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Zusammenfassung

Fragestellung:

In einigen Arbeiten wurde die Verdnderung von Albumin unter erhdhtem oxidativem Stress
festgestellt. Es zeigte sich, dass sich die reduzierte Form des Albumins (HMA) zu Gunsten
der oxidierten Formen (HNA1 und HNA2) verringert hatte.

Ionisierende Strahlung, die in der Krebstherapie eingesetzt wird, erzeugt oxidativen Stress
im malignen und ungewollt im gesunden Gewebe. Es stellt sich die Frage: Hat dieser durch
Strahlung ausgeldste oxidative Stress eine Verdnderung des Albumins, des hdufigsten
Plasmaeiweilles, zur Folge? In dieser Arbeit soll geklidrt werden, ob in vitro bestrahlte
Albumin-Proben unterschiedlichster Art einer Verdnderung ihres Redox-Zustandes unter

ionisierender und UV-Strahlung unterworfen sind.

Methode:

Albumin-Losungen, Plasma und Vollblut wurden mit verschiedenen Strahlungsdosen
zwischen 1 Gray und 100 Gray bestrahlt. Die Strahlung wurde mittels eines
Linearbeschleunigers appliziert und die Verdnderung des Albumins mittels
Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC) vermessen. Die Daten wurden mit der
Software PeakFit quantitativ ausgewertet. In weiterer Folge wurde der Einfluss von UV-
Strahlung auf Albuminproben (Sigma-Aldrich), HNA1 und HMA ebenfalls auf
Verdnderungen des Redox-Zustandes untersucht. Der Ausschluss einer Aggregatbildung

wurde mit einem Partikel-Analyser durchgefiihrt.

Ergebnis:

Die Versuche mit ionisierender Strahlung konnten die Annahme, der oxidative Stress wiirde
in vitro eine Verdnderung der Albuminfraktionen zu Gunsten der oxidierten Formen
verschieben, nicht bestdtigen. Eine konzentrationsunabhédngige oxidative Verdnderung
konnte nicht festgestellt werden. Anderungen der Zusammensetzung der Proben sind eher
auf Schwankungsbreite der Analytik bzw. des Handlings der Proben zuriickzufiihren.

In den Versuchen mit UV-Strahlung zeigte sich eine Oxidation des Albumins. Jedoch konnte
die Art der Verdanderung durch die Messung mit der HPLC nicht festgestellt werden. Fiir die
Differenzierung der Verdnderungen miissten weitere Tests durchgefiihrt werden. In
Anwesenheit von Ascorbinsdure konnte die Oxidation stark verlangsamt und sogar

weitgehend gestoppt werden.
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Es konnte jedoch ausgeschlossen werden, dass eine Aggregatbildung fiir die Ergebnisse

verantwortlich war.
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Abstract

Background

Ionizing radiation, which is used in the treatment of cancer, produces reactive oxygen
species. These so-called ROS cause the intended damage in cancer cells. Unfortunately,
damages occur in healthy tissue too.

Albumin, the most abundant plasma protein, has a free thiol-group at Cys-34 and this free
thiol-group is available for redox-reactions. Does the ionizing radiation cause any damage
or change to that group?

Furthermore, albumin was irradiated with UV-radiation to compare if there were any
damages when a radiation with less energy is used. If there are any changes, ascorbic acid

was used to show its ability to prevent or slow down the process.

Methods:

Albumin samples in plasma-solutions, whole blood samples and albumin samples (HNA1
and Grifols-albumin) were irradiated with an effective dose of 1 Gy to 100 Gy.

The samples were analysed with high performance liquid chromatography (HPLC) to detect
any change in the redox state of Cys-34.

The albumin samples in the experiments with UV were also measured with HPLC.
Furthermore, a particle analyser (Anton Paar) was used to measure the diameter of the

particles.

Results:

The hypothesis that oxidative stress due to ionizing radiation would cause an increase in the
oxidised forms of albumin could not be confirmed. The irradiated samples showed a small
increase of the oxidised forms, but in comparison to the unirradiated forms there was not a
significant change.

The experiments with UV-radiation showed a clear result: albumin could be harmed with
UV, but there was no increase in the measured albumin fractions. The whole sample could
not be measured with HPLC anymore. The albumin molecule was damaged in a way, so that
it could not be detected with HPLC-analysis anymore. The kind of change could not be
determined by the analysis performed.

Ascorbic acid has the potential to prevent or slow down the damaging process.
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1. Grundlagen Albumin

1.1. Blutplasma

Das Blutplasma besteht aus einer Vielzahl von Stoffen: Wasser, Proteinen und
kleinmolekularen Stoffen (Plasmaelektrolyte), wobei der groBte Teil Plasma aus Wasser
besteht (1).

Die Proteine im Plasma liegen in einer Konzentration von etwa 70g /1 vor. Bei einem
Plasmavolumen von anndhernd 31 (Blutvolumen ohne Hématokrit) ergibt sich eine Menge
von ca. 200g Plasmaproteinen (2).

Mit der Plasmaproteinelektrophorese steht ein simples Verfahren zur Identifikation der
verschiedenen Plasmaproteine zur Verfiigung. Die Elektrophorese beruht auf dem
Wanderungsverhalten von geladenen Teilchen im Gleichspannungsfeld. Je nach Ladung und
Gestalt wandern die Proteine unterschiedlich weit (1). Bei den intensivsten und am weitesten

von der Kathode entfernten Bande im Elektropherogramm handelt es sich um Albumin (2).

1.2 Das Protein Albumin

Das erste Mal in der Geschichte der Medizin wurde das Protein Albumin (vom deutschen
Wort fiir Eiklar: Albumen (3) ) von Hippokrates von Kos erwidhnt. Er beschrieb es als
Ursache des Aufschdumens von Urin. Die Aminosduren-Sequenz wurde erst im Jahr 1975

zeitgleich von Brown und Mitarbeitern (Austin,Texas) und Meloun in Prag erforscht (3).

Albumin, das héufigste Protein im menschlichen Plasma, kommt beim gesunden Menschen
in einer Konzentration von etwa 42g/1 vor. Im gesamten Plasma befinden sich etwa 120g.
Es kommt so gut wie in jedem anderen Gewebe vor (Haut, Muskel, Leber, Liquor...), jedoch
in unterschiedlicher Konzentration (3). Albumin besitzt ein Molekulargewicht von 66470
Da, besteht aus 585 Aminosduren und sein isoelektrischer Punkt befindet sich bei

einem pH von 4,6. Ein weiterer wichtiger Aspekt des Proteins ist seine stark negative Ladung
(bei pH 7,4), die seine Filtration in der Niere weitgehend verhindert (4).

Albumin wird in der Leber synthetisiert und gleich nach seiner Synthese aus den
Hepatozyten abgegeben. Im Gegensatz zu bestimmten Hormonen (z.B. Insulin und
Parathormon) wird dieses frisch gebildete Protein nicht gespeichert. Nach etwa 27 Tagen
wird Albumin abgebaut. Dies geschieht in jedem gréBeren Organ. Hauptabbauorte sind
Leber, Nieren, Muskulatur und Haut. Gleichzeitig geht ein Teil dieses Proteins {iber den
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Harn- beziehungsweise den Verdauungstrakt- verloren. Wie lange Albumin im Kdrper
zirkuliert, hingt von seinem akkumulierten, strukturellen Schaden ab, beziehungsweise
davon, welche Liganden gebunden sind (3).

Albumin bildet ferner durch seine Cystein-Reste den grofiten Pool an freien Thiolgruppen
im Plasma. Diese freiliegenden Thiol-Gruppen sind fiir die antioxidativen Eigenschaften des
Proteins ausschlaggebend. Sie neutralisieren reaktive Spezies oder verhindern ihre Bildung,

in dem sie z.B. freies Kupfer binden (Fenton-Reaktion) (5).

Albumin ist es ein essentieller Bestandteil des Transportsystems:

e Transport von Pharmaka,

o Fettsduren,

e Abbbauprodukte wie beispielsweise Bilirubin

e sowie Metallionen (5).
Zusétzlich leistet Albumin einen wesentlichen Beitrag zum kolloid-osmotischen Druck in
den Gefdllen, da es allein fiir mindestens 70% dieses Drucks verantwortlich ist. Aus diesem
Grund ist Albumin der Hauptakteur in der Verteilung von Fliissigkeit zwischen intra- und

extravasalem Raum (6).

1.3 Struktur und Aufbau:

Das Protein ldsst sich in drei homologe Abschnitte (I, II, IIT) unterteilen, welche je zwei
Subdoménen (A+B) beinhalten. Diese Subdoménen bestehen aus vier und sechs Alpha-
Helices. Obwohl die Subdoméinen durch Disulfidbriicken verbunden sind, sind sie
zueinander flexibel beweglich (7).

Jeder Abschnitt des Proteins besitzt trotz seiner homologen Struktur unterschiedliche
Liganden-Bindungsfahigkeiten (3).

Der strukturelle Aufbau von Albumin &hnelt dem anderer Plasmaproteine. Das
Transportprotein Transthyretin ist vergleichbar aufgebaut.

Durch die Aneinanderreihung gleicher Abschnitte entsteht ein Protein, welches einerseits
durch die Wiederholung gleicher Abschnitte relativ einfach zu synthetisieren ist, andererseits
grof3 genug ist, um nicht von der Niere ausgeschieden zu werden (3).

Albumin ist zudem ein relativ einfaches Protein ohne prosthetische Gruppen (4) oder einen
Kohlehydrat-Rest. Hierbei fehlt die Aminosduren-Sequenz, welche fiir N-Glykolysierung

notwendig wiére. Im Plasma besitzt jedoch etwa 1% des Albumins eine kovalente Bindung
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mit Glucose. Dies kann zu einer Verdnderung der Bindungsfahigkeiten fiir andere Liganden

fiithren (5).

1.4 Albumin Redox-Status

Albumin besitzt 35 Cystein-Reste, wobei 34 davon in intramolekularen Disulfidbriicken
gebunden sind. Cys-34, wobei die Zahl 34 fiir die Position im Protein steht, befindet sich an
der Oberflaiche des Molekiils und ist fiir Redoxreaktionen verfiigbar. Beim gesunden
Menschen tragen etwa 70-80% der Albumin-Molekiile am Cys-34 (Abbildung.1) eine freie
Thiolgruppe (HMA Human-Mercaptalbumin). Weitere 25% bilden Bindungen mit anderen
Thiolen (Cystein, Gluthation oder Homocystein) aus (Human Nonmercaptalbuminl,
HNAT1). Ein kleiner Teil der Cys-34 in Albumin ist hoher zur Sulfon- oder Sulfinsdure
oxidiert (Human Nonmercaptalbumin2, HNA2) (Abbildung.2) (3). HNA2 ist irreversibel
oxidiert (6).

Eine weitere Moglichkeit der Derivatisierung beziiglich Cys-34 ist die Nitrosylierung durch
Stickstoff-Monoxid (6). Einen Uberblick iiber die verschiedenen Oxidationsstufen zeigt

Abbildung 3.

T

Abbildung 1: Tertidrstruktur von Albumin, hervorgehoben das Cys-34, das sich an der Oberfldche des Proteins
befindet (8).
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Abbildung 2:Chromatogramm mit den 3 Albuminfraktionen (HMA, HNA1, HNA?2)
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Abbildung 3: Modifikationen am Cys-34. Hervorgehoben in Rot sind HSA-SH (HMA), RS-SR (HNAI),
HSA-SO3H und HSA-SO2H (HNAZ2). In Blau sind die Schritte fiir die Nitrosylierung von HSA am Cys-34

).
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1.5 Ionisierende Strahlung und ihr Einfluss auf menschliches Gewebe

1.5.1 Grundlagen der Strahlentherapie

Die Radiotherapie ist ein integraler Bestandteil der Tumortherapie. Neben Chirurgie und
Chemotherapie bietet sie Mdoglichkeiten der lokalregiondren Behandlung sowie der
systemischen Behandlung. Bei 50% aller Krebspatientenlnnen wird Bestrahlung zur
kurativen Behandlung eingesetzt, wobei die Heilungsrate bei etwa 40% liegt (9). Jedoch
muss ein moglichst optimales Gleichgewicht zwischen Strahlenwirkung im malignen
Gewebe und Schaden im umliegenden gesunden Gewebe gefunden werden. Dieses
Verhiéltnis wird durch die Radiosensitivitdt des Tumors und die ungewollte Reaktion des
umliegenden Gewebes bestimmt (10). Die unterschiedlichen Qualitdten ionisierender
Strahlung werden anhand ihres Bremsvermodgens unterschieden (Abbildung 4). Dieses
Bremsvermogen wird in der pro Wegstrecke beziehungsweise Eindringungstiefe
abgegebenen Energie gemessen. Ein Ausdruck dafiir ist der lineare Energietransfer (LET).
Dieser beschreibt indirekt die Anzahl von Ionisationen pro Wegstrecke, besonders in Bezug
auf die Wirkung von Strahlung in biologischem Gewebe. Rontgen und Gamma-Strahlung
mit LET Werten zwischen 0.2 und 5 keV/um sind Low-LET Strahlungen. Im Gegensatz
dazu stehen Neutronen-Strahlung und die Bestrahlung mit schwereren Ionen, deren LET
zwischen 50 und 200 keV/ um liegt (high-LET) (9).

Hauptangriffsort der ionisierenden Strahlung ist die DNA. Bei der Bestrahlung des Gewebes
wird die DNA von den Partikeln (Elektron oder Ion) entweder direkt ionisiert oder es
entstehen in der Umgebung des Stranges reaktive Sauerstoff-Spezies (ROS) durch

Ionisierung von Wassermolekiilen. Wichtigste reaktive Spezies dabei ist das Hydroxyl-
Radikal (OH’).Andere reaktive Spezies, wie beispielsweise Superoxid und

Wasserstoffperoxid (02 und H202), sind quantitativ vernachldssigbar. Die durch die
Strahlung gebildeten reaktiven Spezies reagieren mit der DNA. Dies entspricht der
indirekten Wirkung der Strahlung (9). Direkte und indirekte Wirkung an der DNA haben in
unterschiedlichem Verhiltnis Einfluss. Bei high-LET Strahlung dominiert die direkte
Wirkung an der DNA. Bei low-LET Strahlung iiberwiegt indirekte gegeniiber direkter
Wirkung im Verhéltnis von 3:1 (9). Die verursachten Schédden sind:

e Veridnderung der Basen,

e Schidigung der Phosphat-Zucker-Struktur oder

e FEinzel- bzw. Doppelstrangbriiche (11).
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Nur 5% der Schéden sind zu komplex fiir die Reparatur-Enzyme der DNA. Diese Schiden
sind fiir das Auslosen des Zelltodes verantwortlich (9).

Jedoch konnen die entstehenden reaktiven Spezies auch andere Strukturen als DNA
angreifen, wie beispielsweise Lipide in Membranen oder Proteine. Als Beispiel dienen die
Versuche von Cho und Song (2000). Bei diesen Versuchen konnte mit Gammastrahlung und
applizierten Dosen von bis zu 10 kGy eine Abnahme der Alpha-Helix Strukturen und eine
Zunahme der Random-Coils festgestellt werden. Dies bedeutet, dass eine starke
Veridnderung der Proteinstruktur von Albumin stattgefunden hatte. Ebenfalls konnte eine
Spaltung von kovalenten Bindungen und eine Formung von gréf3eren Aggregaten festgestellt

werden (12).

1.6 Wirkungsweise eines Linearbeschleunigers

An der Universititsklinik fiir Strahlentherapie und Radioonkologie Graz werden fiir die
Behandlung von PatientenIlnnen mit Strahlentherapie Linearbeschleuniger eingesetzt.
Vor der Einfithrung des Linearbeschleunigers (Linac) in der Strahlentherapie wurden
verschiedene Methoden zur Erzeugung von Strahlung genutzt:

e Rontgenrohren,

e Betatrons oder Kreisbeschleuniger sowie

e Kobalt-60.
Diese Methoden wurden jedoch mit der Einfiihrung des modernen Linearbeschleunigers

obsolet (13).

1.6.1 Erzeugung der Strahlung im Linearbeschleuniger

Das Konzept des Linearbeschleunigers geht auf Wideroe (1928/30) zuriick (Abbildung 4).
In modernen Linearbeschleunigern werden Elektronen aus einem Injektor in eine
Beschleunigungskomponente (Waveguide) abgegeben. Die Elektronen werden durch das
elektrische Feld, das zwischen den Ringkondensatoren im Waveguide aufgebaut wird, in
axialer Richtung beschleunigt (13).

Nach dem Verlassen der Beschleunigungsrohre wird der Elektronenstrahl mittels eines
magnetischen Umlenksystems (meist 270°) in seiner Richtung verdndert. Im
Elektronenbetrieb (wenn also Elektronenstrahlen fiir die Therapie verwendet werden sollen)

muss der aus dem Umlenkmagnet-System austretende Elektronenstrahl durch Streufolien
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geglattet, verbreitert und homogenisiert werden. Dies wird als Feldhomogenisierung
bezeichnet.
Im Photonenbetrieb werden die Elektronen auf ein Bremsstrahlungstarget (meist Wolfram
oder Material mit dhnlicher hoher Ordnungszahl, um die Ausbeute an Bremsstrahlung zu
erh6hen) gelenkt (13).
Der durch das Abbremsen der Elektronen erzeugte Photonenstrahl wird im kegelférmigen
Ausgleichskorper ebenfalls einer Homogenisierung unterzogen.
Zur Kontrolle und Formung des Photonenstrahlungsfeldes werden drei Kollimatoren
genutzt.
Die drei Kollimatoren erfiillen folgende Aufgaben:
e Der erste Kollimator begrenzt das Bestrahlungsfeld zirkuldr und ist ausschlaggebend
fiir die maximale GroBe des Feldes.
e Der zweite besteht aus mehreren, beweglichen Komponenten, die rechteckige Felder
erzeugen konnen.
e Der dritte Kollimator (multi leaf collimator) ermoéglicht die Formung eines

irreguldren Feldes, mithilfe vielfacher Kollimatorenblétter (14).

Electron
Electron | Accelerating beam
gun\ waveguide transport
|
L ! - X ray
7 DT 1 ‘/,J target
Stand : Isocentre
- Gantry
st N PO " 3 TETERRIS «~~| axis
Gantry : Treatment
|! RF power c:;’,-,‘;" ! couch
generator -

['l
e

Abbildung 4: zeigt die schematische Darstellung eines Linearbeschleunigers. Der zur Bestrahlung der Proben

verwendete Varian ClinaC iX entspricht diesem vereinfachten Konzept (14).
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1.7 Ultraviolette Strahlung und ihr Einfluss auf menschliches Gewebe

Als ultraviolette Strahlung wird jene Strahlung bezeichnet, die unterhalb des fiir den
Menschen sichtbaren Spektrums liegt (<400nm Wellenldnge). Sie wird unterteilt in:

e UV-A (315-400nm)

e UV-B (280-315nm) und

e UV-C (<280nm) (15).

Natiirliche UV-C Strahlung wird durch den in der Atmosphére vorhandenen Sauerstoff und
Ozon absorbiert und hat aus diesem Grund kaum biologische Relevanz. UV-A und UV-B
konnen jedoch signifikanten Einfluss auf biologisches Gewebe haben. Direkte Schiden wie
beispielsweise an der DNA werden hauptsédchlich durch UV-B ausgeldst, da es von der DNA
direkt absorbiert wird (15). UV-A bewirkt den Schaden hauptsichlich iiber die Bildung von
reaktiven Sauerstoffspezies.

Fiir experimentelle Zwecke wird oft eine UV-Strahlung mit einer Wellenldnge <280nm

verwendet. Dies war auch in den Experimenten in Zusammenhang mit dieser Arbeit der Fall.

1.8 Oxidativer Stress

Oxidativer Stress im Korper entsteht, wenn ein Uberhang an reaktiven Sauerstoff (ROS) und
reaktiven Stickstoffverbindungen (RNS) gegeniiber dem korpereigenen antioxidativen
Systems besteht (17). Die Dysbalance in diesem System kann durch Einwirkung von:

e Umweltschadstoffen,

e ionisierender und ultravioletter Strahlung,

e crhohte Ozonkonzentrationen, Zigarettenrauch etc. ausgelost werden (16).

Antioxidantien spielen in der Inaktivierung von ROS und RNS die entscheidende Rolle.
Ein Antioxidans lédsst sich folgendermallen definieren: ein Stoff, der selbst in geringer
Konzentration die Oxidation eines Substrats (Protein, Lipid, Nukleinsiure oder Ahnliches)

verzogern oder génzlich verhindern kann (17).
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1.8.1 Antioxidative Wirkung von Vitamin C

Ascorbinsdure ist ein wichtiger wasserloslicher, antioxidativer Faktor in biologischen
Fliissigkeiten (17). Sie schiitzt vor ROS wie beispielsweise Superoxid, Singlet-Sauerstoff,
reaktiven Stickstoffspezies und hypochloriger Saure etc.

Vitamin C besitzt auch die Fahigkeit, als Co-Antioxidans zu wirken, in dem es das Alpha-
Tocopherol Radikal, welches bei der Inaktivierung von fettldslichen Radikalen entstanden
ist, wieder reduziert (18).

Die Féhigkeit von Ascorbinsdure und dem Ascorbyl-Radikal, praktisch jedes Radikal zu
reduzieren, liegt in ihrem extrem niedrigen Reduktionspotential (Ascorbinsdure 282 mV und
—174 mV fiir das Ascorbylradikal), wobei Ascorbinsdure zum Ascorbyl-Radikal und in
einem weiteren Schritt zum Dehydroascorbyl oxidiert wird (19).

Selbst Dehydroascorbinsidure kann beispielsweise durch Glutathion wieder zu Ascorbat
reduziert werden (17). Ascorbinsdure kann selbst in zweifach oxidierter Form noch
antioxidativ wirken. Aus diesem Grund ist Ascorbinsdure das ideale wasserldsliche
Antioxidans.

In einer zu dieser Diplomarbeit parallel laufenden Studie wurde die Frage aufgeworfen, wie
Albumin (in niedriger Konzentration) im Glaskorper, in dem eine relative hohe
Konzentration von Ascorbinsiure vorliegt, auf UV-Strahlung reagiert. Aus diesem Grund
wurde Ascorbinsdure als Antioxidans fiir die Versuche mit UV-Strahlung ausgewabhlt.

Es wurde in einer Konzentration verwendet, die der Konzentration im Glaskorper entspricht
(4 mmol/ml).

Erwdhnenswert ist ebenfalls eine Arbeit, in der Médusen nach einer Ganzkdrperbestrahlung
mit 7,5Gy Ascorbinsdure in hoher Dosierung (1-4,5 g/kgKG) verabreicht wurde. Die
Ascorbinsdure hatte einen positiven Einfluss auf das Gesamtiiberleben. Das legt die
Uberlegung nahe, Vitamin C als Antioxidans bei den Bestrahlungsversuchen zu verwenden

(20).
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2. Methoden

2.1 Proben fiir Versuche mit ionisierender Strahlung

Fiir die Versuche mit ionisierender Strahlung wurden verwendet:
e gepooltes Plasma,
e bestrahltes Plasma (zur Verfiigung gestellt von der Blutbank der Universititsklinik
Graz),
e Vollblut (zur Verfiigung gestellt von der Blutbank der Universitatsklinik Graz),
e Albuminlésung (Grifols),
e HNAI1 und HNA2.

2.2 Durchfiihrung der Versuche mit ionisierender Strahlung

Eine Voraussetzung zur Durchfiihrung der Versuche mit ionisierender Strahlung war, eine
gleichméafBige Verteilung der Strahlungsdosis fiir jede der Proben zu erzielen.

Die Bestimmung der Dosisverteilung wurde in Vorversuchen an der Universititsklinik fiir
Strahlentherapie und Radioonkologie durchgefiihrt. Diese Versuche sollten den Nachweis
einer dquivalenten Dosisverteilung iiber allen Ausnehmungen erbringen.

Ein Plexiglasblock mit 9 Ausnehmungen (Abbildung 6) wurde hergestellt.

Die Phantomplatte (mit den 9 Ausnehmungen) wurde auf einer Scm dicken Platte platziert.
Als Abdeckung folgte eine ca. 2cm dicke Plexiglasplatte. Danach folgte die Positionierung
mittels eines Laserfadenkreuzes. Die Strahlung wurde mit Photonen der Nominalenergie von
6 MeV an einem Varian ClinaC iX Linearbeschleuniger appliziert. Beim Transport zwischen
Vorbereitung, Bestrahlung, Analyse wurden die Proben auf Eis gelagert. Die Bestrahlung
(5001 Probe in Eppendorf-Rohrchen) wurde mit verschiedenen Strahlendosen durchgefiihrt
(1 Gy, 2 Gy, 3 Gy, 6 Gy, 10 Gy, 15 Gy, 20 Gy, 25 Gy und 100 Gy).
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Abbildung 6: Vor Bestrahlungsversuchen durchgefithrte Dosimetrie (Dosisberechnung mit dem
Bestrahlungsplanungssystem Pinnace/Philips). Die unterschiedlichen Isodosenlinien zeigen, dass iiber jeder
der Ausnehmungen die gleiche Strahlungsdosis herrscht.
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2.3 Messung des Redox-Zustandes der Albuminproben

Die Detektion des Redox-Zustandes der Proben folgte mittels HPLC (High-Performance
Liquid Chromatography). Die Vermessung wurde unmittelbar nach der Bestrahlung
durchgefiihrt.
Das chromatographische Messsystem bestand aus:

e cinem Autosampler (SIL-20AC, Shimadzu, Austria),

e ciner Pumpe (Elite La Chrom),

e cinem CTO Saulenofen (Shimadzu, Austria),

e cinem Fluoreszenzdetektor (821-FP Jasco),

e ciner Anionenaustauschsaule (Shodex-Asahipak ES-502N 7C) und

e ciner Systemsteuerung CBM-20A (Shimadzu, Austria)

Als Standard wurde jede Probe vor der Bestrahlung analysiert. Bei jeder Messung wurden
10ul Probe mittels Pipette abgehoben und mit 990ul Probenpuffer (0,1M Natriumhydrogen-
phospat; 0,3 M Natriumchlorid, pH 6,87) verdiinnt. Dann folgte eine Filtration mittels What-
man 0,45 pum Nylonfilters (Bartelt Labor- & Datentechnik, Graz) in ein
HPLC-Proben-Rohrchen.

20ul des Filtrats wurden in das HPLC System injiziert und in einer Shodex Asahipak
ES-502N 7C Anionenaustauschsdule (7,5 x 100 mm, Bartelt Labor- & Datentechnik, Graz)
bei 35°C aufgetrennt.

Die Elution erfolgte mittels zweier Laufmittel A und B (mit bzw. ohne Ethanol). Daraus
resultierte ein Ethanol-Gradient von 0-6% (1ml/min).

Als Laufmittel A=mobile Phase wurde (50mM Natriumsulfat und 400mM Natriumacetat;
pH von 4,85) und als Laufmittel B (Laufmittel A und 10% Ethanol) verwendet.

Bei einem Gradienten von:
e 0-5min: 100% A
e 5-25min: 100% A = 40% A/ 60% B
e 25-30min: 40% A/ 60% B
e 30-35min:40% A/ 60% B = 100% A
e 35-40 min: 100% A
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Die Albumin-Molekiile wurden nach dem Prinzip der Floureszenschromatographie
detektiert. Dies erfolgte mit einer Anregungswellenldnge von 280 nm und einer Emissions-
wellenldnge von 340 nm.

Analysiert wurden die Chromatogramme (Abbildung 7) mit Peak Fit 4.0 (Jandel Scientific,
Rafael, CA, USA). Peak Fit ermoglicht durch die Anpassung einer GauB3-Kurve an das
Chromatogramm die Quantifizierung der Peakfldche (Abbildung 8).

Der prozentuelle Anteil der einzelnen Peakflichen wurde mit Microsoft Excel berechnet
(Abbildung 9)

Die statistische Auswertung wurde mittels linearer Regression nach Pearson durchgefiihrt

und in Microsoft Excel berechnet.
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Abbildung 7: Chromatogramm von HMA vor Bestrahlung mit UV-Licht.
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Abbildung 8: Chromatogramm einer Bestrahlung von Blutplasma in Peak Fit, das mit zwei Gaul3-Kurven
iiberlagert wurde, um die Peakflache berechnen zu kdnnen.
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Abbildung 9: Formeln zur Berechnung der Anteile in Prozent.
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Abbildung 10: a) Anteile von HMA (%) bei Wiederholung
b) Anteile von HNA1(%) bei Wiederholung
¢): Anteile von HNA2 (%)bei Wiederholung

Diese Uberpriifung der Streuungsbreite der HPLC-Analyse einer Plasmaprobe wurde
durchgefiihrt, um Unterschiede bei den Ergebnissen der bestrahlten Proben richtig
einschétzen zu konnen. Zunéchst wurde ermittelt, wie gut sich die Messung der Verteilung
der Albuminfraktionen reproduzieren ldsst. Von geschultem Personal durchgefiihrt, wurde
fiir HMA ein Variationskoeftizient von 0,5%, fiir HNA1 von 2% und fiir HNA2 von 4,5%
ermittelt. Es wurden 7 unbestrahlte Proben aus dem gleichen Plasmapool entnommen, um

die Werte zu ermitteln (siche Tabelle 18).

2.4 Vorbereitung der Albumin-Proben fiir UV-Bestrahlung

Bei der Untersuchung der Auswirkung von UV 254 nm wurde Human-Albumin (Sigma-
Aldrich), gereinigtes HMA und HNA1 in einer Konzentration von 2 mg/ml verwendet.
Ascorbinsdure wurde in einer Konzentration von 4 mmol/ml vorbereitet. Mit dieser
Konzentration liegt man im Bereich des Glaskdrpers.

Das jeweilige Albumin-Priaparat wurde eingewogen und mit PBS in einer Konzentration
verdiinnt, um die gewlinschte Konzentration von 2 mg/ml zu erreichen.

Die Albuminproben wurden eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert, um eine
ausreichende Auflosung zu gewéhrleisten. Die Ascorbinséure wurde ebenfalls eingewogen
und mit PBS verdiinnt. Hier war keine lingere Inkubationszeit notwendig.

Die Bestrahlung der Proben wurde in einer Quarz-Kiivette- mit 1 ml Ldsung befiillt-

26



durchgefiihrt. Die Quarz-Kiivette war mit Parafilm bedeckt, um einer Oxidation durch Luft-
Sauerstoff vorzubeugen. Die Kiivetten blieben- auch wiéhrend der Bestrahlung mit

Ausnahme der Probenentnahme- dauerhaft bedeckt.

2.5 Erzeugung der UV-Strahlung und Durchfiihrung der Versuche

In einem Vorversuch wurde festgestellt, dass bei Albumin unter der Bestrahlung mit einer
Wellenldnge von 360 nm keine Verdanderung auftrat. Jedoch konnte im Vorversuch unter
einer Bestrahlung mit 254 nm eine Verdnderung festgestellt werden. Aus diesem Grund

wurden die Proben mit UV-C-Strahlung (254 nm) bestrahlt.

Die verschiedenen Albuminproben wurden in einem Abstand von ca. 4 cm zur
Strahlungsquelle platziert. Eine weitere Anndherung hétte zu einer zu starken Erhitzung der
Proben und einer Verfalschung der Messung gefiihrt.
In unterschiedlichen Zeitabstinden:

e bei 2 Versuchen alle 10 min iiber 2 Stunden,

e bei den 3 weiteren in der 1 Stunde alle 10 min,

e danach alle 30 min bis zu Minute 300,

e darauthin Bestrahlung iiber Nacht und Messung am néchsten Morgen,
wurden den Proben 40ul fiir die chromatographische Messung entnommen. Die Probe wurde
mit 160 pl Albumin-Puffer verdiinnt und in ein Vial gefiillt. Diese Vial wurde in ein HPLC

Probenfléschen platziert.

2.6 Messung der Partikelgrofle

Bei der chemischen Modifikation von Proteinen (z.B. durch UV-Strahlung verursacht)
besteht die Gefahr, dass es zur Bildung von grofleren Aggregaten kommt. Um eine solche
Aggregatbildung auszuschlieen, wurden mit dem Litesizer™ 500 (Anton Paar) Messungen
der PartikelgroBe durchgefiihrt.

Der Litesizer ist ein Instrument zur Charakterisierung von Partikeln in einer Dispersion
(heterogenes Gemisch von mind. 2 Stoffen) anhand ihrer GréBen, molekularer Masse und
Zeta-Potenzials (21). Der Apparat nutzt dafiir verschiedene Messtechniken. Fiir die in dieser
Arbeit durchgefiihrten Messungen ist nur der hydrodynamischen Durchmesser

(=PartikelgroBe) von Interesse. Die PartikelgroBe wird mittels der dynamischen
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Lichtstreuung von monochromatisches Licht gemessen. Ein Laserstrahl wird in eine Losung
mit sphdrischen Partikeln geschickt. Durch die sich in der Probe befindlichen Molekiile
kommt es zu einer Streuung und Verdnderung der Wellenlédnge des eingestrahlten Lichts.
Der in seiner Wellenldnge verdnderte Laserstrahl wird von Detektoren, die rund um die
Kiivette angeordnet sind, erfasst (Abbildung 11). Aus der Verschiebung der Wellenlénge in
Abhingigkeit vom Streuungswinkel 1ésst sich auf die Partikelgrofe schlieBen (22).

Die Kiivette wurde bei jeder Messung mit 45 ul bestrahlter Albuminprobe befiillt. Zur
Reinigung nach jedem Messvorgang wurde sie mit Aqua dest. und Ethanol (70%) gespiilt,

um danach mit Druckluft getrocknet zu werden.

Optical fiber

Avalanche photodiode

detector (90°) detector (15°)

Side scattering ‘ Forward scattering

tesizer™ 50( —_— —

Laser m i
. irror
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| sl 7

Transmittance

(-]
- ‘ &. ° ¢ % photodiode

Back scattering
. - detector (175°) Sample
Polarizer Variable
attenuator +——>
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Abbildung 11: zeigt den schematischen Aufbau des Litesizers. Der Laserstrahl wird durch eine Linse in die
Probe geschickt, um die 3 Detektoren angeordnet sind, die ihre Daten iiber optische Leiter an eine
Fotoelektrode schicken (23).
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Size distribution ~ Weighting model

Abbildung 12 : Ergebnis-Diagramm einer Messung des Litesizers (24).

3. Ergebnisse

Der folgende Teil dieser Arbeit zeigt die erhobenen Resultate und deren Auswertung.

Die Ergebnisse sollen kldren, ob es zu einer Verdnderung der Anteile der verschiedenen
Albuminfraktionen (HMA, HNA1 und HNA2) unter ionisierender sowie UV-Strahlung
gekommen ist, genauer gesagt, die Verdnderungen durch oxidativen Stress am Cys-34.

Die folgenden Abbildungen zeigen die Ergebnisse der Versuche mit ionisierender Strahlung,
gefolgt von den UV-Strahlungsversuchen und abschlieend die Auswertung der Daten aus

der PartikelgroBenmessung.

3.1 Auswertung Versuche mit ionisierender Strahlung

3.1.1 Erliuterung des Versuchsablaufs

In den durchgefiihrten Versuchen wurde eine kontinuierliche Steigerung der applizierten
Strahlendosis vorgenommen. Begonnen wurde mit 1 Gy und es wurde bis zu einer
Strahlendosis von 100 Gy erhoht.

Der Bereich der verwendeten Strahlendosen représentiert einerseits die Strahlendosis einer
einzelnen Bestrahlungssitzung, andererseits deckt er auch die Gesamtdosis einer
Strahlentherapie eines Carcinom-Patienten ab. Da in einer parallel laufenden Diplomarbeit

die Auswirkung der Strahlung auf Albumin bei Prostatakrebs-Patienten untersucht wurde,

29



wurde auch in dieser Arbeit der Bezug zur Bestrahlungsdosis von Prostatakrebs gewdhlt.
Die applizierte Strahlendosis bei Prostatakrebs liegt pro Sitzung bei 1,8-2 Gy, wihrend die
gesamte applizierte Strahlendosis im Laufe der Therapie etwa 78 Gy erreicht (25).

Eine Steigerung der Dosis iiber 100 Gy hitte wohl eine Denaturierung des Proteins zur Folge
gehabt und keine Aussage iiber die Oxidations- oder Reduktionsreaktionen geliefert. Ein
weiteres Problem war die Limitierung der wochentlichen Strahlendosis an der Klinik. Die
geplante Steigerung auf eine Strahlendosis von 300 Gy hitte 10% der erlaubten
Strahlendosis eines LINAC entsprochen. Da die wochentliche Dosis fiir die Behandlung von

Patienten bendtigt wird, wurde auf eine weitere Steigerung der Strahlung verzichtet.

3.1.2 Ergebnisse der Versuche mit ionisierender Strahlung bei steigender Strahlendosis

In den Versuchen wurden Plasmaproben mit steigenden Dosen bestrahlt und analysiert. In
den Abbildungen 13,14 und 15 wurden die verschiedenen Albuminfraktionen (HMA, HNA1
und HNA?2) separat ausgewertet, wobei jeder Datenpunkt eine bestrahlte Probe repréisentiert.
Bei den Versuchen mit einer Strahlendosis von 1 Gy -3Gy wurden jeweils 3 Proben aus je
einem Plasmapool bestrahlt. Bei den hoheren Strahlendosen wurden nur mehr 2 bzw. ab
einer Strahlendosis von 20 Gy nur noch eine Probe bestrahlt, da in den Versuchen mit
niedrigerer Dosis aufgezeigt werden konnte, dass sich die Ergebnisse der bestrahlten Proben
aus einem Pool kaum voneinander unterschieden. Bei der hochsten verwendeten
Strahlendosis von 100 Gy, wurden aus den Versuchen mit Vollblut, in deren Zuge erneut
Plasma bestrahlt wurde, die Ergebnisse in Abbildung 13,14 und 15 hinzugefiigt. Eine
Reproduktion der Versuche mit 100 Gy wurde durchgefiihrt, da eine Verdnderung des
Albumins der Theorie nach am ehesten bei der hochsten Strahlendosis auftreten miisste.

Die Ergebnisse zeigen bei niedrigen Bestrahlungswerten eine Differenz zum unbestrahlten
Wert, die teilweise grofer ist als ermittelte Variationskoeffizient der unbestrahlten Proben in
Abbildung 10 (a,b,c). Dies gilt sowohl fir HMA, HNA1 und HNA2. Die Differenz zum
unbestrahlten Wert ist bei 1 Gy am gréfiten und nimmt tendenziell bei hoheren Strahlendosen
ab. Bei 3 Gy (Abbildung 13) nimmt HMA sogar im Gegensatz zu den oxidierten
Albuminfraktionen HNA1 und HNA2 zu. Bei den hoheren Strahlendosen nimmt HMA zwar
immer ab, jedoch wird die Differenz zum unbestrahlten Vergleichswert kleiner. Die
Annahme, dass ein Zusammenhang zwischen Strahlendosis und Anstieg der oxidierten
Albuminfraktionen besteht, konnte anhand dieser Messreihe widerlegt werden. Wiirde diese
Annahme zutreffen, wiirde es bei 100 Gy die gréfite Differenz zum unbestrahlten

Vergleichswert geben. In Abbildung 14 und 15 zeigt sich jedoch, dass bei einer Strahlendosis
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von 100 Gy keine Differenz groBer als der Variationskoeffizient von HNA1 und HNA2
(Tab.16) auftritt.

HMA im Plasma
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Abbildung 13: Anderung des HMA-Anteils in Prozent im Plasma durch ionisierende Strahlung.
(HMA nachher'HMA Vorher)‘
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Abbildung 14:Anderung des HNA1-Anteils in Prozent im Plasma durch ionisierende Strahlung.
(HNA 1 nachher'HNA 1 Vorher) .
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Abbildung 15: Anderung des HNA2-Anteils in Prozent im Plasma durch ionisierende Strahlung
(HNAznachher'HNszorher) .

3.1.3 Ergebnisse der Versuche mit ionisierender Strahlung (100 Gy) nach einer
Inkubationszeit

Da die Versuche nach Bestrahlung keine Zunahme der Oxidation von Albumin zeigten,
wurde untersucht, ob eine zeitlich Komponente eine Rolle spielen konnte. Da reaktive
Spezies aufgrund ihrer Reaktivitét sehr kurzlebig sind, konnten Folgereaktionen vorliegen,
die langsamer verlaufen und zu Anderungen am Albumin fithren. Aus diesem Grund wurden
Plasmaproben und Vollblut mit 100 Gy bestrahlt und bei Raumtemperatur inkubiert. Die
Analyse erfolgte nach einer Stunde, die zweite Analyse dann nach Inkubation {iber Nacht.
Diese Auswertungen sollten Aufschluss dariiber geben, ob die Inkubation einen Einfluss auf
den Redox-Zustand hatte. Beim Versuch mit Vollblut sollte auch untersucht werden, ob die
Anwesenheit von Zellen einen Einfluss auf das Ergebnis haben konnten. Durch die
ionisierende Strahlung kdnnte es zu einer Lyse der Zellen kommen und z.B. nun aus den
Zellen austretende Gluthation konnte eine Reduktion der Albuminfraktionen bewirken. In
einer parallel laufenden Diplomarbeit wurde bei Patienten mit Prostatakrebs nach
Bestrahlung der Redox-Zustand von Albumin untersucht. In dieser Arbeit wurde eine
geringe, aber signifikante Verringerung von HNA1 zu HMA festgestellt. Es stellt sich also
die Frage, ob diese Verdnderung auch in vitro auftritt. Die Auswertung des Vollbluts erfolgte
nach 1 Stunde. Es wurde nicht iiber Nacht inkubiert.
Abbildung 16 zeigt die Ergebnisse von bestrahltem Plasma mit einer Inkubationszeit von 1
Stunde und {iber Nacht. Die Messung, die sofort nach der Bestrahlung durchgefiihrt wurde,
zeigte praktisch keine Differenz zum unbestrahlten Standard. Diese Messung bestédtigt das
Ergebnis aus den vorangegangenen Versuchen, dass bei 100 Gy keine Verdnderung des
Albumins sofort nach Bestrahlung auftritt. Nach einer Stunde Inkubationszeit lédsst sich in
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Abbildung.16 eine Zunahme von HNAI feststellen. HMA wird gegenldufig weniger,
wiahrend HNA2 keine Verdnderung zeigt. Die Analyse nach Inkubation iiber Nacht zeigt,
dass HNA1 um 9% zugenommen hat. Jedoch zeigt diese Verdnderung auch der unbestrahlte
Standard, der ebenfalls bei Raumtemperatur als Kontrolle inkubiert wurde (Tab.6). Die
Vermutung, dass langsamere Prozesse, die durch die Bestrahlung ausgeldst wurden, zu
Verdnderungen der Albumin-Molekiilen fiihrten, kann somit widerlegt werden. Wére die
Bestrahlung Ursache fiir die 9%-Zunahme von HNA1 gewesen, hétte diese Verdnderung im
unbestrahlten Standard nicht auftreten diirfen. HNA2 zeigte auch bei Inkubation {iber Nacht

keine Verdanderung, die iiber die Genauigkeit der Analytik hinausgegangen wire.
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Abbildung. 16: Inkubation nach Bestrahlung. Die Differenzen zur unbestrahlten Probe werden gezeigt. a.
sofort nach Bestrahlung, b. 1h nach Bestrahlung und c. nach Inkubation iiber Nacht

Die Versuche mit Vollblut, die den Einfluss von Zellen zeigen sollten, sind in Abbildung 17
(a,b,c) zusammengefasst. Es wurden Vollblut und Plasma aus Vollblut mit 100 Gy bestrahlt
und 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Zusédtzlich sollte (wie in den vorangegangenen
Versuchen) die zeitliche Komponente untersucht werden. In Abbildung 17a zeigt HMA bei
der sofortigen Analyse aus dem Plasma eine Abnahme von etwa einem 1%. Nach einer
Stunde wurde diese Differenz zum unbestrahlten Standard kleiner. Auch bei der Analyse der
Proben aus Vollblut waren nur einige Werte zu ermitteln, die auBerhalb der Genauigkeit der
Analysemethode lagen. HNA1 zeigte bei allen Analysen Werte (Abbildung 17b), die
innerhalb von ihrem Variationskoeffizienten lagen. HNA?2 zeigte weder bei sofortiger, noch
bei 1 Stunde Inkubationszeit eine signifikante Verdnderung zum unbestrahlten Standard

(Abbildung 19). Die Versuche mit Vollblut brachten das Ergebnis, dass zwischen Plasma und
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Vollblut keine Verdnderung von Albumin auftrat. Das heifit, die eine antioxidative
Eigenschaft von Vollblut im Vergleich zu Plasma kann ausgeschlossen werden. Des Weiteren

wird bestitigt, dass eine Inkubationszeit von 1 Stunde keinen Einfluss auf das Ergebnis hatte.

a) Vollblut HMA b) Vollblut HNA1 ¢) Vollblut HNA2
2 2 2
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Abbildung. 17 a,b,c): a) Differenz vom HMA zum unbestrahlten Standard. Analyse sofort und nach 1 h
Inkubationszeit. b) Differenz vom HNA1 zum unbestrahlten Standard. Analyse sofort und nach 1 h
Inkubationszeit. ¢) Differenz vom HNA2 zum unbestrahlten Standard. Analyse sofort, nach 1 h Inkubationszeit

In Tabelle 9 wurde bestrahltes Spenderplasma untersucht. Es zeigte sich, dass das bestrahlte
Plasma (25 Gy) einen hoheren Anteil an HNA2 aufweist als die unbestrahlte Kontrolle. Die
vorangegangenen Versuche bestitigten aber, dass ein Anstieg der oxidierten Formen keine
Abhingigkeit der Strahlendosis aufweist. Der Anstieg von HNAZ2 ist wahrscheinlich in Folge
der Lagerungszeit durch unbekannte Prozesse aufgetreten und keine direkte Folge der

Bestrahlung.

3.2 Ergebnisse der Versuche mit UV-Strahlung:

Die Auswertung der Chromatogramme der Versuche mit UV-Strahlung war in Peak Fit nur
eingeschrankt moglich, da bei ldngerer Bestrahlungsdauer die verschiedenen Peaks
zueinander nicht mehr ausreichend abgrenzbar waren. Aus diesem Grund wurde in
Abbildung 18 (a,b) und 19 (a,b) auf eine quantitative Auswertung zugunsten einer
qualitativen verzichtet.

Die Versuche wurden in Anlehnung an eine laufende Studie durchgefiihrt. In dieser wurde
folgende Fragestellung aufgeworfen: Verdndert sich im Glaskorper unter UV-Strahlung das
vorhandene Albumin?

Da im Glaskorper eine hohe Konzentration von Ascorbinsdure (im Gegensatz zu Albumin)
herrscht, wurde die Verdnderung in Anwesenheit dieses Antioxidans untersucht.

In Abbildung 18 (a,b) wurde HMA mit und ohne Ascorbinsédure bestrahlt. Es zeigt sich, dass
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ohne Ascorbinsdure in Abbildung 18a eine schnelle Verbreiterung und Verwischung der
Peaks stattfindet. Die einzelnen Fraktionen sind nicht mehr zueinander abgrenzbar. In
Anwesenheit von Ascorbinsdure kann dieses Phdnomen aufgehalten werden. Erst nach einer
Bestrahlung iiber Nacht scheint seine Wirkung erschopft zu sein. Welche Verdnderung mit
HMA vor sich geht, kann aus dieser Untersuchung nicht festgestellt werden. Es ist davon
auszugehen, dass das Wanderungsverhalten von HMA in der HPLC stark eingeschrinkt
wird. Die angewendete Analysemethode stellte sich als ungeeignet zur Detektion der
Verdnderung dar. Die Verwendung weiterer Analyseschritte wiirde den Rahmen dieser
Diplomarbeit sprengen.

In Abbildung 19 (a,b) lisst sich ebenfalls feststellen, dass die Verdnderung von HMA zu
HNAT1 nahezu dquivalent ist. Es zeigt sich eine Verbreiterung und Verwischung der Peaks
nach einer Stunde Bestrahlungszeit. Die Anwesenheit von Ascorbinsdure kann (wie auch in
Abbildung 18 b) die Verbreiterung der Peaks authalten. Erst bei Bestrahlung iiber Nacht
verliert auch in Abbildung 19b Ascorbinsdure ihre Wirkung und es kommt zu einer
Veridnderung der Kurve. Die Kurve der Messung iiber Nacht wurde bewusst nicht in die
Grafik aufgenommen, da keine ausreichend verwertbare Kurve zustande kam. Es lésst sich
der Trend zur Verbreiterung erahnen, aber mehr nicht.

Bei der Messung aller drei Albuminfraktionen in Sigma-Albumin (siche Abbildung 20 a,b)
zeigt sich eine leichte Abnahme der Peakfldchen in der ersten Stunde der Bestrahlung. Ab
Minute 60 kommt es zu einer starken Abnahme, bis bei Minute 100 dann keine weitere
Auswertung in Peakfit mehr moglich war. Auch bei den Versuchen mit Sigma-Albumin iiber
zwei Stunden konnte die antioxidative Fahigkeit von Ascorbinsdure gezeigt werden.

Die einzelnen Fraktionen zeigen mit Ascorbinséure {iber zwei Stunden keinen signifikanten
Abfall.

Die Versuche zeigten die Fihigkeit von Vitamin C, die durch UV-Strahlung induzierten
Schiden am Albumin zu verhindern bzw. massiv zu verzogern. Die Art der chemischen
Verdnderung der Albuminmolekiile kann allerdings in dieser Arbeit nicht beantwortet

werden.
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Abbildung 18: a) — linke Abbildung: HMA unter UV-Strahlung. Kurven zeigen die Messungen zu
unterschiedlichen Zeitpunkten. Von unten beginnend in blau Messung vor Bestrahlung, bei Minute 20, bei
Minute 40 und bei Minute 60. b) — rechte Abbildung: HMA unter UV-Strahlung + Ascorbinsdure. Kurven
zeigen die Messungen zu unterschiedlichen Zeitpunkten. Von unten beginnend in blau Messung vor
Bestrahlung, bei Minute 20, bei Minute 40 und bei Minute 60. Im Gegensatz zu Abbildung 18a folgen noch

Kurven bei Minute 300 und Messung iiber Nacht.
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Abbildung 19: a) — linke Abbildung: HNA1 unter UV-Strahlung. Kurven zeigen die Messungen zu
unterschiedlichen Zeitpunkten. Von unten beginnend in blau Messung vor Bestrahlung, bei Minute 20, bei
Minute 40 und bei Minute 60. b) -rechte Abbildung: HNA1 unter UV-Strahlung + Ascorbinséure. Kurven
zeigen die Messungen zu unterschiedlichen Zeitpunkten. Von unten beginnend in blau Messung vor
Bestrahlung, bei Minute 20, bei Minute 40 und bei Minute 60. Im Gegensatz zu Abbildung 19a folgt die Kurve

bei Minute 300.
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Abbildung 20.a) -linke Abbildung: Albumin (Sigma-Aldrich) unter UV-Bestrahlung iiber 120min unter
Zusatz von Ascorbinsdure (4mmol/ml). Werte alle 10min ermittelt. Auf der Ordinate die Peakfldche. b) —
rechte Abbildung: Albumin (Sigma-Aldrich) unter UV-Bestrahlung fiir 120min. Messung alle 10min, nach
100min in Auswertung der Peakfldchen nicht mehr moglich. Keine klare Abgrenzung der Kurven zueinander
mehr moglich. Auf der Ordinate die Peakfléche

3.3 Messung der Partikelgrof3e

Um eine mogliche Aggregation der Albuminmolekiile unter Bestrahlung mit UV-Licht
auszuschlieen zu konnen, wurden Messungen mit dem Litesizer 500 durchgefiihrt. Des
Weiteren sollte eine Erkldrung gefunden werden, ob eine Aggregatbildung unter Umstéinden
fiir die Ergebnisse der Chromatogramme verantwortlich war. Aggregate wiirden das
Wanderungsverhalten des Albumins in der HPLC beeinflussen.

In Abbildung 21 zeigt sich, dass die Methode zur Vermessung der Partikelgrofen geeignet
ist. Sie liefert plausible Ergebnisse.

3.3.1 Auswertung Partikelgroflen

Humanes Albumin (Sigma-Aldrich) wurde 120 min mit und ohne Ascorbinsdure bestrahlt
(siche Tabelle 1a/b). Diese beiden Messungen wurden zuerst durchgefiihrt und ergaben die
konstantesten Ergebnisse. Uber 2 Stunden gab es keine Anderung der PartikelgrdBe, wobei
auch die Hinzugabe von Ascorbinsdure keine Auswirkung hatte. Diese Messung schlief3t
eine Aggregatbildung aus.
In Tabelle 3 zeigen sich bei bestrahltem HMA Artefakte. Nur die Werte von Minute 40 und
50 sind aussagekréftig.
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Rel. Haufigkeit [%]

Da auch bei Messung mit Ascorbinsdure (siche Tabelle 2b) keine Verdnderung der
PartikelgroBe zu beobachten war, kann davon ausgegangen werden, dass in Tabelle 2a Fehler
aufgetreten sind. Eine Aggregat-Bildung wére nur bei Proben ohne Ascorbinsiure
wahrscheinlich, wie aus den Chromatogrammen zu entnehmen ist.

Die Messungen von HNA in Tabelle 3a zeigen ebenfalls keine Anderung der PartikelgroBe.
Der erhohte Wert in 3 bei 20 Minuten ldsst auf ein Artefakt schlieSen.

Da der Litesizer 500 nur als Demogeriét fiir zwei Wochen zur Verfligung stand, war es nicht
moglich, die fehlerhaften Messungen zu wiederholen. Eine weitere Ursache der Artefakte
konnte die fehlende Praxis im Umgang mit dem Gerét gewesen sein.

In Zusammenschau der Ergebnisse der Vermessungen mit dem Litsizer 500 ldsst sich eine
Aggregatbildung von Albumin-Molekiilen durch UV-Bestrahlung mit groBer Sicherheit
ausschlieBen. Die Aussagekraft der Ergebnisse leidet durch die Artefakte. Da jedoch
wihrend der ldngeren Bestrahlungszeiten keine Verdanderung der Partikelgrofle zu
detektieren war, kann eine Aggregation bei den Messungen mit verfdlschten Werten mit

hoher Wahrscheinlichkeit ausgeschlossen werden.
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Abbildung 21: Partikeldurchmesser und ihre relative Haufigkeit.
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Zeit

Partikeldurchmesser
in[nm] (a)

Partikeldurchmesser
in [nm] (b)

HSA vor Bestrahlung

HSA 10min

HSA 20min

HSA 30min

HSA 40min

HSA 50min

HSA 60min

HSA 70min

HSA 80min

HSA 90min

HSA 100min

HSA 110min

HSA 120min
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Tabelle 1: Partikelgrofen des mengenmaBig groBten Peaks. Es wurde Albumin (Sigma-Aldrich) mit ASC (a)

und ohne ASC bestrahlt (b) {iber 2 Stunden lang alle 10min ein Wert ermittelt.

Partikeldurchmesser

Partikeldurchmesser

Zeit in [nm] (a) in [nm] (b)
HMA vor Bestrahlung 61 10

HMA 10min 38 8

HMA 20min 62 7

HMA 30min 60 10

HMA 40min 11 11

HMA 50min 9 11

HMA 60min 15 7

Tabelle 2: Partikelgrolen des mengenmifig groBten Peaks. Es wurde HMA ohne ASC (a) und HMA mit ASC
(b) tiber 1 Stunde mit UV (254nm) bestrahlt und alle 10min eine Messung durchgefiihrt.

Zeit Partikeldurchmesser Partikeldurchmesser
in [nm] (a) in [nm] (b)

HNAI1 vor Bestrahlung 6 13

HNAI1 10min 27 6

HNAT1 20min 7 7

HNA1 30min 7 7

HNAI 40min 7 5

HNA1 50min 6 5

HNAI1 60min 6 8

Tabelle 3: PartikelgroBen des mengenmiBig grofiten Peaks. Es wurde HNA1 ohne ASC (a) und HNA1 mit

ASC (b) bestrahlt, iiber 1 Stunde lang alle 10min ein Wert ermittelt.




4. Interpretation und Diskussion

Das Fazit, das aus den Ergebnissen der Versuche mit ionisierender Strahlung gezogen
werden kann, ist folgendes: eine Veranderung, die liber das MalB3 der Variabilitdt des
Messvorgangs hinausgeht, konnte nicht festgestellt werden. Die Uberpriifung der
Streuungsbreite der HPLC durch geilibtes Personal ergab fiir HMA einen
Variationskoeffizienten von 0,5%, fiir HNA1 von 2% und fiir HNA2 von 4,5%. Die
Variationskoeffizienten der bestrahlten Proben zeigten zwar erhohte Werte (siche Tabelle
17), dennoch nicht so ausgeprigt, um von signifikanten Verdnderung des Albumins sprechen
zu konnen. Der Variationskoeffizient (durch Bestrahlung) bei HNA2 war in einigen Féllen
sehr viel hoher als der der Analytik (siehe Tabelle 17). Jedoch ist hier zu bedenken, dass
HNA2 nur einen sehr kleinen Prozentsatz des Albumins ausmacht. Daraus ldsst sich
schlieen, dass eine grofle Verdnderung bei HNA2 in absoluten Zahlen praktisch keine
signifikante Verdnderung durch Bestrahlung bedeutet. AuBlerdem erschwert die nicht
vollstindige chromatographische Trennung eine exakte Quantifizierung.
Schwankungen der Ergebnisse haben ihre Ursache wahrscheinlich in der Durchfiihrung der
Experimente und nicht in einer direkten Korrelation zwischen Strahlungsdosis und
Verdnderung der Albumin-Molekiile.
Die bestrahlten Proben wurden {iber eine bestimmte Wegstrecke transportiert.
Wiéhrenddessen waren sie mit Eis gekiihlt, allerdings nicht wéhrend der Bestrahlung, die im
Falle von 100Gy fast eine halbe Stunde dauerte. Das heil}t, es kann nicht ausgeschlossen
werden, dass die Verdnderungen, die beobachtet wurden, nicht Folgen der natiirlichen
Oxidation des Albumins waren.
Die Reproduzierbarkeit der FErgebnisse der HPLC Analytik wurde von der
Probenvorbereitung bis zur Auswertung der Chromatogramme von geilibtem Personal
durchgefiihrt und weisen aus diesem Grund zu hoher Wahrscheinlichkeit kleinere
Variationskoeffizienten als die bestrahlten Proben auf.
Fiir einen solchen personlichen Faktor wiirde auch sprechen, dass die Schwankungen der
Ergebnisse von Beginn zum Ende der Arbeit (von niedrigen zu hohen Dosen) geringer
werden. Dieses Phinomen konnte durch die Ubung und bessere Vertrautheit mit der Analytik
erklart werden.
Die Annahme, dass es keinen signifikanten Zusammenhang zwischen Strahlendosis und
Verdnderung der Albuminfraktionen gibt, wird durch die durchgefiihrte Statistik,
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untermauert.

Die statistische Auswertung nach Pearson mittels linearer Regression zeigte, dass die
Anderungen der Albuminfraktionen mit der Bestrahlungsdosis ein sehr kleines r aufweist
und das Vertrauensintervall die Null (iiber weite Teile) miteinschlieB3t. Damit gibt es keinen
signifikanten Zusammenhang zwischen Strahlendosis und Redox-Zustand. Die Mittelwerte
liegen bei HMA (Abbildung.22) etwas unter 0, beit HNA1 (Abbildung.23) etwas driiber, bei
HNA2 (Abbildung.24) praktisch bei 0. So konnte sich also ein Trend von HMA zu HNAI

feststellen lassen, jedoch kein signifikanter Zusammenhang und schon gar keine Dosis-

Wirkungsbeziehung.
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Abbildung 22: lineare Regression HMA.
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Abbildung. 23: lineare Regression HNA1.

5
HNA2

o0 3 1
=
=
=
£ 118
@ $ $
2 ——— {
S 14 °
bt -1 Te
-
=
N
S -3
P
=
= -5

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Bestrahlungsdosis [Gy]

Abbildung. 24: lineare Regression von HNA2.



Die Verdnderungen von HMA und HNA1 waren bei Strahlendosen von 1-6 Gy am stérksten
(siche Abbildung 16/17). Diese Verdnderungen waren bei hoheren Dosen sogar kleiner. Bei
hoéheren Strahlendosen entstehen mehr ROS. Folglich miissten Verdnderungen bei hoheren
Dosen verstirkt auftreten. Die Ergebnisse sprechen jedoch klar dagegen.

Des Weiteren wird in der Arbeit von Cho Y und Song K (2000) gezeigt, dass fiir signifikante
Anderungen der Albumin-Struktur sehr viel héhere Dosen verwendet werden miissen. Die
Ergebnisse dieser Arbeit lassen sich zwar nur bedingt damit vergleichen, denn es wurden
nicht die einzelnen Albuminfraktionen untersucht, sondern deren Proteinstruktur. Trotzdem
lasst sich aus dieser Arbeit der Schluss ziehen, dass fiir Verdanderungen wohl weit hohere
Dosen zu verwenden sind. Die in dieser Arbeit verwendeten Dosen orientierten sich jedoch
an den in der Strahlentherapie zum Einsatz kommenden Bestrahlungsschemata. Diese sind
auf etwa 70 Gy limitiert und eine starke Erhohung iiber dieses Limit wire der Intention der

Arbeit zuwidergelaufen.

Die Versuche mit UV-Strahlung zeigten, dass UV-Strahlung (254 nm) eine qualitativ
messbare Wirkung auf die Albuminfraktionen hatte. Die starke Wirkung der UV-C Strahlung
auf Albumin konnte einerseits durch direkte Schiadigung am Albumin-Molekiil entstehen,
andererseits in der Erzeugung von reaktiven Spezies, ausgehend von dem in der Losung
vorhandenen Sauerstoffes, zu suchen sein. UV-C kann Oz in zwei Atome O spalten. Dieser
atomare Sauerstoff konnte fiir die Schiadigung des Albumins verantwortlich sein.

Des Weiteren zeigte sich in den durchgefiihrten Versuchen die Wirksamkeit von Vitamin C,
die Verdnderung von Albumin zumindest fiir eine gewisse Zeitspanne zu verhindern. Aus
diesem Grund ldsst sich Ascorbinsdure ein eindeutiger Schutzfaktor fiir Proteine unter UV-
Strahlung zuschreiben. Die Fahigkeit von Ascorbinsédure, die Verdnderung zu verhindern,
kann mehrere Griinde haben. Zum einen liegt das Maximum des Absorptionspektrums
(Abbildung. 25) von Vitamin C fiir UV-Strahlung (260 nm) nahe der verwendeten
Wellenlédnge von 254 nm. Auch erwiesen ist, dass Ascorbinsdure neben Alpha-Tocopherol
ein wichtiger Scavenger von ROS ist. Die hohe Dichte in der Epidermis etwa ldsst darauf
schlieen, dass sie an dem Ort konzentriert ist, an dem UV-Strahlung am ehesten Schaden
anrichten konnte (26).

Die Féhigkeit von Ascorbinsdure als topischer Schutz vor UV-Strahlung wurde in Versuchen
bewiesen und ist ein weiterer Punkt, der die schiitzenden Eigenschaften von Vitamin C gegen
UV-Strahlung hervorhebt. Prophylaktische Gabe von Vitamin C reduzierte sowohl den
Schaden durch UVA als auch durch UVB. Des Weiteren lésst sich in der Arbeit ein Grund
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fiir den Wirkungsverlust der schiitzenden Eigenschaften finden. Vitamin C scheint selbst

anfillig fiir UV-Schaden zu sein (28).
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Abbildung 25: Absorption Spektrum von Ascorbinsdure in blau (27).

Ein Kritikpunkt, der beriicksichtigt werden muss, ist die fehlende Untersuchung der durch
UV-Strahlung entstehenden Verbindungen. Die Intention war, den Redox-Zustand von
Albumin anhand Cys-34 zu untersuchen. Durch UV-Strahlung kam es jedoch zu
offensichtlich wesentlich schwerwiegenderen Verdanderungen am Albumin, wodurch es mit
der angewandten HPLC-Methode nicht mehr nachweisbar war.

Mittels Gelelektrophorese konnten Bruchstiicke zwar nachgewiesen, aber nicht identifiziert
werden. Detailliertere Untersuchungen, z.B. mit Massenspektrometrie, hitten jedoch den
Umfang dieser Arbeit gesprengt.

Die Messungen mit dem Litesizer waren zumindest ein Ansatz in der Differenzierung der
entstehenden Molekiile. Groflere Aggregate, die bei der Bestrahlung durch UV-Licht
entstanden wiren und das Wanderverhalten der Molekiile in der HPLC verédndert hétten,
wiren nachweisbar gewesen. Diese Messungen zeigten selbst nach 2 Stunden

Bestrahlungszeit keine Verdnderung der Partikelgrofe.
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Zusammenfassend ldsst sich iiber die Versuche mit ionisierender Strahlung folgendes sagen:
Die Versuche wurden in vitro mit den Dosen durchgefiihrt, die ein Patient in einer einzelnen
Bestrahlungssitzung appliziert werden. Des Weiteren wurde die Proben auch mit der
Strahlungsdosis eines gesamten Behandlungszyklus bestrahlt. Bei keinem der Versuche kam
es zu einer signifikanten Verdnderung des Albumins. Natiirlich lassen sich diese in vitro
durchgefiihrten Versuche nicht direkt auf den Versuch in vivo iibertragen.

Die Versuche mit UV-Strahlung wurden mit Albumin und Ascorbinsdure in Konzentrationen
durchgefiihrt, die denen im menschlichen Glaskorper entsprechen. In Vorversuchen mit UV-
B Strahlung zeigte sich keine Verdnderung, bei UV-C Strahlung zeigte sich eine starke
Verdnderung der Albumin-Molekiile. Das vorhandene Vitamin C konnte diese Verdnderung

zum groften Teil verhindern.
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6. Anhang

Tabelle 4 HMA (a) |HNA 1 (b) |HNA 2 (c) |Gesamt (d) |% HMA (e) |% HNA 1 (f) |% HNA 2 (g)
Albumin Plasmal vorher 1792 600 47 2438 73 25 2
Albumin Plasmal 1 1Gy |1829 71 37 2582 71 28 1
Albumin Plasmal 2 1Gy]1783 710 41 2534 70 28 2
Albumin Plasmal 3 1Gy |1689 699 39 2428 70 29 2
Albumin Plasma2 vorher 1856 718 46 2621 71 27 2
Albumin Plasma2 1 2Gy |1920 773 68 2761 70 28 2
Albumin Plasma2 2 2Gy 1711 773 31 2514 68 31 1
Albumin Plasma2 3 2Gy [1920 777 27 2724 70 29 1
Albumin Plasma3 vorher [1853 807 68 2728 68 30 3
Albumin Plasma3 1 3Gy |1945 749 45 2739 71 27 2
Albumin Plasma3 2 3Gy | 1846 767 37 2650 70 29 1
Albumin Plasma3 3 3Gy |1818 785 45 1597 114 49 3

Tabelle 4: Ergebnisse der Versuche mit gepoolten Plasmaproben (Strahlungsdosis 1-3Gy).
HMA, b) Peakfliche HNAI, c) Peakfliche HNA2, d) gesamte-Peakfliche(HMA+HNA1+HNA2), e) Anteil
HMA [%], f) Anteil HNA1 [%], g) Anteil HNA2 [%)].

a) Peakfldche

Tabelle 5 HMA HNA 1 HNA 2 gesamt % HMA % HNA 1 % HNA 2
Albumin Plasma vorher |1748 588 52 2389 73 25 2
Albumin Plasma 6Gy 1910 687 58 2655 72 26 2
Albumin Plasma 6Gy 716 249 34 999 72 25 3
Albumin Plasma 6Gy 1864 651 47 2562 73 25 2
Albumin Plasma 10Gy 1839 658 39 2536 73 26 2
Albumin Plasma 10Gy 2090 666 54 2810 74 24 2
Albumin Plasma 15Gy  ]1083 363 26 1473 74 25 2
Albumin Plasma 20Gy  |1657 618 34 2309 72 27 1
Albumin Plasma 25Gy  |1873 669 46 2588 72 26 2
Tabelle 5: Ergebnisse der Plasmaproben mit Strahlendosis 6-25Gy.

Tabelle 6 HMA HNA 1 HNA 2 gesamt % HMA % HNA 1 % HNA 2
Pool vorher 1562 677 49 2288 68 30 2

Pool 100Gy sofort 1767 780 69 2617 68 30 3

Pool 100Gy 1h danach |1728 873 55 2656 65 33 2

Pool 100Gy iiber Nacht |1559 1030 57 2646 59 39 2

Pool Kontrolle iiber

Nacht unbestrahlt 1472 959 48 2478 59 39 2

Tabelle 6: Plasmaproben mit Strahlendosis 100Gy.
Inkubationszeit und Inkubationszeit {iber Nacht erhoben.

Werte wurden nach sofort, nach

einer Stunde
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1h Ink

Tabelle 7 HMA  |HNA1 |HNA2 |gesamt |%HMA |%HNA1 |% HNA2
Albumin Plasmal vorher 5830 1971 100 7902 74 25 1
Albumin Plasma?2 vorher |7136 1560 135 8831 81 18 2
Albumin Plasmal 100Gy |5218 1822 130 7170 73 25 2
Albumin Plasmal 100Gy |5548 1951 130 7629 73 26 2
Albumin Plasmal 100Gy |5591 1919 127 7637 73 25 2
Albumin Plasma2 100Gy [6103 1480 122 7704 79 19 2
Albumin Plasma2 100Gy 6064 1482 121 7668 79 19 2
Albumin Plasma2 100Gy |5974 1403 112 7490 80 19 1
Albumin Volllolutl - ¢ 1856 112 7393 73 25 2
100Gy
Albumin Vollblutl oy 1946 136 7704 73 25 2
100Gy
Albumin Vollolutlf s ) 1853 124 7418 73 25 2
100Gy
Albumin Vollblutl 100Gy) 5o, 1936 142 7577 73 26 2
1h Ink
Albumin Vollblutl 100Gy| ., 1933 132 7769 73 25 2
1h Ink
‘Albumin Vollblut] 1

bumin Volbblutl 100Gy),, 2517 178 9752 72 26 2

Tabelle 7: Ergebnisse der Plasmaproben und Vollblut mit Strahlungsdosis 100Gy. Die Versuche mit Vollblut
wurden durchgefiihrt, um festzustellen zu kdnnen, ob das Vorhandensein von Blutzellen einen Einfluss auf die

Verdnderung des Albumins htte.

Tabelle 8 HMA  |HNAI HNA2 |gesamt |%HMA  [%HNAl  |% HNA2
Grifols KON vor| 5 4708 2776 10868 3] 43 26
Bestrahlung

Grifols 1 25Gy 3702 4669 3127 11498 32 41 27
Grifols 2 25Gy 4131 4810 3124 12066 34 40 26
Grifols 3 25Gy 3930 4743 3010 11684 34 41 26
HMA KON vorl oo 1151 891 5911 65 19 15
Bestrahlung

HMA 25Gy 3733 1063 803 5599 67 19 14
HNAL — KON vorl 00 665 390 8918 88 7 4
Bestrahlung

HNAI 25Gy 10460 |655 172 11286 93 6 2

Tabelle 8: Ergebnisse der reinen Albuminproben (Grifols), HMA und HNAI1. Die Versuche mit reinen
Albuminproben wurden durchgefiihrt, um die Wirkung von im Plasma vorhandenen Antioxidantien
auszuschlieBen zu konnen.

Tabelle 9 HMA HNAI HNA2 gesamt %HMA %HNALI Y%HNA2
Plasma KON 7632 2313 312 10256 74 23 3
Plasma 25Gy 6712 2056 413 9182 73 22 5

Tabelle 9: Ergebnisse des bestrahlten Plasmas der Blutbank.
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Bestrahlung

Tabelle 10 HMA  |HNAI  [HNA2  [gesamt  [%HMA  [%HNAI  [% HNA2
;i’giﬁi‘;mm VoM13960 6080 3345 13384 [30% 45% 25%
;fﬁiﬁ?;mm 10minl 3200|4983 3179 11864 [31% 42% 27%
;ijﬁzﬁl;mm 20minl3 g0 L4712 2908 11209 [33% 42% 26%
;iei'zz'hﬁzzmm 0minla sy a0z 2633 11196 [32% 44% 24%
;ijﬁz-hﬁizmm Aminly s [32s7 3276 10156 |36% 32% 32%
;ﬁzzlﬁz;mm Somint 3515|3615 2000 9620 41% 38% 22%
;ﬁ’zﬁz‘?m 60minl3po1 3465 2790|9746 36% 36% 29%
;ij';ﬁzﬁz;mm ominlars 4916 1229 9350 34% 53% 13%
;ﬁ'ﬁ;ﬁﬁ;‘nm Bomint 3550 |2on1 2166 8106 37% 36% 27%
;ijﬁz'hﬁzzmm oominty 4z [3104 2202 7749 32% 40% 28%
Sigma-Albumin  100min 0 0 0 0 o 5 .

Tabelle 10: Albumin-Proben (Sigma-Aldrich) bestrahlt iiber 120min. Ab Minute 100 Abbruch der Auswertung
da keine ausreichende Abgrenzung zwischen Kurven mehr moglich war. Werte alle 10min ermittelt.

120min Bestrahlung

Tabelle 11 HMA HNA1 HNA 2 gesamt % HMA % HNALI % HNA 2
i -Al in+
;’iﬁzhluzzmm Ase vorl, 176 5540 3650 11666 21% 47% 31%
i -Al in+
Sigma-AlbumintAse g 7296 3493 15069 28% 48% 23%
10min Bestrahlung
— —
Sigma-AlbumintAse 100 6489 2992 13469 30% 48% 22%
20min Bestrahlung
—— —
Sigma-AlbumintAse .0, 6982 2846 13769 29% 51% 21%
30min Bestrahlung
1 - n+
Sigma-Albumin+Ase 10, 5964 3694 13578 29% 44% 27%
40min Bestrahlung
—— —
Sigma-Albumin+Asc 100 6388 3061 13400 29% 48% 23%
50min Bestrahlung
igma-Albumin __ +A
Sigma-Albumin *¢l4140 6478 3181 13799 30% 47% 23%
60min Bestrahlung
igma-Albumin _ +A
Sigma-Albumin *°l4326 6633 3491 14450 30% 46% 24%
70min Bestrahlung
—— —
Sigma-AlbumintAse | 6368 3050 13095 28% 49% 23%
80min Bestrahlung
1 - n+
Sigma-AlbumintAse {500 6427 3189 13522 29% 48% 24%
90min Bestrahlung
—— —
Sigma-AlbumintAsc 0o 6022 3288 13195 29% 46% 25%
100min Bestrahlung
i -Al in+
Sigma-AlbumintAse . 6117 3582 13775 30% 44% 26%
110min Bestrahlung
i -Al in+
Sigma-AlbumintAse 155 6412 3325 13701 29% 47% 24%

Tabelle 11: Albumin-Proben (Sigma-Aldrich) +Ascorbinsdure bestrahlt {iber 120min. Werte alle 10min

ermittelt.
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Tabelle 12 HMA Anteil %
HMA vor Bestrahlung  |8486 100%
g:;[t?ahlung 1omin 6474 76%
I];:;It?ahlung 20min 6028 1%
gi\;[‘?ahlung S0min 5177 61%
gi\:‘?ahlung Homin 4651 55%
Ilgtle\;[‘?ahlung 2omin 4747 56%
gi\:‘?ahlung ofmin 4616 54%

Tabelle 12: HMA bestrahlt iiber 60min. Werte alle 10min ermittelt.
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HMA
Tabelle 13 Ase Anteil %
HMA+Asc vor -
Bestrahlung 3753 100%
HMAAsc 10min
0,
Bestrahlung 3752 100%
HMA+Asc 20min -
Bestrahlung 3627 97%
HMA+Asc 30min
0,
Bestrahlung 4059 108%
+ .
HMA+Asc 40min 3962 106%
Bestrahlung
HMA+Asc 50min -
Bestrahlung 3581 95%
HMAAsc 60min
0,
Bestrahlung 3720 99%
HMA+Asc 90min )
Bestrahlung 3558 95%,
HMA+Asc 120min
o,
Bestrahlung 3481 93%
HMA+Asc 150min -
Bestrahlung 3572 95%
HMA+Asc 180min
0,
Bestrahlung 3539 949,
+ .
HMA+Asc 210min 3504 04%
Bestrahlung
HMA+Asc 240min )
Bestrahlung 3321 89%
HMA+As 270mi
. 2034 78%
Bestrahlung
HMA+Asc 300min -
Bestrahlung 3305 88%
HMA+Asc  Bestrahlung )
iiber NAcht 2483 66%

Tabelle 13: HMA+ Ascorbinsiure bestrahlt iiber 60min, Werte alle 10min. Bis zu Minute 300 Werte alle 30min
ermittelt. Bestrahlung iiber Nacht Wert am nichsten Morgen ermittelt.

Tabelle 14 HNAI1 Anteil %
HNAI vor Bestrahlung |15240 100%
giﬁallhlung 254nm1 o 11410 5%
giﬁihlung 254nm20mln 10120 66%
gigallhlung 254nm30mln 9629 63%
I];I:Isﬁellhlung 254nm40mln 8317 55%
gigallhlung 254nm50m]Il 7688 50%
I];I:Isﬁellhlung 254nm60mln 6749 44%

Tabelle 14: HNA1 bestrahlt iiber 60min. Werte alle 10min ermittelt.
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Tabelle 15 ISNA“AS Anteil %
"

giﬁihlung ASE v 5533 100%
n ;

giﬁihﬁfg 254nm10mln 5341 97%
n .

giﬁihﬁfg 254nm20mm 4835 |87%
n :

giﬁihﬁfg 254nm30mln 5537 100%
n .

giﬁihﬁfg 254nm40mm 5252 [95%
n :

giﬁihﬁfg 254nm50mln 4917 189%
n .

giﬁihﬁfg 254nm60m]n 5404 [98%
n ;

giﬁihﬁfg 254nm90mln 4984 190%
n .

bestaning 25t |2 [#1%
n ;

I;:Isﬁ;mﬁ:; 254nrr1150mm 4535 82%
n :

I;iﬁslihﬁ:gc 254nn1180mm 4565 |83%
n ;

giﬁallhlﬁ:g 254nr12110mln 4221 76%
n ;

I;iﬁslihﬁ:gc 254nrr2140mm 3971 72%
n ;

giﬁihlﬁ:;j 254nnzq70mln 3867 70%
n ;

I;iﬁslihﬁ:gc 254nrr3100mm 3741 168%

n
gel:\;f;allhlung iiber Nacl?lfc 3022 35%

Tabelle 15: HNA1+ Ascorbinsdure bestrahlt iiber 60min, Werte alle 10min. Bis zu Minute 300 Werte alle
30min ermittelt. Bestrahlung iiber Nacht Wert am nichsten Morgen ermittelt.
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Albumin_1-3Gy

HMA HNA1 HNA2
M 70,03 28,27 1,69
SD 1,52 1,53 0,45
VarK 0,02 0,05 0,26
VarK(%) 2,17 5,43 26,42
Albumin_6-25Gy

HMA HNA1 HNA2
M 72,69 25,30 2,01
SD 0,90 0,92 0,57
VarK 0,01 0,04 0,28
VarK(%) 1,24 3,65 28,28
Albumin_100Gy

HMA HNA1 HNA2
M 63,83 33,98 2,19
SD 4,44 4,60 0,27
VarK 0,07 0,14 0,12
VarK(%) 6,96 13,54 12,48
Albumin_100Gy_1h
Albumin_{HMA HNA1 HNA2
M 73,06 25,26 1,68
SD 0,45 0,31 0,18
VarK 0,01 0,01 0,10
VarK(%) 0,61 1,23 10,43
Plasmakont_100Gy

HMA HNA1 HNA2
M 79,72 18,74 1,55
SD 0,78 0,76 0,04
VarK 0,01 0,04 0,03
VarK(%) 0,98 4,05 2,72

Tabelle 16:Variationskoeffizienten der Versuche mit ionisierender Strahlung.

HPLC_Kontrolle

HMA HNA1 HNA2
M 78,48 17,71 3,81
SD 0,42 0,35 0,17
VarK 0,01 0,02 0,04
VarK(%) 0,54 1,99 4,00

Tabelle 17 :Variationskoeffizient der HPLC-Kontrollmessung Variationskoeffizienten der Versuche mit
ionisierender Strahlung.



