des LEM als erste Naherung zur Quantifizierung der Auswirkung von Reparaturdefiziten auf das Zell-
iiberleben. Dies er6ffnet Moglichkeiten fiir medizinische Anwendungen.

Neben den dem Transfer des biologischen Effekt von Photonenstrahlung auf Ionenstrahlung wird in
dieser Arbeit untersucht inwieweit sich die physikalischen Eigenschaften der Ionenstrahlung durch die
der Photonenstrahlung beschreiben lassen. Die Dosisdeposition im LEM wird durch die amorphe Bahn-
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struktur beschrieben, die Beitrdge des direkten und indirekten Effekts werden auf vereinfachte Weise
betrachtet. Es wird eine vollstdndige Verschmierung des Strahleneffekts durch die Radikaldiffusion, wel-
che den indirekten Effekt imitiert, angenommen. In dieser Arbeit wird untersucht, ob eine gewichtete
Summe der beiden Beitrdge zur amorphen Bahnstrukturen zu genaueren Vorhersagen fiihrt. Es wird ge-
zeigt, dass diese Methode zu einer besseren Ubereinstimmung der RBE-Vorhersage durch das LEM von
Kohlenstoffstrahlung mit Daten fiihrt. Die so gewonnen RBE-Kurven beschreiben die LET-Abhéngigkeit
der Daten im Eingangskanal besser als die vorherige Methode. Durch eine Modifikation des maxima-
len inneren Spurradius der amorphen Bahnstruktur konnen die bisher beobachteten Diskrepanzen im
Eingangskanal fiir den untersuchten Datensatz fast vollstindig beseitigt werden. Dies zeigt, dass eine
gezielte Optimierung der amorphen Bahnstruktur zu einer besseren Beschreibung der RBE im Eingangs-
kanal fithren kann.

Neben der Form der amorphen Bahnstruktur wird untersucht, ob diese generell eine angemessene Be-
schreibung von Ionenspuren darstellt. Es wird untersucht, inwieweit die Beschreibungen von Ionen-
spuren durch eine ab initio Monte-Carlo-Simulation [36] sich mit denen der amorphen Bahnstruktur
vereinbaren lassen. Dafiir wird die vorhergesagte DNA-Schadensclusterung auf der nm-Skala beider An-
sitze verglichen. Damit kann gezeigt werden, dass beide Ansétze zu einer dhnlichen LET-Abhingigkeit
der DNA-Schadensinduktionsraten fiithren. Eine Ausnahme bilden die Vorhersagen fiir niedrig-LET-
Strahlung. Die ab initio Monte-Carlo-Simulation [36] sagt auch fiir diese Strahlenart komplexe DNA-
Schadenscluster vorher, wihrend die amorphe Bahnstruktur diese nur fiir hohere LET vorhersagt. Daher
wird basierend auf den Ergebnissen dieser Arbeit eine Modifikation vorgeschlagen, mit der die amor-
phe Bahnstruktur die DNA-Schadensinduktionsraten auf der nm-Skala auch fiir niedrig-LET-Strahlung
dhnlich zu der ab initio Monte-Carlo-Simulation [36] vorhersagen kann. Damit beruhen die sichtbaren
Unterschiede beider Methoden auf Unsicherheiten der Dosisdeposition und nicht auf den Methoden an
sich. Da beide Ansédtze zu dhnlichen Schadensinduktionsraten fithren, ist dies ein deutlicher Hinweis
darauf, dass die amorphe Bahnstruktur zu keiner Ubervereinfachung von Ionenspuren fiihrt und ange-

messen fiir die Zelliiberlebensvorhersage ist.

Im Zusammenhang der mikroskopischen Dosisdeposition wird untersucht, welche Groflenordnung der
DNA-Schadensclusterung fiir Zelliiberlebensvorhersagen beriicksichtigt werden miissen. Es wird darge-
legt, dass die LET-abhingige Zunahme der komplexen DNA-Schadenscluster auf der um-Skala mit der Zu-
nahme von DNA-Schadensclustern auf der nm-Skala korreliert ist. Damit lasst sich die LET-Abhingigkeit
der RBE {iiber DNA-Schadenscluster auf beiden Langenskalen erkldren. Das Zelliiberleben nach Pho-
tonenbestrahlung kann jedoch nicht durch komplexe DNA-Schadenscluster auf der nm-Skala erklart
werden, aber iiber die auf der um-Skala. Damit ist die Schadensclusterung der um-Skala die relevante
Grollenskala zur Modellierung des Zelliiberlebens nach niedrig- und hoch-LET-Bestrahlung. Eine zusétz-
liche Beriicksichtigung der Schadenscluster auf der nm-Skala scheint vorerst nicht erforderlich zu sein.

Insgesamt wird in dieser Arbeit dargelegt, dass das Konzept zweier DSB-Klassen auf der um-Skala zur
Beschreibung der biologischen Strahlenwirkung geeignet ist. Andere Arbeiten [3], [4], [14], [15], [72],
[106] kamen mit der Betrachtung anderer Eigenschaften ebenfalls auf das Ergebnis, dass die DNA-
Schadensclusterung auf der um-Skala die relevante GroRenskala ist. Ein Argument dieser Arbeit dafiir
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ist, dass sich die Verkniipfung von DNA-Reparaturwegen und der DNA-Schadensklassen auf der um-Skala
nutzen lasst, um das Zelliiberleben nach niedrig- und hoch-LET-Bestrahlung zu modellieren.

Im Laufe dieser Arbeit wird deutlich, dass die Extrapolation von Dosiseffektkurve zu hohen Dosen wei-
terer Optimierung bedarf. Das GLOBLE-Modell ist in der Lage, die Wirkung von Photonenstrahlung fiir
Dosen von bis ca. 15 Gy zu beschreiben. Bei hoheren Dosen treten jedoch deutliche Abweichungen auf.
Zum einen sagt das GLOBLE-Modell zu starke Steigungen von Uberlebenskurven vorher, wodurch das
Uberleben bei hohen Dosen unterschitzt wird. Zum anderen wird vorhergesagt, dass Zellen in S-Phase
empfindlicher als die in G1-Phase werden, was in den untersuchten Daten jedoch nicht beobachtet wer-
den konnte. Fiir diese Untersuchungen wurden Uberlebenskurven synchroner und asynchroner CHO-
Zellen nach hohen Dosen Photonenstrahlung aufgenommen. Um den Ubergang zu Hochdosis sowie
hoch-LET-Strahlung besser verstehen zu konnen, bietet es sich an, weitere Experimente mit héherer Do-
sis weiteren Positionen des Zellzyklus und anderen Zelllinien durchzufiihren.

Letztendlich stellt diese Arbeit, dhnlich zu anderen Arbeiten auf diesem Gebiet, eine Verkniipfung zwi-
schen den molekularen Strahlenschiden und dem Zelliiberleben her. Ein Ziel dabei ist es, das Uberleben
aus dem Schadensmuster unabhéngig davon wie dieses induziert wurde, vorherzusagen. Es wird gezeigt,
dass eine Kombination des GLOBLE-Modells und des LEM in der Lage ist, dies zu leisten. Diese Art der
Betrachtung soll dazu fiihren, dass keine strikte Trennung nach Strahlenqualitdt mehr notwendig ist.
Dies soll es erlauben Dosis-Effekt-Beziehungen unterschiedlicher Strahlenqualitdten besser aufeinander
beziehen, um die relevanten Effekte eingrenzen zu konnen. Daher stellt Diese Arbeit ein Konzept zur Ver-
kniipfung unterschiedlicher Strahlenqualitdten, Synchronisationsqualititen und Reparaturdefiziten vor.
Dabei wird primér gepriift, ob die systematischen Zusammenhénge richtig wiedergegeben werden. Fiir
genauere Vorhersagen bedarf es jedoch weitergehender Untersuchungen.
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Abkiirzungsverzeichnis

2SSB
bp
BIANCA
cDSB

CHO
DAPI
DNA
DSB
DSB*

DSB**
DSB,
double-Ko

Extrapolation-A

Extrapolation-B

Gbp
GLOBLE
Gy

€i1
€i2
eC
HR

iDSB

LEM
LET
Lig4-Ko
LMDS
LPL
LQ
LQL
Mbp
MEF
MKM
NHEJ
NTCP

PBS
Rad54-Ko
RBE
RMDS
RMR

ROS

SSB

SSB*

zwei SSB im Abstand 11 - 54 bp auf gegeniiberliegenden DNA-Strangen
Basenpaar
Blophysical ANalysis of Cell death and chromosome Aberrations
geclusterter Doppelstrangbruch, d. h. zwei oder mehr DSB innerhalb
eines Chromatin-Loop
Chinesische-Hamster-Eierstock-Zellen, engl.: Chinese Hamster Ovary
4’,6-Diamidin-2-phenylindol, Fluoreszenzfarbstoff fiir DNA
Desoxyribonukleinsdure
Doppelstrangbruch
ein DSB und ein zusétzlicher SSB innerhalb eines DNA-Fragments der
GrofRe 54 bp
zwei DSB innerhalb eines DNA-Fragments der Grofse 54 bp
komplexe DSB auf der nm-Skala, DSB* und DSB*™
MEF-Zellen mit Ligase 4 und Rad54 Knockout
Extrapolation der Dosiseffektkurve synchroner Zellen unter der Annah-
me, dass die maximale Steigung proportional zum DNA-Gehalt ist.
Extrapolation der Dosiseffektkurve synchroner Zellen unter der Annah-
me, dass die maximale Steigung konstant ist.
Giga Basenpaare (= 10° bp)
Giant LOop Binary LEsion
Gray = J/kg
Letalitat, der durch NHEJ reparierten iDSB
Letalitét, der durch HR reparierten iDSB
Letalitat der cDSB
homologe Rekombination, engl. homologous recombination
isolierter Doppelstrangbruch, d. h. ein einzelner DSB innerhalb eines
Chromatin-Loop
Local Effect Model
Linear Energy Transfer
MEEF-Zellen mit Ligase 4 Knockout
Locally Multiple Damaged Sites
Lethal and Potentially Lethal
linearquadratisch
linearquadratisch-linear
Mega Basenpaar (= 10° bp)
embryonische Mausfibroblasten, engl. Mouse Embryonic Fibroblasts
Microdosimetric Kinetic Model
Non Homologous End Joining
Normalgewebskomplikationswahrscheinlichkeit,
engl. Normal Tissue Complication Probability
Phosphate-Buffered Saline
MEF-Zellen mit Rad54 Knockout
Relative Biologische Wirksamkeit, engl. Relative Biological Effectiveness
Regionally Multiple Damaged Sites
Repair-MisRepair
Reaktive Sauerstoffspezies, engl.Reactive Oxygen Species
Einzelstrangbruch, engl Single Strand Break
zwei SSB innerhalb von 54 bp auf dem gleichen DNA-Strang
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SSB, komplexe SSB auf der nm-Skala, d. h. SSB™ und 2SSB
SOBP Spread Out Bragg Peak

TCP Tumorkontrolle, engl. Tumor Control Probability

V79 Chinesische-Hamster-Lungenfibroblasten

wt Wildtyp
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