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1. Einleitung

1.1. Die Computertomographie

Mit der Computertomographie wurde die radiologische Diagnostik revolutio-
niert. Sie bietet Medizinern detaillierte Einblicke in den menschlichen Korper.
Arzte unterschiitzen jedoch meist die Strahlenbelastung der CT (Heyer u. a.
2007). Die Effektive Dosis fiir ein Thorax-CT liegt bei 5,8 mSV (Shrimpton
u. a. 2006) bis 8 mSV (ICRP 2000) und ist damit bis zu 400-mal hoher als eine
konventionelle Rontgenaufnahme des Thorax (ICRP 2000).

1.1.1. Geschichte und Prinzip der Computertomographie

Lange vor der Erfindung des ersten Computers entstanden die mathematischen
Grundlagen der Computertomographie mit der Entwicklung eines Rechenmo-
dels durch den Mathematiker Johann Radon im Jahre 1917 (Radon 1917; Ullrich
2004). Die Reichweite seiner theoretischen Vorleistung war Radon damals je-
doch nicht bewusst. 1963 erarbeitete sich Allen M. Cormack in Unkenntnis von
Radons Arbeit (Cormack 1992) ebenfalls ein mathematisches Modell fiir die
Absorption von Rontgenstrahlen durch menschliches Gewebe (Cormack 1963)
und iiberpriifte dieses 1964 (Cormack 1964), indem er die Rontgenrohre um sein
Objekt rotieren lief3. Letztlich war es dann Godfrey N. Hounsfield, der 1971 den
ersten Computertomographen entwickelte. 1979 erhielt er dafiir zusammen mit

Cormack den Medizin-Nobelpreis.

Die Computertomographie ist ein Schnittbildverfahren, bei dem durch die
Summe der Einzelschnitte ein dreidimensionales Bild des untersuchten Ob-
jektes entsteht. Mit Hilfe der Radon-Transformation (Radon 1917) ldsst sich
das einzelne zweidimensionale Schnittbild anhand des Absorptionsprofils re-
konstruieren, welches nach Réntgenprojektionen aus verschiedenen Richtungen
entsteht. Die verschiedenen Projektionsrichtungen lassen sich durch Rotationen

der Rontgenrohre mit gegeniiberliegendem Detektor um das zu untersuchende
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Objekt realisieren. So lassen sich Gewebe und Organe iiberlagerungsfrei zwei-

dimensional darstellen.

1.1.2. Dosisbegriffe in der Computertomographie

Im Unterschied zu anderen Verfahren der radiologischen Diagnostik wird der
Patient bei der Computertomographie von mehreren Seiten aus exponiert. Und
obwohl die Schichtdicke der Strahlenfelder nur wenige Millimeter betrigt, fin-
den sich in Achsrichtung auch auflerhalb der eigentlich untersuchten Schicht
nennenswerte Strahlungsanteile. Diesen Besonderheiten der Computertomogra-
phie wird die Dosimetrie mit dem Computed Tomography Dose Index (CTDI)
gerecht. Er bildet die Grundlage fiir die quantitative Beschreibung der Strah-
lenexposition, welche der Patient wéhrend einer computertomographischen Un-
tersuchung erhilt. Die MaBleinheit fiir den CTDI ist das Milligray (mGy). Der
Hersteller des Computertomographen bestimmt den CTDI mit Hilfe von Phan-
tommodellen. Diese mit destilliertem Wasser gefiillten Plexiglasbehélter sollen
die Wasserverhéltnisse im menschlichen Korper simulieren. Dabei werden in
verschiedenen Bereichen des Modells periphere und ein zentraler Wert ermit-
telt, die sich zu einem Wert, dem gewichteten CTDI (CTDIw), zusammenfassen
lassen (Leitz u.a. 1995).

Der in den Ergebnissen dieser Arbeit angegeben CTDIvol ist der pitchkorrigier-
te CTDIw. Man erhélt ihn durch Division des CTDIw durch den Pitchfaktor:

CTDIvol = CTDIw / Pitch

Der Pitchfaktor ist dimensionslos und lasst sich aus Tischvorschub und Schicht-

dicke ermitteln.

Eine weitere Dosisgrofle der Computertomographie ist das Dosis-Léangen-
Produkt (DLP). Analog zum Dosis-Flichen-Produkt in der konventionellen
Strahlendiagnostik beschreibt es die gesamte Strahlenexposition wéhrend ei-
ner Untersuchung. Man erhélt es durch Multiplikation des CTDI mit der Lénge
des untersuchten Volumens. Bei Untersuchungen mit mehreren Scanserien er-
gibt sich das Total-DLP aus der Summe der DLP der Einzelserien. Als Einheit
wird mGy*cm (Milligray*Zentimeter) verwendet. Aus dem DLP l&sst sich tiber

einen Konversionsfaktor die Effektive Dosis abschétzen (Huda u.a. 2008).

Der CTDIvol und das DLP sind somit die beiden wichtigsten Kenndaten zur

Beschreibung der Strahlenexposition im Rahmen einer computertomographi-
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schen Untersuchung. Bei aktuellen Gerdten werden die beiden Werte auf einer

Dosisanzeige angegeben.

1.1.3. Kontrastmittel in der Computertomographie

Da sich einige Regionen im Korper hinsichtlich ihrer Dichte kaum unterschei-
den, werden in der Computertomographie indikationsabhéingig Kontrastmittel
eingesetzt, die sich in den gewiinschten Strukturen anreichern und dort zu einer
verdnderten Rontgenabsorption fithren. So lassen sich diese Strukturen deutli-
cher darzustellen und dadurch mehr Informationen fiir die Diagnosestellung ge-
winnen. Durch ihre stérkere Absorption von Réntgenstrahlung (rontgenpositive
Kontrastmittel) eignen sich beispielsweise jodhaltige Kontrastmittel dazu, Ge-
fafle kontrastreicher und damit abgrenzbarer gegeniiber ihrer Umgebung dar-
zustellen (Hertrich 2004). Neben Jod fithrt auch Barium zu einer verstirkten
Absorption. Gasférmige rontgennegative Kontrastmittel wie Kohlendioxid oder

Luft verringern dagegen die Réntgenabsorption.

Jodhaltige Kontrastmittel werden intravasal appliziert und kénnen so zu einer
Vielzahl systemischer Nebenwirken fithren. Sie lassen sich in organspezifische
und generelle Nebenwirkungen einteilen (Namasivayam u.a. 2006). Die kon-
trastmittelinduzierte Nephropathie (contrast induced nephropathie, CIN) ist
die bedeutendste Nebenwirkung jodhaltiger Kontrastmittel (Becker 2007). Be-
sonders bei Risikopatienten kann die CIN im schlimmsten Fall zum akuten Nie-
renversagen fithren (McCullough u.a. 2006). Auch Schilddriisendysfunktionen
sind eher bei Risikopatienten zu erwarten. Weitere Nebenwirkungen koénnen
anaphylaktoide Reaktionen, oder Gewebsreaktion nach Extravasation sein. Bei
der anaphylaktoiden Reaktion kommt es ohne Sensibilisierung zum klinischen
Bild der Anaphylaxie, da die Freisetzung der Mediatoren meist auf eine physika-
lische, chemische oder osmotische Reizung zuriickzufiihren ist (Miiller-Werdan,
Werdan 2000). So ist auch bei Patienten ohne bekannte Kontrastmittelallergie
mit Reaktionen zu rechnen, wobei die Prévalenz fiir das Auftreten von mo-
deraten und schweren anaphylaktoiden Reaktionen durch nichtionische Kon-
trastmittel bei 0,4 % bzw. 0,04 % liegt und durch ionische Kontrastmittel um
den Faktor 5 steigt (Namasivayam u. a. 2006). Extravasationen fithren nur sel-
ten und bei grofleren Mengen zu moderaten oder schweren Gewebsreaktionen
(Wang u. a. 2007).
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1.2. Auswirkungen ionisierender Strahlung auf die DN A

Tonisierende Strahlung kann eine direkte oder indirekte Wirkung auf die Zelle
haben, wobei bei Rontgenstrahlung die indirekte Wirkung iiberwiegt (Pauly
u.a. 1966). Die direkte Strahlenwirkung kennzeichnet, dass die Ionisierung di-
rekt in der DNA erfolgt und dort beispielsweise durch das Aufbrechen kovalen-
ter Bindungen zu FEinzel- und Doppelstrangbriichen fithrt. Bei der indirekten
Strahlenwirkung trifft die ionisierende Strahlung auf Wassermolekiile in der Zel-
le. Diese werden durch Ablésung eines Elektrons zu kurzlebigen, hochreaktiven
Radikalen, die mit weiteren Wassermolekiilen zu einem Hydronium-Ion und ei-
nem Hydroxyl-Radikal reagieren (Radiolyse). Solche Hydroxyl-Radikale kénnen
bei Reaktion mit der DNA ebenfalls zu DNA-Schiden fithren (Chatgilialoglu,
O’Neill 2001). Unabhéingig davon, ob die ionisierende Strahlung direkt oder in-
direkt an der DNA wirkt, kommt es zum gleichen Spektrum an Strahlenschiden
(Ward 1985). DNA-Schidden durch ionisierende Strahlung kénnen Einzel- und
Doppelstrangbriiche, Verdnderungen an den Basen oder am Zuckergeriist so-
wie DNA-Protein-Vernetzungen und Verkniipfungen innerhalb der DNA sein
(Powell, McMillan 1990).

1.2.1. DNA-Doppelstrangbriiche

Im Vergleich zu den anderen strahleninduzierten DNA-Schiden treten Dop-
pelstrangbriiche (DSB) seltener auf (Powell, McMillan 1990). Dennoch sind
strahleninduzierte Doppelstrangbriiche eine der bedeutendsten Ursachen fiir die
Entstehung von Mutationen (Ward 1995; Zhang u. a. 2007). Thre Reparatur ist
fiir die Zelle schwieriger als die anderer DNA-Schéden (Khanna, Jackson 2001).
Werden Doppelstrangbriiche nicht oder fehlerhaft repariert, kann dies zur Kar-
zinogenese fiithren (van Gent u.a. 2001; Zhang u. a. 2007).

1.2.2. Die Reparatur von DNA-Doppelstrangbriichen

Bei der Reparatur von DNA-Doppelstrangbriichen kénnen die Prozesse der Ho-
mologen Rekombination (homologous recombination - HR) von nichthomologen
Reparaturprozessen (nonhomologous endjoining - NHEJ) unterschieden werden
(Pardo u.a. 2009). Beide Reparaturwege werden von der eukaryotischen Zelle
verwendet. Welches Verfahren iiberwiegt, hiangt von der Genetik des Organis-
mus und der Phase des Zellzyklus ab (Haber 2000).
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Homologe Rekombination (HR)

Die Verfahren der Homologen Rekombination erfordern das Vorhandensein ei-
ner homologen Sequenz an gleicher oder ektopisch gelegener Stelle in einem
Schwesterchromatid oder homologen Chromosom (Kanaar u.a. 1998). Diese
homologe Sequenz dient als Vorlage fiir die Wiederherstellung der verloren-
gegangenen Information. Es werden konservative (gene conversion - GC und
synthesis-dependent strand annealing - SDSA) von nicht konservativen (single-
strand annealing - SSA und break-induced replication - BIR) Verfahren unter-
schieden. Die konservativen Verfahren zeichnen sich durch eine geringere Mu-
tagenitit aus (Haber 2000).

Alle homologen Verfahren beginnen mit der Degradierung der Endstiicke des
DSBs durch eine 5-3’-Exonuklease zu Einzelstringen (Haber 2000; Dudéas, Cho-
vanec 2004). Mit Hilfe des RAD51-Proteins werden die Einzelstrangiiberhidnge
stabilisiert. Bei den konservativen Verfahren und dem BIR katalysiert das
RADS51-Protein anschlieflend die Invasion eines Einzelstrangiiberhangs in den
homologen Bereich des Schwesterchromatids. Dabei muss der eindringende
Strang einen Strang des Schwesterchromatids verdrdngen, um die
komplementire Sequenz zu erreichen. Die dabei entstehende Uberkreuzung des
eindringenden mit dem verdréngten Strang wird als Holliday-Struktur bezeich-
net. Durch die Riickfithrung des Einzelstrangs entstehen bei der GC zwei Holli-
day-Strukturen (Doppel-Holliday-Struktur), deren Auflésung mit und ohne Se-
quenzaustausch (crossing over) erfolgen kann. Bei SDSA und BIR wird nur eine
Holidaystruktur gebildet, wobei der Strang bei der SDSA nur kurzeitig in den
homologen Bereich eindringt und bei der BIR nicht mehr zuriickwechselt. Im
Gegensatz zu den anderen drei Verfahren kommt es beim SSA nicht zum Strang-
austausch. Die Einzelstrangiiberhéinge homologer Sequenzen des gleichen oder
eines unterschiedlichen Chromosoms flankieren und lagern sich einander an.
Nach der Hybridisierung werden nicht-homologe Bereiche und Wiederholungen
entfernt sowie Liicken aufgefiillt. Dabei kann es durch Deletionen und Fehlver-
kniipfungen zum Informationsverlust kommen, was die hohere Mutagenitit der
SSA erklart (Pardo u.a. 2009).

Nichthomologes Endjoining (NHEJ)

Im Gegensatz zu den Verfahren der Homologen Rekombination werden beim

Nichthomologen Endjoining keine homologen Sequenzen benétigt (Helleday 2003)
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oder beim sogenannten mikrohomologie-gerichteten Endjoining nur kurze Ho-
mologien der beiden Bruchenden genutzt (Kanaar u.a. 1998; Haber 2000).
Zur Fixierung und zur Ausrichtung der Enden binden Heterodimere aus den
Proteinen Ku70 und Ku80. Diese Heterodimere ermdoglichen die Rekrutierung
von DNA-PKcs, der katalytisch wirksamen Untereinheit (catalytic subunit, cs)
der DNA-Proteinkinase (DNA-PK) (Ramsden, Gellert 1998), und des Liga-
se IV/XRCC4-Komplexes (Nick McElhinny u.a. 2000). Durch das Entfernen
tiberzihliger oder das Hinzufiigen fehlender Nukleotide werden die Bruchenden
so modifiziert, dass sie ligiert werden kénnen. Die Modifikation kann jedoch bei

fehlerhaftem Verlauf zum Informationsverlust fithren (Burma u.a. 2006).

1.2.3. Quantifizierung von DNA-Doppelstrangbriichen mittels
YH2AX-Methode

Es gibt verschiedene Methoden zur Quantifizierung von DNA-Doppelstrang-
briichen, die immer wieder in Studien ihre Anwendung finden. Dazu gehéren un-
ter anderem die Pulsfeld-Gelelektrophorese (PFGE) (Ager, Dewey 1990; Pinto
u. a. 2000), die Einzelzell-Gelelektrophorese (SCGE oder Comet Assay) (Ostling,
Johanson 1984), die TUNEL-Methode (Gavrieli u.a. 1992) und die YH2AX-
Methode (Roch-Lefévre u.a. 2010). Den Goldstandard fiir die Quantifizierung
von Doppelstrangbriichen stellt dabei die YH2AX-Methode dar (Fernandez-
Capetillo u. a. 2004; Takahashi, Ohnishi 2005). Ihre Vorteile liegen in ihrer ho-
hen Sensitivitdt im niedrigen Dosisbereich, wie er in der Strahlendiagnostik
verwendet wird, wodurch sie sich besonders dazu eignet, DNA-Doppelstrang-
briiche nach Strahlenexposition im Rahmen einer computertomographischen

Untersuchung zu quantifizieren (Rothkamm u. a. 2007).

vYH2AX ist eine Histonmodifikation der Histonvariante H2AX. Histone sind
Proteine, die bei der Verpackung der DNA im Zellkern bendtigt werden.
Wihrend die Haupt-Histone H2A, H2B, H3 und H4 am Aufbau des Nukleosoms
beteiligt sind, markiert H1 die Stelle, an der sich die DNA um das Nukleosom
wickelt. Dariiber hinaus besitzen Histone auch Regulationsfunktionen fiir Pro-
zesse an der DNA. H2A lésst sich in die drei Varianten H2A1-H2A2, H2AX und
H2AZ unterteilen, wovon H2AX einen Anteil 2-25 % bildet (Rogakou u. a. 1998).
Kommt es durch Einwirkung ionisierender Strahlung zum DNA-Doppelstrang-
bruch, wird H2AX an seinem Serinrest 139 phosphoryliert (Rogakou u. a. 1998;
Redon u. a. 2002). Diese Modifikation wird als YH2AX bezeichnet. Mit einem
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spezifischen YH2AX-Antikorper lisst sich durch Immunfluoreszenzmikroskopie
diese Histonmodifikation in Form eines sogenannten yH2AX-Focus visuell sicht-
bar machen (Rogakou u.a. 1999). Dabei entspricht ein YH2AX-Focus jeweils
einem DNA-Doppelstrangbruch (Sedelnikova u.a. 2002) und der Verlust eines
vYH2AX-Focus durch Dephosphorylierung der Reparatur eines DNA-Doppel-
strangbruchs (Lobrich u.a. 2005), was es erméglicht, die DNA-Doppelstrang-

briiche mit dieser Methode zu quantifizieren.

1.3. Ableitung der Fragestellung

Zu den Auswirkungen, die die Applikation jodhaltiger Kontrastmittel im Rah-
men radiologischer Untersuchungen auf die DNA hat, gibt es verschiedene Un-
tersuchungen. Es zeigte sich in vitro, dass bei menschlichen Lymphozyten ei-
ne vermehrte Anzahl von Chromosomenaberrationen und Mikrokernen auftre-
ten, wenn vor der Bestrahlung mit Roéntgenstrahlung jodhaltiges Kontrastmit-
tel hinzu gegeben wird (Norman u.a. 1978; Matsudaira u.a. 1980; Hadnagy
u.a. 1982; Matsubara u.a. 1982). Auch in vivo konnte dieser Effekt bestiitigt
werden (Adams u.a. 1978; Cochran u.a. 1980; Stephan, Hadnagy 1981; Mat-
subara u.a. 1982; Mozdarani, Fadaei 1998). Ebenso konnte ein Anstieg von
DNA-Doppelstrangbriichen nach Applikation von Réntgenkontrastmitteln bei
Bestrahlung in vitro (Joubert u.a. 2005; Jost u. a. 2009; Grudzenski u. a. 2009;
Pathe u.a. 2011) und in vivo (Grudzenski u.a. 2009; Pathe u.a. 2011) beob-
achtet werden. Eine Verabreichung des Kontrastmittels nach der Bestrahlung
oder die Kombination von Kontrastmittel und Gammastrahlung fiihrte in vitro

zu keinem Zuwachs von DNA-Doppelstrangbriichen (Grudzenski u.a. 2009).

Bei den Erklérungsversuchen des Kontrastmittel-Effektes gibt es verschiedene
Ansétze. Zum einen wird davon ausgegangen, dass das in den Kontrastmitteln
enthaltene Jod zu einer Verstirkung des Photoeffekts fithrt und damit vermehrt
Sekundirstrahlung emittiert wird (Matsudaira u. a. 1980; Hadnagy u.a. 1982),
was wiederum die vom Gewebe absorbierte Strahlendosis erhoht (Callisen u. a.
1979; Santos Mello u. a. 1983; Matsudaira u. a. 1980; Hadnagy u. a. 1982). Zum
anderen gibt es den Ansatz, dass durch Radiolyse entstehende Spaltprodukte
zytotoxisch wirken und die DNA-Reparatur negativ beeinflussen (Joubert u. a.
2005). Es gibt auch Beobachtungen, die auf einen schidigenden Effekt des Kon-
trastmittels in Abwesenheit von Strahlung hinweisen (Parvez u. a. 1986; Parvez
u.a. 1987).
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Diese Erkenntnisse iiber jodhaltige Kontrastmittel und die Tatsache, dass
strahleninduzierte DNA-Doppelstrangbriiche eine bedeutende Ursache fiir die
Entstehung von Mutationen sind (Zhang u.a. 2007), fithren zur Fragestellung
dieser Arbeit: Hat die Applikation von jodhaltigem Kontrastmittel im Rahmen
computertomographischer Thorax-Untersuchungen einen quantitativen Einfluss

auf das Auftreten von DNA-Doppelstrangbriichen in vivo?



2. Material und Methoden

2.1. Patienten

Im Rahmen der Studie wurden 233 Patienten untersucht, wobei 12 Patien-
ten zweimal innerhalb des Untersuchungszeitraums an der Studie teilnahmen.
So setzt sich die Studienkohorte aus insgesamt 245 Patienten zusammen. Bei
179 Patienten wurde eine kontrastmittelgestiitze CT-Untersuchung des Thorax
durchgefiihrt.

Alle Patienten wurden innerhalb des Untersuchungszeitraums vom 15.12.2009
bis 10.10.2011 in der Klinik fiir Strahlendiagnostik des Universitétsklinikum
Marburg aufgeklirt und untersucht. Als Einschlusskriterium zur Teilnahme an
der Studie galt die Indikation zur Computertomographie des Thorax. Dabei soll-
ten alle Patienten, welche zur Computertomographie des Thorax in der Klink
flir Strahlendiagnostik angemeldet wurden, aufgeklirt und bei Einwilligung ein-
geschlossen werden. Dies galt nur, wenn die unten aufgefithrten Ausschlusskrite-
rien nicht zutrafen. Dabei hing die Kontrastmittelgabe nicht vom Studienproto-
koll, sondern von der klinischen Indikation ab. Beispielsweise wurden Patienten
mit den Fragestellungen nach einer pulmonalen Embolie oder mediastinalen
Lymphknotenmetastasen mit Kontrastmittel, solche mit den Fragestellungen
nach einer Lungengeriisterkrankung oder Pneumonie ohne Kontrastmittel un-

tersucht.

Folgende Ausschlusskriterien fiir die Teilnahme an der Studie wurden festge-

legt:

e 7Z.n. oder aktuelle Leukdmie oder Lymphom (Weitere Tumorentitéten soll-
ten nicht ausgeschlossen werden, da in dieser Studie periphere Lymphozy-
ten analysiert werden sollten, und andere Tumorentitdten keine Einfluss

auf diese haben sollten.)

e Strahlentherapie innerhalb der letzten 6 Monate
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e Chemotherapie innerhalb der letzten 6 Monate

e Rontgenuntersuchung oder Szintigraphie innerhalb der letzten 3 Tage

e Alter unter 18 Jahre

e nicht einwilligungsfihig

Die Blutabnahme erfolgte unmittelbar vor und nach der computertomogra-

phische Untersuchung durch die Arzte der Klinik fiir Strahlendiagnostik. Es
wurde insgesamt maximal 10 ml Blut pro Patient abgenommen (5 ml vor der
CT-Untersuchung und 5 ml danach).
Die Studie wurde der Ethikkommission des Fachbereichs Medizin der Philip-

ps-Universitdt Marburg zur Priifung vorgelegt. Ein positives Ethikvotum vom
13.11.2009 liegt vor (Studie 154/09).

2.2. Material

Die verwendeten Gerite, Verbrauchsmaterialien und eingesetzte Software sind

in der nachfolgenden Tabelle aufgefiihrt.

Tabelle 2.1.: Liste der verwendeten Gerite und Verbrauchsmaterialien

Computertomographie

Siemens Medical Solutions
(Forchheim, Deutschland)

Somatom Sensation 64-slice

dual-source CT

Kontastmittel Ultravist 300
und 370

Blutentnahme

S-Monovette AH 5,5 ml

Venenpunktionsbesteck
Safety-Multifly Set

Bayer Vital GmbH

(Leverkusen, Deutschland)

Sarstedt AG & Co.
(Niimbrecht, Deutschland)

Sarstedt AG & Co.
(Niimbrecht, Deutschland)
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Zentrifuge

Labofuge 400

Kiihlschrinke

Gefrierschrank -20°C

Kiihlschrank 4°C

Sterile Werkbank

Hera Safe

Tabelle 2.1.: Fortsetzung

Heraues GmbH (Hanau, Deutschland)

Robert Bosch GmbH
(Miinchen, Deutschland)

Liebherr GmbH
(Biberach an der Riss, Deutschland)

Heraeus GmbH (Hanau, Deutschland)

Sonstige Geridte und Verbrauchsmaterialien

50 ml Zentrifugenrohre

Einmal-Glaspipette

PAP pen Liquidblocker

Superfrost Objekttriager

Deckglaser

Immersionsol

Sarstedt AG & Co.
(Niimbrecht, Deutschland)

Hirschmann Laborgerite GmbH &
Co.KG (Eberstadt, Deutschland)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
(Steinheim, Deutschland)

Gerhard Menzel GmbH
(Braunschweig, Deutschland)

Gerhard Menzel GmbH
(Braunschweig, Deutschland)

Carl Zeiss AG (Jena, Deutschland)
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Tabelle 2.1.: Fortsetzung

Chemikalien

Mountingmedium
Roti-Mount FluorCare mit
DAPI

Lymphozyten-
seperationsmedium

LSM 1077

Dulbeccos PBS

Fetal Bovine Serum FBS

Triton-X 100

Aceton und Methanol

Antikoérper

Primérer Antikorper:
Anti-phospho-Histone H2A.X
(Ser139), clone JBW301
Sekundérer Antikorper:
Anti-mouse IgG (H+L),
F(ab’)s Fragment

(Alexa Flour 488 Conjugate)

Mikroskop

Axio Observer Z1

Carl Roth GmbH & Co.KG
(Karlsruhe, Deutschland)

PAA (Célbe, Deutschland)

PAA (Colbe, Deutschland)
PAA (Colbe, Deutschland)

Carl Roth GmbH & Co.KG
(Karlsruhe, Deutschland)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
(Steinheim, Deutschland)

Millipore GmbH
(Schwalbach am Taunus, Deutschland)

Cell Signaling Technology, Inc.
(Danvers, USA)

Carl Zeiss AG (Jena, Deutschland)
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Tabelle 2.1.: Fortsetzung

Software
AxioVision 4.8.2 Carl Zeiss AG (Jena, Deutschland)

PASW Statistics 18 (SPSS) IBM SPSS (New York, USA)

MS Excel 2007 Microsoft Corporation (Redmond, USA)
MS Access 2007 Microsoft Corporation (Redmond, USA)
MS Word 2007 Microsoft Corporation (Redmond, USA)
BTEX Miktex 2.9 open source

2.3. Computertomographie

Wie in Kapitel 2.1 schon erwdhnt wurde, hatten alle teilnehmenden Patien-
ten eine Indikation zur computertomographischen Thoraxuntersuchung. Zur
Anwendung kam ein Dual-source Multislice-CT der Firma Siemens (Soma-
tom Sensation 64-slice dual-source CT). Die Untersuchungen wurden mit ei-
ner Rohrenspannung von 120 kV und einem durchschnittlichen Réhrenstrom
von 2304 mAs durchgefiihrt. Das durchnschnittliche Dosis-Langen-Produkt lag
bei 312 mGy*cm und der durchschnittliche CTDIvol bei 8,47 mGy. Die Kon-
trastmittelgabe hing von der jeweiligen klinischen Indikation ab. 128 Patienten
erhielten durchschnittlich 50 ml Ultravist 370 (370 mg/ml gebundenes Iod) und
51 Patienten erhielten durchschnittlich 60 ml Ultravist 300 (300 mg/ml gebun-
denes Iod). Bei 66 Patienten gab es keine Indikation fiir eine Untersuchung mit

Rontgenkontrastmittel.

2.4. Lymphozytenseparation und Fixierung

Nach der Blutentnahme wurden die Proben direkt weiterverarbeitet. Die Lym-
phozyten wurden mittels Dichtegradienten-Zentrifugation aus den Vollblutpro-
ben separiert. Bei der Dichtegradienten-Zentrifugation werden die Lymphozy-

ten aufgrund ihrer unterschiedlichen Dichte von Erythrozyten, Granulozyten
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und Plasma getrennt. Nach der Zentrifugation reichern sich die Lymphozyten
(Dichte ca. 1,07 g/ml) in einer Interphase zwischen Ficoll-Separationsmedium
(die Dichte von LSM 1077 liegt bei 1,077 g/ml) und Plasma (Dichte ca. 1,03
g/ml) an, wihrend sich Granulozyten (Dichte ca. 1,08 g/ml) und Erythrozyten
(Dichte ca. 1,10 g/ml) unterhalb der Ficollphase ablagern (siehe Abbildung 2.1
auf Seite 14).

3 Zentrifugation | —¢

N d
)
N

Abbildung 2.1.:
Dichtegradienten-Zentrifugation. Links der Zustand vor Zentrifugation: a) heparini-
siertes Vollblut - b) Separationsmedium; rechts die Schichtung nach Zentrifugation: c)
Plasma - d) Interphase (angereicherte Zellfraktion aus Lymphozyten) - e) Ficollphase (Se-
parationsmedium) - f) Pellet (Erythrozyten und Granulozyten)

Vorbereitend wurden die Zentrifugenréhrchen mit 3 ml des auf Raumtem-
peratur (RT) gebrachten Separationsmedium (LSM 1077) befiillt. Anschlie-
Bend wurde das Separationsmedium in den Zentrifugenrthrchen mit 3-5 ml
des antikoagulierten Patientenblutes direkt aus den Blutabnahmershrchen (S-
Monovette 5,5m ml AH) iiberschichtet und 10 Minuten bei 1000 x g und RT im
Ausschwingrotor ohne Bremse zentrifugiert. Es ergab sich die in Abbildung 2.1
auf Seite 14 dargestellte Schichtung. Nun konnte man, nachdem die Plasma-
schicht abgehoben und verworfen wurde, die Lymphozyten aus der Interphase
mittels Einmal-Glaspipette in ein frisches Zentrifugenrchrchen ernten.

Die gewonnenen Lymphozyten wurden im Anschluss mit 10 ml PBS bei 250 x
g in der Zentrifuge fiir 10 Minuten gewaschen. Dieser Schritt wurde zweimal

wiederholt.
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Um spiiter ein Auseinanderflielen der Antikorper-Losung, welche bei der Im-
munfluoreszenzfarbung aufgebracht wird, zu verhindern, wurden die Objekt-
trager mit Liquidblocker (PAP pen) vorbereitet. Nun wurden die geerntete
und gewaschene Lymphozytenfraktion auf die vorbereiteten Objekttrager auf-
getropft und unter dem Mikroskop auf ihre gleichméBig verteilte Zelldichte kon-
trolliert. Nach Lufttrocknung der Proben wurde sie bei -20°C 20 Minuten mit
Methanol und 1 Minute mit Aceton fixiert. Abschlieend erfolgte erneut eine

Lufttrockung.

2.5. Immunfluoreszenzfirbung

Nach der Separation der Lymphozyten aus dem Vollblut und der Fixierung der
Proben folgte die Farbung der Proben. Zuerst wurden die Proben dreimal fiir
10 Minuten mit PBS gespiilt. Um die Zellen zu permeabilisieren, wurden die
Proben mit 1% Triton-X 100 in PBS fiir 30 Minuten bei RT inkubiert. Die
unspezifischen Bindungen wurden anschliefend mit 10 % fetalem Kéilberserum
(FBS) in PBS bei RT blockiert. Eine erneute dreimalige Spiilung der Proben
fir 10 Minuten mit PBS schloss sich an. Die Inkubation der Proben mit dem
Primé&rantikorper in einer 1:400 Verdiinung (1 Teil Primérantikérper zu 399 Tei-
len PBS mit 1% FBS) erfolgte bei 4°C iiber Nacht. Wiederum wurde dreimal
fir 10 Minuten mit PBS gespiilt. Der Sekundéirantikérper wurde ebenfalls in
einer 1:400 Verdiinnung (1 Teil Sekundérantikorper zu 399 Teilen PBS mit 1%
FBS) fiir 1 Stunde bei RT aufgebracht. AnschlieBend wurde letzmalig dreimal
fiir 10 Minuten mit PBS gespiilt. Eingedeckt wurden die Proben mit dem Moun-
tingmedium Roti-Mount FluorCare, welches DAPI enthilt und die gleichzeitige
Gegenfirbung der Zellkerne ermdglicht. Nach Aufbringen des Deckglédschens

waren die Proben bereit fiir die Mikroskopische Auswertung.

2.6. Mikroskopische Auswertung

Jede Probe war verschliisselt, sodass es dem Untersucher zu keiner Zeit moglich
war, zu erkennen, ob die Probe von einem Patienten mit oder ohne Kontrast-
mittelgabe bzw. von vor oder nach der computertomographischen Untersu-
chung entnommenem Blut stammt. Mikroskopiert wurde in einem abgedunkel-

ten Raum an einem Fluoreszenzmikroskop mit Kamera (Axio Observer Z1), was
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es ermoglichte, das Gesehene fotodokumentarisch festzuhalten. Bei der Fluo-
reszenzmikroskopie wird der Fluoreszenzfarbstoff mit Licht einer bestimmten
Wellenlidnge angeregt (Absorptionswellenlédnge), welches er dann in einer an-
deren Wellenlédnge wieder abstrahlt (Emissionswellenlédnge). Durch einen auf
den Farbstoff abgestimmten Filter im Mikroskop wird nur Licht mit der Emis-
sionswellenléinge des Farbstoffs zum Beobachter durchgelassen, sodass nur die
gefarbten Strukturen sichtbar werden. Der Farbstoff Alexa Flour 488 antibody
conjugate, der zur Imunfluoreszenzfarbung der yYH2AX-Foci verwendet wur-
de, hat sein Absorptionsmaximum bei einer Wellenldnge von 499 nm und sein
Emissionsmaximum bei 520 nm. Zur Visualisierung der YH2A X-Foci wurde der

FITC-Filter verwendet. An verschiedenen Stellen der Probe wurde ein zuféllig

Abbildung 2.2.:
Mikroskopische Aufnahmen. Die dargestellten Bilder sind Ausschnitte aus den Aufnah-
men des Mikroskopes, die aus Griinden der Ubersicht zugeschnitten wurden. a) 630-fache
Vergroferung in Ol durch DAPI-Filter - b) 630-fache VergroBerung in Ol durch FITC-Filter
- ¢) Bild a und b iibereinandergelegt

ausgewéhlter Ausschnitt bei 630-facher Vergroflerung mit Immersionsol durch
den FITC-Filter betrachtet und abfotografiert (siehe Abbildung 2.2 b auf Sei-
te 16). Um nur die geférbten Foci auszuwerten, die auch innerhalb des Zellkernes
liegen, wurde ein Foto des gleichen Auschnitts bei gleicher Vergréferung in Ol
mit dem DAPI-Filter fiir die DAPI-Fiarbung (Absorptiosmaximum bei 359 nm
und Emissionsmaximum bei 461 nm) der Zellkerne gemacht (sieche Abbildung
2.2 a). Anschlieflend wurden die beiden Bilder mit Hilfe einer Software (Axio-
Vision) iibereinander gelegt (sieche Abbildung 2.2 c). Dabei stellten sich optisch
die Zellkerne blau (DAPI-Filter) und die YH2AX-Foci griin (FITC-Filter) dar
(siehe Abbildung 2.3 auf Seite 17). Jeder so erstellte Ausschnitt konnte nun
per Auge ausgezihlt werden. Es wurden mindestens 40 Foci und 40 Zellen aus-

gezahlt. Wurden 200 Zellen gezéhlt ohne dabei einen Focus zu entdecken, wurde



2.7. Biostatistische Methoden 17

nicht weitergezéhlt. Monozyten wurden anhand morphologischer Kriterien aus-

geschlossen.

Abbildung 2.3.: Lymphozytenzellkern mit yYH2AX-Foci

2.7. Biostatistische Methoden

Ziel der statistischen Auswertung war es, zu iiberpriifen, ob der Zuwachs an
YH2AX-Foci pro Lymphozyt nach der computertomographischen Untersuchung
bei den Patienten mit Kontrasmittelgabe im Mittel grofler ist als bei den Pati-
enten ohne Kontrastmittelgabe. Hierzu wurde die Differenz zwischen Foci pro
Zelle nach CT und Foci pro Zelle vor CT fiir jeden Patienten berechnet und
der Mittelwert dariiber fiir die beiden Kohorten (mit und ohne Kontrastmittel)
verglichen. Dieser Vergleich wurde mittels t-Test fiir unabhéngigen Stichpro-
ben durchgefiihrt. Die Gleichheit der Varianzen wurde mit dem Levene-Test
tiberpriift. Als Arbeitshypothese fiir den t-Test wurde von einer Mittelwerts-
gleichheit der beiden Gruppen ausgegangen. Die Alternativhypothese war ge-
richtet und unspezifisch, da ein héherer Mittelwert bei der Gruppe mit Kon-
trastmittelgabe erwartet wurde, jedoch der Betrag der Mittelwertserhohung
im voraus nicht bekannt war. Bei einem Signifikanzniveau von 5% und einem
Konfidenzintervall von 95 % wurde die Arbeitshypothese mit einer Irrtumswahr-
scheinlichkeit von p < 5% zugunsten der Alternativhypothese abgelehnt. Zur
Kontrolle des ausgewéhlten statistischen Verfahrens wurden mit einem t-Test
fiir abhéngige Stichproben (gepaart) sowohl fiir die Gruppe mit als auch die
Gruppe ohne Kontrastmittelgabe die Mittelwerte vor Untersuchung mit denen
nach der Untersuchung verglichen. Hier wurde eine Ablehnung der Arbeitshy-

pothese, dass ein Mittelwertsunterschied nur zufilliger Natur ist, zugunsten der
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Altentivhypothese erwartet. Weiterhin wurde der Mittelwert zwischen den bei-
den Kohorten zu den beiden Zeitpunkten (vor und nach der Untersuchung) in
einem t-Test fiir unabhingige Stichproben iiberpriift. Auch hier wurde eine Ab-
lehnung der Arbeitshypothese erwartet. Um zu iiberpriifen, ob beide Kohorten
die gleichen Vorraussetzungen hatten, wurden die Untersuchungsparameter, wie
DLP, CTDIvol und die Lange des Untersuchungsvolumens mittels t-Test fiir un-
abhéngige Stichproben verglichen. Alle statistischen Auswertungen wurden mit
PASW Statistics 18 (IBM SPSS) durchgefiihrt und fiir die Datenorganisation
wurde MS Access 2007 und MS Excel 2007 verwendet.

Ubersicht der angewendeten statistichen Verfahren

Vergleich der Untersuchungsparameter zwischen den Kohorten

t-Test mit unabhéngigen Stichproben; Tabelle 3.9

Vergleich durchschnittlicher F/Z-Zuwachs zwischen den Kohorten
t-Test mit unabhéngigen Stichproben; Tabelle 3.11

Vergleich MW F/Z nach CT zwischen den Kohorten
t-Test mit unabhéngigen Stichproben; Tabelle 3.11

Vergleich MW F/Z vor CT zwischen den Kohorten
t-Test mit unabhéngigen Stichproben; Tabelle 3.11

Vergleich MW F/Z ohne KM zwischen vor und nach CT
t-Test mit abhéngigen Stichproben; Tabelle 3.13

Vergleich MW F/Z mit KM zwischen vor und nach CT
t-Test mit abhéngigen Stichproben; Tabelle 3.13

Tabelle 2.2.:
Angewendete statistiche Verfahren. Abkiirzungen: F/Z = Foci/Zelle; MW = Mittel-
wert; KM = Kontrastmittel



3. Ergebnisse

Nachfolgend werden zum einen die Charakteristika der Patienten und zum an-
deren die Ergebnissen der mikroskopischen Auswertung, sowie deren schliefende
Statistik dargestellt.

3.1. Charakteristika der Patienten

Insgesamt umfasste die Studienkohorte 245 Patienten, wovon 179 eine CT-
Untersuchung mit Kontrastmittel erhielten (Kohorte mit KM). Bei 51 Pati-
enten wurden durchschnittlich 60 +£9 ml (MW £ SD) Ultravist 300 (300 mg/ml
gebundenes Iod) und bei 128 Patienten 51 + 6 ml Ultravist 370 (370 mg/ml ge-
bundenes Tod) als Kontrastmittel verwendet. Folglich ist die absolut erhaltene
Konzentration des gebundenen Iodes fiir beide Patientengruppen mit durch-
schnittlich 18088 2690 mg Ultravist 300 und 18876 2015 mg Ultravist 370
pro Patient anndhernd gleich. Eine CT-Untersuchung ohne Kontrastmittelgabe
erfolgte bei 66 Patienten (Kohorte ohne KM).

Das Durschschnittsalter lag zum Untersuchungszeitpunkt sowohl in den bei-
den Kohorten (mit und ohne Kontrastmittel) als auch insgesamt bei 64 Jahren
(siehe Tabelle 3.1 auf Seite 21). Der jlingste Patient war 19 Jahre und die &lteste
Patientin 89 Jahre alt. Knapp 40 % der Patienten waren weiblich.

220 Patienten hatten eine Angabe zum Koérpergewicht und 222 zur Kérpergrofie
gemacht (siche Tabelle 3.3 auf Seite 23 und Tabelle 3.2 auf Seite 22). Die durch-
schnittliche Grofle lag bei 171 +9 cm und das Durchschnittssgewicht bei 80 £ 17
kg. In der Kohorte mit Kontrastmittel waren die Patienten durchschnittlich
170+ 9 cm grofl und 79 £ 18 kg schwer. Die Patienten ohne Kontrastmittel wo-
gen durchschnittlich 84 £+ 16 kg und waren im Mittel 1724+ 9 cm grof.

Die Mittelwertunterschiede zwischen den Kohorten bei Alter, Grofie und Ge-

wicht waren bei einem Signifikanzniveau von a=0,05 nicht signifikant.

Das DLP ergibt sich, wie schon in Kapitel 1.1.2 erwahnt, aus der Multipli-

kation des CTDIvol mit der Liange des Untersuchungsvolumens. Die Werte des

19
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DLP wurde ebenso wie die des CTDIvol vom Computertomographen ausge-
geben und dokumentiert. Fiir die Kohorte mit Kontrastmittelgabe wurde ein
durchschnittliches DLP von 301 £+ 120 mGy*cm (siehe Tabelle 3.4 auf Seite 24)
ermittelt. In der Kohorte ohne Kontrastmittel war das durchschnittliche DLP
mit 342 + 116 mGy*cm hoher. Insgesamt wurde ein durchschnittliches DLP von
312+ 120 mGy*cm ermittelt.

Fiir das CTDIvol ergab sich ein dhnliches Bild. Die Kohorte mit Kontrastmittel-
gabe erhielt eine Strahlendosis in Hohe eines durchschnittlichen CTDIvol von
8,13+ 3,09 mGy (siehe Tabelle 3.5 auf Seite 25). In der Kohorte ohne Kon-
trastmittel lag die erhaltene Strahlendosis mit einem durchschnittlichen CTDI-
vol von 9,38 4+ 3,47 mGy dariiber. Insgesamt lag die durchschnittlich erhaltene
Strahlendosis bei einem CTDIvol von 8,47 + 3,24 mGy.

Durch den Quotienten aus DLP/CTDIvol lief sich fiir jeden Patienten die Linge
des untersuchten Volumens ermitteln. Dabei ergab sich mit 37,04 + 3,36 cm bei
der Kohorte mit Kontrastmittel und 36,68 + 3,75 cm bei der Kohorte ohne Kon-
trastmittel kein deutlicher Unterschied zwischen den Kohorten (siehe Tabelle
3.6 auf Seite 26).



[wmurxe\«—wnwiuijy] = o8uel {Uezuy = U ‘Sunyolomqepiepue)s = (S ‘HMOMPINN = MIA

{YOT[qIom = M SIPI[UURW = W :ueSunzInyqy *(1opunia8 jI1am[a)Al ‘usayger ur) Jjund)ezs3unyonsiaju) Wnz Uajuaijed JIop 19 es)puydsyodang

CT°¢€ 9lPqel,
00T :G¥C
[6846T]
I+ 79 Juresos
L2 ‘99 €L ‘6LT
[88+1¢] [684—6T]
LIF 79 eI F 79
gL 8¢1 8¢ ‘1€
[686T] [68+6¢]
VIFE9 gIF L9
8T ‘GF 6 ‘1¢ 8T ‘69 V3 ‘65 V1 ‘ce L 91 % u
[e8+1¢] [881¢] [68+61] [881¢] [c8«62] [68-9¢] oguer
LIFT9 9T F 69 eI F 79 PIFE9 TTF L9 PTIF99 ds F MIN
w Mm w m ur M POISK)
0L€ 1STARI ) 00€ ISTARII )
N outo N N IV

21



[wmurxe\«—wnwiuijy] = o8uel {Uezuy = U ‘Sunyolomqepiepue)s = (S ‘HMOMPINN = MIA

{YoT[qIom = M {IPI[UUBW = W :ualunzinyqy *(1epundal jIema1IJA ‘S ul) jundjrezs3unyonsiaju) wWNz usjusijed Iap JPY2ImaIpruydsyoang

€ OlPYRL
00T 0%¢
(917
LTF08 Juresos
9z ‘8¢
[pe1+¥a]
9T F78
0L F1T 0¢€ ‘8%
(29127 [0€T+87]
ST F 8L LIFIS
61 ‘e 191 0€ 99 ac 6% 9T V€ 9 V1 % -4
[8TT+—99] [pe1¥g] [291+27¥] [L0T+97] l0eT¥] (26487 oguer
eI F L8 1 FGL 61 F 28 CIFaL LTF¥8 eIFeL dsF MIN
w M w M w M POISK)
0L€ Is1ARII) 00€ IsTARII ()
N ouyo IPIMOD)

22



[wmurxe\«—wnwiuijy] = o8uel {Uezuy = U ‘Sunyolomqepiepue)s = (S ‘HMOMPINN = MIA

{YOT[qIom = M SPI[UURW = W :ueSunzinyqy *(Jopuniad jIamaijA ‘wod ul) jundjrezs3uniydnsiaju) wWinz usjusijed JIop o9¢gQISs)juydsydan

YEE ollPqeL
00T :2Te
[(16T+9V1]
6F TLT juresos
9z ‘8G V2 791
(16T 1ST] (061971
6 F LT 6FO0LT
0L ‘CTT 0¢ ‘6%
[06T97T] [#81+-08T1]
6 TF0LT SFTLI
61 ‘TP L 91 0¢ ‘99 e ‘6% QT ‘7€ L ST Y% u
(161121 [pL14€GT] [06T+8GT] [€L1971] [781+-591] [GL1+-08T] oguer
STFGLI LF 91 LFGLT 9F €91 9FGLT LFV91 as ¥ MIN
w m w M w M IYIO[YISON)
0L€ Is1aRIY ) 00€ 1staRIY ()
N3 euyo JADS gERLL 9goID

23



= S MNP = MIN ‘UPIqPM = M TPIUURW =

[umuxe\+—wnwiruijy] = o8uel {qyezuy = U ‘Sunyolmqeprepue)q

w ueSunzInyqy *(19punial LM ‘W Ao ul JTJ [e101) Pnpoid-usdugr-siso

Y¥E ollPqeL
00T ‘C¥C
[6LLT9]
0CTF 1€ juresos
12 ‘99 €L ‘6LT
[6LL6V1] [0LL79)
911 F g¥e 01 F 10€
Tl 821 8¢ ‘16
[0LL+79) [26G+961]
1€T F 2Ce 29 F 6¥C
QT ‘GF 6 ‘1¢ 8T ‘69 ¥ ‘65 AR L 91 % u
e [6LL671] [0LLF9)] (869 16] (165202 (9674961 oguel
00T F 9P¢ STT F eee 8T F I¥¢ 61T F 862 ¥9 F 2ST 8C F F¥¢ asF MIN
w M w Mm w M POSYOSON)
0L 1S1ARII[ () 00€ 1s1ARII[()
N duyo AT T

d1d

24



[wmurxe A+ wnwiuijy] = a8uel {[yezuy = U ‘unydlomqepiep

-ue)g = (S SMOMPIIIN = MIN ‘UPI[qIom = m {IPI[UUBW = W weSunzmyqy *(1opuniad IamoiA ‘Aour ul [0ATJ(LD) SIsopus[yed)s auajfeyiy

1G ¢ olPqeL
00T :G¥C
(6T LTC9'T]
VC'EFLV'S Juresos
L2 99 €L ‘6L
(6T LT—VT T [CL6TC9'T]
LY'€F8E6 60°CFEI'S
Tl ‘8Tl 8¢ ‘16
[GL6TCO'T] (&7 P T 0FC]
GF'CF €SS 0S TFETL
8T ‘GF 6 ‘12 8T ‘69 ¥2 6S 71 ‘Ge L 91 % u
(9% FTcG 9] (6T LT—TT'T] [GL'6T+C9'T] [cg'ST 1Tl (e FT0FC] (e FTT89] o8uelr
TVTFII6 60°G F 686 LS'EFTLS e F TS CETFI0L SR TFIEL as+ MIN
w m w M w M IYIO[YISON)
0L€ 1s1aRI) 00¢ Is1ARI )
N duyo Ny [OATALD

25



[wmurxe \+—wnwiruijy] = o8uel {qUyezuy = U ‘Sunyolmqeprepue)q

= S ‘MmN = MIN ‘UOIqIom = M (YPI[UURW = W :UeSunzinyqy *(1opundal jIem[a13IJA] ‘o ul 98uUg) susuwIn[oAs3UNYONSILIU() SOp a3ug]

9°¢ SPYRT,
00T :G¥¢
(268117 LT]
LV F¥6°90¢ Juresod
L2 ‘99 €L ‘6LT
(68 FF<€9°LT] 2687+ L¥* LT
GL'€ FR9'9¢ 9¢°CFT0°LE
gL 8¢1 8¢ ‘16
[26°8TL¥*LT) [78‘2H+—59']T)
G6'C F L8°LE SH'CF 96'7S
8T ‘G¥ 6 ‘12 8T ‘69 v3 ‘6¢ 71 ‘Ge L 91 % u
[68FF+00°67) [L0‘6€€9°LT] [26‘ST+9z ce] (08 TF L7 LT] [LE TP ¢S 60 [78ch 298] o8uelr
€9°'¢FCLLE ¥6'C F LETE 1.°CFTT'6E 1¥7°C F 0£°9¢ 70'¢ F09°GE 96'¢ F9¢°'ce as+ MIN
w M w M w m IYIO[YISON)
0L€ 1starI[) 00¢ IsTARII[ ()
A 2uyo AT At o8ug]

26



3.2. Ergebnisse der mikroskopischen Auswertung 27

3.2. Ergebnisse der mikroskopischen Auswertung

Die Ergebnisse der visuellen Quantifizierung der Lymphozyten und der yH2AX-
Foci mittels Mikroskop sind auf Patientenebene in Tabelle A auf Seite 50 im
Anhang dargestellt.

Zusammenfassend sind die Ergebnisse der mikroskopischen Auswertung durch
eine deskriptive Statistik in Tabelle 3.7 auf Seite 28 beschrieben. Hierzu wurde
ausgehend von den YH2AX-Foci pro Lymphozyt das arithmetische Mittel, die
Standardabweichung und der Standardfehler des Mittelwertes sowohl zu den
beiden Zeitpunkten (vor CT und nach CT) als auch der Differenz (nach CT -
vor CT) berechnet.

Neben der Rontgenstrahlung gibt es auch andere exogene Faktoren, die eine
schidigende Wirkung auf die DNA haben und zu Doppelstrangbriichen fithren
konnen. Es ist also davon auszugehen, dass Patienten auch schon vor der com-
putertomographischen Untersuchung ein positives YH2AX-Foci-Level hatten.
Daher wurden bei dieser Arbeit nicht die absoluten Werte der yYH2AX-Foci-
Level vor und nach der Untersuchung sondern der durchschnittliche Zuwachs
der YH2AX-Foci-Level (Differenz nach CT - vor CT) in den beiden Kohorten

verglichen.

Da sich die beiden Kohorten hinsichtlich der erhaltenen Strahlendosis sowohl
beim DLP als auch beim CTDIvol unterschieden haben (siehe Kapitel 3.1),
wurde zusétzlich fiir jeden Patienten das yYH2AX-Foci-Level nach CT fiir ein
angenommenes Dosisniveau in Hohe eines DLP von 312 mGy*cm ermittelt. Dies
konnte einfach iiber einen Dreisatz (Foci nach CT*312/DLP) berechnet werden,
da sich die Anzahl der YH2AX-Foci proportional zur Bestrahlungsdosis verhilt
(Lobrich u.a. 2005; Redon u.a. 2010). Es wurde ein DLP von 312 mGy*cm
gewéhlt, da dies der Mittelwert aus beiden Kohorten war (siehe Tabelle 3.4 auf
Seite 24).

Das durchschnittliche YH2AX-Foci-Level der Kohorte mit Kontrastmittel lag
vor CT mit 0,071418 £ 0,117074 Foci/Zelle (MW + SD) auf dem gleichen Niveau
wie bei der Kohorte ohne Kontrastmittel (siche Abbildung 3.1 auf Seite 29
und Tabelle 3.7 auf Seite 28), bei der durchschnittlich 0,072638 £+ 0,123128 Fo-
ci/Zelle vor der CT-Untersuchung nachgewiesen werden konnten. Nach der CT-
Untersuchung unterschieden sich die Kohorten jedoch deutlich in ihren durch-
schnittlichen YH2AX-Foci-Leveln. Die Kohorte mit Kontrastmittel hatte mit
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0,127635 £ 0,157622 Foci/Zelle ein um 28 % hoheres YH2AX-Foci-Level als die
Kohorte ohne Kontrastmittel mit 0,099509 £ 0,128104 Foci/Zelle. Beim Ver-
gleich der auf ein angenommes DLP von 312 mGy*cm normierten Werte stellte
sich dieser Mittelwertsunterschied noch ausgepréigter dar. Mit Kontrastmittel
hatten hier die Patienten durchschnittlich 0,148579 4 0,202075 Foci/Zelle nach
CT und damit 59 % mehr Foci/Zelle als die Patienten der kontrastmittelfreien
Kohorte, deren YH2AX-Foci-Level 0,093457 +0,119896 Foci/Zelle betrug. Da-

gegen war der Unterschied zwischen den Kontrastmitteln mit

MW N SD SEM
Kohorte ohne KM
F/Z vor CT 0,072638 66 0,123128 0,015156
F/Z nach CT 0,099509 66 0,128104 0,015768
F/Z nach CT (DLP 312)  0,093457 66 0,119896 0,014758
F/Z Diff. 0,026871 66 0,112648 0,013866
F/Z Diff. (DLP 312) 0,020819 66 0,108274 0,013328
Kohorte mit KM
F/Z vor CT 0,071418 179 0,117074 0,008751
F/Z nach CT 0,127635 179 0,157622 0,011781
F/Z nach CT (DLP 312) 0,148579 179 0,202075 0,015104
F/Z Diff. 0,056217 179 0,121436 0,009077
F/Z Diff. (DLP 312) 0,077161 179 0,159514 0,011923
Ultravist 300
F/Z vor CT 0,073776 51 0,158697 0,022222
F/Z nach CT 0,134965 51 0,198427 0,027785
F/Z Diff. 0,061189 51 0,121931 0,017075
Ultravist 370
F/Z vor CT 0,070479 128 0,096396 0,008518
F/Z nach CT 0,124715 128 0,138890 0,012276
F/Z Diff. 0,054236 128 0,121661 0,010753

Tabelle 3.7.:
Deskriptive Statistik. Abkiirzungen: MW = Mittelwert; N = Anzahl; SD = Standard-
abweichung; SEM = Standardfehler des Mittelwertes; F/Z = Foci/Zelle; DLP 312 = an-
genommene Dosis in Hohe eines DLP von 312 mGy*cm; Diff. = Differenz nach CT - vor
CcT
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0,134965 +0,198427 Foci/Zelle bei Ultravist 300 zu 0,124715+0,138890
Foci/Zelle bei Ultravist 370 eher gering.

Der durchschnittliche Zuwachs des YH2AX-Foci-Levels in der Kohorte mit Kon-
trastmittelapplikation insgesamt war mit 0,056217 +0,121436 Foci/Zelle mehr
als doppelt so grofl wie der Zuwachs in der Kohorte ohne Kontrastmittel, der
bei durchschnittlich 0,026871 4 0,112648 Foci/Zelle lag (siehe Abbildung 3.1
auf Seite 29 und Tabelle 3.7 auf Seite 28). Auch hier war der Unterschied
beim Betrachten der auf ein DLP von 312 mGy*cm normierten Werte noch
starker ausgeprigt. Der Zuwachs in der Kohorte mit Kontrastmittel war hier mit
0,077161 £ 0,159514 Foci/Zelle mehr als dreimal so hoch wie der in der Kohorte
ohne Kontrastmittel mit 0,020819 £ 0,108274 Foci/Zelle. Innerhalb der Kohorte
mit Kontrastmittelapplikation unterschieden sich die Gruppen mit Ultravist 300
(0,061189 +0,121931 Foci/Zelle) und Ultravist 370 (0,054236 +0,121661 Fo-
ci/Zelle) auch in ihrem durchschnittlichen Zuwachs des YH2AX-Foci-Levels nur

gering.
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Abbildung 3.1.:
Durchschnittliche Foci pro Zelle (mit Fehlerbalken fiir 95 % Konfidenzintervall)

Fiir alle Werte lief} sich eine relativ hohe Standardabweichung und ein ge-

ringer Standardfehler des Mittelwertes festhalten, wobei dieser auf die hohe
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Fallzahl zuriickzufithren war.

3.3. SchlieBBende Statistik

Sowohl fiir den Vergleich der Mittelwerte zwischen den Kohorten zu den ver-
schiedenen Untersuchungszeitpunkten als auch innerhalb der Kohorten zwi-
schen den Untersuchungszeitpunkten, sowie fiir deren Differenz wurde eine
schliefende Statistik mittels t-Test berechnet. Ebenso wurden die Untersu-
chungsparameter, wie DLP, CTDIvol und die Lénge des Untersuchungsvolu-
mens mit einem t-Test fiir unabhéngige Stichproben verglichen. Es wurde in
allen Féllen das Signifikanzniveau auf a=0,05 festgelegt und ein Konfidenzinter-
vall von 95 % angenommen. Zur Durchfithrung der statistischen Berechnungen
wurde PASW Statistics 18 (IBM SPSS) und fiir die Datenorganisation MS Ac-
cess 2007 und MS Excel 2007 verwendet. Da PASW Statistics 18 (IBM SPSS)
den t-Test immer zweiseitig testet, also von ungerichteten Hypothesen ausgeht,
muss der p-Wert halbiert werden, wenn man selbst eine gerichtete Hypothese

annimmt.

3.3.1. Vergleich der Untersuchungsparameter zwischen den
Kohorten

Zum Vergleich der Untersuchungsparameter wurde ein t-Test fiir unabhéngige
Stichproben durchgefiihrt. Da hier von ungerichteten Hypothesen auszugehen
war, wurde das 2-seitige Testergebnis verwendet. Als Voraussetzung neben der
Unabhéngigkeit der Stichproben ist auch ihre Varianzhomogenitét fiir den Test
erforderlich. Diese wurde mittels Levene-Test der Varianzgleichheit, welcher in

SPSS im Rahmen des t-Tests bei unabhéngigen Stichproben mit berechnet wird,

gepriift.
F Signifikanz
DLP 0,347 0,557
CTDlIvol 1,431 0,233

Lénge des Untersuchungsvolumens 1,819 0,179

Tabelle 3.8.: Levene-Test der Varianzgleichheit fiir die Untersuchungsparameter
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Fiir alle drei Untersuchungsparameter war der Levene-Test bei einem Signi-
fikanzniveau von a=0,05 nicht signifikant (siehe Tabelle 3.8 auf Seite 30). So

war in allen drei Féllen von Varianzhomogenitit auszugehen.

T df  Sig. MD SED 95 % CI
(2-seitig) untere obere

DLP 2395 243 0,017 -40,96 17,10 -74.64 -7,27
CTDlIvol -2,721 243 0,007 -1,25 0,46 -2,16 -0,35
Lénge 1,127 243 0261 056 050 -0,42 1,54

Tabelle 3.9.:

T-Test bei unabhingigen Stichproben: Vergleich des Mittelwerts der Unter-
suchungsparameter zwischen den Kohorten (mit und ohne Kontrastmittel).
Abkiirzungen: DLP = Dosis-Léngen-Produkt in mGy*cm; CTDIvol = pitchkorrigierter
Computed Tomography Dose Index in mGy; Linge = Linge des Untersuchungsvolumens
in cm; T = T-Wert; df = Freiheitsgrade; Sig. (2-seitig) = zweiseitige Signifikanz (bei ge-
richteter Alternativhypothese ist der Wert zu halbieren); MD = Mittlere Differenz; SED =
Standardfehler der Differenz; CI = Konfidenzintervall

Beim Vergleich des Dosis-Liangen-Produktes zwischen den Kohorten (mit und
ohne Kontrastmittel) lag die Mittlere Differenz bei 40,96 mGy*cm zugunsten
der Kohorte ohne Kontrastmittel (siehe Tabelle 3.9 auf Seite 31). Damit erhiel-
ten die Patienten ohne Kontrastmittel im Durchschnitt eine um 14 % hohere

Dosis. Dieser Mittelwertsunterschied war mit p=0,017 siginifikant.
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e P=0,261 (2-seitig)
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Abbildung 3.2.:
Vergleich der Linge des Untersuchungsvolumens in cm zwischen den Kohorten
(mit Fehlerbalken fiir 95 % Konfidenzintervall)

400 P=0,017 (2-seitig)
300 V V

.
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100

W

ohne KM mit KM

Abbildung 3.3.:
Vergleich des DLP in mGy*cm zwischen den Kohorten (mit Fehlerbalken fiir
95 % Konfidenzintervall)
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Abbildung 3.4.:
Vergleich des CTDIvol in mGy zwischen den Kohorten (mit Fehlerbalken fiir
95 % Konfidenzintervall)

Dies spiegelte sich auch beim CTDIvol wieder. Hier lag der CTDIvol bei der
Kohorte ohne Kontrastmittel 15 % hoher als bei der Kohorte mit Kontrastmit-
tel. Auch dieser Unterscheid war mit p=0,007 signifikant (siehe Abbildung 3.4
auf Seite 33).

Kein Unterschied lieB sich jedoch bei der Lénge des Untersuchungsvolumens
zwischen den Kohorten feststellen. Die geringe Mittlere Differenz von 0,56 cm

war mit p=0,261 nicht signifikant.

3.3.2. Vergleich der Ergebnisse zwischen den Kohorten

Die durschnittlichen YH2AX-Foci pro Zelle fiir die Patienten mit Kontrast-
mittelgabe wurden mit denen der Patienten ohne Kontrastmittelgabe sowohl
zum Zeitpunkt vor als auch nach der computertomographischen Untersuchung
miteinander verglichen. Weiterhin wurde fiir jeden Patienten die Differenz zwi-
schen den YH2AX-Foci pro Zelle nach und vor der Untersuchung gebildet. Der
Mittelwert dieser Differenz wurde ebenfalls verglichen. Aufgrund des schon an-
gesprochenen signifikanten Unterschieds bei der Dosis zwischen den Kohorten
wurde sowohl fiir den Zeitpunkt nach der computertomographischen Untersu-

chung als auch fiir die Differenz zwischen den beiden Zeitpunkten zusétzlich
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eine schliefende Statistik fiir das auf ein DLP von 312 mGy*cm normierte
Foci-Level durchgefiihrt. Alle diese Mittelwertsvergleiche wurden mittels t-Test
bei unabhéngigen Stichproben durchgefiihrt.

F Signifikanz
vor CT 0,241 0,624
nach CT 2,035 0,155
nach CT* 8,211 0,005

Differenz (vor CT - nach CT) 1,805 0,180
Differenz (vor CT - nach CT)* 9412 0,002

Tabelle 3.10.:
Levene-Test der Varianzgleichheit fiir die Ergebnissse der mikroskopischen Aus-

wertung. *bei einem auf ein DLP von 312 mGy*cm normierten Foci-Level

Das Ergebnis des Levene-Tests zeigte bei einem Signifikanzniveau von a=0,05
einen nicht signifikanten F-Wert fiir die zwei Zeitpunkte und deren Differenz
(siehe Tabelle 3.10 auf Seite 34). Daher war sowohl beim Vergleich der Mittel-
werte vor und nach CT als auch beim Vergleich der durchschnittlichen Differenz
von Varianzhomogenitit auszugehen. Im Gegensatz dazu war der Levene-Test
fiir die Werte des auf ein DLP von 312 mGy*cm normierten Foci-Level signifi-

kant. Damit lag hier eine Inhomogenitét der Varianzen vor.

T df Sig. MD SED 95 % CI

(2-seitig) untere obere

v. CT -0,071 243 0,943 -0,001220 0,017097 -0,034897 0,032458
n. CT 1,300 243 0,195 0,028126 0,021644 -0,014507 0,070760
n. CT* 2,610 195 0,010 0,000177 0,000068 0,000043 0,000310
Dift. 1,710 243 0,088 0,029346 0,017158 -0,004452 0,063144
Diff.* 3,161 171 0,002 0,056342 0,017882  0,021043 0,091640

Tabelle 3.11.:
T-Test bei unabhingigen Stichproben: Vergleich des Mittelwerts der Foci pro
Zelle zwischen den Kohorten (mit und ohne Kontrastmittel). Abkiirzungen: v. CT
= vor CT; n. CT = nach CT; Diff. = Differenz (nach CT - vor CT); T = T-Wert; df =
Freiheitsgrade; Sig. (2-seitig) = zweiseitige Signifikanz (bei gerichteter Alternativhypothese
ist der Wert zu halbieren); MD = Mittlere Differenz; SED = Standardfehler der Differenz;

CI = Konfidenzintervall; *bei einem auf ein DLP von 312 mGy*cm normierten Foci-Level
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Betrachtete man das YH2AX-Foci-Level vor der CT-Untersuchung, so lag der
durchschnittliche Unterschied zwischen den Kohorten bei -0,001220 + 0,017097
Foci/Zelle (MD £ SED) ausgehend von der Kohorte mit Kontrastmittelappli-
kation. In diesem diesem Fall war von einer ungerichteten Alternativhypothese
auszugehen, da es keinen Hinweis fiir Richtung des Unterschiedes zwischen den
beiden Kohorten vor der Untersuchung gab. So war der p-Wert der zweiseitigen
Testung anzunehmen, der hier fiir den Zeitpunkt vor CT mit p=0,943 deutlich
iiber dem Signifikanzniveau von «=0,05 lag (siehe Tabelle 3.11 auf Seite 34).
Der Unterschied zwischen den Kohorten vor der Untersuchung war somit nicht

signifikant und zufalliger Natur.

Beim Vergleich der YH2AX-Foci-Level nach der CT-Untersuchung wurde von
einer gerichteten Hypothese ausgegangen, da ein hoherer Mittelwert bei der
Gruppe mit Kontrastmittelgabe erwartet wurde. Der zweiseitige p-Wert aus
PASW Statistics 18 (IBM SPSS) war daher zu halbieren und lag mit p=0,097
nur knapp iiber dem Signifikanzniveau von a=0,05. Die Mittlere Differenz von
0,028126 + 0,021644 Foci/Zelle war somit zwar deutlich aber nicht signifikant.
Aufgrund des vorgegebenen Signifikanzniveaus war nach der Untersuchung von
einem zufilligen Unterschied zwischen den Kohorten auszugehen, wobei die
Wahrscheinlichkeit eines systematischen Mittelwertunterschiedes bei 90,3 % lag.
Im Gegensatz dazu war bei dem auf ein DLP von 312 mGy*cm normierten Foci-

Level der Mittelwertsunterschied mit p=0,005 (einseitig) signifikant.

Der Zuwachs an yH2AX-Foci pro Lymphozyt (yH2AX-Foci-Level nach
CT - yH2AX-Foci-Level vor CT) lag, wie schon in 3.2 beschrieben, bei
0,056217 £ 0,121436 Foci/Zelle (MW + SD) fiir die Kohorte mit Kontrastmittel-
gabe und bei 0,026871 +0,112648 Foci/Zelle (MW £ SD) fiir die Kohorte ohne
Kontrastmittel. Die Mittlere Differenz dieser beiden Werte lag bei
0,029346 £ 0,017158 Foci/Zelle (MD + SED). Dieser Mittelwertsunterschied war
bei gerichteter Hypothese mit p=0,044 (halbierter zweiseitiger Wert) signifi-
kant. Es war also von einem systematischen Unterschied zwischen den beiden
Kohorten hinsichtlich ihres Zuwachses an YH2AX-Foci auszugehen. Dieser Un-
terschied war bei einem auf ein DLP von 312 mGy*cm normierten Foci-Level

mit p=0,001 (einseitig) deutlicher ausgeprigt.
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3.3.3. Vergleich der Ergebnisse innerhalb der Kohorten

Mit dem Vergleich der Ergebnisse nach der CT-Untersuchungen mit den vor der
Untersuchung sollte iiberpriift werden, ob der Anstieg des YH2AX-Foci-Levels
innerhalb der Kohorten auf Zufall basierte oder durch die Strahlenexposition
wéhrend der Untersuchung begriindet werden konnte. Weiterhin konnte auch
die Auswahl des t-Testes als geeignetes statistisches Verfahren fiir diese Arbeit
mit iiberpriift werden. Die Stichproben waren im Gegensatz zum Mittelwerts-
vergleich in Kapitel 3.3.2 nicht unabhéngig, da die zu vergleichenden Messwerte
jeweils vom gleichen Individuum zu einem unterschiedlichen Zeitpunkt stam-

men.

Anzahl Korrelation Signifikanz

ohne KM 66 0,599 0,000
ohne KM* 66 0,603 0,000
mit KM 179 0,645 0,000
mit KM* 179 0,615 0,000

Tabelle 3.12.:
Korrelation bei gepaarten Stichproben. *bei einem auf ein DLP von 312 mGy*cm

normierten Foci-Level

Die im Rahmen des t-Testes fiir gepaarte Stichproben bei SPSS mitberechnete
Korrelation zeigte sowohl mit 0,645 bei der Kohorte mit Kontrastmittelgabe
(0,615 beim auf 312 mGy*cm normierten Foci-Level) als auch mit 0,599 bei der
Kohorte ohne Kontrastmittel (0,603 beim auf 312 mGy*cm normierten Foci-
Level) einen linearen Zusammenhang zwischen den Variablen vor CT und nach
CT (siehe Tabelle 3.12 auf Seite 36). Dieser lineare Zusammenhang war in allen

vier Fillen mit p=0,000 signifikant.

Beim Mittelwertsvergleich mittels t-Test fiir gepaarte Stichproben ergaben
sich die gleichen Werte fiir MW, SD und SEM wie schon in Tabelle 3.7 auf Sei-
te 28 im Kapitel 3.2 dargestellt und beschrieben. Es handelte sich hier in beiden
Kohorten wiederum um eine gerichtete Alternativhypothese, da ein Anstieg des
Foci-Level nach CT erwartet wurde. So musste der unter Sig. (2-seitig) in Ta-
belle 3.13 auf Seite 37 angegebene Wert jeweils halbiert werden. Auf diese Weise
ergab sich fiir die Kohorte mit Kontrastmittelgabe sowohl beim gezihlten Foci-

Level als auch beim auf 312 mGy*cm normierten Foci-Level ein signikanter
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gepaarte Differenzen

MW SD SEM 95 % Konfidenzintervall
untere obere
ohne KM 0,026871 0,112648 0,013866 0,000821 0,054563
ohne KM* 0,020819 0,108274 0,013328 0,047437 0,005798
mit KM 0,056217 0,121436 0,009077 0,038306 0,074129
mit KM* 0,077161 0,159514 0,011922 0,100689 0,053633
T df Sig. (2-seitig)
ohne KM 1,938 65 0,057
ohne KM* 1,562 65 0,123
mit KM 6,194 178 0,000
mit KM* 6,472 178 0,000

Tabelle 3.13.:
T-Test bei gepaarten Stichproben: Vergleich des Mittelwerts der Foci pro Zelle
nach CT mit denen vor CT. Abkiirzungen: MW = Mittelwert; SD = Standardabwei-
chung; SEM = Standardfehler des Mittelwertes; T = T-Wert; df = Freiheitsgrade; Sig.
(2-seitige) = zweiseitige Signifikanz (bei gerichteter Alternativhypothese ist der Wert zu

halbieren); *bei einem auf ein DLP von 312 mGy*cm normierten Foci-Level
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Mittelwertsunterschied des YH2AX-Foci-Levels zwischen den Untersuchungs-
zeitpunkten. Dieser Mittelwertsunterschied war damit nicht zuféllig, sondern
systematisch. In der Kohorte ohne Kontrastmittel war Mittelwertsunterschied
nur beim gezihlten Foci-Level signifikant (p=0,029). Beim auf 312 mGy*cm
normierten Foci-Level war der Mittelwertsunterschied in der Kohorte ohne Kon-

trastmittel mit p=0,062 nicht signifikant.



4. Diskussion

4.1. Diskussion des Studienkollektivs und der Methodik

Wie in Kapitel 1.3 schon erwahnt, gibt es neben zahlreichen In-vitro-Studien
(Norman u. a. 1978; Matsudaira u. a. 1980; Hadnagy u. a. 1982; Matsubara u. a.
1982; Joubert u.a. 2005; Jost u.a. 2009; Grudzenski u.a. 2009; Pathe u.a.
2011) zu den Auswirkungen, die die Applikation jodhaltiger Kontrastmittel im
Rahmen radiologischer Untersuchungen auf die DNA hat, auch einige Unter-
suchungen am Patienten dazu (Adams u.a. 1978; Cochran u. a. 1980; Stephan,
Hadnagy 1981; Matsubara u. a. 1982; Mozdarani, Fadaei 1998; Grudzenski u. a.
2009; Pathe u. a. 2011). Diese In-vivo-Studien wiesen mit 4 (Stephan, Hadnagy
1981) bis 37 Patienten (Grudzenski u.a. 2009) jedoch sehr kleiner Fallzahlen
auf. In der vorliegenden Arbeit konnten mit 179 Patienten in der Kohorte mit
Kontrastmittelapplikation und 66 Patienten in der Kontrollgruppe eine deutlich

hohere Fallzahl erreicht werden.

Um die Patientencharakteristik des Klinikalltages in der radiologischen Dia-
gnostik moglichst genau abzubilden, wurden in dieser Studie die Einschlusskri-
tierien weit gefasst. Alle Patienten, die mit der Indikation zur Computertomo-
graphie des Thorax in der Klinik fiir Strahlendiagnostik angemeldet und iiber
die Studie aufgeklirt waren sowie in die Teilnahme eingewilligt hatten, wurden
beriicksichtigt. Dies galt, wenn die sehr eng gefassten Ausschlusskriterien nicht
zutrafen. Es sollten nur die Patienten ausgeschlossen werden, bei denen durch
eine Vorerkrankung oder eine vorausgegangene Untersuchung bzw. Behandlung
von einer Vorschiadigung der peripheren Lymphozyten zum Zeitpunkt der Un-
tersuchung ausgegangen werden musste.

Bei Alter, Grofle, Gewicht und Geschlechtsverteilung gab es keine signifikanten
Unterschiede zwischen den beiden Kohorten (mit und ohne Kontrastmittelappli-
kation).

In dieser Arbeit wurde das Aufreten von Doppelstrangbriichen untersucht, da

strahleninduzierte Doppelstrangbriiche eine der bedeutendsten Ursachen fiir die

39
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Entstehung von Mutationen sind (Ward 1995; Zhang u.a. 2007). In vergleich-
baren Arbeiten wurde zumeist das Auftreten von Chromosomenaberrationen
(Adams u.a. 1978; Stephan, Hadnagy 1981; Matsubara u. a. 1982; Mozdarani,
Fadaei 1998) und Mikrokernen (Cochran u.a. 1980) im Zusammenhang mit
einer Kontrasmittelapplikation bei verschiedenen CT-Untersuchungen (Radio-
graphien, Angiokardiographien, Urographien und Kopf-CTs) analysiert. Zwei
Arbeiten beschiftigten sich ebenfalls mit Doppelstrangbriichen als Strahlen-
schaden bei kontrastmittelgestiitzten CT-Untersuchungen des Thoraxes und des
Abdomens (Grudzenski u. a. 2009; Pathe u.a. 2011).

Die YH2A X-Methode stellt den Goldstandard zur Quantifizierung von Dop-
pelstrangbriichen dar (Fernandez-Capetillo u. a. 2004; Takahashi, Ohnishi 2005).
Durch ihre hohe Sensitivitdt im in der Strahlendiagnostik verwendeten Nied-
rigdosisbereich eignet sie sich besonders dazu, DNA-Doppelstrangbriiche nach
Strahlenexposition im Rahmen von computertomographischen Untersuchungen
zu quantifizieren (Rothkamm u. a. 2007). Dabei entspricht ein YH2AX-Focus je-
weils einem DNA-Doppelstrangbruch (Sedelnikova u.a. 2002) und der Verlust
eines YH2AX-Focus der Reparatur eines DNA-Doppelstrangbruchs (Lébrich
u.a. 2005). Auch in klinischen Studien konnten mit Hilfe der YH2AX-Methode
erfolgreich Doppelstrangbriiche bestimmt werden (Loébrich u.a. 2005; Roth-
kamm u. a. 2007; Geisel u. a. 2008; Grudzenski u. a. 2009; Pathe u.a. 2011).

4.2. Diskussion der Ergebnisse

Neben der vorliegenden Arbeit beschéftigten sich 2 weitere Arbeiten mit Dop-
pelstrangbriichen als Strahlenschaden bei kontrastmittelgestiitzten CT-Unter-
suchungen (Grudzenski u.a. 2009; Pathe u.a. 2011).

In der Studie von Grudzenski u.a. (2009) wurden insgesamt 37 Patienten vor
und nach einem Thorax-, bzw. Abdomen-CT untersucht, wobei insgesamt 18
Patienten ein Kontrastmittel (Ultravist 300, Bayer Vital GmbH und Imeron
300/350, Bracco GmbH) erhalten haben. Das DLP in der Arbeit von Grud-
zenski u.a. (2009) erreichte Werte zwischen 165 mGy*cm und 931 mGy*cm.
Aufgrund dieser variablen Dosisverteilung wurde das YH2AX-Foci-Level nach
CT auf ein DLP von 500 mGy*cm umgerechnet, um so eine bessere Vergleich-
barkeit der Ergebnisse zu erreichen.

In einer weiteren Studie haben Pathe u.a. (2011) 30 Patienten untersucht,

von denen 15 Patienten ein kontrastmittelgestiitztes (Ultravist 370 mit 370
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mg/ml gebundenem Iod, Bayer Vital GmbH) Abdomen-CT und 15 Patienten
ein solches ohne Kontrastmittelapplikation erhielten. Hier kam es in der Grup-
pe mit Kontrastmittel zu einem durchschnittlichen DLP in Hohe von 392 + 163
mGy*cm und 336 +211 mGy*cm in der Gruppe ohne Kontrastmittel. Damit
lag das DLP auf #hnlichem Niveau wie in der vorliegenden Arbeit (siehe Ta-
belle 3.4 auf Seite 24), wobei bei Pathe u.a. (2011) die Kohorte mit Kontrast-
mittel das hohere durchschnittliche DLP erhalten hatte und der Unterschied
zwischen den Kohorten statistisch nicht signifikant war (p>0,05). Das YH2AX-
Foci-Level bei Pathe u.a. (2011) lag in der Gruppe mit kontrastverstirktem
CT mit 0,1940,10 Focis/Zelle 58 % iiber dem der Gruppe ohne Kontrastmit-
telapplikation mit 0,124 0,08 Focis/Zelle und der Mittelwertsunterschied war
mit p=0,04 signifikant.

In der vorliegenden Arbeit unterschieden sich die Kohorten hinsichtlich des er-
haltenen DLP nicht so deutlich und es sollten gleiche Voraussetzungen bei der
erhaltenen Strahlendosis fiir beide Kohorten gelten. Das DLP fiir die Kohorte
ohne Kontrastmittel lag mit 342 £ 116 mGy*cm (MW =+ SD) 14 % iiber dem der
Kohorte mit Kontrastmittel mit 301 + 120 mGy*cm. Auch das CTDIvol war in
der Kohorte ohne Kontrastmittel durchschnittlich 15 % héher. Trotz der gerin-
gen Differenz war der Unterschied mit p=0,017 beim DLP und p=0,007 beim
CTDIvol signifikant. So wire aufgrund der héheren Dosis in der Kohorte ohne
Kontrastmittel ein hoheres YH2AX-Foci-Level nach CT zu erwarten gewesen,
da sich die Anzahl der yYH2AX-Foci proportional zur Bestrahlungsdosis verhélt
(Lobrich u. a. 2005; Redon u. a. 2010). Hier war jedoch das YH2AX-Foci-Level in
der Kohorte mit Kontrastmittel mit 0,13 £ 0,16 Foci/Zelle um 28 % hoher als in
der Kohorte ohne Kontrastmittel mit 0,10 40,13 Focis/Zelle (siehe Kapitel 3.2).
Dieser Mittelwertsunterschied war mit p=0,098 nicht signifikant. Der Vergleich
der Ergebnisse bei einem DLP von 312 mGy*cm sollte analog zur Umrechnung
der Ergebnisse auf ein DLP von 500 mGy*cm bei Grudzenski u.a. (2009) die
Unterschiede bei der erhaltenen Strahlendosis ausgleichen. Da die Kohorte oh-
ne Kontrastmittel in der vorliegenden Arbeit durchschnittlich eine hohere Dosis
erhielt, war der Mittelwertsunterschied beim YH2A X-Foci-Level hier noch deut-
licher ausgeprigt. Das YH2AX-Foci-Level bei der Kohorte mit Kontrastmittel
lag hier mit 0,154 0,20 Foci/Zelle iiber dem der Kohorte ohne Kontrastmittel
mit 0,09 + 0,12 Foci/Zelle. Der prozentuale Unterschied zwischen den Kohorten
nach CT entsprach mit 59 % fast genau den Ergebnissen aus der Arbeit von
Pathe u.a. (2011) mit 58 % und war nun mit p=0,005 signifikant. Grudzenski

u.a. (2009) stellte hier in-vivo einen prozentualen Unterschied von 30 % post-
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CT zwischen den Gruppen zugunsten der Gruppe mit Kontrastmittel fest.

Da neben der Rontgenstrahlung auch andere exogene Faktoren zu einem erhchten
vYH2AX-Foci-Level fithren kénnen, sollten in dieser Arbeit nicht nur die abso-
luten Werte des YH2AX-Foci-Levels nach CT untersucht werden, sondern auch
der Zuwachs des YH2AX-Foci-Levels. Hier wurden die Auswirkungen, die das
Kontrastmittel auf die Foci-Entstehung hatte, besonders deutlich. Dazu musste
auch das YH2AX-Foci-Level vor CT bestimmt werden. Beide Kohorten hatten
pra-CT mit 0,07 Foci/Zelle ein gleich hohes YH2AX-Foci-Level. Die geringen
Unterschiede waren mit p=0,943 nicht signifikant. In vergleichbaren Studien lag
das dort als ,,Hintergrundlevel“ bezeichnete YH2A X-Foci-Level pra-CT bei 0,05
Foci/Zelle (Rothkamm, Lobrich 2003; Pathe u. a. 2011).

Die Kohorte mit Kontrastmittel hatte mit 0,06 £+ 0,12 Foci/Zelle einen doppelt
so hohen Zuwachs an YH2AX-Foci nach der computertomographischen Untersu-
chung als die Kohorte ohne Kontrastmittel mit 0,03 + 0,11 Foci/Zelle. Diese Er-
gebnisse waren mit p=0,044 signifikant. Der dosisbereinigte Vergleich bei einem
DLP von 312 mGy*cm zeigte sogar einen mehr als dreimal so hohen Zuwachs
an YH2AX-Foci nach CT in der Kohorte mit Kontrastmittel. Auch hier war
der Mittelwertsunterschied mit p=0,001 signifikant. So konnte die vorliegende
Arbeit verdeutlichen, dass die Kontrastmittelapplikation den im Rahmen com-
putertomographischer Untersuchungen entstehenden DNA-Schaden verdoppeln
bis verdreifachen kann. Dies deckt sich mit den Ergebnissen anderer In-vivo
und In-vitro-Studien. Neben den schon erwédhnten Arbeiten von Grudzenski
u.a. (2009) und Pathe u.a. (2011) zeigten andere Arbeiten ebenfalls eine Ver-
groBerung des DNA-Schadens in peripheren Lymphozyten durch Kontrastmit-
tel bei verschiedenen Rontgenuntersuchungen (Adams u. a. 1978; Cochran u. a.
1980; Stephan, Hadnagy 1981; Matsubara u.a. 1982; Mozdarani, Fadaei 1998;
Joubert u.a. 2005; Jost u.a. 2009). Adams u.a. (1978) verglichen die An-
zahl von Chromosomenaberrationen bei 20 Kindern nach Herzkatheterunter-
suchungen und Angiographien mit vergleichbaren Werten aus kontrastmittel-
freien Rontgenuntersuchungen mit gleicher Strahlendosis. Dabei stellten sie eine
Erhohung des Strahlenschadens fest, die sie auf das Kontrastmittel zuriickfiihr-
ten. In einer weiteren Arbeit stellten Cochran u. a. (1980) bei 26 Patienten nach
einer Ausscheidungsurographie mehr Mikrokerne fest als erwartet. Auch hier
wurde das Kontrastmittel als Ursache fiir die Erhohung des Strahlenschadens
angesehen. Fiir Stephan, Hadnagy (1981) war die von ihnen beobachtete sieben-
mal hohere Anzahl von Chromosomenaberrationen bei 4 Patienten nach einer

kontrastmittelgestiitzen Rontgenuntersuchung zu grofl, um durch die Strahlung
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allein induziert worden zu sein. Matsubara u. a. (1982) konnten in ihrer Arbeit
zeigen, dass eine Erhchung der Kontrastmittelkonzentration zu einer Erhéhung

der Anzahl von Chromosomenaberrationen fiihrt.

Auf die Reparatur von Doppelstrangbriichen in peripheren Lymphozyten
nach CT-Untersuchungen scheint die Kontrastmittelapplikaton jedoch keine
Auswirkungen zu haben (Pathe u.a. 2011).

4.3. Kritische Wiirdigung und Grenzen der Studie

Probleme bei der Quantifizierung von DNA-Doppelstrangbriichen in periphe-
ren Lymphozyten mittels YH2AX-Methode koénnen sich aus der Tatsache er-
geben, dass bei der computertomographischen Untersuchung des Thorax nur
ein Teil der Lymphozyten im Korper im Strahlenfeld liegen. Nach der Un-
tersuchung mischen sich durch die physiologische Blutzirkulation die bestrahl-
ten Lymphozyten in kiirzester Zeit mit unbestrahlten Lymphozyten. So ent-
steht eine Verdiinnung des Strahlenschadens und ein geringeres Foci-Level, was
zur Unterschiitzung der Ergebnisse fithrt (Geisel u.a. 2008). Trotzdem wur-
de die YH2AX-Methode in der Vergangenheit erfolgreich zur Quantifizierung
von DNA-Doppelstrangbriichen auch an peripheren Lymphozyten eingesetzt
(Fernandez-Capetillo u. a. 2004; Geisel u. a. 2008; Grudzenski u. a. 2009; Pathe
u.a. 2011). In der vorliegenden Arbeit ging es um den Vergleich der Differenz
(nach CT - vor CT) des Foci-Level zwischen der Kontrastmittel-Kohorte und
der Kontrollgruppe und nicht um die absoluten Werte des Foci-Level nach der
Untersuchung. So wirkt sich der angesprochene Verdiinnungseffekt auf beiden
Kohorten gleichermaflen aus und lésst ein Vergleich der Ergebnisse zu. Weiter-
hin war der Unterschied bei der Lénge des bestrahlten Untersuchungsvolumens

zwischen den Kohorten sehr gering und mit einem p=0,179 eher zufillig.

Ein weiteres methodisches Problem bei der Quantifizierung der DN A-Doppel-
strangbriiche konnte die manuelle Auszidhlung der Foci darstellen. Die starke
Untersucherabhénkigkeit und die durch menschliche Fehler bedingten Unge-
nauigkeiten der manuellen Auswertung konnten als problematisch angesehen
werden. In Studien wurden mehrere automatische und halbautomatische Ver-
fahren zur Quantifizierung von YH2AX-Foci getestet. Diese Verfahren sind der
manuellen Auswertung im Hinblick auf Ungenauigkeiten durch Verzdhlen, Re-

produzierbarkeit und je nach Verfahren auch beim zeitlichen Aufwand iiberlegen
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(Bocker, Iliakis 2006; Jucha u.a. 2010; Gonzalez u.a. 2012). Dennoch erzeu-
gen sie mit der manuellen Auswertung vergleichbare Ergebnisse (Bocker, Iliakis
2006).

Auch ist zu beriicksichtigen, dass es sich bei der vorliegenden Arbeit um
eine klinischen Studie mit weitgefassten Einschlusskriterien handelt, sodass von
einem genetisch heterogenen Hintergrund der Patienten ausgegangen werden
muss, was wiederum einen starken Einfluss auf die Variabilitdt der Ergebnisse

haben kann.

4.4. Ausblick

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Applikation von Kon-
trastmittel im Rahmen computertomographischer Untersuchungen des Thorax
zu einem signifikant erhéhten Auftreten von DNA-Doppelstrangbriichen fithren
kann. Damit konnten mit grofleren Fallzahlen bisherige Ergebnisse aus der Lite-
ratur (Grudzenski u. a. 2009; Pathe u. a. 2011) bestétigt werden. Dennoch liegt
die Standardabweichung auch in dieser Arbeit noch recht hoch. Daher sollten
weitere Folgestudien von grofleren Fallzahlen ausgehen.

Um bei noch grofleren Fallzahlen die Anzahl an DNA-Doppelstrangbriichen
mit der YH2AX-Methode moglichst prizise und reproduzierbar bei gleichzeitig
iiberschaubarem Arbeits- und Zeitaufwand zu quantifizieren, wére ein vollauto-
matisches, computergestiitztes Verfahren zur Auswertung empfehlenswert. Hier
gibt die Literatur verschiedene Verfahren und Systeme zur Auswahl (Bocker,
Iliakis 2006; Jucha u.a. 2010; Gonzalez u. a. 2012).

Weiterfiihrende Studien kénnten sich auch mit Aspekten verschiedener Ront-
genkontrastmittel im Vergleich beschéftigen. Hier fehlen noch Daten auf breiter
Patientenbasis mit groflen Fallzahlen.

Kontrastmittel kénnen auch ohne Einwirkung ionisierender Strahlung zahlrei-
che systemische Nebenwirkungen haben. In der Arbeit von Parvez u.a. (1986)
konnte gezeigt werden, dass es sogar ohne ionisierende Strahlung zu einer DNA-
schidigenden Wirkung kommen kann. Dies konnte aber von Pathe u.a. (2011)
fiir DNA-Doppelstrangbriichen nicht bestétigt werden. Es ist eher davon auszu-
gehen, dass durch das Kontrastmittel im Rahmen der CT-Untersuchung zusétz-
liche Sekundérelektronen entstehen. Dies lisst sich auf die stéirkere Absorption
von Rontgenstrahlen durch jodhaltige Kontrastmittel zuriickfithren (siehe Ka-

pitel 1.1.3). Die zusétzlichen Sekundérelektronen kénnten die DNA-schidigende
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Wirkung von Rontgenstrahlen verstérken (Pathe u.a. 2011).

Neben der Vertiefung des Aspektes der gentoxischen Wirkung von Rontgen-
kontrastmitteln sollten weitere Forschungsanstrengungen auch im Bereich von
Kontrastmittel-Alternativen angestrebt werden.

Da die ionisierende Strahlung eine entscheidende Rolle beim ,, Kontrastmittel-
effekt* spielt, wire auch die Erweiterung der Indikation von alternativen bild-
gebenden Verfahren wie die Magnetresonanztomographie zu priifen.

Um weitere Einflussfaktoren zu ertrtern, wire bei zukiinftigen Untersuchungen
auch die Beriicksichtigung und Analyse zusétzlicher Patientencharakteristiken
denkbar.

Letztendlich sollte aufgrund des derzeitigen Kenntnisstandes beim Einsatz
von Kontrastmitteln im Rahmen computertomographischer Untersuchungen
strikt auf die Einhaltung von Indikation und Dosierung geachtet und mogliche
diagnostische Alternativen beriicksichtigt werden. Dies gilt ebenso fiir den ver-
antwortungsvollen Einsatz ionisierender Strahlung in der computertomographi-

schen Diagnostik.



5. Zusammenfassung/Summary

EINLEITUNG Rontgenkontrastmittel eignen sich durch ihre stérkere Absorpti-
on von Rontgenstrahlung dazu, Geféafle, die sich hinsichtlich ihrer Dichte meist
kaum von ihrer Umgebung unterscheiden, kontrastreicher und damit abgrenz-
barer gegeniiber den umliegenden Strukturen darzustellen. So werden Rontgen-
kontrastmittel schon ldnger indikationsabhéngig in der Computertomographie
eingesetzt. Nun konnte in pralamindren Studien klinisch gezeigt werden, dass die
Applikation jodhaltiger Rontgenkontrasmittel in der radiologischen Diagnostik,
neben bereits bekannten systemischen Nebenwirkungen, wie der kontrastmit-
telinduzierten Nephropathie (contrast induced nephropathie, CIN) als bedeu-
tendste systemische Nebenwirkung, gerade in Kombination mit ionisierender
Strahlung auch zu einer verstédrkten Schiadigung der DNA fithren kann. Diese
strahleninduzierten DNA-Schiden konnten in Form von Mikrokernen, Chrom-
somenaberrationen und DNA-Doppelstrangbriichen nachgewiesen werden, wo-
bei Doppelstrangbriiche eine der bedeutendsten Ursachen fiir die Entstehung
von Mutationen darstellen. Ihre Reparatur ist fiir die Zelle schwieriger als die
anderer DNA-Schéiden, und wird ein Doppelstrangbruch nicht oder fehlerhaft
repariert, kann dies zur Karzinogenese fithren. Mit der yYH2AX-Methode las-
sen sich DNA-Doppelstrangbriiche quantifizieren, wobei ein YH2AX-Focus je-
weils einem DNA-Doppelstrangbruch entspricht. Aufgrund kleinerer Fallzahlen
in fritheren Studien sollte nun mit der vorliegenden Arbeit statistische Sicher-
heit bei der Frage gewonnen werden, inwieweit die Applikation von jodhaltigem
Kontrastmittel im Rahmen computertomographischer Thorax-Untersuchungen
einen quantitativen Einfluss auf das Auftreten von DNA-Doppelstrangbriichen
in vivo hat. MATERIAL Das Blut von 179 Patienten mit Indikation fiir ein kon-
trastmittelgestiitztes Thorax-CT (Kohorte mit Kontrastmittel) und von 66 Pa-
tienten ohne Kontrastmittelapplikation (Kohorte ohne Kontrastmittel) wurde
jeweils vor und nach der computertomographischen Untersuchung analysiert. Es
gab keine signifikanten Unterschiede bei Alter, Grofle, Gewicht und Geschlechts-
verteilung zwischen den beiden Kohorten. Aus den Blutproben wurden die
Lymphozyten separiert und anschliefend die DNA-Doppelstrangbriiche iiber
die YH2AX-Methode mittels Immunfluoreszenzmikroskopie sichtbar gemacht

46
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und quantifiziert. ERGEBNISSE Der durchschnittliche Zuwachs an yH2AX-
Foci nach der CT-Untersuchung war in der Kohorte mit Kontrastmittelappli-
kation mit 0,056 + 0,121 Foci/Zelle (Mittelwert + Standardabweichung) mehr
als doppelt so grofl wie der Zuwachs in der Kohorte ohne Kontrastmittel, der
bei durchschnittlich 0,027 40,113 Foci/Zelle lag. In einer schlieenden Statis-
tik mittels unabhéingigem t-Test war dieser Unterschied der Mittelwerte bei
gerichteter Hypothese mit p=0,044 signifikant. Da sich die beiden Kohorten
(mit und ohne Kontrastmittel) hinsichtlich der erhaltenen Strahlendosis ge-
ringfiigig unterschieden, wurde zusétzlich fiir jeden Patienten das YH2AX-Foci-
Level nach CT fiir ein angenommenes Dosisniveau in Hohe eines Dosis-Léngen-
Produktes (DLP) von 312 mGy*cm ermittelt. Es wurde ein DLP von 312
mGy*cm gewiihlt, da dies der Mittelwert aus beiden Kohorten war. Hier war der
Zuwachs an YH2AX-Foci mit 0,077 + 0,160 Foci/Zelle in der Kohorte mit Kon-
trastmittel mehr als dreimal so hoch wie der in der Kohorte ohne Kontrastmit-
tel mit 0,021 £ 0,108 Foci/Zelle. DISKUSSION Diese Arbeit konnte zeigen, dass
die Applikation von jodhaltigem Kontrastmittel im Rahmen von Thorax-CT-
Untersuchungen zu einem signifikant hoheren Zuwachs von yYH2AX-Foci fithren
kann. Da bei der YH2AX-Methode jeder Focus einem DNA-Doppelstrangbruch
entspricht, lasst sich daraus ein erhohtes Auftreten von Doppelstrangbriichen
durch die Kontrastmittelapplikation ableiten. Dies lésst sich moglicherweise auf
die zusétzlich entstehenden Sekundérelektronen zuriickfithren. Diese entstehen
aufgrund der stérkeren Absorption von Rontgenstrahlen durch jodhaltige Kon-
trastmittel und koénnten die DNA-schidigende Wirkung von Rontgenstrahlen
verstdrken. Probleme bei der Risikobewertung kénnen sich aus der Tatsache
ergeben, dass wihrend der CT-Untersuchung nur ein Teil der Lymphozyten
im Strahlenfeld liegen. Nach der Untersuchung mischen sich durch die phy-
siologische Blutzirkulation die bestrahlten in kiirzester Zeit mit unbestrahl-
ten Lymphozyten. So entsteht eine Verdiinnung des Strahlenschadens und ein
geringeres Foci-Level, was zur Unterschétzung der Ergebnisse fiithrt. Trotz-
dem wurde die YH2AX-Methode in der Vergangenheit erfolgreich zur Quan-
tifizierung von DNA-Doppelstrangbriichen auch an peripheren Lymphozyten
eingesetzt, was auch die vorliegende Arbeit bestéitigen konnte. Letztendlich
sollte aufgrund des derzeitigen Kenntnisstandes beim FKEinsatz von jodhalti-
gen Rontgenkontrastmitteln mehr als zuvor auf die strikte Einhaltung von
Indikation und Dosierung geachtet und mogliche diagnostische Alternativen

beriicksichtigt werden.
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INTRODUCTION X-ray iodinated contrast agents have a higher absorption of x-
rays than soft tissue. Thus, they are suitable for a high contrast reproduction of
vessels, whose density does not usually differ from the surrounding tissue. The
indication-dependent use of X-ray contrast agents in computed tomography is
state of the art. Nephro- and cytotoxic effects of these contrast agents, like
contrast-induced nephropathy (CIN) as the most significant, are well known.
Exposure to x-rays leads to an increased risk of developing cancer due to ex-
cessive DNA damage. Preliminary clinical studies indicate that the application
of X-ray contrast agents increases this DNA damage during a CT examination.
The proven radiation-induced DNA damages include micronuclei, chromosomal
aberrations, and double-strand breaks. Double-strand breaks are the most sig-
nificant cause for carcinogenesis. Their repair is more difficult than other DNA
damage, and a failure of their repair can lead to cancer. DNA double-strand
breaks can be visualised and quantified by assessing YH2AX-foci. With this
method every YH2AX-focus equates to exactly one DNA double-strand break.
Because of the small number of cases in earlier studies, this study should give
more statistical certainty with the following question: To what extent does the
application of iodinated X-ray contrast agents have a quantitative influence on
the incidence of DNA double-strand breaks in patients undergoing diagnostic
chest CT examinations? MATERIAL Blood samples of 179 patients with a clin-
ical indication for a contrast enhanced CT (cohort with contrast agent) and 66
patients with a clinical indication for an unenhanced CT (cohort without con-
trast agent) were analyzed prior and immediately after the CT examination.
Age, size, weight, and gender did not differ significantly between both cohorts.
Peripheral lymphocytes were separated from the blood samples. DNA double-
strand breaks were visualised and enumerated by assessing YH2AX-foci with
immune fluorescence microscopy. RESULTS The average increase of YH2AX-
foci per lymphocyte after the CT examination of the contrast-enhanced cohort
was 0.056 +0.121 foci/cell (mean + standard deviation), twice as much as the
increase in the unenhanced cohort with 0.027 £0.113 foci/cell. In an inferential
statistic using independent t-test with directional hypothesis (one-tailed test)
and a < 0.05 this difference of means was statistically significant with p=0.044.
Differences in radiation dose parameters were not statistically significant be-
tween cohorts with the exception of the dose-length product (DLP: unenhanced:
342 + 116 mGy*cm; contrast enhanced: 301 +120 mGy*cm; p < 0.05). Mean
DLP was 312+ 120 mGy*cm for the entire patient cohort. In order to com-

pensate for this difference in radiation dose between the two cohorts, the DNA
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damage was standardized to a mean radiation dose of 312 mGy*cm. This re-
sulted in an even greater difference in the increase of foci/cell after CT scanning.
The group undergoing unenhanced CT showed an increase of 0.021 +0.108
foci/cell, while the contrast-enhanced group exhibited 0.077 £ 0.160 foci/cell.
This increase was 267 % higher for the contrast-enhanced group. The difference
was statistically significant (p=0.001). DiscussioN The present study showed
that the presence of iodinated contrast agents during irradiation significantly
increases the number of induced YH2AX-foci. This is most likely an effect
which is caused by the generation of additional secondary electrons when the
x-rays are absorbed by the contrast agent. Due to their high density, iodinated
contrast agents absorb more x-rays than human soft tissues. In addition, the
generation of secondary electrons is strongly dependent on the density of the
absorbing material. Therefore, these effects are synergistic, and the generation
of secondary electrons is even more pronounced. These secondary electrons are
the major cause of DNA damage induced by x-rays. Problems with the assess-
ment of risk can result from the fact that the lymphocytes are irradiated only
partially during the CT examination. Because of the physiological blood circu-
lation, the irradiated lymphocytes mix with non-irradiated lymphocytes after
the CT examination. This effect leads to a dilution of the radiation damage
and a lower foci level. Therefore, the assessment of risk can be underestimated.
However, this study, just as studies in the recent past, could show that the anal-
ysis of YH2AX-foci in peripheral lymphocytes represents a useful approach to
measure the induction of double-strand breaks after irradiation with diagnostic
radiation doses. Finally, the indication and the dosing of iodinated x-ray con-
trast agents has to be assessed even more carefully, and alternative diagnostic

procedures should be considered.



A. Anhang

Ergebnisse der mikroskopischen Auswertung auf Patientenbasis
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