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1 Vorwort

In dieser Arbeit sind Inhalte der eingereichten Vertffentlichung Ostheim, P., Don
Mallawaratchy, A., et al. (2021b). "Acute Radiation Syndrome-related gene expression in
irradiated peripheral blood cell populations.” Int J Radiat Biol 97(4): 474-484 eingegangen.
Diese Veroffentlichung beschreibt Untersuchungen meiner Doktorarbeit, die um verschiedene
Aspekte methodisch erweitert worden sind.

2  Einflhrung

2.1 Verzeichnis der Abklrzungen

°C Grad Celsius

A Delta bzw. Differenz

ug Mikrogramm

ul Mikroliter

Abb. Abbildung

ASK Akute Strahlenkrankheit

B B - Zellen

BP Basenpaare

CT Cycle Threshold

cDNA Complementary DNA

D Dosis

DDB2 Damage Specific DNA Binding Protein 2
DNA Desoxyribonucleic Acid
DNase Desoxyribonuklease

dNTP Desoxynukleotidtriphosphat



dTTP
dUuTP
EDTA
EL
etal.
FC
FCS
FDXR

FISH

Gy

HARS
HASK
ID

k

kb

Ko

METREPOL

min

miRNA

Desoxythymidintriphosphat
Desoxyuraciltriphosphat
Ethylendiamintetraacetat
Erythrozytenlysepuffer

Et alteri

Fold-Change

Fetal calf serum

Ferredoxin reductase
Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung
Erdbeschleunigung

Gramm

Granulozyten

Gray

Stunde

Hé&matologisches Organsystem nach
METREPOL

Hematologic acute radiation syndrome
Hé&matologische akute Strahlenkrankheit
Identifikationsnummer

Kilo

1000 Basenpaare

Kontrolle

Medical Treatment Protocols for Radiation
Accident Victims

Minute

MicroRNA



MRNA
ml

ng

NK
nm

Nr.
NTC

PCR

Pol
POU2AF1
PPD

gRT-PCR

RDD

RNA
RNase

Rn

RPMI
rRNA

RT

RT Q-PCR
S.

S

Messenger RNA

Milliliter

Nanogramm

Naturliche Killerzellen

Nanometer

Nummer

Non-Template Control (Negativkontrolle)

Polymerase Chain Reaction (Polymerase-
Kettenreaktion)

Polymerase
POU class 2 associating factor 1
Primer Probe Design

Quantitative real-time polymerase chain
reaction

Korrelationskoeffizient
Radiological Dispersal Devices
Ribonucleic acid (Ribonukleinsdure)
Ribonuklease

Normalisiertes Reportersignal
Roswell Park Memorial Institute
Ribosomale RNA

Reverse Transkriptase

Realtime Q-PCR

Siehe

Sekunde

Svedberg



SD Standardabweichung
SOP Standard Operating Procedure
Tab. Tabelle
TAE-Puffer TRIS-Acetat-EDTA-Puffer
TAMRA 6-Carboxy-Tetramethyl-Rhodamin
Taq Thermus aquaticus (-Polymerase)
T T-Zellen
\% Volt
WHB Whole Blood
WNT3 Wingless-type MMTV integration site
family member 3

ZNS Zentrales Nervensystem

2.2 Einleitung

Durch Unféalle in Atomkraftwerken, schmutzige Bomben oder nukleare Waffen kann
radioaktive Strahlung freigesetzt werden. Diese fiihrt dosisabhdngig zu gesundheitlichen
Schédden beim Menschen. Solche Individuen konnen infolgedessen ein akutes
Strahlensyndrom oder eine akute Strahlenkrankheit (ASK) entwickeln. Die schnelle
Unterscheidung zwischen unbestrahlten Individuen und Personen, die entweder eine sehr
hohe oder eine geringe Dosis absorbiert haben, ist schwierig, da die dazu nétige Diagnostik,
wie z.B. die Untersuchung dizentrischer Chromosomen, drei bis vier Tage bendtigt. Diese
Methode nutzt man zur Bestimmung einer biologischen Dosimetrie, wodurch jedoch
wertvolle Zeit zur Durchfihrung lebensnotwendiger Therapieschritte verloren geht. Zur
Friihdiagnostik konnen zudem klinische Symptome wie Ubelkeit oder Erbrechen (klinische
Dosimetrie) verwendet werden, die aber eher unspezifisch sind. Mithilfe der physikalischen
Dosimetrie lasst sich zwar eine Aussage Uber die absorbierte Dosis treffen, jedoch kann,
basierend auf der Messung allein, keine Ganzkorper- von einer Teilkdrperbestrahlung
differenziert werden. In einer solchen  Situation konnen strahleninduzierte
Genexpressionsanderungen im peripheren Blut zur Friihdiagnose und Differenzierung der
oben angegebenen Expositionsgruppen verwendet werden. In vorangegangenen Experimenten
wurden entsprechende Gene wie beispielsweise WNT3, DDB2, FDXR oder POU2AF1
identifiziert (Port, M. et al., 2016a). Die Leukozyten im bestrahlten, peripheren Blut sind fir
die strahleninduzierten Genexpressionsdnderungen in den zuvor identifizierten Genen
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(FDXR, WNT3, POU2AF1, DDB2) maligeblich verantwortlich. Zu den Leukozyten gehoren
die B-, T-, NK-Zellen, Granulozyten und Monozyten, wobei sich die Subpopulationen in der
Haufigkeit, in der sie im peripheren Blut vorkommen, deutlich unterscheiden. Ziel dieser
Arbeit war es, einen Vergleich zwischen Zellpopulationen des peripheren Blutes nach
Bestrahlung anzustellen, um herauszufinden, ob nur eine Zellsubpopulation der Leukozyten
oder mehrere Zelltypen fir die Genexpressionsédnderungen zustandig sind. Auf diese Frage
werde ich in meiner Arbeit naher eingehen. Hierfir wurden die RNA-Mengen der
verschiedenen Zellpopulationen und die Genexpressionsanderungen der jeweiligen Zellen
sowie des jeweiligen Gens nach Bestrahlung betrachtet, um herauszufinden, mit welchem
Anteil die einzelne Zellpopulation an der Gesamtgenexpression beitrug. Dazu musste man
wissen, wie sich das Gen vor und nach Bestrahlung verhielt. Da die Granulozyten im
Vergleich zu den anderen Zellpopulationen am haufigsten vorzufinden sind, kdnnte man an
dieser Stelle davon ausgehen, dass die Genexpressionsdnderungen durch diesen Zelltypen
malgeblich bedingt werden.

2.3 Akutes Strahlensyndrom

Ist der Organismus akuter Strahlung ausgesetzt, so kommt es dosisabhéngig zu verschiedenen
Syndromen. Diese konnen verschiedene Organsysteme wie die Haut, den
Gastrointestinaltrakt, das ZNS oder das h&matopoetische System (HARS, h&matologisch
akutes Strahlensyndrom) betreffen. Durch diese vorher genannten Syndrome kann sich die
akute Strahlenkrankheit (ASK) &uf3ern. Beim Schweregrad spielen verschiedene Faktoren wie
Strahlenart, Dosis etc. eine Rolle. Am strahlensensibelsten sind Zellen mit hoher Proliferation
wie beispielsweise Zellen des Knochenmarks (Dietel et al., 2013). Der Schweregrad z.B. der
HARS kann nach den METREPOL-Kriterien, basierend auf klinische Zeichen und
Symptome, in vier Stufen bzw. Phasen (H1 bis H4) unterteilt werden (Friesecke, 1., et al.
2001; Port et al., 2016a). Die erste Phase (prodromal) dufRert sich in den ersten Tagen mit
Symptomen wie Erbrechen, Kopfschmerzen, Erythemen und Fieber. In der darauf folgenden
Latenzphase, welche Tage bis Wochen andauern kann, zeigt das Labor eine Lympho- und
Granulozytopenie (Dietel et al., 2013). Syndromspezifische Symptome wie An&dmien oder
H&morrhagien, verursacht durch Panzytopenien, werden beim HARS in der manifesten Phase
(dritten Phase) sichtbar. Im letzten Stadium kommt es entweder zum Tod oder zur Erholung
(Macia et al., 2011).

2.4 Nukleare Szenarien

Die Verwendung von Radionukliden zum Bau einer Waffe (RDD) ist in den letzten Jahren zu
einem realistischen Szenario geworden. Das Leben tausender Menschen durch radioaktive
Strahlenquellen zu bedrohen, macht den Einsatz von Radionukliden zu einer Gefahr fiir alle
(Rump et al., 2017).

Weiterhin gab es auch radioaktive Unfélle wie 1986 in Chernobyl (Ukraine) oder 1987 in
Goiana (Brasilien). Ein gutes medizinisches Management bzw. eine gute medizinische
6



Versorgung ist sehr wichtig. Die Unterscheidung von Menschen, die bereits eine hohe Dosis
absorbiert haben von denjenigen Individuen mit niedriger oder keiner Strahlenbelastung, ist
entscheidend. Denn man muss hierbei abwagen, wer zuerst therapiert werden soll und bei
wem nur intensive Beobachtung genugt (Chaudhry, 2008).

2.5 Polymerase-Kettenreaktion

Die PCR dient zur Amplifikation bestimmter Abschnitte des Genoms. Dabei wiederholen sich
folgende Schritte: Denaturierung, Anlagerung (Annealing) und Elongation. Der erste Schritt
erfolgt durch Erhéhung der Temperatur auf 95 °C, wodurch es zum Aufbrechen der
Helixstruktur kommt und die DNA-Strange einzeln vorliegen. Beim néchsten Schritt sinkt die
Temperatur auf 50 °C, sodass sich anschlieBend passende Oligomere (Primer) an
komplementére Abschnitte anlagern. Im letzten Schritt werden die Strdnge bei einer
Temperatur von 75 °C verlangert. Als Startpunkt dient dabei der Primer. So kommt es nach
jedem Zyklus n zu einer Verdopplung der Kopienanzahl (2") (Ramesh et al., 1992).

2.6 cDNA-Synthese

Zur Herstellung von cDNA aus RNA wird eine reverse Transkriptase benétigt, welche RNA-
abhéngig komplementare DNA synthetisiert. Dabei werden unspezifische Primer genutzt,
welche dazu flhren, dass nicht nur mRNA, sondern auch rRNA umgeschrieben wird (Gallo et
al., 1971). Dies ist wichtig, da 18S rRNA zur Normalisierung genutzt wird.

2.7 qRT-PCR

Bei der qRT-PCR wird einerseits die DNA vervielféltigt und andererseits die Fluoreszenz
mittels Spektrometer gemessen. Diese steigt mit jedem weiteren Zyklus und gibt Auskunft
uber die Menge der vervielféltigten DNA. Bei dieser Arbeit wurde eine TagMan-Sonde
genutzt. Hierbei handelt es sich um eine Hydrolyse-Sonde, die am 3"-Ende einen
Quencherfarbstoff und am 5°-Ende einen fluoreszierenden Reporterfarbstoff tragt. Die
ortliche Nahe beider Farbstoffe hemmt die Freisetzung von Licht des Reporters. Die
doppelstrangspezifische Polymerase hydrolysiert die Sonde, die sich anschlielfend von der
DNA trennt. Dies fiihrt einerseits zur Reporterfreisetzung und andererseits zu einem Anstieg
der Fluoreszenz, da der Quencher die Emittierung von Licht durch den Reporter nicht mehr
blockieren kann (Bustin, 2000). Auf diese Weise steigt bei der Elongation die gemessene
Fluoreszenz. TagMan-Sonden, die nicht an der DNA gebunden sind, werden durch die
Polymerase nicht hydrolysiert.

Die Baseline gibt die Genexpression nach 0 Gy (also ohne Bestrahlung) an. Der CT-Wert gibt
wiederum genau denjenigen PCR-Zyklus an, bei welchem die Fluoreszenz des Reporters eine
bestimmte Grenze Uberschreitet. Dieser CT-Wert wird auch als ,,Threshold Cycle* bezeichnet
und h&ngt ebenso von der DNA-Ausgangsmenge ab. Ist der CT-Wert um eins kleiner, dann ist
die cDNA-Ausgangsmenge und die Fluoreszenz doppelt so hoch (2"), wenn man dabei von
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einer 100% Effizienz ausgeht. Hierbei kommt es zu einer exponentiellen Vervielfaltigung der
Kopienanzahl bzw. der DNA. Der daraus resultierende Amplifikationsplot ergibt sich durch
Auftragung des normalisierten Rn-Wertes auf der y-Achse sowie die Anzahl der PCR-Zyklen
auf der x-Achse. Das normalisierte Reportersignal (Rn) berechnet man durch Division der
Intensitat der Fluoreszenz des Reporterfarbstoffes und der Intensitat des Referenzfarbstoffes.
Dies dient zum Ausgleich von Pipettierungenauigkeiten.

2.8 Normalisierung mittels 18S rRNA als Haushaltsgen

Um mogliche Fehlerquellen wie Enzymeffektivitatsunterschiede, Pipettierfehler, Qualitats-
und Ausgangsmengendifferenzen zu minimieren, missen die CT-Werte der untersuchten
Gene mithilfe eines Haushaltsgens normalisiert werden. Das Haushaltsgen hat die
Eigenschaft, dass es trotz Bestrahlung in der Expression unveréndert bleibt. In dieser Studie
wurde 18S ribosomale RNA (18S rRNA) als Haushaltsgen verwendet. In vorangegangenen
Untersuchungen wurde die besondere Eignung von 18S rRNA bewiesen. Dieses Haushaltsgen
bleibt relativ konstant bei externen Stimuli wie etwa Strahlung (Banda et al., 2008; Port et al.
2007).

2.9 PPD —,,Primer Probe Design*

Die Primer binden an komplementére Abschnitte, die zu vervielféltigen sind. Die benutzten
Primer (,,Intron Spanning Primer Probe Design®) der verwendeten TagMan-Chemie binden an
benachbarte Exons und uberbricken eine Intronregion (Bustin, 2000). GroRe Amplikons
kénnen aufgrund der kurzen Elongationszeit nicht synthetisiert werden, sodass sich eine
DNA-Kontamination der RNA-Isolate darauf nicht auswirken wiirde.

Bei den vorgefertigten Primer und ,,Probes (Sonden) handelt es sich um Hydrolyse-Sonden.

2.10 Studien zu relevanten Genen beziglich des akuten Strahlensyndroms

In den letzten Jahren wurden Gene im peripheren Blut identifiziert, die eine Vorhersage zum
Schweregrad der ASK erlauben (Abend et al., 2016; Brzoska, 2015; Dressman et al., 2007;
Joiner et al., 2011; Port et al., 2018; Port et al., 2021).

Dabei wurden eine Hoch- und Herunterregulierung bestimmter mRNA/miRNA nach
Bestrahlung beobachtet, die zur Vorhersage des spéter eintretenden HARS genutzt wurden. 18
Paviane wurden mit einer Dosis von 2,5 oder 5 Gy bestrahlt. Einer starb daraufhin, weshalb
nur noch bei 17 Pavianen Blut vor Bestrahlung und ein Tag sowie zwei Tage nach der
Bestrahlung entnommen wurde. Dann hat man eine Genomsequenzierung mittels Microarray
gemacht, um nach Genen zu suchen, die durch Strahlung ihre Expression andern. Es wurden
89 Gene gefunden und nach Durchfiihrung einer gRT-PCR wurden 29 Gene zur Vorhersage
eines HARS identifiziert (Port et al., 2016a).



Aullerdem hat man Blut von bestrahlten Patienten, wie z.B. nach Radiotherapie bei einem
Prostatakarzinom oder nach Ganzkérperbestrahlung von Leukdmiepatienten, genommen und
auf spezifische Gene untersucht (Port et al., 2018).

Ausgehend von diesen Vorarbeiten wurden Gene identifiziert, die von besonderer,
diagnostischer Relevanz sind. In dieser Arbeit werden explizit folgende Gene untersucht:
WNT3, POU2AF1, FDXR und DDB2 (Lee et al., 2018; O'Brien et al., 2018; Port et al.,
2016a; Port et al., 2018; Port et al., 2021).

Welche Funktionen haben diese Gene? WNT3 ist bei der Embryonalentwicklung bei
verschiedenen Tumortypen wie Brustkrebs etc. beteiligt. AulRerdem spielt WNT3 eine Rolle
sowohl bei der Resistenz gegeniiber Strahlung von squamésen Osophaguszellkarzinomen (Liu
et al., 2019; Port et al., 2018) als auch bei Reparaturvorgangen des Dinndarmgewebes nach
Strahlenbelastung durch Aktivierung des Wnt/3-catenin-Signalweges (Gong et al., 2016; Port
et al., 2018). POU2AF1 tragt zu der Expression von Immunglobulinen und CD20 in B-Zellen
bei. FDXR ist bei der Expression eines mitochondrialen Proteins, bei der Apoptose und beim
Elektronentransport bei Cytochrom P450 beteiligt. AufRerdem reagiert FDXR auf Strahlung,
weshalb man es zur Biodosimetrie nutzen kann (O'Brien et al., 2018; Port et al., 2018). DDB2
ist Bestandteil der Nukleotidexzisionsreparatur, welche z.B. bei Schéden durch UV-Strahlung
bendtigt wird. Zudem ist es bei der Ubiquitinierung von Histonen involviert (Port et al.,
2018).

3 Material und Methode

3.1 Geréte und Verbrauchsmaterial

Gerate Hersteller (Hauptsitz)

7900HT sequence detection system Applied Biosystems, Waltham,
Massachusetts, USA

Agilent 2100 bioanalyzer Agilent  Technologies, Santa  Clara,
Kalifornien, USA

AutoMACS Pro Separator Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach,
Deutschland

AXIO Vert Al Mikroskop Zeiss, Oberkochen, Deutschland




Centrifuge 5415

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Elektrische Pipetten

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Fumehood Kottermann Systemlabor, Uetze,
Deutschland

Gelelektrophoresekammer PEQIlab Biotechnologies, Erlangen,
Deutschland

Heraeus BBD 6220 Inkubator Thermo  Fisher  Scientific,  Waltham,

Massachusetts, USA

IKA M83 Vortex

IKA-Werke GmbH & CO. KG, Staufen,
Deutschland

Laminar Flow Hood

Thermo  Fisher  Scientific, Waltham,

Massachusetts, USA

Maxishot SPE cabin

Yxlon, Hamburg, Deutschland

Megafuge 1.0R

Heraeus, Hanau, Deutschland

Multifuge 3 S-R

Merck GmbH, Darmstadt, Deutschland

NanoDrop 1000 Spectrophotometer

Thermo Fisher
Massachusetts, USA

Scientific, Waltham,

Neubauer Zahlkammer

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

PEQIlab PCR Workstation Pro

PEQIlab
Deutschland

Biotechnologies, Erlangen,

Proflex PCR System Thermal Cycler

Life Technologies, Carslbad, Kalifornien,
USA

QuantStudio 12K Flex Real-Time PCR
System

Thermo Fisher
Massachusetts, USA

Scientific, Waltham,

REAX 2000 Vortex

Heidolph Instruments GmbH & Co. KG,
Schwabach, Deutschland

Rotilabo mini centrifuge

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Thermomixer comfort

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

TW12 Wasserbad

Julabo GmbH, Seelbach, Deutschland
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UNIDOS webline 10021 Dosimeter

PTW, Freiburg, Deutschland

Vilber-E-Box Imaging

Vilber, Collégien, Frankreich

Waage Sartorius BP41005

Sartorius, Gottingen, Deutschland

Kits Hersteller (Hauptsitz)

Agilent RNA Nano Kit Agilent  Technologies, Santa  Clara,
Kalifornien, USA

Agilent RNA Pico Kit Agilent  Technologies, Santa  Clara,
Kalifornien, USA

High Capacity cDNA Archive Kit Applied Biosystems, Waltham,
Massachusetts, USA

High capacity cDNA Reverse Transcription | Thermo  Fisher  Scientific,  Waltham,

Kit Massachusetts, USA

QIAmp RNA Blood Mini Kit QIAGEN, Venlo, Niederlande

RNeasy Mini Kit QIAGEN, Venlo, Niederlande

TagMan _PreAmp Applied Biosystems, Waltham,
Massachusetts, USA

Chemikalien und Reagenzien Hersteller (Hauptsitz)

100bp DNA ladder Kdéttermann Systemlabor, Uetze,

Deutschland

Agarose Type 1-A: low EEO

Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

DNase & RDD Puffer

QIAGEN, Venlo, Niederlande

Ethanol Carl Roth Gmbh, Karlsruhe, Deutschland
FCS PAA Laboratories, Colbe, Deutschland
Puffer 2 Institut flr Radiobiologie der Bundeswehr,

Miinchen, Deutschland

RPMI- Zellkulturmedium

Gibco by Life Technologies,
Kalifornien, USA

Carslbad,

PPD

Hersteller (Hauptsitz)
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Hs00902257_m1 WNT3 Thermo  Fisher  Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

Hs01031617_ml1 FDXR Thermo  Fisher  Scientific,  Waltham,
Massachusetts, USA

Hs01573369 m1 POU2AF1 Thermo  Fisher  Scientific,  Waltham,
Massachusetts, USA

Hs03003631 g1 18S rRNA Thermo  Fisher  Scientific,  Waltham,
Massachusetts, USA

Hs03044949 m1 DDB2 Thermo  Fisher  Scientific,  Waltham,
Massachusetts, USA

Materialien Hersteller (Hauptsitz)

96 well Optical Plates Applied Biosystems, Waltham,
Massachusetts, USA

Eppendorfgeféale Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Falcon tubes Corning, Inc., Corning, New York, USA

Zellkulturflaschen Corning, Inc., Corning, New York, USA

Software Hersteller (Hauptsitz)

Inventor Professional Autodesk, San Rafael, Kalifornien, USA

Sigma Plot 14 Jandel Scientific, Erkrath, Deutschland

Tabelle 1: Diese Tabelle zeigt das jeweilige Verbrauchsmaterial und den Hersteller.

3.2 Arbeitsablauf
Die nachfolgende Abbildung (s. Abb. 2) veranschaulicht grob die Arbeitsschritte. Es wurde

Blut von sechs gesunden Donoren (zwei weiblich und vier ménnlich) im Alter von 24 bis 37
Jahren entnommen. Nach Bestrahlung der Halfte der Blutproben mit 4 Gy wurde das gesamte
Blut (bestrahlt und unbestrahlt) fur 24 h in einem Zellkulturmedium inkubiert. Blutproben, die
zur Auswertung der Genexpression in Zellpopulationen dienten, durchliefen noch einen

Zwischenschritt (Isolation der Zellpopulationen mittels ,,Magnetic-Beads*) bevor die RNA
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isoliert wurde. Hierbei wurde ein anderes Kit (,,Rneasy Mini Kit“) genutzt. Dann folgte die
Qualitatskontrolle, welche die NanoDrop-Messung, Beta-actin-PCR und RIN-Bestimmung
beinhaltete. Die cDNA-Synthese und die qRT-PCR waren die letzten Schritte.

Blutentnahme und Anfertigen
eines DD-Blutbildes

2%

Bestrahlung 0Gy oder 4Gy

2

24h Inkubation in Zellmedium

N

Zellpopulationen:

O

Zellseparation mittels
Magnetic-Beads

Vollblut:

O

RNA-Isolation mittels
Qiamp RNA Blood Mini Kit

RNA-Isolation mittels
Rneasy Mini Kit Qualitatskontrolle
Qualitatskontrolle cDNA-Synthese und gRT-
PCR
cDNA-Synthese und
qRT-PCR

Abb. 2: Hier findet man eine Ubersicht tiber den Arbeitsablauf mit Bestrahlung der Blutrohrchen, Kultivierung,
Separation, RNA-Isolation, Qualitatskontrolle und gRT-PCR.

3.3 Gewinnung von peripherem Blut

Bei sechs Probanden (zwei weiblich und vier mannlich) im Alter von 24 bis 37 Jahren wurden
jeweils 18 EDTA-R6hrchen mit je 4,9 ml Vollblut entnommen und danach sofort bearbeitet.
Die Anamnese der Teilnehmer war unaufféllig und es waren keine Vorbestrahlungen bekannt.
Das Alter lag im Durchschnitt bei ca. 32 Jahren (s. Tabelle 2).

Proband | Jahrgang | Geschlecht | Alter
I 1995 m 24
I 1991 w 28
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Il 1983 m 36

v 1982 m 37
V 1983 m 36
VI 1987 w 32

Tabelle 2: Diese Tabelle zeigt das Alter, das Geburtsjahr und das jeweilige Geschlecht der Testpersonen.

3.4 Bestrahlung des peripheren Blutes mit 4 Gy

Genexpressionsanderungen von vier vorher festgelegten Genen (WNT3, FDXR, POU2AF1,
DDB2) wurden bei unbestrahlten und bestrahlten B-, NK-, T- Zellen, Granulozyten und im
peripheren Blut betrachtet. Dafur wurden je neun der 18 R6hrchen mit einer Einstellung von 4
Gy mit 240 kV, 13mA und einer Dosisrate von 1 Gy/min mittels einer Rontgenrdhre
(Maxishot SPE cabin) fir 4 min bestrahlt. Die absorbierte Dosisrate wurde mit einem
Dosimeter (UNIDOS webline 10021) gemessen. Die Dosis wurde aufgrund vorheriger Daten
aus anderen Experimenten gewahlt (Port et al., 2016b).

3.5 Lagerung des peripheren Blutes in einer Zellkultur fir 24h

Das Blut der neun unbestrahlten und bestrahlten Réhrchen je Proband wurde in zwei separate
250 cm? Zellkulturflaschen im Verhéltnis von 1:2 mit RPMI-Medium (mit 10% FCS) gegeben
(44,1 pl Blut und 44,1 pl RPMI-Medium) und tber 24 h bei 37 °C, 5 %iger CO2-Atmosphare
und 95 %iger Luftfeuchtigkeit inkubiert.

3.6 Zellseparation von Granulozyten (CD15 Antigen), B-Lymphozyten (CD19
Antigen), T-Lymphozyten (CD3 Antigen) und NK-Zellen (CD56 Antigen) aus
Vollblut mittels immunomagnetischer Separation (,,Magnetic Beads*)

Die jeweiligen Subpopulationen wurden durch immunomagnetische Zellseparation
(AutoMACS Pro Separator) aus dem gewonnenen Vollblut isoliert. Hierzu wurde unter dem
Punkt ,,Separation des Menis der Unterpunkt ,,Wash Now* gewahlt. Nach Ablauf dieses
Programmes war das Gerat zur Separation bereit. Fir jeden Probanden benétigt man jeweils 8
Roéhrchen (mit zu prozessierendem Material) fir bestrahlt und unbestrahlt. Weil das
Zellseparationsgerat mit der bendtigten Einstellung nur maximal 15 ml bei einem einzelnen
Vorgang prozessieren kann und das Rack nur eine Kapazitdt von funf gleichzeitig zu
prozessierenden Proben hat, bendtigte man insgesamt zwei Ldufe pro Proband. Fir die
Isolation jeder Zellpopulation wurden somit jeweils zwei EDTA-R6hrchen mit jeweils 4,9 ml
Vollblutvolumen benétigt.

Fur die unbestrahlten Proben werden anfangs vier Falconréhrchen mit jeweils 45 ml benétigt,
die mit 1.1 bis 1.4 nummeriert wurden. Alle Vorgange wurden unter der Sterilbank erledigt.
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In jedes Rohrchen wurden 19,6 ml Flissigkeit (bestehend aus Blut und Zellkulturmedium) der
unbestrahlten Zellkulturflasche uberfiihrt. Dann wurden 490 pl (50 pl des Antikorpers pro ml
Blut) des jeweiligen AK hinzugegeben und fur 30 s gevortext (s. Tabelle 3). Nun wurden
noch weitere acht 45 ml Falconréhrchen benétigt, die mit 1.1a und 1.1b, 1.2a und 1.2b, 1.3a
und 1.3b sowie 1.4a und 1.4b beschriftet wurden. Anschlielend wurden 15 ml aus dem
Rohrchen 1.1 entnommen und in das Proberdhrchen 1.1a und die restlichen 4,6 ml von 19,6
ml in 1.1b gegeben, 15 ml aus dem Gefall 1.2 in 1.2a und die restlichen 4,6 ml in 1.2b
transferiert usw. Die Proberohrchen wurden dann fir 15 min bei 4 °C im Kihlschrank
inkubiert. Wie auf der Abb. 9 unten zu sehen ist, wurde Position A des ,,Cooling-Racks® mit
diesen Proberthrchen, Position B fur die Negativ- und Postion C fur die Positivselektion mit
weiteren leeren Rohrchen beladen. Das ,,Cooling-Rack* wurde wie oben beschrieben beladen,
in den Autoseparator gestellt und die Schutzblende geschlossen. Fiir jeden Slot wurde das
Programm ,,POSSELWB* (,,positive selection from whole blood*), die jeweiligen Volumina
der Proberdhrchen sowie das Waschprogramm ,,Rinse* eingestellt. Letztlich wurde das Gerét
gestartet. Bei der Separation werden die markierten Zellen zurlickgehalten und in die 15 ml
Réhrchen in Position C freigesetzt. Die unmarkierten Zellen gelangen in die 45 ml GefaRe in
Position B.

Die gleiche Vorgehensweise erfolgte nun auch mit dem Inhalt der bestrahlten
Zellkulturflasche. Der einzige Unterschied bestand lediglich in der Beschriftung, die nun von
1.5a/1.5b bis 1.8a/1.8b ging. Dies passierte zeitversetzt, da sonst die Qualitdt des
Ausgangsmaterials schwindete. Nach den L&ufen wurden die Inhalte der R6hrchen 1.1a und
1.1b bzw. 1.2a und 1.2b usw. zu jeweils einem Falconréhrchen mit der Nummerierung 1.1 bis
1.8 zusammengefihrt und kihl gelagert. Somit verlieben insgesamt acht Rohrchen pro
Proband. Aliquots & 10 pl, nummeriert mit 1.1 bis 1.8, wurden enthommen und in einem
separaten Eppendorfgefal zur spateren Zellzéhlung in der Neubauer Zahlkammer aufbewahrt.

Abb. 9: Diese Abb. zeigt skizzenhaft das ,,Cooling-Rack®. Position A wird mit den Proben beladen. Nach der
Separation findet man in den Réhrchen in Position B die Negativ- und in Position C die Positivselektion.

Menge Blut-Puffergemisch

GefaR- Strahlen-  Blutbe- AK- Menge Antikor-  aus der Zellkulturflasche
nr. dosis (Gy) standteil Typ per in pl (ml)
1.1 0 B-Zellen CD-19 490 19,6
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1.2 0 NK-Zellen CD-56 490 19,6

1.3 0 T-Zellen CD-3 490 19,6
14 0 Granulozyten CD-15 490 19,6
15 4 Gy B-Zellen CD-19 490 19,6
1.6 4 Gy NK-Zellen CD-56 490 19,6
1.7 4 Gy T-Zellen CD-3 490 19,6
1.8 4 Gy Granulozyten CD-15 490 19,6

Tabelle 3: Diese Tabelle zeigt anhand eines Probanden, welche Mengen AK und Blut-Puffergemisch fiir die
jeweilige Isolation bendtigt wurden.

3.7 RNA-Isolation des Vollblutes

Bei der RNA-Isolation aus Vollblut wurde die vorgegebene Methode leicht modifiziert, um
die Ausbeute zu erhdhen (Ostheim et al., 2021a). Es wurde mit 400 g flr 20 min statt 10 min
zentrifugiert. Zur RNA-Isolation aus Vollblut wurde das ,,QIAamp RNA Blood Mini Kit*
benutzt. Die bestrahlten und unbestrahlten Vollblutproben (je 4,9 ml) wurden im Verhaltnis
1:6, bezogen auf das Ausgangsblutvolumen, mit dem Erythrozytenlysepuffer (24,5 ml)
vermischt. Dann wurde das Gemisch fur 15 min auf Eis gelegt, wobei die Proben innerhalb
der Zeit zwei Mal gevortext wurden. Danach wurden die Proben zwei Mal bei 4 °C mit 400 g
fiir 20 min zentrifugiert und die restliche Fllssigkeit dekantiert, damit nur das Zellpellet tbrig
blieb. Zwischen diesen zwei Zentrifugationsschritten wurde der Uberschuss verworfen und
der EL-Puffer (8,9 ml) im Verhdltnis 1:3, bezogen auf das Ausgangsblutvolumen von 4,9 ml,
zugeflgt und gevortext. Zur spateren Zellzahlung wurden 100 pl entnommen und in einem
separaten Eppendorfgefal? kihl aufbewahrt. Anschliefend wurden 600 pl RLT-Puffer zur
Leukozytenlyse hinzugefugt, welcher mittels seines Guanidin-Thiocyanat-Anteils die
Bindungsrate der RNA an der Membran der Sdule erhoht. Zur Deaktivierung von RNAsen
wurde aulRerdem noch Beta-Mercaptoethanol beigeftigt. Das Gemisch wurde nun in ein ,,spin
column® gegeben und fur 120 s bei maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert. 600 ul des 70
%igen Ethanols, welches die Bindung zwischen RNA und der ,,spin column® verbessert,
wurde zugegeben. Die Probe wurde mit 350 pul RW1 Waschpuffer in eine ,,QlAamp
membrane spin column® transferiert und flr 15 s bei 8000 g zentrifugiert. Um mdgliche
DNA-Reste zu eliminieren, wurden noch 80 pl DNase (210 RDD buffer + 80 ul DNase)
zugegeben. AulRerdem kamen noch 350 pl RW1-Waschpuffer hinzu und dann wurde fir 15 s
bei 8000 g zentrifugiert. Zuletzt wurde mit 500 pl RPE-Puffer zwei Mal gewaschen und die
Probe mit 60 pl RNase freiem Wasser eluiert.
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3.8 RNA-Isolation der Zellsubpopulationen

Alle Schritte wurden nach einer SOP (Standardanweisung) des Institutes durchgefiihrt. Dabei
wurde das ,,RNeasy Mini Kit“ von Qiagen verwendet. Die Préparation erfolgte in drei
Schritten:

1. Zelllyse und damit Freisetzung aller Zellbestandteile wie DNA, Proteine und RNA.

2. Aufreinigung der RNA-Probe, sodass unerwiinschte, zusatzliche Bestandteile wie DNA
oder Proteine durch Waschvorgénge entfernt wurden.

3. Elution der an der Silica-Membran gebundenen RNA durch RNase-freies Wasser.

Beim ersten Punkt wurden die Isolate in den Falcon-Tubes mit 153 g fiir 15 min zentrifugiert,
der Uberschuss verworfen und 600 pl des R-Mercaptoethanol-RLT-Puffer-Gemisches
(Verhaltnis 1:100) zugefigt, um die Zellen einerseits zu lysieren und andererseits denatu-
rierende Eigenschaften der Enzyme wie RNasen zu deaktivieren. Mithilfe der Kolben-
hubpipette wurde die Lésung gemischt. Nun wurden 600 pl Ethanol zugefihrt, dann wurden
650 ul der Gesamtldsung in eine Processing-Tube umgesetzt und fur 15 Sekunden bei 8000 g
zentrifugiert. Schlieflich entsorgte man den Durchfluss und die Séule wurde in eine neue
Processing-Tube transferiert. Sollte die Probe ein Volumen von mehr als 650 pl ibersteigen,
so wurden die letzten Schritte nach dem Ethanol wiederholt.

Beim nachsten Schritt wurden 700 pl des RW 1-Puffers zugegeben, gefolgt von einer
Zentrifugation mit 8000 g fur eine Zeit von 15 Sekunden. Mdgliche DNA-Kontaminationen
wurden nach einer Zugabe von einem 80 pl DNase-RDD-Puffer-Gemisch (Verhaltnis 1:8)
und einer Wartezeit von 15 min eliminiert. Rest-RNA wurde durch die Beigabe von einem
620 ul RW 1-Puffer und zweimal von einem 500 pl RPE-Puffer gereinigt, wobei zwischen
diesen drei Schritten immer mit der oben aufgefiihrten Einstellung zentrifugiert und der
Durchfluss verworfen wurde (aufler nach der letzten Pufferzugabe eines RPE-Puffers). Hier
wurden fir 120 s mit 16.000 g zentrifugiert und dann die Séule in ein ,,Collecting-Tube*
transferiert.

Als Letztes wurde die RNA gel6st. Dies geschah in zwei Schritten. Es wurden jeweils 30 pl
RNase-freies Wasser hinzupipettiert, fir 60 Sekunden inkubiert und dann fur weitere 60 s bei
8000 g zentrifugiert, wobei beim letzten Schritt mit dem Maximum zentrifugiert wurde. Das
,,Collecting-Tube* wurde verschlossen und beschriftet.

3.9 Zellzahlung

Zur Zellzahlbestimmung wurde die Zellsuspension in den Eppendorfgefalen mit jeweils 10 pl
Trypanblau versetzt und fiir 10 s gevortext. Ein Volumen von 10 pl wurde in eine Neubauer
Zahlkammer pipettiert und unter einem Mikroskop (Zeiis Axio vert Al) ausgezéhlt. Aus der
Anzahl der toten und lebenden Zellen wurde die Zellvitalitat (in Prozent) berechnet.
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3.10 Spektralphotometrische RNA-Mengenbestimmungen

Zur Bestimmung der RNA-Konzentration in ng/ul wurde die Lichtabsorption mit Hilfe des
NanoDrops (PeqLab Biotechnology) bestimmt. Dazu wurden die Absorptionen bei 230, 260
und 280 nm unter Einbringung von 1,5 pl der jeweiligen Proben gemessen, welche zur
Konzentrationsbestimmung der Salze, Nukleinsduren und Proteinen genutzt wurden. Der
Quotient aus 260 nm und 280 nm gab den Kontaminationsgrad der Nukleinsdure z.B. durch
Proteine an. Werte zwischen 1,8 und 2,2 standen fir einen hohen Reinheitsgrad der RNA.

3.11 DNA-Kontaminationsbestimmung durch Agarose-Gel-Elektrophorese nach
Beta-actin-Nachweis mittels PCR

Um mogliche Kontaminationen mit DNA auszuschlieBen, welche die 18S rRNA
Mengenbestimmungen verfalschen kdnnten, wurde eine PCR mit einem R-actin-Nachweis
durchgefuhrt. Es existieren viele Kopien dieses Gens auf der DNA. Deshalb ist diese Methode
besonders sensitiv. zum Nachweis von DNA-Kontaminationen. Ein 13-facher Ansatz des
,»Master-Mixes“ (s. Tabelle 4) wurde benétigt. Jeweils einen Ansatz fir die Positivkontrolle
mit DNA, fiir die Negativkontrolle mit RNase-freiem Wasser und fiir den Uberschuss. Die
restlichen zehn Ansatze waren fir die Proben eines Probanden. Alle verwendeten
Chemikalien und Proben wurden langsam auf Eis aufgetaut und vor Gebrauch gevortext. In
jedes Gefal wurden entweder 1 pl der Probe oder 1 ul der Kontrollen mit jeweils 49 pl des
,,Master-Mixes* pipettiert, gevortext und anzentrifugiert. Dann folgten drei Schritte der PCR,
welche mithilfe des Proflex PCR System Thermal Cyclers durchgefuhrt wurden. Bei
letzterem wurde ein voreingestelltes Programm ausgewahlt. Im ersten Schritt wurde eine
Temperatur von 95 °C flir 15 min eingestellt, um die DNA-Polymerase zu starten. Beim
nachsten, insgesamt 90-minutigen Schritt wechselten sich drei einmindtige Phasen 30-mal ab:
Denaturierung bei 94 °C, Anlagerung (,,Annealing*) der Primer an die DNA bei 66 °C und
Elongation bei 72°C. Im letzten Schritt wurde die Probe auf 8 °C herabgekdihlt.

Nun wurde ein Gel hergestellt. Dafiir wurden 100 ml TAE-Puffer mit 1 g Agarose in einem
Erlenmeyerkolben gemischt und mit einer Mikrowelle immer wieder kurz erhitzt bis sich die
Agarose vollstdndig aufloste. Dann kamen noch 1 pl Ethidiumbromid (0.2 ug/ml) dazu. Bevor
das Gel erstarrte, wurde es mit einem Kamm in die Form gegossen. Nach dem Abkdihlen
wurde der Kamm entfernt, die Platte in die mit TAE-Puffer befullte Kammer gelegt und die
Geltaschen mit den jeweiligen Proben aus den Perforationen der ,,Mini-Tray*-Reaktionsplatte
befillt. Bei der Vorbereitung dieser ,,Wells* wurden 3 pul des vorgefertigten Loadingbuffers
und 7 pl der jeweiligen PCR-Amplifikation in die Offnungen des Gels pipettiert, wobei in die
erste Geltasche 10 ul einer 1000 bp DNA-Leiter als Langenstandard kam. Dann wurden eine
Spannung von 100 V, eine Stromstérke von 400 mA und eine Zeitdauer von 0,5 h eingestellt
und die Elektrophorese gestartet.

Volumen in pl
RNase-freies
Wasser 22
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,,Master-Mix 25

Antisense 1
Sense 1
RNA-Probe 1
Gesamtvolumen 50

Tabelle 4: Die Tabelle zeigt die Mengenangaben, welche fiir den -actin-PCR-Ansatz fur eine Probe notwendig
waren.

Abb. 1: Die Abbildung eines Gelelektrophoresegels zeigt rechts die 1 kb DNA-Leiter, dann folgen vier Proben
als Beispiel, die Positivkontrolle (+Ko, DNA mit ,,Loadingbuffer®), die Negativkontrolle (-Ko, RNase-freies
Wasser) und der Uberschuss (,,Loadingbuffer<). Das Fehlen einer Bande auf Hohe der Positivkontrolle bei den
Proben zeigt eine fehlende DNA-Kontamination.

3.12 RNA-Integritats-/Qualitatsbestimmung

Die RNA-Qualitat wurde durch den Agilent 2100 Bioanalyzer beurteilt. Dabei wurde
abhangig von der RNA-Konzentration, welche im NanoDrop gemessen wurde, entweder ein
Nano- oder ein Picochip mit je 1 ul der jeweiligen Proben beladen. Ersterer wurde bei
Konzentrationen groRer als 50 ng/ul verwendet. Ein Spannungsgradient wurde erzeugt, der
die Molekile je nach GroRe schneller oder langsamer wandern lieR. Diese Molekiile wurden
durch Fluoreszenz detektiert. Am Ende wurden ein Elektropherogram und ein gelektrophorese
ahnliches Bild mit Banden (Intensitat im Verhaltnis 1:2) erzeugt, welche die 18S und 28S
Ribosomen RNA zeigten. Das Gerat berechnete anhand eines Algorithmus einen RIN-Wert,
welcher eine Aussage Uber die Degradierung der RNA macht.
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3.13 cDNA-Synthese und gRT-PCR

Zur qRT-PCR bendtigte man cDNA, die aus RNA hergestellt und vervielfaltigt wurde. Zur
Umschreibung von RNA in cDNA wurde eine bestimmte, vorher errechnete Menge RNA mit
RNase-freiem Wasser in einem 1,5 ml Eppendorfgefal? vermischt, damit ein Endvolumen von
50 pl entstand. Zu diesem Volumen wurden nochmals 50 ul des ,,Master-Mixes* hinzugefugt,
welcher aus dem ,High Capacity cDNA Archive Kit“ der Firma Applied Biosystems
hergestellt wurde. Die fur den "Master-Mix* benétigten Chemikalien (s. Tabelle 5) wurden
zuvor auf Eis langsam aufgetaut, gevortext und erst dann hineingegeben. Die reverse
Transkriptase kam als letztes dazu, weil sie aufgrund ihrer Eigenschaft nicht sehr
erschiitterungsresistent war. Danach wurde alles durch Hoch- und Herunterpipettieren
gemischt. Diese Schritte erfolgten unter einer Sterilbank. Das Gesamtvolumen betrug nun 100

pl.

Volumen in pl
RNase-freies Wasser 21

RT-Puffer 10
dNTPs 4
,,Random Primers* 10
Reverse Transkriptase 5
Gesamtvolumen 50

Tabelle 5: Die Tabelle zeigt die Mengenangaben, welche fiir den ,,Master-Mix* einer Probe notwendig waren.

Dann folgte die PCR zur Umschreibung von RNA in cDNA, welche mithilfe eines
voreingestellten Programmes im Proflex PCR System Thermal Cycler durchgefiihrt wurde.
Hierbei gab es drei Schritte: Im ersten Schritt wurde zur Bindung der Primer eine Temperatur
von 25 °C fur 10 min eingestellt. Beim n&chsten, insgesamt 120-min(tigen Schritt stieg die
Temperatur auf 37 °C, bei der ein Enzym unter optimalen Bedingungen die RNA im gleichen
Verhaltnis in cDNA transkribierte. Im letzten Schritt wurde die Probe auf 8 °C zur Stoppung
der Reaktion herabgekunhit.

Letztendlich folgte die eigentliche gRT-PCR. Hierbei kam es zur Amplifikation der
jeweiligen cDNA und Messung der Fluoreszenz eines Reporters unter Betrachtung des
jeweiligen CT-Wertes. Mit jedem Zyklus erhohte sich die Menge an cDNA um den Faktor 2"
und dabei gab der CT-Wert an, bei welchem Zyklus die Fluoreszenz des Reporters einen
bestimmten Grenzwert (iberstieg.

Zur Durchfihrung der gRT-PCR wurde die cDNA mit Puffer 2 verdinnt, um eine
Verdinnungsreihe mit einer Konzentration groRer als 10 ng/10 pl herzustellen (s. Tabelle 6).
Diese Konzentration wurde gewahlt, damit moglichst alles im lineardynamischen Bereich
stattfand.
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cDNA-

PPD Konzentration
18SRNA  >10ng/10ul
WNT3 >10ng/10ul
POU2AF1  >10ng/10pl
FDXR >10ng/10ul
DDB2 >10ng/10pl

Tabelle 6: Diese Tabelle zeigt die jeweiligen cDNA-Konzentrationen fir die qRT-PCR.

Nun folgten diese Schritte der gRT-PCR. Zun&chst wurden die Standardreihe und die
Verdinnungsreihen der Proben auf Eis langsam aufgetaut und dann im Thermomixer fur 5
Minuten auf 95 °C erhitzt, um Sekundéarstrukturen aufzulésen. Danach wurden sie 15 min
lang abgekdhlt.

Zur eigentlichen Herstellung des ,,Master-Mixes* wurden nach dem langsamen Auftauen der
Chemikalien auf Eis 20ul des ,,Master-Mixes* mit 10ul cDNA vermischt (s. Tabelle 7).
Aufgrund der Durchfiihrung einer Doppelbestimmung samt Uberschussberechnung (bedingt
durch moglichen Materialverlust beim Pipettieren jeder Probe) wurden jedoch 60 pl des
jeweiligen ,,Master-Mixes* in ein Eppendorfgefd mit 30 pl der zu untersuchenden Probe
(cDNA) eingebracht und gevortext. Aus diesem wurden je 30 ul in zwei nebeneinander
liegende Vertiefungen der 96-,Well“-Platte pipettiert und der Rest wurde verworfen. Bei
jeder Versuchsperson wurden zwei 96-,,Well“-Platten verwendet, die folgendermalien beladen
wurden: Die ersten sechs ,,Wells* wurden mit der Standardreihe befillt. Dann folgten 18S, die
Proben und eine Negativkontrolle. Schlussendlich wurde die Platte mit einer Folie (,,Optical
Adhesive Cover®) versiegelt und mit 1200 rpm fir 60 s zentrifugiert. Die Zentrifugation
diente der Entfernung von Luftblasen und dem Sammeln des Reaktionsgemisches am Boden.

Volumen in pl

RNase-freies Wasser 3,5
TagManUniverersal ,,Master-Mix*“ 15
PPD 15
Gesamtvolumen 20

Tabelle 7: Die Tabelle zeigt die Mengenangaben, welche fir den ,,Master-Mix* fiir eine Probe notwendig
waren.

AbschlieBend wurde die gRT-PCR im QuantStudio 12K gestartet und es folgten drei Schritte:
Beim 1. Schritt wurde die Temperatur fiir 2 min auf 50 °C erhéht, um das Enzym Uracil-N-
Glykosylase zum Abbau vorher entstandener, nicht gewunschter cDNA-Vervielfaltigungen zu
aktivieren. Im né&chsten Schritt wurde die Temperatur fir 10 min zur Aktivierung der
Polymerase auf 95 °C erhoht. Im letzten Schritt, welcher 40-mal ablief (40 Zyklen),
wechselten sich immer zwei Zwischenschritte ab: Jeweils eine einminitige Denaturierung bei
95 °C und ein einminitiges Anlagern von Primern sowie ,Probes* (Annealing) mit
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Elongation bei 60 °C der DNA. Nach jedem Zyklus wurde die Fluoreszenz gemessen. Die
Software generierte aus den Rohdaten eine Grafik, wobei auf der y-Achse das normalisierte
Reportersignal und auf der x-Achse die Anzahl der PCR-Zyklen dargestellt wurden.

Um Abweichungen durch verschiedene Faktoren zu reduzieren, wurden von den CT-Werten
der zu untersuchenden Gene die 18S-CT-Werte abgezogen. Dies wird als Normalisierung
bezeichnet und diente dazu, den methodischen Fehler zu reduzieren. Man erhélt immer zwel
CT-Werte, da immer eine Doppelbestimmung durchgefihrt wurde. 18S fungiert hier als
nichtreguliertes Referenzgen. Bevor alles ausgewertet wurde, musste der manuelle
,, Threshold*“ noch auf 0,05 gestellt werden.

Dabei waren drei Formeln fiir die restlichen Kalkulationen entscheidend.

(1) Um den normalisierten CT-Wert (A CT ) zu berechnen, machte man Folgendes:
A CT = CT des Zielgens — CT des Referenzgens

(2) AACT = A CT (Zielgen 0 Gy/4 Gy) — Mittelwert von A CT (Zielgen 0 Gy)

(3) Die relative Genexpressionsanderung wird mittels ,,Fold Change* (FC) berechnet.
FC:2(-AA CT)

4  Statistik
Das Vollblut wurde nicht in der Statistik betrachtet, da ein anderes Kit genutzt wurde und
somit ein anderer Arbeitsablauf stattfand. Flr die Statistik wurden zum Gruppenvergleich
entweder parametrische Tests (t-Tests) oder bei fehlender Normalverteilung und ungleicher
Varianz nichparametrische Tests (Mann-Whithney-U Tests) in Sigma Plot 14 genutzt (s.
Anhang Tabelle 9).

5  Ergebnisse

5.1 Zellsubpopulationsmengen
Strahlenexposition und Kultivierungszeit hatten anscheinend keine Auswirkungen auf das

Verhaltnis der Zellsubpopulationen. Dieses blieb annahernd gleich. Dabei war die Anzahl an
unbestrahlten B-Lymphozyten (im Mittel 723*10% Zellen/ml Vollblut) am kleinsten, gefolgt
von den NK-Zellen (im Mittel 763*10% Zellen/ml Vollblut), T-Lymphozyten (im Mittel
2764*103% Zellen/ml Vollblut) und Granulozyten (im Mittel 4637*10% Zellen/ml Vollblut, s.
Tabelle 8). Im Vergleich dazu waren im Vollblut nach 0 Gy im Mittel 1875*103% Zellen/ml

22



Vollblut. Es gab im Vergleich zu den bestrahlten Proben keinen signifikanten Unterschied (p-

Werte immer groRer als 0,05, s. Anhang Tabelle 9).

1. Zellzihlung |2. Zellzihlung |3. Zellzéhlung |4. Zellzihlung |Tote Mittelwert |Zellvitalitat
Proben|Dosis (Gy) |zellen*103/ml |Zellen*103/ml|Zellen*103/ml |Zellen*103/m |zellen*10°/ml|lebender |in %
11 |0 980 880 640 700 0 800 100,00
1.2 |0 680 640 820 520 0 665 100,00
13 |0 2020 2400 2160 2380 600 2240 78,87
1.4 o 4280 4360 3060 4120 20 3955 99,50
15 |4 900 1000 800 1040 0 935 100,00
1.6 |4 980 800 1080 680 20 885 97,79
17 |4 2440 2620 3060 2300 180 2605 93,54
1.8 |4 6320 7100 6840 6560 40 6705 99,41
1.9 |o 1720 1600 1520 1560 3240 1600 33,06
110 |4 1400 1440 1320 1240 1800 1350 42,86
21 o 980 1000 980 920 20 970 97,98
22 o 1140 760 800 620 20 830 97,65
23 o 1780 2020 1400 1340 1240 1635 56,87
24 |0 1520 1360 1000 980 20 1215 98,38
25 |4 1520 1360 1000 980 20 1215 98,38
2.6 |4 840 780 560 880 20 765 97,45
2.7 |4 2680 2840 2580 2740 160 2710 94,43
2.8 |4 4460 4600 4380 4500 120 4485 97,39
29 o 3280 2880 2240 2120 1320 2630 66,58
210 |4 1880 2040 1680 1720 2080 1830 46,80
31 |o 460 320 580 560 60 480 88,89
32 |o 1060 1040 1000 960 40 1015 96,21
33 |o 5280 5000 4020 3800 540 4525 89,34
34 |o 9140 7220 6800 6040 100 7300 98,65
35 |4 980 1160 1120 960 0 1055 100,00
36 |4 760 800 960 740 100 815 89,07
37 |4 3080 3000 2500 2820 240 2850 92,23
38 |4 4180 4680 3900 4320 20 4270 99,53
39 |o 2920 2640 2600 2240 4800 2600 35,14
3.10 |4 2120 1520 1920 1720 2600 1820 41,18
41 |o 380 720 540 680 0 580 100,00
42 |o 760 680 640 900 100 745 88,17
43 |0 2700 2440 2240 2680 460 2515 84,54
44 |0 4820 3980 4340 5100 40 4560 99,13
45 |4 600 720 880 760 20 740 97,37
46 |4 460 920 600 680 20 665 97,08
47 |4 3140 2440 2720 2780 280 2770 90,82
48 |4 5080 5560 5240 5040 240 5230 95,61
49 |o 1920 1240 1240 1240 2600 1410 35,16
410 |4 680 960 640 560 4960 710 12,52
51 |o 740 820 660 780 40 750 94,94
52 |o 560 520 500 540 20 530 96,36
53 |o 3060 3440 3160 3300 1220 3240 72,65
54 |o 7000 7720 8020 7460 80 7550 98,95
55 |4 780 720 820 740 20 765 97,45
56 |4 720 640 600 580 40 635 94,07
57 |4 4900 5260 5040 5400 420 5150 92,46
58 |4 7160 7640 7420 7020 30 7310 98,92
59 |o 1760 1640 1560 1840 4840 1700 25,99
510 |4 2080 1920 1840 2040 3040 1970 39,32
61 |0 740 840 720 740 0 760 100,00
62 |0 720 820 800 840 40 795 95,21
63 |0 2300 2640 2400 2380 160 2430 93,82
64 |0 3060 3440 3220 3260 20 3245 99,39
65 |4 680 640 600 620 0 635 100,00
66 |4 960 1000 1040 940 60 985 94,26
67 |4 1640 2040 2080 1840 60 1900 96,94
6.8 |4 3960 4020 4120 4060 40 4040 99,02
69 |o 1280 1320 1400 1240 4360 1310 23,10
610 |4 680 880 760 960 160 820 83,67

Tabelle 8: Diese Tabelle zeigt die Zellzahlen und die Zellvitalitat der einzelnen Proben.
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An der Gesamtzahl der Leukozyten bildeten prozentual die unbestrahlten B-Lymphozyten
(8,1 %) den Kleinsten Anteil, gefolgt von den NK-Zellen (8,6 %), T-Lymphozyten (31,1 %)
und den Granulozyten (52,2 %, s. Abb. 3, rechter Teil der Abb.). Schaut man sich die
Zellpopulationen nach Bestrahlung mit 4 Gy an, dann bildeten die NK-Zellen den kleinsten
Anteil (7,9 %), gefolgt von den B-Lymphozyten (8,9 %), T-Lymphozyten (29,9%) und
Granulozyten (53,3 %, s. Abb. 3, rechter Teil der Abb.).
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Abb. 3: Auf der linken Seite sieht man die Leukozytenzellzahl in Vollblutkulturen nach 24h, die entweder nicht
oder mit 4 Gy bestrahlt wurden. Auf der rechten Seite findet man den jeweiligen Anteil in Prozent vor, den eine
Zellpopulation an der Gesamtheit ausmacht.

5.2 Zellvitalitdt und RNA-Quantitat/-Qualitat
Betrachtete man die Zellvitalitat, so fiel auf, dass diese sehr hoch war und meist Gber 95% lag

(auBer beim Vollblut mit 36,4 % und bei T-Zellen mit 79,2 %). Dabei war die Vitalitat bei
den Granulozyten (99,0 %) am hochsten, gefolgt von den B-Lymphozyten (96,9 %) und den
NK-Zellen (95,6 %, s. Abb. 4). Im Vergleich zu den unbestrahlten Proben war die Vitalitat

nach Bestrahlung mit 4 Gy auch meist Gber 95% (auBer beim Vollblut mit 44,3 % und T-
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Zellen mit 93,4 %). Hierbei war die Vitalitat bei den Granulozyten (98,3 %) am hdchsten,
gefolgt von den B-Lymphozyten (98,9 %) und den NK-Zellen (94,9 %).
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Abb. 4: Diese Abb. zeigt die jeweilige Zellvitalitat in Prozent nach der Separation der Zellpopulationen bzw.
nach dem Erythrozytenlyseschritt des Vollblutes.

Es wurde im Durchschnitt pro 60 pl Eluat 4,58 pg RNA aus dem unbestrahlten und 2,78 ug
RNA aus dem bestrahlten Vollblut isoliert. Aus den T-Lymphozyten kam die meiste RNA mit
5,68 g pro 60 pl Eluat nach 0 Gy und mit 5,39 ug pro 60 ul Eluat nach 4 Gy (s. Abb. 5). Die
niedrigste Menge RNA konnte aus den unbestrahlten NK-Zellen mit 0,63 pg/60 pl Eluat
gewonnen werden, gefolgt von den B-Zellen und den Granulozyten mit 0,64 pg/60 pl Eluat.
Nach Bestrahlung betrug die Ausbeute bei den B-Zellen 0,42 pg/60 ul Eluat, gefolgt von den
NK-Zellen mit 0,45 pg/60 pl Eluat und den Granulozyten mit 0,74 pg/60 ul Eluat.
Betrachtete man die RNA-Ausbeute zwischen den bestrahlten und unbestrahlten Proben, so
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gab es keinen signifikanten Unterschied (s. Anhang Tabelle 9).
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Abb. 5: Die Abb. zeigt die RNA-Ausbeute in pg/60ul Eluat bei 0 und 4 Gy auf der y-Achse und die jeweilige
Zellpopulation bzw. das Vollblut auf der x-Achse.

Die RIN-Durchschnittswerte waren alle groRer als 7. Dabei waren die Werte bei den
unbestrahlten Granulozyten mit 7,9 am niedrigsten, gefolgt vom Vollblut und den NK-Zellen
mit 9,0, den B-Zellen mit 9,1 und den T-Zellen mit 10 (s. Abb. 6). Es gab im Vergleich zu den
bestrahlten Proben keinen Unterschied, auBer bei den B-Zellen (P=0.004, s. Anhang Tabelle
9). Hier waren wieder die Werte mit 9,7 bei den T-Zellen nach Bestrahlung mit 4 Gy am
héchsten und bei den Granulozyten mit 7,4 am niedrigsten.
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Abb. 6: Diese Abb. zeigt die RIN-Werte der jeweiligen Zellpopulationen und des Vollblutes nach 0 Gy sowie 4
Gy.

5.3 Genexpression im Vollblut und in Zellsubpopulationen
Ziel dieser Arbeit war es, einen Vergleich zwischen Zellpopulationen des peripheren Blutes

nach Bestrahlung anzustellen. Hierfir wurden die RNA-Mengen der verschiedenen
Zellpopulationen und die relativen Genexpressionsanderungen (,,Fold Changes®) nach
Bestrahlung in den jeweiligen Zellen und des jeweiligen Gens betrachtet, um herauszufinden,
mit welchem Anteil die jeweilige Zellpopulation an der Gesamtgenexpression betrug. Hierfir
betrachtete man das Gen vor und nach Bestrahlung sowie die Anzahl der Kopien bestrahlt
relativ zu unbestrahlt (s. Tabelle 9). Als Referenz wurden die gemessenen RNA-Mengen in
Granulozyten genommen. Diese wurden als eins gesetzt. Die jeweiligen RNA-Mengen der
anderen Zellen wurden relativ dazu im Verhaltnis berechnet. Dasselbe wurde mit den
normalisierten CT-Werten gemacht. Als Referenz wurden die gemessenen normalisierten CT-
Werte der Granulozyten genommen. Diese wurden als eins gesetzt. Die jeweiligen ,,Fold-
Changes* der anderen Zellen wurden auch hier relativ dazu berechnet. Je nachdem wie hoch
der ,,Fold-Change“ bzw. dessen Differenz war, gab es auch demzufolge Unterschiede

zwischen den RNA-Mengen in den unterschiedlichen Zellpopulationen. Fur den ,,Fold-
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Change* nach Bestrahlung waren die Genexpressionswerte bei 0 Gy nétig. Zur Berechnung
der Anzahl an Genkopien wurde der ,,Fold-Change* (nach Bestrahlung) mit den adaptierten
,Fold-Changes* der normalisierten CT-Werte und den RNA-Mengen in Bezug auf die
Referenz multipliziert. Durch die Bestrahlung kam es zur Hochregulation von FDXR und
DDB2 (s. Abb. 7). Dementsprechend fand man niedrigere, normalisierte CT-Werte im
Vollblut (s. Abb. 8).

Bei WNT3 war die Anzahl der Kopien nach 0 Gy bei den Granulozyten und der
strahleninduzierte ,,Fold-Change* bei den T-Zellen am niedrigsten (s. Abb. 7, 8 und Tabelle
9). Am hdéchsten war die Herunterregulation um das 4-Fache in den B-Zellen nach 4 Gy.
Dieser Zelltyp wies einen niedrigen CT-Wert und auch die meisten Kopien vor (90,5-Fache
mehr an Kopien als in den Granulozyten, s. Tabelle 9). Ein Anstieg der Genkopien um das
2,7- bzw. 4-Fache war bei den NK- und B-Zellen zu verzeichnen, jedoch war die
Verénderung bei den T-Zellen marginal (Abfall um das 1,8-Fache). Die interindividuellen
Abweichungen bei der Anzahl der Kopien bei 0 Gy und den ,,Fold-Changes waren bei den
NK-Zellen zwischen den verschiedenen Donoren sehr grof3 (s. Anhang Abb. 1, 5 und Tabelle
9). Hierbei konnte aber bei den meisten Donoren die Genexpression von WNT3 in den
Granulozyten nicht gemessen werden (s. Anhang Abb. 1 und 5). Der ,,WNT3-Fold-Change*
wurde in erster Linie durch B-Zellen (82,4 %), gefolgt von NK-Zellen (9,8 %), T-Zellen (7,3
%) und Granulozyten (0,5 %, s. Tabelle 9) bedingt. Betrachtete man die normalisierten CT-
Werte der bestrahlten und unbestrahlten Proben, so gab es keinen signifikanten Unterschied
(s. Anhang Abb. 5 und Anhang Tabelle 9).

Die Anzahl der Kopien der NK-Zellen bei 0 Gy und die strahleninduzierten ,,Fold-Changes*
der T-Zellen waren bei POU2AF1 am niedrigsten (s. Abb. 7, 8 und Tabelle 9). Am starksten
wurde die Genexpression um das 4,6-Fache in den Granulozyten nach 4 Gy herunterreguliert.
Die meisten Kopien fand man trotz eines kleineren CT-Wertes in den B-Zellen wieder (588-
Fache mehr an Kopien als in den Granulozyten). Ein Anstieg der Genkopien um das 2,2- bzw.
2,5-Fache war bei den B- und NK-Zellen zu verzeichnen, jedoch war die Verédnderung bei den
T-Zellen marginal (Abfall um das 1,2-Fache, s. Tabelle 9). Die interindividuellen
Unterschiede bei der Anzahl der Kopien bei 0 Gy und den ,,Fold-Changes* waren zwischen
den verschiedenen Donoren bei den NK-Zellen und den Granulozyten sehr groR (s. Anhang
Abb. 2,6 und Tabelle 9). Der ,,POU2AF1-Fold-Change* wurde in erster Linie durch B-Zellen
(97,1 %), gefolgt von T-Zellen (2,4 %), Granulozyten (0,3 %) und NK-Zellen (0,1 %, s.
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Tabelle 9) bedingt. Betrachtete man die normalisierten CT-Werte der bestrahlten und
unbestrahlten Proben, so gab es nur bei den B- (P = 0,028) und T-Zellen (P = 0,021) einen
signifikanten Unterschied (s. Anhang Abb. 6 und Anhang Tabelle 9).

Die meisten FDXR-Kopien nach 0 Gy fand man in NK-Zellen, jedoch wurde FDXR nach
Bestrahlung nur um das 12,4-Fache hochreguliert. Bei den Granulozyten waren die Anzahl
der Kopien nach 0 Gy und die strahleninduzierten ,,Fold-Changes* bei der Genexpression von
FDXR am niedrigsten (s. Abb. 7, 8 und Tabelle 9). Die unbestrahlten B- und T-Zellen
zeichneten sich mit einer 1,5- bzw. 2,5-fach héheren Anzahl an Kopien aus und FDXR wurde
nach Bestrahlung mit 4 Gy um das 22,9 bzw. 29,2-Fache hochreguliert. Die Abweichungen
der CT-Werte nach 0 Gy und der ,,Fold-Changes* waren zwischen den Donoren gering (s.
Anhang Abb. 3 und 7). Letztendlich lasst sich sagen, dass die Anderung des ,,FDXR-Fold
Changes* Uberwiegend durch T-Zellen (73,2 %), gefolgt von NK-Zellen (15,9 %), B-Zellen
(10,4 %) und Granulozyten (0,4 %, s. Tabelle 9) verursacht wurde. Betrachtet man die
normalisierten CT-Werte der bestrahlten und unbestrahlten Proben, so gab es signifikante
Unterschiede bei allen Zellpopulationen (P < 0,05, s. Anhang Abb. 7 und Anhang Tabelle 9).
DDB2 wies &hnliche Verhaltensmuster auf. Die meisten Kopien (0 Gy) fand man wiederum
bei den NK-Zellen mit einer relativen Anderung von 59,7 in Bezug auf die Referenz (s.
Tabelle 9). Hierbei stiegen nach 4 Gy die Kopien des Gens DDB2 um das 3,6-Fache. Die
niedrigste Anzahl der Kopien (0 Gy) fand man bei den Granulozyten. Dann kamen die T- und
die B-Zellen (s. Anhang Abb. 4 und 8). Die héchste Hochregulation nach Bestrahlung mit 4
Gy fand man in den T-Zellen (um das 6,5-Fache). Bei den anderen Zellen war der Anstieg nur
um das 3,6-, 3,8- bzw. 5,7-Fache zu verzeichnen. Die interindividuellen Unterschiede bei der
Anzahl der Kopien bei 0 Gy und den ,,Fold-Changes* waren in den sechs Donoren wiederum
gering (s. Anhang Abb. 4, 8 und Tabelle 9). Der ,,DDB2-Fold-Change* wurde in erster Linie
durch T-Zellen (79,2 %), gefolgt von NK-Zellen (14,8 %), B-Zellen (5,6 %) und
Granulozyten (0,4 %, s. Tabelle 9) bedingt. Betrachtete man die normalisierten CT-Werte der
bestrahlten und unbestrahlten Proben, so gab es keinen signifikanten Unterschied (s. Anhang
Abb. 8 und Anhang Tabelle 9).

Die wenigsten Kopien pro Gen fand man bei WNT3 (436), gefolgt von FDXR (535) und
POU2AF1 (1.322). DDB2 wies die meisten Kopien auf (1.431, s. Tabelle 9).
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Abb. 7: Es werden die Mittelwerte der differentiellen Genexpression der untersuchten Gene im Vollblut und in den verschiedenen Zellpopulationen gezeigt. Dabei sind die Werte
24h nach Bestrahlung aufgefiihrt. Die Genexpressionsmessungen der unbestrahlten Proben sind als Referenz mit 1 festgesetzt und der ,,Fold-Change* (grauer Balken) ist relativ
dazu berechnet. Fehlende Fehlerbalken bei den Granulozyten weisen auf die Auswertung der Daten nur eines Probanden hin.
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Abb. 8: Es werden die Mittelwerte der normalisierten Genexpression der untersuchten Gene im Vollblut und in den verschiedenen Zellpopulationen gezeigt. Dabei sind die
Werte 24h nach 0 Gy oder 4 Gy Bestrahlung aufgefiihrt.
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Blutbestandteil

Vollbut

B-Zellen

NK-Zellen

T-Zellen

Granulozyten

Gesamtzahl der Kopien

Vollbut

B-Zellen

NK-Zellen

T-Zellen

Granulozyten

Gesamtzahl der Kopien

Vollbut

B-Zellen

NK-Zellen

T-Zellen

Granulozyten

Gesamtzahl der Kopien

Vollbut

B-Zellen

NK-Zellen

T-Zellen

Granulozyten

Gesamtzahl der Kopien

WNT3

Messungen

Messungen
Adaptierter FC

Messungen
Adaptierter FC

Messungen
Adaptierter FC

Messungen
Adaptierter FC

POU2AF1

Messungen

Messungen
Adaptierter FC

Messungen
Adaptierter FC

Messungen
Adaptierter FC

Messungen
Adaptierter FC

FDXR

Messungen

Messungen
Adaptierter FC

Messungen
Adaptierter FC

Messungen
Adaptierter FC

Messungen
Adaptierter FC

DDB2

Messungen

Messungen
Adaptierter FC

Messungen
Adaptierter FC

Messungen
Adaptierter FC

Messungen
Adaptierter FC

RNA-Menge (pug/60pl) Eluat

4,58

0,64
1,0

0,63
1,0

5,68
89

0,64
1,0

4,58

0,64
1,0

0,63
1,0

5,68
89

0,64
1,0

4,58

0,64
1,0

0,63
1,0

5,68
89

0,64
1,0

4,58

0,64
1,0

0,63
1,0

5,68
89

0,64
1,0

Normalisierter CT-Wert

12,8

8,7
90,5

11,2
16,0

14,2
2,0

15,2
1,0

59

i3
588,1

11,9
04

8,9
3,0

10,5
1,0

81

81
2,5

6,6
7,0

88
15

94
1,0

6,8

6,6
21,1

51
59,7

6,7
19,7

11,0
1,0

FC (relativ zu unbestrahlt)

4,0

4,0

2,7

18

21

33

2,2

2,5

12

46

134

22,9

12,4

29,2

24

50

38

36

6,5

5,7

Anzahl Kopien

359

43

32

&

1.284

32

132

56

85

392

&

80

212

1.134

Anzahl Kopien (%)

82,4

98

0,5

97,1

0,1

24

0,3

10,4

15,9

0,4

56

79,2

0,4

Tabelle 9: Diese Tabelle zeigt die RNA-Ausbeute, normalisierte CT-Werte und den ,,Fold-Change®. Dabei

werden die RNA-Menge und der normalisierte CT-Wert der Granulozyten als Referenz eins gesetzt. Relativ

dazu werden die Anderungen (RNA-Menge sowie adaptierter ,,Fold-Change*) bei den anderen Zellpopulationen

dargestellt.
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6 Diskussion

Fur nukleare oder radiologische Szenarien benétigt man eine friihe und massentaugliche
Diagnostik zur Vorhersage der ASK. Durch das Institut der Radiobiologie der Bundeswehr
wurden verschiedene Gene zur Diskriminierung zwischen bestrahlten und unbestrahlten
Individuen und zur Unterscheidung verschiedener Schweregrade des HARS identifiziert. In
vivo und entsprechende in vitro Genexpressionsmessungen bei menschlichen
Leukamiepatienten zeigten ahnliche Expressionsmuster von WNT3, POU2AF1, FDXR und
DDB2 (Port et al., 2018). Dabei schien die Quelle dieser Veranderungen das bestrahlte,
periphere Blut zu sein (Port et al., 2019). Es war indes unklar, welche Zellsubpopulationen
primér beteiligt waren und ob die Diagnostik nach deren Kenntnis weiter verbessert werden

kdnnte.

Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurde die Genexpression separat in B- und T-Lymphozyten
sowie in NK-Zellen und Granulozyten betrachtet. Die T-Zellen spielten dabei die Hauptrolle
mit einem 9-fach héheren Beitrag zur RNA-Gesamtmenge als andere Zellsubpopulationen (s.
Tabelle 9). Die Betrachtung der jeweiligen RNA-Gesamtmenge, der Genexpression bei 0 Gy
und der durch Strahlung induzierten ,,Fold Changes“ bei jedem einzelnen Gen machte
deutlich, mit welchem Anteil die jeweiligen Zellen zur Genexpression beitrugen. Dabei
standen wiederum die T-Lymphozyten (73,2 %/ 79,2 %) hervor, welche flr die nach
Strahlung bedingte Hochregulation von FDXR/DDB2 hauptverantwortlich waren. Die B-
Lymphozyten (97,1 %/ 82,4 %) waren Uberwiegend bei der Herunterregulation von
POU2AF1/WNTS3 beteiligt (s. Tabelle 9).

Schaut man sich andere Arbeiten an, so wurden nicht so viele Zellsubpopulationen und Gene
im Vergleich betrachtet. Es wurden lediglich FDXR und DDB2 in T- oder B-Lymphozyten
untersucht, wobei diese Arbeiten zu &hnlichen Ergebnissen fuhrten (Boldt et al., 2012;
Kabacik et al., 2015; Mori et al., 2005; Pogosova-Agadjanyan et al., 2011). Hier wurden
jedoch nicht die RNA-Mengen bericksichtigt. POU2AF1 und WNT3 eigneten sich auch zur
Biodosimetrie und Vorhersage eines schweren HARS (Abend et al., 2016; Port et al., 2018;
Port et al., 2019; Templin et al., 2011).

Man weil3, dass die verschiedenen Zellsubpopulationen des peripheren Blutes unterschiedlich
auf ionisierende Strahlung reagieren (Bogdandi et al., 2010; Louagie et al., 1999; Prosser,
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1976). Dementsprechend wiirde man daraus schlussfolgern, dass bestimmte Gene auch
unterschiedlich reguliert werden. Anhand dieser Daten wirde man dann in Zukunft nur
einzelne Zellpopulationen anstatt des ganzen peripheren Blutes aus Biodosimetriezwecken
betrachten. Diese Arbeit zeigt aber, dass Letzteres zwar mdoglich ist, aber das Ergebnis bzw.
die Sensitivitat dadurch nicht verbessert wird. T-Lymphozyten spiegelten hier die groRte
Quelle bezuglich RNA des Vollblutes wider (s. Abb. 5 und Tabelle 9). AuRerdem waren die
T-Zellen sehr strahlensensitiv, sodass man grof3e ,,Fold-Changes* in Bezug auf FDXR und
DDB2 (im Vergleich zu unbestrahlten Proben) vorfindet (s. Abb. 7, 8 und Tabelle 10). Zudem
hatten sich alle Zellpopulationen ungefdhr gleich verhalten, sodass die Richtung der
Genexpressionsanderung immer die Gleiche war (entweder hoch- oder herunterreguliert).
Daher sind im Rahmen der Biodosimetrie Genexpressionsmessungen von FDXR oder DDB2
in spezifischen Zellpopulationen des peripheren Blutes nicht sinnvoll (Riecke et al., 2012).
Bei WNT3 und POU2AF1 wiirde eine Isolation zur Vorhersage eines HARS maoglicherweise
die Sensitivitat erhohen. Jedoch macht es auch hier keinen Sinn, zusétzlich Zellen (B-Zellen)
zu isolieren, denn der ,,Fold-Change* bei 4 Gy im Vollblut zeigte die gleiche GroRenordnung
(4-fache, strahlenbedingte Herunterregulierung der Genexpression) wie in den B-
Lymphozyten. Es wirde nur mehr Aufwand entstehen (s. Tabelle 9). Aus den Daten wird
auch deutlich, dass die anderen Zellpopulationen einen geringen Beitrag zur
Genexpressionsanderung leisteten (s. Abb. 7, 8 und Tabelle 9).

Aus dieser Arbeit wird sehr klar, ob und welche Zellen auf ionisierende Strahlung reagieren
(z.B. B- und T-Zellen). Jedoch kann man nicht genau ausschlielen, ob diese beiden
Zellpopulationen durch andere Faktoren oder Mechanismen in ihrer Genexpression
beeinflusst wurden. Zu denken wére an gezielte Freisetzung von Zytokinen anderer Zellen
oder von Stoffen, die einerseits durch zerstorte Zellen bei den ganzen Isolationsschritten
entstanden oder andererseits in den Kultur- und Isolationsmedien vorhanden waren. Man héatte
zwar auch die Zellpopulationen erst isolieren und dann einzeln bestrahlen kénnen. Dies wirde
unbekannte Variablen und Einflussfaktoren in den Versuchsaufbau bringen, deren
Auswirkungen man nicht abschatzen kénnte. Dieser Versuchsaufbau kommt einem in Vivo-

Modell aber sehr nahe.

Durch die verschiedenen Lyseschritte und die anschlieBende Zentrifugation konnte es zu einer
deutlichen Reduzierung der Zellvitalitdt gekommen sein. Dies wirde die geringe Zellvitalitat
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des Vollblutes von unter 50 % nach 24h erklaren (s. Abb. 4). Trotzdem war das isolierte
Material ~fir die restlichen Schritte ausreichend. Das relative Verhdltnis der
Leukozytenzellpopulationen untereinander blieb auch 24 h nach Bestrahlung im Gegensatz zu
anderen Arbeiten, wo die Zellzahl abfiel, unverandert (Gridley et al., 2009; Paul et al., 2013)
(s. Abb. 3). Dies verdeutlicht nochmals die optimale Eignung dieses in vitro Modelles, um die
in vivo Situation korrekt abzubilden. Dies kann an den immer gleichbleibenden
Zellkulturmedien liegen. AulRerdem wurden in anderen Arbeiten die Untersuchungen nach
mehreren Tagen durchgefiihrt, weshalb eine starkere Anderung in Bezug auf die Zellzahl zu
sehen war (Paul et al., 2008; Paul et al., 2013). In dieser Arbeit wurde nur ein kurzer Zeitraum
von 24 h betrachtet. Eine andere Arbeit zeigte auch, dass die Leukozytenzahl in der Zellkultur
bis zu 12 h stabil blieb und die strahleninduzierten ,,Fold-Changes* &hnliche Ausmalie wie in
diesem in vitro Modell annahmen (Ostheim et al., 2021b). AuBerdem wurden hier nur vier
Zellpopulationen betrachtet, welche nicht die Gesamtheit aller Zellpopulationen des

Vollblutes widerspiegeln, jedoch aber am hdufigsten vertreten sind.

Es wurden nur sechs gesunde, menschliche Probanden angeschaut. Eine hthere Zahl wére
besser gewesen, jedoch spricht die hohe Kontinuitdt von FDXR und DDB2 und die geringe
interindividuelle Varianz in den untersuchten Zellpopulationen fiir verlassliche Daten. Das
Modell weist zwar einige Grenzen auf, aber Anderungen der Genexpression der vorher
genannten Gene werden durch dieses Modell im Vergleich zu den Ergebnissen in vivo gut
dargestellt (Macaeva et al., 2019; O'Brien et al., 2018; Paul et al., 2008; Port et al., 2016a;
Port et al., 2018). Bei POU2AF1 und WNT3 gab es Varianzen in der Genexpressionsmessung
zwischen den Donoren und innerhalb der Zellpopulationen sowie auch teilweise
Schwierigkeiten bei der WNT3-Detektierung in Granulozyten. Dadurch fehlen in einigen
Abbildungen die Daten bezuglich der Granulozyten, da diese Messungen auflerhalb des
lineardynamischen Bereiches waren und somit nicht mehr korrekt gemessen bzw. dargestellt
werden konnten. Um dieses Problem zu beseitigen, ist eine Konzentration der cDNA fir die
gRT-PCR von 50ng/10ul zielfuhrender. Dies wurde aber nicht in dieser Arbeit erzielt, da das
Ausgangsmaterial der isolierten Zellen manchmal zu gering war, um eine solche
Konzentration zu erreichen. Es ist ein bestimmtes Muster innerhalb der Daten wie die
Genexpressionsédnderung in B-Zellen erkennbar, welche zwischen den Donoren ungefahr

gleich blieb und was wiederum fir ein gutes in vitro Modell spricht.
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Schaut man sich die Isolation der einzelnen Zellpopulationen an, so kann es natirlich
vorkommen, dass trotz der gezielt eingesetzten AntikOrper andere Zellen entweder durch
Fehlbindungen oder durch andere Einflisse in das Isolat gelangen und somit die Probe nicht
zu 100 % rein ist. Dabei war der Reinheitsgrad bei einem T-Zellisolat groRer als 90 %, aber
bei anderen Zelltypen deutlich niedriger (B-Zellen ca. 52 % und NK-Zellen ca. 63 %)
(Ostheim et al., 2021b). Somit gab es eine hohe Kontamination mit T-Zellen und auch mit
einigen Erythrozyten. Daher ist davon auszugehen, dass die Genexpressionsmessungen von
POU2AF1 und WNT3 hochstwahrscheinlich etwas niedriger ausfielen als bei einem reineren
Isolat (Ostheim et al., 2021b). Das Beinhalten von Erythrozyten ist eher unproblematisch, da
diese in allen Zellisolaten vorkamen und generell ein anderes Genexpressionsmuster
aufweisen. Die Auswirkung auf die untersuchte Genexpression war wahrscheinlich marginal
(Kabanova et al., 2009; Peslak et al., 2011; Schjeide et al., 1983; Xu et al., 2012).

Schlussendlich l&asst sich sagen, dass malgeblich die T-Zellen fur die strahleninduzierte
Hochregulation von FDXR/DDB2 und die B-Zellen fiir Herunterregulation von
POU2AF1/WNT3 verantwortlich waren. Dabei hatten sie auch eine entsprechende
Auswirkung auf die Genexpression des Vollblutes, deren Ausmal} auch dort ersichtlich
wurde. Daher erhoht eine Isolation von Zellpopulationen aus dem Vollblut nicht die
Sensitivitat der Genexpression der vier Gene. Es macht nur den Arbeitsablauf langwieriger,
ohne einen entsprechenden Vorteil zu erzielen. Jedoch wurde die Wichtigkeit von FDXR und
DDB2 fir biodosimetrische Zwecke (O'Brien et al., 2018; Manning et al., 2013) verdeutlicht.

7 Abbildungs- und Tabellenverzeichnis

Abb. 1: Das Bild eines Gelelektrophoresegels zeigt rechts die 1 kb DNA-Leiter, 19
dann folgen vier Proben als Beispiel, die Positivkontrolle, die Negativkontrolle und

der Uberschuss. Das Fehlen einer Bande bei den Proben auf Hohe der
Positivkontrolle zeigt eine fehlende DNA-Kontamination.

Abb. 2: Hier findet man eine Ubersicht (iber den Arbeitsablauf mit Bestrahlung der 13
Blutrohrchen, Kultivierung, Separation, RNA-Isolation, Qualitatskontrolle und

gRT-PCR.
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Abb. 3: Auf der linken Seite findet man die Leukozytenzellzahl in Vollblutkulturen
nach 24h, die entweder nicht oder mit 4 Gy bestrahlt wurden. Auf der rechten Seite
findet den jeweiligen Anteil, den eine Zellpopulation an der Gesamtheit ausmacht,

in Prozent vor.

Abb. 4: Diese Abbildung zeigt die jeweilige Zellvitaliat nach der Separation der
Zellpopulationen bzw. nach dem Erythozytenlyseschritt des Vollblutes in Prozent

an.

Abb. 5: Die Abbildung zeigt die RNA-Ausbeute bei 0 und 4 Gy auf der y-Achse
und die jeweilige Zellpopulation bzw. das Vollblut auf der x-Achse.

Abb. 6: Diese Abbildung zeigt die RIN-Werte der jeweiligen Zellpopulationen und
des Vollblutes nach 0 Gy und 4 Gy.

Abb. 7: Es werden die Mittelwerte der differentiellen Genexpression der
untersuchten Gene im Vollblut und in den verschiedenen Zellpopulationen gezeigt.
Dabei sind die Werte nach 24h nach Bestrahlung aufgefiihrt. Die
Genexpressionsmessungen der unbestrahlten Proben werden als Referenz mit 1
festgesetzt und der ,,Fold-Change“ wird relativ dazu berechnet. Fehlende

Fehlerbalken weisen auf die Auswertung der Daten nur eines Probanden hin.

Abb. 8: Die Abbildung zeigt den Mittelwert der ,,Fold-Changes* fir DDB2, welche

relativ zu den unbestrahlten Proben (Referenzwert 1) berechnet wurden.

Abb. 9: Diese Abb. zeigt skizzenhaft das ,,Cooling-Rack®. Position A wird mit den
Proben beladen. Nach der Separation findet man in den Réhrchen in Position B die
Negativ- und in Position C die Positivselektion. Die Abbildung wurde selbststandig
mit Autodesk Inventor Professional erstellt.

Tabelle 1: Diese Tabelle zeigt das jeweilige Verbrauchsmaterial und den Hersteller.

Tabelle 2: Diese Tabelle zeigt das Alter, das Geburtsjahr und das jeweilige
Geschlecht der Testpersonen.

Tabelle 3: Diese Tabelle zeigt anhand eines Probanden welche Mengen Antikorper
und Blut-Puffergemisch fir die jeweilige Isolation bendétigt werden.

Tabelle 4: Die Tabelle zeigt die Mengenangaben, welche fiir den R-actin-PCR-
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Ansatz fur eine Probe notwendig sind.

Tabelle 5: Die Tabelle zeigt die Mengenangaben, welche fir den ,,Master-Mix“ flr
eine Probe notwendig sind.

Tabelle 6: Diese Tabelle zeigt die jeweiligen cDNA-Konzentrationen fur die gRT-
PCR.

Tabelle 7: Die Tabelle zeigt die Mengenangaben, welche fir den ,,Master-Mix“ flr
eine Probe notwendig sind.

Tabelle 8: Diese Tabelle zeigt die Zellzahlen und die Zellvitalitdt der einzelnen

Proben.

Tabelle 9: Diese Tabelle zeigt die RNA-Ausbeute, normalisierte CT-Werte und den
,,Fold-Change*. Dabei werden die RNA-Menge und der normalisierte CT-Wert der
Granulozyten als Referenz 1 gesetzt. Relativ dazu werden die Anderungen bei den
anderen Zellpopulationen dargestellt.

Anhang Tabelle 1: Diese Tabelle zeigt die RIN-Werte der einzelnen Proben.
Anhang Tabelle 2: Diese Tabelle zeigt die RNA-Menge der einzelnen Proben.

Anhang Tabelle 3: Diese Tabelle zeigt die CT-Werte und ,,Fold-Changes* des 1.
Probanden fiir 18S und WNT3.

Anhang Tabelle 4: Diese Tabelle zeigt die CT-Werte und ,,Fold-Changes* des 2.
Probanden fiir 18S, POU2AF1, FDXR, DDB2 und WNT3.

Anhang Tabelle 5: Diese Tabelle zeigt die CT-Werte und ,,Fold-Changes* des 3.
Probanden fiir 18S, FDXR, DDB2 und WNT3.

Anhang Tabelle 6: Diese Tabelle zeigt die CT-Werte und ,,Fold-Changes* des 4.
Probanden firr 18S, DDB2, FDXR, POU2AF1 und WNT3.

Anhang Tabelle 7: Diese Tabelle zeigt die CT-Werte und ,,Fold-Changes* des 5.
Probanden fur 18S, POU2AF1 und WNTS3.

Anhang Tabelle 8: Diese Tabelle zeigt die CT-Werte und ,,Fold-Changes* des 6.
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Probanden fir 18S, POU2AF1 und WNTS3.

Anhang Tabelle 9: Diese Tabelle zeigt die P-Werte der jeweiligen
Zellpopulationen in den jeweiligen Abbildungen.

Anhang Abb. 1: Die Abbildung zeigt den Mittelwert der ,,Fold-Changes* fur
WNT3, welche relativ zu den unbestrahlten Proben (Referenzwert 1) berechnet
wurden. Bei Zellpopulationen mancher Donoren waren die Werte nicht plausibel,

weshalb man fiir diese keine Balkendiagramme vorfindet.

Anhang Abb. 2: Die Abbildung zeigt den Mittelwert der ,,Fold-Changes* fir
POU2AF1, welche relativ zu den unbestrahlten Proben (Referenzwert 1) berechnet
wurden. Bei Zellpopulationen mancher Donoren waren die Werte nicht plausibel,
weshalb man fur diese keine Balkendiagramme vorfindet.

Anhang Abb. 3: Die Abbildung zeigt den Mittelwert der ,,Fold-Changes* fir
FDXR, welche relativ zu den unbestrahlten Proben (Referenzwert 1) berechnet

wurden.

Anhang Abb. 4: Die Abbildung zeigt den Mittelwert der ,,Fold-Changes* fir
DDB2, welche relativ zu den unbestrahlten Proben (Referenzwert 1) berechnet

wurden.

Anhang Abb. 5: Die Mittelwerte der normalisierten CT-Werte von WNT3 wurden
fuir 0 und 4 Gy fir die Zellpopulationen und Vollblut dargestellt. Bei
Zellpopulationen mancher Donoren waren die Werte nicht plausibel, weshalb man

fiir diese keine Balkendiagramme vorfindet.

Anhang Abb. 6: Die Mittelwerte der normalisierten CT-Werte von POU2AF1
wurden fir 0 und 4 Gy fir die Zellpopulationen und Vollblut dargestellt. Bei
Zellpopulationen mancher Donoren waren die Werte nicht plausibel, weshalb man
fur diese keine Balkendiagramme vorfindet.

Anhang Abb. 7: Die Mittelwerte der normalisierten CT-Werte von FDXR wurden
fir 0 und 4 Gy fir die Zellpopulationen und Vollblut dargestellit.
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Anhang Abb. 8: Die Mittelwerte der normalisierten CT-Werte von DDB2 wurden 64
fiir 0 und 4 Gy fur die Zellpopulationen und Vollblut dargestellt.
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9 Anhang
Proben Blutbestandteil RIN-Werte |Bestrahlung |Proben Blutbestandteil |Bestrahlung |RIN-Werte
1.1 B 9,10 0 Gy 4.1 B 0 Gy 9,40
1.2 NK 9,20 0 Gy 4.2 NK 0 Gy 9,20
1.3 T 10,00 0 Gy 4.3 T 0 Gy 10,00
1.4 G 8,00 0 Gy 4.4 G 0 Gy 9,00
1.5 B 8,40 4 Gy 4.5 B 4 Gy 7,80
1.6 NK 9,00 4 Gy 4.6 NK 4 Gy 9,20
1.7 T 10,00 4 Gy 4.7 T 4 Gy 10,00
1.8 G 7,20 4 Gy 4.8 G 4 Gy 7,50
1.9 WB 8,50 0 Gy 4.9 WB 0 Gy 9,80
1.10 WB 9,70 4Gy 4.10 WB 4Gy 9,60
2.1 B 9,30 0 Gy 5.1 B 0 Gy 8,70
2.2 NK 9,60 0 Gy 5.2 NK 0 Gy 9,30
2.3 T 10,00 0 Gy 5.3 T 0 Gy 10,00
2.4 G 7,20 0 Gy 5.4 G 0 Gy 7,80
2.5 B 8,80 4 Gy 5.5 B 4 Gy 8,60
2.6 NK 9,40 4 Gy 5.6 NK 4 Gy 9,40
2.7 T 9,80 4 Gy 5.7 T 4 Gy 10,00
2.8 G 7,50 4 Gy 5.8 G 4 Gy 7,90
2.9 WB 7,90 0 Gy 5.9 WB 0 Gy 10,00
2.10 WB 8,20 4Gy 5.10 WB 4Gy 9,00
3.1 B 9,00 0 Gy 6.1 B 0 Gy 9,30
3.2 NK 9,00 0 Gy 6.2 NK 0 Gy 7,80
3.3 T 10,00 0 Gy 6.3 T 0 Gy 10,00
3.4 G 7,40 0 Gy 6.4 G 0 Gy 7,70
3.5 B 8,80 4 Gy 6.5 B 4 Gy 8,30
3.6 NK 7,30 4 Gy 6.6 NK 4 Gy 8,80
3.7 T 9,00 4 Gy 6.7 T 4 Gy 9,60
3.8 G 7,20 4 Gy 6.8 G 4 Gy 6,90
3.9 WB 8,50 0 Gy 6.9 WB 0 Gy 9,40
3.10 WB 9,90 4Gy 6.10 WB 4Gy 8,40

Anhang Tabelle 1: Diese Tabelle zeigt die RIN-Werte der einzelnen Proben.
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Probennummer|Probenart|Dosis in Gy |RNA-Menge in ng/ul[RNA-G ge in ug/60pl Eluat
1.9 Vollblut 0 33,7 2,02
1.10 Vollblut 0 58,53 3,51
2.9 Vollblut 0 177,36 10,64
2.10 Vollblut 0 61,6 3,70
3.9 Vollblut 0 102,9 6,17
3.10 Vollblut 0 23,5 1,41
4.9 Vollblut 4 53,1 3,19
4.10 Vollblut 4 30,47 1,83
5.9 Vollblut 4 74,22 4,45
5.10 Vollblut 4 23,5 1,41
6.9 Vollblut 4 46,1 2,77
6.10 Vollblut 4 50,2 3,01
1.1 B-Zellen 0 9,67 0,58
2.1 B-Zellen 0 14,58 0,87
3.1 B-Zellen 0 8,26 0,50
4.1 B-Zellen 0 6,3 0,38
5.1 B-Zellen 0 15,6 0,94
6.1 B-Zellen 0 9,3 0,56
1.5 B-Zellen 4 6,55 0,39
2.5 B-Zellen 4 9,42 0,57
3.5 B-Zellen 4 8,9 0,53
4.5 B-Zellen 4 3,9 0,23
5.5 B-Zellen 4 7,5 0,45/
6.5 B-Zellen 4 6,2 0,37
1.2 NK-Zellen 0 8,27 0,50
2.2 NK-Zellen 0 6,42 0,39
3.2 NK-Zellen 0 13,38 0,80
4.2 NK-Zellen 0 12,3 0,74
5.2 NK-Zellen 0 8,5 0,51
6.2 NK-Zellen 0 14,5 0,87
1.6 NK-Zellen 4 13,15 0,79
2.6 NK-Zellen 4 7,57 0,45
3.6 NK-Zellen 4 7,4 0,44
4.6 NK-Zellen 4 5,7 0,34
5.6 NK-Zellen 4 3,6 0,22
6.6 NK-Zellen 4 7,6 0,46
1.3 T-Zellen 0 114,68 6,88
2.3 T-Zellen 0 85,21 5,11
3.3 T-Zellen 0 96 5,76
4.3 T-Zellen 0 110,6 6,64
5.3 T-Zellen 0 97,8 5,87
6.3 T-Zellen 0 64,2 3,85
1.7 T-Zellen 4 151,27 9,08
2.7 T-Zellen 4 79,61 4,78
3.7 T-Zellen 4 29 1,74
4.7 T-Zellen 4 104,1 6,25
5.7 T-Zellen 4 115,5 6,93
6.7 T-Zellen 4 59,1 3,55
1.4 G-Zellen 0 7,16/ 0,43
2.4 G-Zellen 0 5,83 0,35
3.4 G-Zellen 0 15,62 0,94
4.4 G-Zellen 0 21,5 1,29
5.4 G-Zellen 0 10,1 0,61
6.4 G-Zellen 0 4 0,24
1.8 G-Zellen 4 20,38 1,22
2.8 G-Zellen 4 2,8 0,17
3.8 G-Zellen 4 8,26, 0,50)
4.8 G-Zellen 4 14,9 0,89
5.8 G-Zellen 4 12,6 0,76
6.8 G-Zellen 4 15,5 0,93

Anhang Tabelle 2: Diese Tabelle zeigt die RNA-Menge der einzelnen Proben.
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Offnung| Probe | Probenname [Dosis (Gy)| Detektorname | Ct ittelwert CT-Wertdnorm. CTMittelwert norm. CT-Wertd AA CT (log. sc.)| AA CT(lin sc.) | FC
1 1.1 B 0 18S 19,43 19,49
2 1.1 B 0 18S 19,56
3 1.2 NK 0 18S 19,58 19,58
4 1.2 NK 0 18S 19,58
5} 1.3 T 0 18S 18,17 18,10
6 1.3 T 0 18S 18,03
7 1.4 G 0 18S 18,60 18,61
8 1.4 G 0 18S 18,62
9 15 B 4 18S 20,55 20,51
10 1.5 B 4 18S 20,46
11 1.6 NK 4 18S 19,12 19,14
12 1.6 NK 4 18S 19,17
13 1.7 T 4 18S 18,88 18,69
14 1.7 T 4 18S 18,49
15 1.8 G 4 18S 18,37 18,38
16 1.8 G 4 18S 18,39
17 1.9 Vollblut 0 18S 18,83 18,76
18 1.9 Vollblut 0 18S 18,68
19 1.10 Vollblut 4 18S 20,69 20,64
20 1.10 Vollblut 4 18S 20,58
21 1.4 G 0 WNT3 36,88 38,44 18,28 19,83 -1,55 2,93 1,00
22 1.4 G 0 WNT3 40,00 21,38 1,55 0,34
23 1.8 G 4 WNT3 40,00 40,00 21,63 21,62 1,81 0,29 0,29
24 1.8 G 4 WNT3 40,00 21,61 1,78 0,29
25 1.9 Vollblut 0 WNT3 34,51 34,63 15,68 15,87 -0,19 1,14 1,00
26 1.9 Vollblut 0 WNT3 34,75 16,06 0,19 0,87
27 1.10 Vollblut 4 WNT3 37,73 37,37 17,04 16,73 1,17 0,44 0,55
28 1.10 Vollblut 4 WNT3 37,00 16,42 0,55 0,68
29 1.1 B 0 FDXR 27,56 27,54 8,06 8,05 0,02 0,99 1,00
30 1.1 B 0 FDXR 27,53 8,03 -0,02 1,01
31 1.2 NK 0 FDXR 25,80 25,82 6,22 6,24 -0,02 1,01 1,00
32 1.2 NK 0 FDXR 25,83 6,25 0,02 0,99
33 1.3 T 0 FDXR 26,99 26,94 8,89 8,84 0,05 0,97 1,00
34 1.3 T 0 FDXR 26,89 8,80 -0,05 1,03
35 1.4 G 0 FDXR 28,88 28,88 10,27 10,27 0,00 1,00 1,00
36 1.4 G 0 FDXR 28,88 10,27 0,00 1,00
37 15 B 4 FDXR 24,46 24,46 3,96 3,96 -4,09 17,05 17,05
38 15 B 4 FDXR 24,46 3,96 -4,09 17,05
39 1.6 NK 4 FDXR 21,80 21,80 2,66 2,66 -3,57 11,91 11,93
40 1.6 NK 4 FDXR 21,80 2,66 -3,58 11,94
41 1.7 T 4 FDXR 22,56 22,58 3,87 3,89 -4,98 31,49 30,91
42 1.7 T 4 FDXR 22,61 3,92 -4,92 30,33
43 18 G 4 FDXR 27,66 27,70 9,28 9,32 -0,99 1,99 1,93
44 1.8 G 4 FDXR 27,74 9,36 -0,91 1,88
45 1.9 Vollblut 0 FDXR 26,64 26,63 7,88 7,87 0,01 0,99 1,00
46 1.9 Vollblut 0 FDXR 26,62 7,87 -0,01 1,01
47 1.10 Vollblut 4 FDXR 25,22 25,26 4,58 4,62 -3,29 9,80 9,52
48 1.10 Vollblut 4 FDXR 25,30 4,67 -3,21 9,24
49 11 B 0 DDB2 26,28 26,27 6,79 6,78 0,01 0,99 1,00
50 1.1 B 0 DDB2 26,27 6,77 -0,01 1,01
51 1.2 NK 0 DDB2 24,77 24,73 5,19 5,15 0,03 0,98 1,00
52 1.2 NK 0 DDB2 24,70 512 -0,03 1,02
53 1.3 T 0 DDB2 25,17 25,16 7,07 7,07 0,01 1,00 1,00
54 1.3 T 0 DDB2 25,16 7,06 -0,01 1,00
55 1.4 G 0 DDB2 29,67 29,67 11,06 11,06 0,00 1,00 1,00
56 1.4 G 0 DDB2 29,68 11,06 0,00 1,00
57 1.5 B 4 DDB2 25,99 26,00 5,48 5,50 -1,30 2,46 2,43
58 15 B 4 DDB2 26,02 5,52 -1,26 2,40
59 1.2 NK 4 DDB2 21,94 21,93 2,79 2,79 -2,36 5,13 514
60 1.2 NK 4 DDB2 21,93 2,79 -2,36 5,14
61 1.7 T 4 DDB2 22,36 22,38 3,67 3,70 -3,40 10,52 10,33
62 1.7 T 4 DDB2 22,41 3,72 -3,34 10,15
63 18 G 4 DDB2 27,98 27,88 9,60 9,50 -1,46 2,76 2,96
64 1.8 G 4 DDB2 27,78 9,40 -1,67 3,17
65 1.9 Vollblut 0 DDB2 25,31 25,33 6,55 6,57 -0,02 1,01 1,00
66 1.9 Vollblut 0 DDB2 25,35 6,59 0,02 0,99
67 1.10 Vollblut 4 DDB2 25,29 25,34 4,66 4,71 -1,91 3,76 3,64
68 1.10 Vollblut 4 DDB2 25,39 4,76 -1,81 3,51
69 1.1 B 0 POU2AF1 22,49 22,52 3,00 3,03 -0,03 1,02 1,00
70 1.1 B 0 POU2AF1 22,55 3,06 0,03 0,98
71 1.2 NK 0 POU2AF1 32,80 32,95 13,22 13,37 -0,15 1,11 1,00
72 1.2 NK 0 POU2AF1 33,11 13,53 0,15 0,90
73 1.3 T 0 POU2AF1 29,73 29,79 11,63 11,69 -0,06 1,04 1,00
74 1.3 T 0 POU2AF1 29,85 11,75 0,06 0,96
75 14 G 0 POU2AF1 30,07 29,86 11,45 11,25 0,21 0,87 1,00
76 1.4 G 0 POU2AF1 29,65 11,04 -0,21 1,15
7 1.5 B 4 POU2AF1 24,80 24,77 4,30 4,26 1,27 0,42 0,42
78 1.5 B 4 POU2AF1 24,74 4,23 1,21 0,43
79 1.2 NK 4 POU2AF1 35,23 35,06 16,09 15,92 2,72 0,15 0,17
80 1.2 NK 4 POU2AF1 34,89 15,74 2,37 0,19
81 1.7 T 4 POU2AF1 30,38 30,31 11,69 11,62 0,00 1,00 1,05
82 1.7 T 4 POU2AF1 30,24 11,55 -0,14 1,10
83 1.8 G 4 POU2AF1 32,52 33,24 14,14 14,86 2,89 0,13 0,08
84 1.8 G 4 POU2AF1 33,97 15,59 4,35 0,05
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85 iLg Vollblut 0 POU2AF1 34,35 34,38 15,59 15,62 -0,03 1,02 1,00
86 1.9 Vollblut 0 POU2AF1 34,41 15,65 0,03 0,98

87 1.10 Vollblut 4 POU2AF1 40,00 39,83 19,36 19,20 3,74 0,07 0,08
88 1.10 Vollblut 4 POU2AF1 39,67 19,03 341 0,09

1 11 B 0 18S 19,29 19,25

2 11 B 0 18S 19,21

3 15 B 4 18S 20,27 20,30

4 15 B 4 18S 20,33

5 1.1 B 0 WNT3 29,12 29,13 9,87 9,87 0,00 1,00 1,00
6 11 B 0 WNT3 29,13 9,88 0,00 1,00

7 15 B 4 WNT3 31,58 31,90 11,28 11,60 141 0,38 0,30
8 15 B 4 WNT3 32,22 11,92 2,05 0,24

9 1.3 T 0 18S 19,60 19,63

10 1.3 T 0 18S 19,66

11 17 T 4 18S 19,58 19,57

12 17 T 4 18S 19,55

13 13 T 0 WNT3 35,51 34,57 15,91 14,94 0,97 0,51 1,00
14 13 T 0 WNT3 33,62 13,96 -0,97 1,96

15 17 T 4 WNT3 35,88 35,38 16,30 15,82 1,37 0,39 0,54
16 17 T 4 WNT3 34,89 15,33 0,40 0,76

17 1.2 NK 0 18S 19,31 19,24

18 12 NK 0 18S 19,18

19 16 NK 4 18S 18,47 18,48

20 16 NK 4 18S 18,48

21 1.2 NK 0 WNT3 32,00 32,33 12,76 13,09 -0,32 1,25 1,00
22 1.2 NK 0 WNT3 32,65 13,41 0,32 0,80

23 16 NK 4 WNT3 32,16 31,74 13,68 13,27 0,60 0,66 0,88
24 16 NK 4 WNT3 31,33 12,85 -0,24 1,18

Anhang Tabelle 3: Diese Tabelle zeigt die CT-Werte und ,,Fold-Changes* des 1. Probanden fiir 18S, FDXR,
DDB2, POU2AF1 und WNT3.

Offnung | Probe| Probenname |Dosis (Gy) |Detektorname| Ct |Mittelwert CT-Werte|norm. CT [Mittelwert norm. CT-Werte| AA CT (log. sc.) [AA CT(lin sc.)| FC
1 2.1 B 0 18S 20,65 20,67
2 2.1 B 0 185 20,70
3 2.5 B 4 18S 20,59 20,64
4 2.5 B 4 18S 20,68
5 21 B 0 WNT3 29,89 29,92 9,21 9,25 -0,04 1,03 1,00
6 2.1 B 0 WNT3 29,96 9,29 0,04 0,97
7 2.5 B 4 WNT3 32,32 32,37 11,69 11,74 2,44 0,18 0,18
8 25 B 4 WNT3 32,42 11,79 2,54 0,17
9 22 NK 0 185 19,75 19,78
10 2.2 NK 0 18S 19,82
11 2.6 NK 4 185 20,13 20,12
12 2.6 NK 4 18S 20,12
13 2.2 NK 0 WNT3 32,26 32,35 12,48 12,56 -0,09 1,06 1,00
14 2.2 NK 0 WNT3 32,43 12,65 0,09 0,94
15 2.6 NK 4 WNT3 33,45 33,73 13,33 13,61 0,76 0,59 0,49
16 2.6 NK 4 WNT3 34,01 13,88 1,32 0,40
17 2.3 T 0 185 19,40 19,37
18 2.3 T 0 18S 19,35
19 2.7 T 4 18S 19,61 19,66
20 2.7 T 4 185 19,71
21 2.3 T 0 WNT3 33,50 33,61 14,10 14,24 -0,13 1,10 1,00
22 2.3 T 0 WNT3 33,72 14,37 0,13 0,91
23 2.7 T 4 WNT3 35,32 35,13 15,71 15,48 1,47 0,36 0,42
24 2.7 T 4 WNT3 34,95 15,24 1,01 0,50
25 2.10 Vollblut 4 18S 19,94 19,87
26 2.10 Vollblut 4 185 19,80
27 2.9 Vollblut 0 18S 20,05 20,06
28 2.9 Vollblut 0 18S 20,07
29 2.10 Vollblut 4 WNT3 35,33 36,06 15,40 16,19 1,48 0,36 0,21
30 2.10 Vollblut 4 WNT3 36,79 16,99 3,07 0,12
31 2.9 Vollblut 0 WNT3 33,87 33,98 13,81 13,91 -0,10 1,07 1,00
32 2.9 Vollblut 0 WNT3 34,09 14,02 0,10 0,93
33 29 Vollblut 0 185 19,98 19,92
34 2.9 Vollblut 0 18S 19,85
85 2.10 Vollblut 4 185 20,45 20,49
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36 | 210 Vollblut 4 185 20,53
37 2.9 Vollblut 0 POU2AFL | 2576 25,78 5,84 5,87 0,03 1,02 1,00
38 2.9 Vollblut 0 POU2AF1 | 25,81 5,90 0,03 0,98
39 [ 210 vollblut 4 POU2AF1 | 27,53 27,52 7,04 7,03 1,17 0,44 0,45
40 [ 210  vollblut 4 POU2AFL | 27,52 7,02 1,16 0,45
2 2.3 T 0 185 19,36 19,38
42 2.3 T 0 185 19,40
43 2.7 T 4 185 19,65 19,64
44 2.7 T 4 185 19,64
45 2.3 T 0 POU2AFL | 28,40 28,40 9,02 9,01 0,00 1,00 1,00
46 2.3 T 0 POU2AF1 | 28,39 9,01 0,00 1,00
47 2.7 T 4 POU2AF1 | 28,87 28,80 9,22 9,16 0,21 0,86 0,90
48 2.7 T 4 POU2AF1 | 28,73 9,09 0,08 0,95
49 2.1 B 0 185 20,65 20,67
50 2.1 B 0 185 20,70
51 2.5 B 4 185 20,59 20,64
52 25 B 4 185 20,68
53 2.1 B 0 POU2AF1 | 22,05 22,09 1,38 1,42 0,04 1,03 1,00
54 2.1 B 0 POU2AFL | 22,12 1,45 0,04 0,98
55 25 B 4 POU2AF1 | 2349 23,50 2,85 2,86 1,43 0,37 0,37
56 25 B 4 POU2AF1 | 2351 2,87 1,46 0,36
57 2.2 NK 0 185 19,75 19,78
58 2.2 NK 0 185 19,82
59 2.6 NK 4 185 20,13 20,12
60 2.6 NK 4 185 20,12
61 22 NK 0 POU2AF1 | 32,53 32,26 12,75 12,48 0,26 0,83 1,00
62 2.2 NK 0 POU2AF1 | 32,00 12,22 0,26 1,20
63 2.6 NK 4 POU2AF1 | 3352 33,60 13,40 13,48 0,92 0,53 0,50
64 2.6 NK 4 POU2AF1 | 33,68 13,55 1,07 0,48

1 2.1 B 0 185 20,16 20,20

2 2.1 B 0 185 20,23

3 2.2 NK 0 185 19,77 19,74

4 2.2 NK 0 185 19,71

5 2.3 T 0 185 19,38 19,30

6 2.3 T 0 185 19,21

7 2.4 G 0 185 20,59 20,58

3 2.4 G 0 185 20,58

9 2.5 B 4 185 20,61 20,58

10 25 B 4 185 20,55

11 2.6 NK 4 185 20,12 20,05

12 2.6 NK 4 185 19,98

13 2.7 T 4 185 17,53 17,51

14 2.7 T 4 185 17,49

15 2.8 G 4 185 24,00 24,15

16 2.8 G 4 185 24,30

17 2.9 Vollblut 0 185 19,62 19,71

18 2.9 Vollblut 0 185 19,81

19 | 220  vollblut 4 185 17,32 17,29

20 | 210 vollblut 4 185 17,25

21 2.4 G 0 WNT 40,00 40,00 19,41 19,42 0,00 1,00 1,00
22 2.4 G 0 WNT 40,00 19,42 0,00 1,00

23 2.8 G 4 WNT 40,00 40,00 16,00 15,85 3,42 10,67 11,84
24 2.8 G 4 WNT 40,00 15,70 3,72 13,14

25 2.4 G 0 PO 40,00 40,00 19,41 19,42 0,00 1,00 1,00
26 2.4 G 0 PO 40,00 19,42 0,00 1,00

27 2.8 G 4 PO 40,00 40,00 16,00 15,85 3,42 10,67 11,84
28 2.8 G 4 PO 40,00 15,70 3,72 13,14

29 2.1 B 0 FDX 28,84 28,91 8,65 8,71 0,06 1,05 1,00
30 2.1 B 0 FDX 28,97 8,77 0,06 0,96

31 2.2 NK 0 FDX 28,27 28,28 8,53 8,54 0,01 1,01 1,00
32 2.2 NK 0 FDX 28,29 8,55 0,01 0,99

33 2.3 T 0 FDX 28,47 28,44 9,17 9,14 0,03 0,98 1,00
34 23 T 0 FDX 28,41 9,11 0,03 1,02

35 2.4 G 0 FDX 31,00 31,08 10,42 10,50 0,08 1,06 1,00
36 2.4 G 0 FDX 31,16 10,58 0,08 0,95

37 2.5 B 4 FDX 24,97 24,96 4,38 4,37 -4,33 20,06 20,19
38 2.5 B 4 FDX 24,95 437 -4,34 20,32

39 2.6 NK 4 FDX 24,18 24,19 4,14 4,14 4,41 21,20 21,15
40 2.6 NK 4 FDX 24,19 4,14 -4,40 21,10
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2 2.7 T 4 FDX 21,87 21,84 4,35 433 -4,79 27,66 28,13
42 2.7 T 4 FDX 21,82 4,31 -4,84 28,60
43 2.8 G 4 FDX 32,55 32,95 8,40 8,80 2,09 4,26 3,24
44 2.8 G 4 FDX 33,35 9,20 -1,30 2,46
45 2.9 Vollblut 0 FDX 28,91 28,85 9,20 9,14 0,06 0,96 1,00
46 2.9 Vollblut 0 FDX 28,78 9,07 0,06 1,05
47 | 210  Vollblut 4 FDX 22,75 22,74 5,46 5,45 3,68 12,78 12,83
48 [ 210  vollblut 4 FDX 22,74 5,45 3,69 12,38
49 2.1 B 0 DDB 26,16 26,15 5,96 5,96 0,01 1,00 1,00
50 2.1 B 0 DDB 26,15 5,95 0,01 1,00
51 2.2 NK 0 DDB 25,51 25,52 5,77 5,78 0,01 1,01 1,00
52 2.2 NK 0 DDB 25,53 5,79 0,01 0,99
53 2.3 T 0 DDB 25,25 25,33 5,96 6,03 -0,08 1,05 1,00
54 23 T 0 DDB 25,41 6,11 0,08 0,95
55 2.4 G 0 DDB 31,55 31,61 10,96 11,02 -0,06 1,04 1,00
56 2.4 G 0 DDB 31,67 11,08 0,06 0,96
57 2.5 B 4 DDB 24,54 24,57 3,96 3,99 -1,99 3,99 3,02
58 25 B 4 DDB 24,59 4,01 1,94 3,85
59 2.6 NK 4 DDB 23,31 23,32 3,27 3,27 2,52 5,72 5,71
60 2.6 NK 4 DDB 23,32 3,27 2,51 5,71
61 2.7 T 4 DDB 22,56 22,56 5,05 5,04 0,98 1,98 1,99
62 2.7 T 4 DDB 22,55 5,03 -1,00 2,00
63 2.8 G 4 DDB 33,43 33,34 9,28 9,19 -1,74 3,35 3,56
64 2.8 G 4 DDB 33,26 9,11 1,92 3,78
65 2.9 Vollblut 0 DDB 26,40 26,43 6,69 6,72 0,03 1,02 1,00
66 2.9 Vollblut 0 DDB 26,46 6,75 0,03 0,98
67 | 2.10| Vollblut 4 DDB 22,93 22,97 5,64 5,68 -1,08 2,11 2,05
68 | 2.10| Vollblut 4 DDB 23,01 5,72 -1,00 2,00

Anhang Tabelle 4: Diese Tabelle zeigt die CT-Werte und ,,Fold-Changes* des 2. Probanden fiir 18S, POU2AF1
und WNT3.

Offnung Probe [Probenname|Dosis (Gy)|Detektorname| Ct Mittelwert CT-Wertg norm. CT Mittelwert norm. CT-Wert{ AA CT (log. sc.) [AA CT(lin sc.)] FC
1 3.1 B 0 18S 18,56 18,70
2 3.1 B 0 18S 18,84
3 3.2 NK 0 18S 19,56 19,64
4 3.2 NK 0 18S 19,71
5 3.3 T 0 18S 18,57 18,55
6 3.3 T 0 18S 18,53
7 3.4 G 0 18S 19,21 19,20
8 3.4 G 0 18S 19,18
9 3.5 B 4 18S 19,89 19,86
10 3.5 B 4 18S 19,84
11 3.6 NK 4 18S 18,51 18,50
12 3.6 NK 4 18S 18,50
13 3.7 T 4 18S 19,44 19,50
14 3.7 T 4 18S 19,57
15 3.8 G 4 18S 19,01 18,95
16 3.8 G 4 18S 18,89
17 3.9 Vollblut 0 18S 21,40 21,52
18 3.9 Vollblut 0 18S 21,63
19 3.10 Vollblut 4 18S 17,72 17,70
20 3.10 Vollblut 4 18S 17,67
21 3.4 G 0 WNT3 40,00 40,00 20,79 20,80 -0,01 1,01 1,00
22 3.4 G 0 WNT3 40,00 20,82 0,01 0,99
23 3.8 G 4 WNT3 40,00 40,00 20,99 21,05 0,18 0,88 0,84
24 3.8 G 4 WNT3 40,00 21,11 0,31 0,81
25 3.1 B 0 FDXR 26,50 26,48 7,80 7,78 0,02 0,99 1,00
26 3.1 B 0 FDXR 26,46 7,76 -0,02 1,01
27 3.2 NK 4 FDXR 26,72 26,71 7,09 7,07 0,02 0,99 1,00
28 3.2 NK 4 FDXR 26,69 7,05 -0,02 1,01
29 3.3 T 0 FDXR 26,80 26,79 8,26 8,24 0,01 0,99 1,00
30 3.3 T 0 FDXR 26,77 8,23 -0,01 1,01
31 34 G 0 FDXR 29,09 29,00 9,89 9,80 0,09 0,94 1,00
32 3.4 G 0 FDXR 28,91 9,71 -0,09 1,07
33 3.5 B 4 FDXR 23,13 23,12 3,26 3,26 -4,51 22,85 22,98
34 3.5 B 4 FDXR 23,11 3,25 -4,53 23,10
35 3.6 NK 4 FDXR 21,11 21,13 2,61 2,62 -4,46 22,07 21,79
36 3.6 NK 4 FDXR 21,15 2,64 -4,43 21,51
37 3.7 T 4 FDXR 22,88 22,83 3,37 3,32 -4,87 29,21 30,19
38 3.7 T 4 FDXR 22,78 3,28 -4,96 31,21
39 3.8 G 4 FDXR 27,37 27,39 842 8,44 -1,38 2,60 2,57
40 3.8 G 4 FDXR 27,41 8,46 -1,34 2,54

49



41 38 Vollblut 0 FDXR 29,27 29129 7,75 7,77 -0,03 1,02 1,00
42 3.9 Vollblut 0 FDXR 29,32 7,80 0,03 0,98

43 3.10 Vollblut 4 FDXR 22,36 22,35 4,66 4,66 -3,11 8,64 8,68
44 3.10 Vollblut 4 FDXR 22,35 4,65 -3,12 8,72

45 3.1 B 0 DDB2 25,46 25,52 6,76 6,81 -0,06 1,04 1,00
46 3.1 B 0 DDB2 25,57 6,87 0,06 0,96

47 3.2 NK 0 DDB2 24,09 24,00 4,45 4,36 0,09 0,94 1,00
48 3.2 NK 0 DDB2 23,91 4,27 -0,09 1,06

49 3.3 T 0 DDB2 24,79 24,76 6,24 6,21 0,02 0,98 1,00
50 3.3 T 0 DDB2 24,74 6,19 -0,02 1,02

51 3.4 G 0 DDB2 30,43 30,31 11,23 11,11 0,12 0,92 1,00
52 3.4 G 0 DDB2 30,20 11,00 -0,12 1,08

53 35 B 4 DDB2 24,24 24,27 4,38 4,41 -2,44 541 5,30
54 35 B 4 DDB2 24,30 4,44 -2,38 5,20

55 3.6 NK 4 DDB2 21,55 21,56 3,05 3,06 -1,31 2,48 2,46
56 3.6 NK 4 DDB2 21,57 3,07 -1,29 2,45

57 3.7 T 4 DDB2 22,61 22,61 3,11 3,10 -3,11 8,63 8,65
58 3.7 T 4 DDB2 22,60 3,10 -3,12 8,68

59 3.8 G 4 DDB2 27,63 27,65 8,68 8,70 -2,43 5,40 5,32
60 3.8 G 4 DDB2 27,67 8,72 -2,39 5,24

61 3.9 Vollblut 0 DDB2 28,22 28,22 6,70 6,70 0,00 1,00 1,00
62 3.9 Vollblut 0 DDB2 28,22 6,70 0,00 1,00

63 3.10 Vollblut 4 DDB2 22,59 22,60 4,90 4,91 -1,80 3,49 3,47
64 3.10 Vollblut 4 DDB2 22,61 4,91 -1,79 3,45

1 3.9 Vollblut 0 18S 19,12 19,04

2 3.9 Vollblut 0 18S 18,97

3 3.10 Vollblut 4 18S 20,68 20,64

4 3.10 Vollblut 4 18S 20,64

6 3.9 Vollblut 0 WNT3 32,51 32,59 13,47 13,55 -0,08 1,06 1,00
7 3.9 Vollblut 0 WNT3 32,67 13,63 0,08 0,95

8 3.10 Vollblut 4 WNT3 36,86 36,80 16,22 16,16 2,67 0,16 0,16
9 3.10 Vollblut 4 WNT3 36,73 16,09 2,54 0,17

10 3.3 T 0 18S 19,71 19,71

11 3.3 T 0 18S 19,70

12 3.7 T 4 18S 19,94 19,96

13 3.7 T 4 18S 19,98

14 3.3 T 0 WNT3 33,65 33,89 13,94 14,18 -0,25 1,19 1,00
15 3.3 T 0 WNT3 34,13 14,43 0,25 0,84

16 3.7 T 4 WNT3 33,98 35,05 14,04 15,09 -0,14 1,10 0,53
17 3.7 T 4 WNT3 36,13 16,15 1,97 0,26

18 3.1 B 0 18S 18,25 18,24

19 31 B 0 18S 18,23

20 35 B 4 18S 19,63 19,66

21 35 B 4 18S 19,68

22 3.1 B 0 WNT3 28,19 28,21 9,95 9,97 -0,01 1,01 1,00
23 3.1 B 0 WNT3 28,22 9,98 0,01 0,99

24 3.5 B 4 WNT3 33,10 32,38 13,45 12,72 3,48 0,09 0,15
25 3.5 B 4 WNT3 31,66 12,00 2,03 0,24

26 3.2 NK 0 18S 19,37 19,37

27 3.2 NK 0 18S 19,37

28 3.6 NK 4 18S 18,27 18,25

29 3.6 NK 4 18S 18,24

30 3.2 NK 0 WNT3 32,97 32,98 13,60 13,61 -0,01 1,01 1,00
31 3.2 NK 0 WNT3 32,99 13,62 0,01 0,99

32 3.6 NK 4 WNT3 32,86 33,52 14,61 15,27 1,00 0,50 0,32
33 3.6 NK 4 WNT3 34,18 15,93 2,32 0,20

34 3.9 Vollblut 0 18S 19,12 19,04

35 3.9 Vollblut 0 18S 18,97

36 3.10 Vollblut 4 18S 20,68 20,64

37 3.10 Vollblut 4 18S 20,64

38 3.9 Vollblut 0 POU2AF1 25,32 25,31 6,28 6,27 0,01 0,99 1,00
39 3.9 Vollblut 0 POU2AF1 25,30 6,26 -0,01 1,01

40 3.10 Vollblut 4 POU2AF1 28,33 28,32 7,69 7,69 1,42 0,37 0,37
41 3.10 Vollblut 4 POU2AF1 28,32 7,68 1,41 0,38

42 3.3 T 0 18S 19,66 19,63

43 3.3 T 0 18S 19,61

44 3.7 T 4 18S 19,83 19,79

45 3.7 T 4 18S 19,75

46 3.3 T 0 POU2AF1 27,97 27,89 8,33 8,25 0,08 0,95 1,00
47 3.3 T 0 POU2AF1 27,81 8,17 -0,08 1,06

48 3.7 T 4 POU2AF1 27,51 27,49 7,71 7,70 -0,54 1,45 1,46
49 3.7 T 4 POU2AF1 27,48 7,69 -0,56 147

50 31 B 0 18S 18,25 18,24

51 3.1 B 0 18S 18,23

52 35 B 4 18S 19,63 19,66

53 35 B 4 18S 19,68

54 3.1 B 0 POU2AF1 20,35 20,41 2,11 2,17 -0,07 1,05 1,00
55 3.1 B 0 POU2AF1 20,48 2,24 0,07 0,96

56 3.5 B 4 POU2AF1 22,68 22,74 3,02 3,08 0,85 0,55 0,53
57 3.5 B 4 POU2AF1 22,80 3,15 0,98 0,51

58 3.2 NK 0 18S 19,37 19,37

) 3.2 NK 0 18S 19,37

60 3.6 NK 4 18S 18,27 18,25

50




61 3.6 NK 4 18S 18,24

62 3.2 NK 0 POU2AF1 32,62 32,73 13,25 13,36 -0,11 1,08 1,00
63 3.2 NK 0 POU2AF1 32,83 13,46 0,11 0,93

64 3.6 NK 4 POU2AF1 32,58 32,30 14,32 14,05 0,97 0,51 0,62
65 3.6 NK 4 POU2AF1 32,02 13,77 0,41 0,75

66 3.4 G 0 18S 18,89 18,88

67 34 G 0 18S 18,87

68 3.8 G 4 18S 18,37 18,40

69 3.8 G 4 18S 18,43

70 3.4 G 0 POU2AF1 31,20 31,15 12,32 12,27 0,06 0,96 1,00
71 3.4 G 0 POU2AF1 31,09 12,21 -0,06 1,04

72 3.8 G 4 POU2AF1 32,32 32,47 13,92 14,07 1,66 0,32 0,29
73 3.8 G 4 POU2AF1 32,63 14,23 1,96 0,26

Anhang Tabelle 5: Diese Tabelle zeigt die CT-Werte und ,,Fold-Changes* des 3. Probanden fiir 18S, POU2AF1
und WNT3.

Offnung|Probe| Probenname |Dosis (Gy)|Detektorname| Ct Mittelwert CT-Wertgnorm. CT}fittelwert norm. CT-Wert{ AA CT (log. sc.) |AA CT(lin sc.)| FC
1 4.1 B 0 18S 19,46 19,45
2 4.1 B 0 18S 19,43
3 4.2 NK 0 18S 18,54 18,50
4 4.2 NK 0 18S 18,46
) 4.3 T 0 18S 18,62 18,61
6 4.3 T 0 18S 18,60
7 4.4 G 0 18S 19,40 19,37
8 4.4 G 0 18S 19,34
9 4.5 B 4 18S 21,13 21,09
10 4.5 B 4 18S 21,06
11 4.6 NK 4 18S 19,28 19,25
12 4.6 NK 4 18S 19,21
13 4.7 T 4 18S 18,28 18,23
14 4.7 T 4 18S 18,17
15 4.8 G 4 18S 18,50 18,49
16 4.8 G 4 18S 18,48
17 4.9 Vollblut 0 18S 19,66 19,63
18 4.9 Vollblut 0 18S 19,59
19 4.10 Vollblut 4 18S 19,13 19,18
20 4.10 Vollblut 4 18S 19,24
21 4.1 B 0 WNT3 29,45 29,43 9,99 9,98 0,01 1,00 1,00
22 4.1 B 0 WNT3 29,41 9,98 -0,01 1,00
23 4.4 G 0 WNT3 40,00 38,48 20,60 19,11 1,49 0,36 1,00
24 4.4 G 0 WNT3 36,95 17,62 -1,49 2,81
25 4.5 B 4 WNT3 32,32 32,46 11,19 11,37 1,21 0,43 0,38
26 4.5 B 4 WNT3 32,61 11,55 1,57 0,34
27 4.8 G 4 WNT3 40,00 40,00 21,50 21,51 2,40 0,19 0,19
28 4.8 G 4 WNT3 40,00 21,52 2,41 0,19
29 4.1 B 0 POU2AF1 |22,19 22,18 2,73 2,74 0,00 1,00 1,00
30 4.1 B 0 POU2AF1 (22,17 2,74 0,00 1,00
31 4.3 T 0 POU2AF1 |29,56 29,58 10,94 10,97 -0,03 1,02 1,00
32 4.3 T 0 POU2AF1 |29,60 11,00 0,03 0,98
33 4.5 B 4 POU2AF1 |25,11 25,05 3,97 3,95 1,24 0,42 0,43
34 4.5 B 4 POU2AF1 |24,99 3,93 1,20 0,44
35 4.7 T 4 POU2AF1 |29,59 29,45 11,31 11,22 0,33 0,79 0,84
36 4.7 T 4 POU2AF1 [29,31 11,14 0,16 0,89
37 4.1 B 0 FDXR 26,92 26,88 7,48 7,43 0,05 0,97 1,00
38 4.1 B 0 FDXR 26,83 7,38 -0,05 1,03
39 4.2 NK 0 FDXR 24,40 24,35 5,90 5,85 0,05 0,97 1,00
40 4.2 NK 0 FDXR 24,30 5,81 -0,05 1,03
41 4.3 T 0 FDXR 27,29 27,31 8,68 8,70 -0,02 1,02 1,00
42 4.3 T 0 FDXR 27,33 8,72 0,02 0,98
43 4.4 G 0 FDXR 28,05 28,04 8,68 8,67 0,01 1,00 1,00
44 4.4 G 0 FDXR 28,04 8,67 -0,01 1,00
45 4.5 B 4 FDXR 24,26 24,24 3,17 3,15 -4,26 19,18 19,44
46 4.5 B 4 FDXR 24,23 3,13 -4,30 19,70
47 4.6 NK 4 FDXR 21,65 21,66 2,40 2,41 -3,45 10,93 10,84
48 4.6 NK 4 FDXR 21,67 2,43 -3,43 10,75
49 4.7 T 4 FDXR 21,79 21,83 3,56 3,60 -5,14 35,26 34,36
50 4.7 T 4 FDXR 21,86 3,64 -5,07 33,48
51 4.8 G 4 FDXR 25,41 25,41 6,92 6,93 -1,75 3,37 3,36
52 4.8 G 4 FDXR 25,42 6,93 -1,74 3,35
53 4.9 Vollblut 0 FDXR 27,08 27,08 7,45 7,45 0,00 1,00 1,00
54 4.9 Vollblut 0 FDXR 27,08 7,45 0,00 1,00
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55 | 4.10 Vollblut 4 FDXR __ [23,00 23,04 3,82 3,86 -3,64 12,43 12,10
56 | 4.10 Vollolut 4 FDXR __ [23,08 3,90 -3,56 11,78

57 4.1 B 0 DDB2 | 25,68 25,68 6,23 6,24 0,01 1,00 1,00
58 4.1 B 0 DDB2 25,69 6,24 0,01 1,00

59 42 NK 0 DDB2 _ [2353 23,53 5,04 5,03 0,01 1,00 1,00
60 42 NK 0 DDB2 23,52 5,03 -0,01 1,00

61 43 T 0 DDB2 _ [25,38 25,36 6,77 6,75 0,02 0,99 1,00
62 4.3 T 0 DDB2 25,34 6,73 -0,02 1,01

63 4.4 G 0 DDB2 | 30,24 30,36 10,88 10,99 0,12 1,09 1,00
64 4.4 G 0 DDB2  [30,48 11,11 0,12 0,92

65 45 B 4 DDB2 | 25,69 25,71 4,59 4,62 -1,64 3,12 3,07
66 45 B 4 DDB2 25,73 4,64 -1,60 3,02

67 46 NK 4 DDB2  [22,46 22,48 3,21 3,23 -1,82 3,53 3,49
68 4.6 NK 4 DDB2 22,49 3,25 -1,79 3,45

69 47 T 4 DDB2 _ [22,09 22,05 3,86 3,82 2,88 7,38 7,59
70 4.7 T 4 DDB2 22,01 3,79 -2,96 7,80

71 438 G 4 DDB2 | 26,42 26,46 7,93 7,97 -3,07 8,38 8,12
72 438 G 4 DDB2 26,51 8,02 -2,98 7,87

73 4.9 Vollblut 0 DDB2 [ 26,00 25,93 6,37 6,30 0,07 0,95 1,00
74 4.9 Vollolut 0 DDB2 25,86 6,23 -0,07 1,05

75 | 4.10 Vollolut 4 DDB2 _ |22,84 22,85 3,66 3,67 2,64 6,25 6,20
76 | 4.10 Vollolut 4 DDB2 22,87 3,68 2,62 6,15

1 4.4 G 0 185 20,10 20,09

2 4.4 G 0 185 20,07

3 4.8 G 4 185 19,42 19,42

4 438 G 4 18S 19,43

5 4.4 G 0 WNT3 _ [40,00 38,50 19,91 18,41 1,50 0,35 1,00
6 4.4 G 0 WNT3__ [37,00 16,91 -1,50 2,83

7 438 G 4 WNT3 __ [40,00 40,00 20,58 20,58 2,17 0,22 0,22
8 4.8 G 4 WNT3 _ [40,00 20,58 2,17 0,22

9 43 T 0 185 19,55 19,59

10 43 T 0 18S 19,63

11 4.7 T 4 18S 19,68 19,66

12 47 T 4 18S 19,64

13 43 T 0 WNT3 _ [33,32 33,02 13,78 13,44 0,34 0,79 1,00
14 4.3 T 0 WNT3 _ [32,73 13,10 -0,34 1,26

15 4.7 T 4 WNT3  [3341 33,75 13,74 14,09 0,30 0,81 0,63
16 4.7 T 4 WNT3 __ [34,09 14,45 1,01 0,49

17 4.2 NK 0 18S 17,80 17,82

18 42 NK 0 18S 17,84

19 46 NK 4 18S 19,17 19,21

20 4.6 NK 4 18S 19,26

21 4.2 NK 0 WNT3  [28,77 28,77 10,95 10,95 0,00 1,00 1,00
22 4.2 NK 0 WNT3 __ [28,77 10,94 0,00 1,00

23 4.6 NK 4 WNT3 _ [30,50 30,50 11,29 11,29 0,35 0,79 0,79
24 46 NK 4 WNT3__ [30,50 11,29 0,34 0,79

25 4.9 Vollolut 0 185 20,52 20,53

26 4.9 Vollblut 0 185 20,53

27 | 410 Vollblut 4 185 19,72 19,73

28 | 4.10 Vollolut 4 18S 19,75

29 4.9 Vollolut 0 POU2AF1 | 26,63 26,59 6,10 6,06 0,04 0,98 1,00
30 4.9 Vollolut 0 POU2AF1 | 26,55 6,03 0,04 1,02

31 | 4.10 Vollolut 4 POU2AF1 27,78 27,79 8,05 8,06 1,98 0,25 0,25
32 | 410 Vollblut 4 POU2AF1 27,80 8,07 2,00 0,25

33 4.2 NK 0 185 17,80 17,82

34 4.2 NK 0 18S 17,84

35 4.6 NK 4 185 19,17 19,21

36 46 NK 4 18S 19,26

37 42 NK 0 POU2AF1 31,63 31,58 13,81 13,75 0,05 0,96 1,00
38 4.2 NK 0 POU2AF1 31,52 13,70 -0,05 1,04

39 4.6 NK 4 POU2AF1 32,60 32,67 13,39 13,46 -0,36 1,29 1,23
40 4.6 NK 4 POU2AF1 32,73 13,52 0,23 1,17

41 4.4 G 0 18S 20,10 20,09

42 4.4 G 0 18S 20,07

43 438 G 4 185 19,42 19,42

44 4.8 G 4 185 19,43

45 4.4 G 0 POU2AF1 32,26 32,43 12,17 12,35 -0,17 1,13 1,00
46 4.4 G 0 POU2AF1 32,61 12,52 0,17 0,89

47 4.8 G 4 POU2AF1 33,57 33,53 14,15 14,10 1,80 0,29 0,30
48 438 G 4 POU2AF1 |33,48 14,06 1,71 0,31

Anhang Tabelle 6: Diese Tabelle zeigt die CT-Werte und ,,Fold-Changes* des 4. Probanden fir 18S, POU2AF1
und WNTS3.
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Offnung [ Probe | Probenname | Dosis (Gy)|Detektorname| Ct _|Mittelwert CT-Werte norm. CT |Mittelwert norm. CT-Werte|AA CT (log. sc.)| AA CT(lin sc.) | FC
1 5.1 B 0 18S 18,39 18,49
2 5.1 B 0 18S 18,60
8 5.2 NK 0 18S 19,72 19,73
4 5.2 NK 0 18S 19,74
5 £.3 T 0 18S 17,90 17,86
6 5.3 T 0 18S 17,82
7 5.4 G 0 18S 18,38 18,42
8 5.4 G 0 18S 18,46
9 5.5 B 4 18S 18,74 18,77
10 5.5 B 4 18S 18,80
1 5.6 NK 4 18S 19,44 19,40
12 5.6 NK 4 18S 19,36
13 5.7 T 4 18S 17,98 17,90
14 5.7 T 4 18S 17,82
15 5.8 G 4 18s 17,89 17,91
16 5.8 G 4 18S 17,93
17 519) Vollblut 0 18S 17,66 17,62
18 5.9 Vollblut 0 18S 17,59
19 5.10 Vollblut 4 18S 22,18 22,09
20 5.10 Vollblut 4 18S 21,99
21 5.2 NK 0 WNT3 31,94 31,95 12,22 12,22 0,00 1,00 1,00
22 5.2 NK 0 WNT3 31,96 12,22 0,00 1,00
73 5.4 G 0 WNT3 40,00 40,00 21,62 21,58 0,04 0,98 1,00
24 5.4 G 0 WNT3 40,00 21,54 -0,04 1,03
25 5.6 NK 4 WNT3 33,35 33,10 13,90 13,70 1,68 0,31 0,36
26 5.6 NK 4 WNT3 32,86 13,50 1,27 0,41
27 5.8 G 4 WNT3 36,95 38,47 19,06 20,56 -2,53 5,76 2,03
28 5.8 G 4 WNT3 40,00 22,07 0,48 0,71
29 5.2 NK 0 POU2AF1 | 30,69 30,68 10,97 10,96 0,01 0,99 1,00
30 5.2 NK 0 POU2AF1 | 30,68 10,94 -0,01 1,01
31 5.4 G 0 POU2AF1 | 31,34 31,22 12,96 12,80 0,16 0,89 1,00
32 5.4 G 0 POU2AF1 | 31,09 12,64 -0,16 1,12
33 5.6 NK 4 POU2AF1 | 32,45 32,51 13,01 13,10 2,05 0,24 0,23
34 5.6 NK 4 POU2AF1 32,57 13,20 2,25 0,21
35 5.8 G 4 POU2AF1 | 32,86 32,75 14,97 14,83 2,17 0,22 0,24
36 5.8 G 4 POU2AF1 | 32,63 14,70 1,90 0,27
37 5.1 B 0 FDXR 26,90 26,88 8,41 8,39 0,02 0,99 1,00
38 5.1 B 0 FDXR 26,86 8,37 -0,02 1,01
39 5.2 NK 0 FDXR 25,58 25,54 5,85 5,81 0,04 0,97 1,00
40 5.2 NK 0 FDXR 25,50 5,77 -0,04 1,03
41 53 T 0 FDXR 26,87 26,82 9,01 8,96 0,05 0,97 1,00
42 5.3 T 0 FDXR 26,77 8,91 -0,05 1,03
43 5.4 G 0 FDXR 26,86 26,89 8,44 8,47 -0,04 1,03 1,00
44 5.4 G 0 FDXR 26,93 8,51 0,04 0,97
45 5.5 B 4 FDXR 22,20 22,20 3,43 3,43 -4,96 31,13 31,03
46 5.5 B 4 FDXR 22,21 3,44 -4,95 30,93
47 5.6 NK 4 FDXR 22,53 22,55 3,13 3,15 -2,69 6,43 6,33
48 5.6 NK 4 FDXR 22,58 3,17 -2,64 6,24
49 5.7 T 4 FDXR 22,33 22,33 4,43 4,43 -4,52 23,02 23,06
50 5.7 T 4 FDXR 22,33 4,43 -4,53 23,10
51 5.8 G 4 FDXR 25,56 25,67 7,65 7,75 -0,82 1,77 1,65
52 5.8 G 4 FDXR 25,77 7,86 -0,62 1,53
53 5.9 Vollblut 0 FDXR 26,38 26,33 8,75 8,71 0,04 0,97 1,00
54 5.9 Vollblut 0 FDXR 26,29 8,66 -0,04 1,03
55 5.10 Vollblut 4 FDXR 25,33 25,33 3,24 3,24 -5,46 44,17 44,17
56 5.10 Vollblut 4 FDXR 25,33 3,24 -5,46 44,17
57 5.1 B 0 DDB2 25,34 25,37 6,85 6,88 -0,04 1,03 1,00
58 5.1 B 0 DDB2 25,41 6,92 0,04 0,98
59 5.2 NK 0 DDB2 24,42 24,45 4,69 4,72 -0,03 1,02 1,00
60 5.2 NK 0 DDB2 24,47 4,74 0,03 0,98
61 5.3 T 0 DDB2 24,73 24,82 6,87 6,97 -0,09 1,07 1,00
62 5.3 T 0 DDB2 24,92 7,06 0,09 0,94
63 5.4 G 0 DDB2 29,52 29,48 11,10 11,06 0,04 0,97 1,00
64 5.4 G 0 DDB2 29,44 11,03 -0,04 1,03
65 5.5 B 4 DDB2 23,23 23,22 4,47 4,45 -2,42 5,34 5,40
66 5.5 B 4 DDB2 23,20 4,43 -2,45 5,47
67 5.6 NK 4 DDB2 22,80 22,80 3,39 3,40 -1,32 2,50 2,49
68 5.6 NK 4 DDB2 22,81 3,41 -1,31 2,48
69 5.7 T 4 DDB2 22,18 22,16 4,28 4,26 -2,69 6,43 6,51
70 5.7 T 4 DDB2 22,14 4,24 -2,72 6,59
71 5.8 G 4 DDB2 27,47 27,46 9,56 9,55 -1,51 2,84 2,86
72 5.8 G 4 DDB2 27,46 9,54 -1,52 2,87
73 5.9 Vollblut 0 DDB2 25,09 25,09 7,47 7,47 0,00 1,00 1,00
74 5.9 Vollblut 0 DDB2 25,10 7,47 0,00 1,00
75 5.10 Vollblut 4 DDB2 25,45 25,45 3,36 3,37 -4,11 17,24 17,17
76 5.10 Vollblut 4 DDB2 25,46 3,37 -4,10 17,10
1 5.3 T 0 18S 19,13 19,12
2 5.3 T 0 18S 19,11
3 5.7 T 4 18S 18,99 18,94
4 5.7 T 4 18S 18,89
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5 5.9 Vollblut 0 18S 19,87 19,80

6 5.9 Vollblut 0 18S 19,74

7 5.10 | Volblut 4 18S 21,95 21,96

8 510 |  Volblut 4 18S 21,97

9 5.3 T 0 WNT3 32,52 32,45 13,40 13,33 0,07 0,95 1,00
10 5.3 T 0 WNT3 32,38 13,26 -0,07 1,05

11 5.7 T 4 WNT3 33,27 33,59 14,33 14,65 1,00 0,50 0,40
12 5.7 T 4 WNT3 33,91 14,97 1,64 0,32

13 5.9 Vollblut 0 WNT3 31,81 31,97 12,00 12,17 -0,16 1,12 1,00
14 5.9 Vollblut 0 WNT3 32,14 12,33 0,16 0,89

15 | 510 [ Volblut 4 WNT3 35,08 35,37 13,12 13,41 0,95 0,52 0,42
16 | 510 Volblut 4 WNT3 35,66 13,70 1,53 0,35

17 5.1 B 0 185 18,43 18,40

18 5.1 B 0 185 18,38

19 5.5 B 4 185 18,28 18,31

20 5.5 B 4 185 18,35

21 5.1 B 0 WNT3 27,44 27,53 9,04 9,13 -0,08 1,06 1,00
22 5.1 B 0 WNT3 27,61 9,21 0,08 0,94

23 5.5 B 4 WNT3 29,62 29,56 11,31 11,25 2,18 0,22 0,23
24 55 B 4 WNT3 29,51 11,19 2,07 0,24

25 5.3 T 0 18S 19,13 19,12

26 5.3 T 0 18S 19,11

27 5.7 T 4 18S 18,99 18,94

28 5.7 T 4 18S 18,89

29 5.9 Vollblut 0 185 19,87 19,80

30 5.9 Vollblut 0 18S 19,74

31 | 510 Volblut 4 185 21,95 21,96

32 [ 510 Volblut 4 185 21,97

33 5.3 T 0 POU2AF1 | 28,17 28,19 9,05 9,07 -0,03 1,02 1,00
34 5.3 T 0 POU2AF1 | 28,22 9,10 0,03 0,98

35 5.7 T 4 POU2AF1 | 28,44 28,42 9,50 9,48 0,43 0,74 0,75
36 5.7 T 4 POU2AF1 | 28,41 9,47 0,40 0,76

37 5.9 Vollblut 0 POU2AFL [ 24,91 24,90 5,11 5,10 0,01 1,00 1,00
38 5.9 Vollblut 0 POU2AF1 | 24,90 5,09 -0,01 1,00

39 [ 510 Volblut 4 POU2AF1 | 28,77 28,75 6,81 6,79 1,71 0,31 0,31
40 [ 510 Volblut 4 POU2AF1 [ 28,72 6,77 1,66 0,32

41 5.1 B 0 18S 18,43 18,40

42 5.1 B 0 185 18,38

43 5.5 B 4 18S 18,28 18,31

44 55 B 4 18S 18,35

45 5.1 B 0 POU2AF1 | 21,03 21,05 2,63 2,65 -0,02 1,01 1,00
46 5.1 B 0 POU2AF1 | 21,07 2,67 0,02 0,99

47 5.5 B 4 POU2AF1 | 22,34 22,28 4,02 3,96 1,37 0,39 0,40
48 5.5 B 4 POU2AF1 | 22,22 3,91 1,26 0,42

Anhang Tabelle 7: Diese Tabelle zeigt die CT-Werte und ,,Fold-Changes des 5. Probanden flir 18S, POU2AF1
und WNTS3.

Offnung | Probe|Probenname|Dosis (Gy)| Detektorname | Ct ittelwert CT-Wertg norm. CT _ |Mittelwert norm. CT-Werte| AA CT (log. sc.) [AA CT(linsc.)| FC
1 6.1 B 0 18S 18,71 18,68
2 6.1 B 0 18S 18,65
3 6.2 NK 0 18s 18,53 18,47
4 6.2 NK 0 188 18,40
5 6.3 T 0 18s 17,89 17,91
6 6.3 T 0 18S 17,93
7 6.4 G 0 18s 18,85 18,85
8 6.4 G 0 18S 18,85
9 6.5 B 4 18 19,01 19,03
10 6.5 B 4 18S 19,06
11 6.6 NK 4 18s 19,03 19,04
12 6.6 NK 4 18 19,05
13 6.7 T 4 18S 17,86 17,70
14 6.7 T 4 18S 17,54
15 6.8 G 4 18S 17,97 17,96
16 6.8 G 4 188 17,96
17 6.9 Vollblut 0 18S 19,31 19,28
18 6.9 Vollblut 0 18S 19,26
19 6.10 Vollblut 4 18S 18,61 18,53
20 6.10 Vollblut 4 18S 18,45
21 6.4 G 0 WNT3 35,85 36,37 17,00 17,52 -0,52 143 1,00
22 6.4 G 0 WNT3 36,89 18,04 0,52 0,70
23 6.8 G 4 WNT3 36,81 36,54 18,84 18,58 1,32 0,40 0,48
24 6.8 G 4 WNT3 36,27 18,31 0,80 0,58
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25 6.4 G 0 POU2AFL | 38,82 38,47 19,97 19,62 0,35 0,79 1,00
26 6.4 G 0 POU2AFL | 38,13 19,28 -0,35 1,27

27 6.8 G 4 POU2AFL | 39,75 39,87 21,78 21,01 2,16 0,22 0,20
28 6.8 G 4 POU2AFL | 40,00 22,04 2,42 0,19

29 6.4 G 0 FDXR 27,84 27,81 8,99 8,96 0,03 0,98 1,00
30 6.4 G 0 FDXR 27,78 8,92 -0,03 1,02

31 6.8 G 4 FDXR 25,80 25,79 7,84 7,83 1,11 2,16 2,19
32 6.8 G 4 FDXR 25,77 7,81 1,15 2,22

33 6.1 B 0 DDB2 25,39 25,38 6,71 6,70 0,01 0,99 1,00
34 6.1 B 0 DDB2 25,37 6,69 -0,01 1,01

35 6.2 NK 0 DDB2 23,77 23,80 5,30 5,33 -0,03 1,02 1,00
36 6.2 NK 0 DDB2 23,83 5,37 0,03 0,98

37 6.3 T 0 DDB2 2522 2519 7,31 7,27 0,03 0,98 1,00
38 6.3 T 0 DDB2 25,15 7,24 -0,03 1,02

39 6.4 © 0 DDB2 29,79 29,73 10,93 10,88 0,06 0,96 1,00
40 6.4 G 0 DDB2 29,67 10,82 -0,06 1,04

a1 6.5 B 4 DDB2 24,07 23,95 5,04 4,92 -1,67 3,17 3,44
42 6.5 B 4 DDB2 23,83 4,80 -1,90 3,73

43 6.6 NK 4 DDB2 22,50 22,49 3,45 3,44 -1,88 3,68 3,71
44 6.6 NK 4 DDB2 22,48 3,43 -1,90 3,73

45 6.7 T 4 DDB2 21,87 21,88 4,16 4,18 -3,11 8,63 8,55
46 6.7 T 4 DDB2 21,90 4,19 -3,08 8,47

47 6.8 G 4 DDB2 26,67 26,62 8,71 8,66 2,17 4,50 4,64
48 6.8 G 4 DDB2 26,58 8,62 -2,26 4,78

49 6.9 | Volblut 0 DDB2 25,72 25,74 6,43 6,46 -0,03 1,02 1,00
50 6.9 | Volblut 0 DDB2 25,77 6,48 0,03 0,98

51| 6.10 | Volblut 4 DDB2 22,50 22,53 3,97 4,00 -2,49 5,61 5,50
52 | 6.10 | Volblut 4 DDB2 22,56 4,03 2,43 5,39

1 6.10 | Volblut 4 185 19,73 19,72

2 6.10 | Volblut 4 18S 19,71

3 6.9 | Volblut 0 18S 20,88 20,81

4 6.9 | Volblut 0 18S 20,74

5 6.10 | Volblut 4 WNT3 34,58 34,49 14,85 14,76 2,92 0,13 0,14
6 6.10 | Volblut 4 WNT3 34,39 14,68 2,75 0,15

7 6.9 | Volblut 0 WNT3 32,75 32,74 11,87 11,93 -0,06 1,04 1,00
8 6.9 | Volblut 0 WNT3 32,73 11,99 0,06 0,96

9 6.3 T 0 18S 19,32 19,31

10 6.3 T 0 18S 19,29

11 6.7 T 4 18S 19,24 19,18

12 6.7 T 4 18S 19,11

13 6.3 T 0 WNT3 34,28 34,15 14,97 14,85 0,12 0,92 1,00
14 6.3 T 0 WNT3 34,02 14,72 -0,12 1,09

15 6.7 T 4 WNT3 33,74 34,01 14,56 14,84 -0,29 1,22 1,01
16 6.7 T 4 WNT3 34,29 1511 0,27 0,83

17 6.1 B 0 18S 18,68 18,62

18 6.1 B 0 18S 18,55

19 6.5 B 4 18S 19,21 19,21

20 6.5 B 4 18S 19,21

21 6.1 B 0 WNT3 28,58 28,58 9,96 9,96 0,00 1,00 1,00
22 6.1 B 0 WNT3 28,58 9,96 0,00 1,00

23 6.5 B 4 WNT3 30,49 30,61 11,28 11,40 1,32 0,40 0,37
24 6.5 B 4 WNT3 30,73 11,52 1,56 0,34

25 6.2 NK 0 18S 18,16 18,16

26 6.2 NK 0 18S 18,15

27 6.6 NK 4 18S 18,60 18,60

28 6.6 NK 4 18S 18,60

29 6.2 NK 0 WNT3 29,09 29,28 10,94 11,13 -0,19 1,14 1,00
30 6.2 NK 0 WNT3 29,47 11,32 0,19 0,88

31 6.6 NK 4 WNT3 31,19 31,26 12,58 12,66 1,46 0,36 0,35
32 6.6 NK 4 WNT3 31,34 12,73 1,61 0,33

33 6.9 | Volblut 0 18S 20,81 20,86

34 6.9 | Volblut 0 18S 20,90

35 | 6.10 | Volblut 4 18S 20,01 19,89

36| 6.10 | Volblut 4 18S 19,77

37 6.3 T 0 18S 19,40 19,39

38 6.3 T 0 18S 19,38

39 6.7 T 4 18S 19,27 19,26

40 6.7 T 4 18S 19,26

41 6.9 | Volblut 0 POU2AFL | 2595 25,97 5,0 5,12 -0,02 1,02 1,00
42 6.9 | Volblut 0 POU2AFL | 26,00 5,14 0,02 0,98

43 | 610 Volblut 4 POU2AF1 | 26,92 26,93 7,03 7,04 1,01 0,27 0,26
44 | 610 [ Volblut 4 POU2AF1 | 26,94 7,05 1,93 0,26

45 6.3 T 0 POU2AFL | 28,86 28,97 9,47 9,58 -0,10 1,08 1,00
46 6.3 T 0 POU2AFL | 29,07 9,68 0,10 0,93

47 6.7 T 4 POU2AF1 | 29,58 29,48 10,32 10,21 0,74 0,60 0,64
48 6.7 T 4 POU2AFL | 29,37 10,10 0,53 0,69

49 6.1 B 0 18S 18,68 18,62

50 6.1 B 0 18S 18,55
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51 6.5 B 4 18S 19,21 19,21

52 6.5 B 4 18S 19,21

53 6.1 B 0 POU2AF1 20,86 20,84 2,24 2,22 0,02 0,99 1,00
54 6.1 B 0 POU2AF1 20,82 2,20 -0,02 1,01

55 6.5 B 4 POU2AF1 22,16 22,09 2,94 2,88 0,72 0,61 0,63
56 6.5 B 4 POU2AF1 22,03 2,82 0,60 0,66

57 6.2 NK 0 18S 18,16 18,16

58 6.2 NK 0 18S 18,15

59 6.6 NK 4 18S 18,60 18,60

60 6.6 NK 4 18s 18,60

61 6.2 NK 0 POU2AF1 31,55 31,60 13,40 13,44 -0,04 1,03 1,00
62 6.2 NK 0 POU2AF1 31,64 13,48 0,04 0,97

63 6.6 NK 4 POU2AF1 32,52 32,55 13,92 13,95 0,48 0,72 0,70
64 6.6 NK 4 POU2AF1 32,58 13,98 0,54 0,69

Anhang Tabelle 8: Diese Tabelle zeigt die CT-Werte und ,,Fold-Changes* des 6. Probanden fiir 18S, POU2AF1
und WNT3.

Grafik 7
FDXR P-Wert POU2AF1 P-Wert
B-Zellen P=0,001 B-Zellen P =0,028
NK-Zellen P =0,041 NK-Zellen P =0,666
T-Zellen P =<0,001 T-Zellen P=0,021
Granulozyten|P = <0,001 Granulozyten|P = 0,374
DDB2 P-Wert WNT3 P-Wert
B-Zellen P=0,697 B-Zellen P =0,059
NK-Zellen P=0,094 NK-Zellen P=0,780
T-Zellen P=0,057 T-Zellen P=0,107
Granulozyten|P = 0,065 Granulozyten|/
Grafik 1 P-Wert Grafik 5 P-Wert
B-Zellen P=0,541 B-Zellen P =0,004
NK-Zellen P=0,475 NK-Zellen P=0,699
T-Zellen P =1,000 T-Zellen P=0,180
Granulozyten|(P = 0,930 Granulozyten|P = 0,131
Grafik 4 P-Wert
B-Zellen P =0,062
NK-Zellen P=0,126
T-Zellen P=0,802
Granulozyten|P = 0,656

Anhang Tabelle 9: Diese Tabelle zeigt die P-Werte der jeweiligen Zellpopulationen in den jeweiligen
Abbildungen.
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Anhang Abb. 1: Die Abbildung zeigt den Mittelwert der ,,Fold-Changes* fir WNT3, welche relativ zu den unbestrahlten Proben (Referenzwert 1) berechnet wurden. Bei
Zellpopulationen mancher Donoren waren die Werte nicht plausibel, weshalb man fur diese keine Balkendiagramme vorfindet.
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Anhang Abb. 2: Die Abbildung zeigt den Mittelwert der ,,Fold-Changes* fir POU2AF1, welche relativ zu den unbestrahlten Proben (Referenzwert 1) berechnet wurden. Bei

Zellpopulationen mancher Donoren waren die Werte nicht plausibel, weshalb man fur diese keine Balkendiagramme vorfindet.
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Anhang Abb. 3: Die Abbildung zeigt den Mittelwert der ,,Fold-Changes* fiir FDXR, welche relativ zu den unbestrahlten Proben (Referenzwert 1) berechnet wurden.
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Anhang Abb. 4: Die Abbilung zeigt den Mittelwert der ,,Fold-Changes* flir DDB2, welche relativ zu den unbestrahlten Proben (Referenzwert 1) berechnet wurden.
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Anhang Abb. 5: Die Mittelwerte der normalisierten CT-Werte von WNT3 wurden fur 0 und 4 Gy fir die Zellpopulationen und Vollblut dargestellt. Bei Zellpopulationen

mancher Donoren waren die Werte nicht plausibel, weshalb man fiir diese keine Balkendiagramme vorfindet.
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Anhang Abb. 6: Die Mittelwerte der normalisierten CT-Werte von POU2AF1 wurden fiir 0 und 4 Gy fir die Zellpopulationen und Vollblut dargestellt. Bei Zellpopulationen

mancher Donoren waren die Werte nicht plausibel, weshalb man fiir diese keine Balkendiagramme vorfindet.
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Anhang Abb. 7: Die Mittelwerte der normalisierten CT-Werte von FDXR wurden fir 0 und 4 Gy fir die Zellpopulationen und Vollblut dargestellt.

63



12 | Donor2 06y _[Donor3 _[Donor 4
I 4 Gy

§ Il

12 [ Donors _[Donoré _[Donor 7

DDB2 nromalisierte CT-Werte

[=7]
|
1
|

S
|
1
|

TTTT

Vollblut B-Zellen NK-Zellen T-Zellen Granulozyten Vollblut B-Zellen NK-Zellen T-Zellen Granulozyten Vollblut B-Zellen NK-Zellen T-Zellen Granulozyten
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