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Hochdurchsatzsequenzierung - ein vielseitiges Werkzeug zur
Detektion strahlungsinduzierter DNA-Schaden

High-throughput Sequencing — a Versatile Tool for the Detection of Radiation-induced DNA Damage

Simon Wagner?, Laura Kubitscheck?, Matthias Port?, Reinhard Ullmann?

Zusammenfassung

Soldaten und Zivilpersonen kénnen durch Unfélle, ter-
roristische Anschlage oder den Einsatz von Kernwaffen
ionisierender Strahlung ausgesetzt werden. Der aktu-
elle Krieg in der Ukraine hat verdeutlicht, dass die Bun-
deswehr auf nukleare Bedrohungsszenarien vorbereitet
sein muss und deswegen die entsprechenden Fahig-
keiten kontinuierlich ausbauen und weiterentwickeln
muss. Das Institut fiir Radiobiologie der Bundeswehr
nutzt modernste Sequenziertechnologien um die
Schadwirkung von Strahlung auf unsere DNA qualitativ
und quantitativ zu erfassen. Die im Forschungsbereich
des Instituts bereits eingefiihrte Hochdurchsatzsequen-
zierung soll nun auch als biodosimetrische Anwendung
etabliert werden. Damit kdnnte die Biodosimetrie vom
immensen technologischen Entwicklungspotential der
Hochdurchsatzsequenzierung profitieren und auf diese
Weise der Durchsatz an Untersuchungen im Rahmen
der medizinischen Akutversorgung strahlungsexponier-
ter Personen signifikant erhoht und langfristige Risiken
nach Exposition praziser abgeschatzt werden.
Schliisselworte: Hochdurchsatzsequenzierung, Bio-
dosimetrie, ionisierende Strahlung, Mutationen, Einzel-
zellsequenzierung

Summary

Soldiers and civilians can be exposed to ionizing radi-
ation through accidents, terrorist attacks or the use of
nuclear weapons. The current war in Ukraine has made
it clear that the Bundeswehr must be prepared for nu-
clear threat scenarios and must therefore continuously
expand and develop the corresponding capabilities. The
Bundeswehr Institute of Radiobiology uses state-of-the-
art sequencing technologies to qualitatively and quan-
titatively determine the damaging effects of radiation on
our DNA. The high-throughput sequencing already in-
troduced in the research area of the institute is now to
be established as a biodosimetric application. Thus,
biodosimetry could benefit from the immense techno-
logical development potential of high-throughput se-
quencing. In this way the throughput of examinations
in the context of medical acute care of persons exposed
to radiation could be significantly increased and long-
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term risks after exposure could be assessed more pre-
cisely.

Keywords: high-throughput sequencing, biodosimetry,
ionizing radiation, mutations, single cell sequencing

Hintergrund

Die Analyse genetischer Veranderungen nimmt einen
immer groRer werdenden Stellenwert in vielen Bereichen
der Medizin ein. Beispielsweise werden in der Pathologie
spezifische Mutationen als diagnostische und prognos-
tische Marker genutzt, um klinisch relevante Subklassi-
fikationen histologisch nicht unterscheidbarer Tumoren
zu ermoglichen und therapeutische Entscheidungen
unterstitzen zu kénnen, insbesondere im Zusammen-
hang mit personalisierter Krebstherapie. Im Bereich der
vererbten Erkrankungen ermdglicht die Identifikation
krankheitsspezifischer Mutationen eine friihzeitige Dia-
gnose, oftmals sogar schon vor dem Auftreten spezifi-
scher Symptome, und das Erkennen mdoglicher pradis-
ponierender Faktoren. Geférdert wurde diese Entwicklung
vor allem durch das Aufkommen moderner Hochdurch-
satzsequenzierverfahren, welche die genomweite Unter-
suchung genetischer Veranderungen mit hochster Auf-
I6sung erlauben.

Auch das Institut fur Radiobiologie der Bundeswehr (Inst-
RadBioBw) nutzt diese neuen Sequenzierverfahren zur
Detektion strahlungsinduzierter DNA-Schaden, um radio-
biologische Fragestellungen zu adressieren und neue
Biodosimetrieverfahren zu entwickeln. Das Vorliegen
erhéhter Mutationsraten oder spezifischer Mutations-
muster nach Strahlungsexposition kann auch arbeits-
schutzrechtlich relevant sein. Das InstRadBioBw konzep-
tionierte und begleitet die vom deutschen Bundestag
beauftragte Studie ,Mdgliche DNA-Schadigung in Nach-
kommen von Radartechnikern®. Durch genomweite
Hochdurchsatzsequenzierung soll in dieser aktuell noch
laufenden Studie geklart werden, ob die Exposition von
Radarsoldaten im Rahmen ihrer dienstlichen Tatigkeit
das Risiko einer genetischen Erkrankung in deren Nach-
kommen erhoht hat. Mit den Ergebnissen dieser Studie
ist im ersten Quartal 2023 zu rechnen.

Arten strahlungsinduzierter DNA-Schadigungen

lonisierende Strahlung kann die DNA auf vielfaltige Art
schadigen — durch direktes Einwirken der Strahlungs-
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energie auf die DNA-Molekdile und indirekt Uber Inter-
aktion mit verschiedenen radiolytischen Zerfallsproduk-
ten, insbesondere der Wassermolekdle, aus denen der
menschliche Kérper mehrheitlich besteht. Als Folge kon-
nen einzelne DNA-Basen verloren gehen oder chemisch
modifiziert werden. Die DNA-Doppelhelix kann an einem
DNA-Strang (Single Strand break, DNA SSB) oder beid-
seitig an beiden Strangen brechen (DNA-Doppelstrang-
bruch, DNA DSB). Der Effekt ionisierender Strahlung
beschrankt sich nicht auf die Schadigung der DNA-Mo-
lekule selbst, sondern kann auch die mit der DNA asso-
ziierten Proteine verandern und in weiterer Folge die
dreidimensionale Organisation der DNA im Zellkern be-
einflussen.

Zellen haben unterschiedliche DNA-Reparaturmechanis-
men entwickelt, die den Grolteil dieser Schaden elimi-
nieren, bevor sie sich im Zuge der nachsten Zellteilung
im Genom als Basenveranderung oder strukturelle Chro-
mosomenveranderungen manifestieren kénnen. Das
gelingt der Zelle meist, aber nicht immer. Eine besonde-
re Gefahr fur die genomische Integritat stellen dabei
DNA-Doppelstrangbriiche dar. Im Zuge ihrer Reparatur
kann es zum Verlust einiger Basen am Bruchpunkt kom-
men oder sogar zum fehlerhaften Verknlpfen zweier
nicht zusammengehdérender Chromosomenstiicke. Pas-
siert dies innerhalb eines Chromosoms, kann das zum
Verlust oder Gewinn chromosomalen Materials kommen
(Kopienzahlvariante, CNV), oder es wird ein chromo-
somales Fragment ohne DNA-Kopienzahlanderung
innerhalb des Chromosoms auf den Kopf gestellt (In-
version). Werden im Zuge der dysfunktionalen DNA-Dop-
pelstrangreparatur zwei unterschiedliche Chromosomen

Anzahl der sequenzierten DNA Fragmente

verknuUpft, spricht man von einer Translokation. Eine
Sonderform der Translokation ist das dizentrische Chro-
mosom, bei dem ein derivatives Fusionschromosom mit
zwei Zentromeren entsteht. Persistierende DNA-Lasio-
nen konnen replikativen Stress verursachen, der zum
Auftreten neuer DNA-Doppelstrangbriiche selbst Stun-
den bzw. Tage nach Exposition fihren kann.

Die dynamische Entwicklung der Hochdurchsatz-
sequenzierung

Lange war die klassische Sanger-Sequenzierung welt-
weit das Standardsequenzierverfahren. Als Ergebnis
zahlreicher Optimierungen seit seiner Erstpublikation im
Jahre 1977 kann man damit mittlerweile die Basenabfol-
ge von DNA-Fragmenten mit einer Lange von bis zu 800
Basen aufklaren. Pro Sequenzreaktion kann mit Sanger-
Sequenzierung allerdings immer nur ein einzelnes DNA-
Fragment untersucht werden, weshalb das interessie-
rende Fragment zuvor durch Klonierung oder PCRisoliert
dargestellt werden muss. Will man einen langeren geno-
mischen Abschnitt entziffern, muss man zahlreiche die-
ser DNA-Fragmente —einem Puzzle gleich —zusammen-
setzen. Vor diesem Hintergrund wird nachvollziehbar,
welche grofde wissenschaftliche Leistung die erstmalige
Sequenzierung der etwa 3 Milliarden Basen des huma-
nen Genoms unter Anwendung der Sanger Sequenzie-
rung war [4,10].

Seit der Sequenzierung des ersten humanen Genoms,
die von ~1990 bis 2001 dauerte und mehrere Milliarden
Dollar kostete, hat sich die Technologie fundamental wei-
terentwickelt. Durch Miniaturisierung und Parallelisierung

Abb. 1: Schematische Darstellung der Identifikation chromosomaler Gewinne und Verluste durch Hochdurchsatzsequenzierung:

Die sequenzierten DNA-Fragmente werden im Genom verortet und ihre Verteilung entlang der Chromosomen quantifiziert. Im Anschluss wird die
lokale Anzahl an sequenzierten DNA-Fragmenten mit dem gesamtgenomischen Durchschnitt abgeglichen (graue horizontale Balken). Ein chromo-
somaler Verlust hat zur Folge, dass fiir die jeweilige Region weniger DNA-Fragmente relativ zum gesamtgenomischen Durchschnitt vorhanden
sind (blaue horizontale Balken). Bei einem chromosomalen Gewinn sind die DNA-Fragmente der korrespondierenden Region Uberreprasentiert

(rote horizontale Balken).
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der Sequenzierreaktionen kdnnen mittlerweile viele Mil-
lionen DNA-Fragmente gleichzeitig sequenziert werden.
Das am InstRadBioBw genutzte Gerat kann bis zu 400
Millionen unterschiedliche DNA-Fragmente in einem Lauf
sequenzieren. Andere Gerate kénnen sogar 16-20 Mil-
liarden DNA-Fragmente in einem Durchlauf lesen, was
der vollstandigen Sequenzierung von ~48 humanen Ge-
nomen innerhalb von 44 Stunden entspricht. Die einst-
malige Utopie des ,1000.- Dollar Genoms*, der vollstan-
digen Sequenzierung eines humanen Genoms fiir einen
Preis unter 1000.- Dollar, ist Iangst von der Realitat unter-
boten worden [1].

Analyse chromosomaler Veranderungen mittels
Hochdurchsatzsequenzierung

Anders als bei der klassischen Sanger-Sequenzierung
beschrankt sich das Anwendungsspektrum der Hoch-
durchsatzsequenzierung nicht auf das Lesen der
Sequenz und das Auffinden einzelner Basenveranderun-
gen. Vielmehr reprasentiert die Hochdurchsatzsequen-
zierung eine vielseitige Analyseplattform, die fiir die ge-
nomweite Detektion unterschiedlichster genetischer und
epigenetischer Veranderungen genutzt werden kann. Im
Folgenden werden zwei Anwendungen beschrieben, wie
sie am Institut fir Radiobiologie etabliert sind. Gemein-

sam ist den hier beschriebenen Methoden, dass sie eine
DNA-Sequenzinformation nur nutzen, um das jeweilige
DNA-Fragment im Genom zu verorten. Das wesentliche
Ergebnis dieser Analysen beruht auf der Quantifizierung
der verorteten DNA-Fragmente, d.h. der Feststellung,
wieviele DNA-Fragmente einem bestimmten chromoso-
malen Abschnitt zugeordnet werden kénnen.

Eine auf diesem Prinzip beruhende Anwendung auf RNA-
Ebene hatten wir bereits 2021 in der Wehrmedizinischen
Monatsschrift beschrieben, nadmlich unsere Untersu-
chungen zu den Auswirkungen von CT-Untersuchungen
auf die Genregulation [2]. Analog dazu kann man die
Quantifizierung der DNA-Fragmente fur die Detektion
chromosomaler Gewinne und Verluste nutzen. Wie in
Abbildung 1 schematisch dargestellt, werden alle Se-
quenzfragmente im Genom verortet. DNA-Kopienzahl-
unterschiede zeigen sich dann als statistisch signifikan-
te Unterschiede in der Verteilung der Fragmente in einer
chromosomalen Region relativ zum restlichen Genom
[7]. Die Untersuchung chromosomaler Gewinne und Ver-
luste kann Hinweise auf fur die Entwicklung strahlungs-
induzierter Tumore wichtige Onkogene und Tumorsup-
pressorgene geben.

In Kooperation mit dem Bundesamt flr Strahlenschutz
nutzen wir aktuell diese Strategie, um chromosomale

Abb. 2: Detektion chromosomaler
Translokationen durch Hoch-
durchsatzsequenzierung:

In diesem sogenannten Circos-
Plot sind die Ideogramme des
Chromosoms 4 (auf3en links) und
Chromosoms 3 (auf3en rechts)
als Halbkreise dargestellt. In
den dazu benachbarten Histo-
grammen wird in Griin die durch
Hochdurchsatzsequenzierung
ermittelte Wahrscheinlichkeit der
raumlichen Néhe von Chromo-
som 3 und 4 im Zellkern ange-
zeigt. Durch eine Translokation
zwischen den beiden Chromo-
somen andert sich deren Positio-
nierung im Zellkern. Der abrupte
Anstieg der Wahrscheinlichkeit
fur eine benachbarte Lage der
involvierten Chromosomenseg-
mente im Zellkern weist auf die
Lokalisation der beiden DNA
Doppelstrangbriiche hin, deren
dysfunktionale Reparaturen zur
Translokation gefiihrt haben. Im
Inneren des Kreises verbindet
die braune Linie die beiden
chromosomalen Bruchpunkte.
Das hellbraune Band zeigt die
fusionierten Chromosomenfrag-
mente.
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Veranderungen in Lungentumoren ehemaliger Uranberg-
bauarbeiter der friheren Wismut AG zu identifizieren. Die
Arbeiter waren besonders in der frihen Phase des Uran-
abbaus erhdhten Belastungen durch Feinstaub, Silikaten
und vor allem dem alpha-Strahler Radon ausgesetzt, was
die Untersuchung dieser Tumoren radiobiologisch auf3er-
ordentlich interessant macht [3]. Bei der Suche nach
radonspezifischen chromosomalen Veranderungen in
diesen Tumorproben muss natirlich bedacht werden,
dass viele der Uranbergbauarbeiter auch Raucher waren
und die Muster der chromosomalen Veranderungen in
den Lungentumoren dieser Gruppe das additive Zusam-
menwirken verschiedener mutagener Prozesse wider-
spiegeln. Es wurden deshalb besondere statistische
Verfahren aus dem Bereich des ,machine learnings” an-
gewandt, um die unterschiedlichen Mutationssignaturen
bestmdglich zu trennen. Die Relevanz der durch diese
Untersuchungen identifizierten Kandidatengene wird der-
zeit mittels funktioneller Studien Uberpruft.

e
NextSeq 500
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Auch chromosomale Translokationen kdnnen mittels
Hochdurchsatzsequenzierung identifiziert werden. Der
Vorteil im Vergleich zu klassischen zytogenetischen und
molekular-zytogenetischen Verfahren ist, dass es keine
teilungsfahigen Zellen braucht und die chromosomalen
Bruchpunkte auf die Base genau bestimmt werden kén-
nen. Anders als bei zytogenetischen Verfahren mit einem
Auflésungsvermdégen von ca. 10 Millionen Basen, kdnnen
Fusionsgene und chromosomale Regionen mit erhéhter
Vulnerabilitat prazise bestimmt werden. Am InstRad-
BioBw charakterisieren wir Translokationen mit Hi-C [8,
9], einer auf Hochdurchsatzsequenzierung basierenden
Methode, die urspriinglich fur die Analyse der dreidimen-
sionalen Organisation der DNA im Zellkern entwickelt
wurde [5, 6]. Chromosomale Translokationen verandern
die rdumliche Organisation des Zellkerns und die Posi-
tion der Chromosomen zueinander, was mittels Hi-C
aullerordentlich verlasslich und robust angezeigt wird
(Abbildung 2).

Abb. 3: Hochdurchsatzsequen-
ziergerat:

Der am Institut fir Radiobiologie
eingesetzte NextSeq500 der Fir-
ma lllumina erméglicht die gleich-
zeitige Sequenzierung von bis zu
400 Millionen DNA Fragmenten.
Im Vordergrund sieht man die
sogenannte Flowcell, in der die
eigentliche Sequenzierreaktion
passiert.

illumina
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Entwicklung neuer Verfahren fiir die Biodosimetrie
— ein Ausblick

Kommt es zu einer Strahlenexposition durch Unfall, ter-
roristische Aktivitat oder den Einsatz von Nuklearwaffen,
ist es fur den effizienten und adaquaten Einsatz sanitats-
dienstlicher Ressourcen essenziell, moglichst schon vor
Eintreten klinischer Symptome exponierte Personen mit
Therapiebedarf von nicht oder nur gering exponierten
Personen unterscheiden zu kénnen. Der kriegerische
Konflikt in der Ukraine hat wieder einmal deutlich ge-
macht, dass sich die Bundeswehr auf solche Bedro-
hungsszenarien vorbereiten und ihre entsprechenden
diagnostischen Fahigkeiten kontinuierlich weiterent-
wickeln muss.

Ein wesentliches Instrument fir die retrospektive Dosis-
abschatzung ist die Biodosimetrie. Grundprinzip der
Biodosimetrie ist, dass das AusmaR strahleninduzierter
biologischer Schaden mit der ursachlichen Strahlendosis
korreliert. Biodosimetrische Methoden machen sich die-
se Korrelation zunutze, indem sie uber quantitative Be-
stimmung der DNA-Schaden Rickschlisse auf die
Strahlendosis ermoglichen.

Es gibt verschiedene biodosimetrische Verfahren. Die
Etabliertesten basieren auf der mikroskopischen Quanti-
fizierung struktureller Chromosomenveranderungen, ins-
besondere der Haufigkeit dizentrischer Chromosomen,
die die retrospektive Dosisabschatzung mit beeindru-
ckender Prazision ermdglicht (Abbildung 3). Da diese
chromosomalen Veranderungen allerdings nur in be-
stimmten Zellzyklusphasen mikroskopisch sichtbar sind,
bendtigen diese Verfahren lebende Zellen als Ausgangs-
material, welche in Kultur genommen und zur Zellteilung
stimuliert werden missen. Das kostet wertvolle Zeit und
wirkt sich negativ auf den Probendurchsatz aus. Vor dem
Hintergrund der erfolgreichen Analyse verschiedener
struktureller Chromosomenveranderung durch Hoch-
durchsatzsequenzierung am InstRadBioBw wollen wir in
einem laufenden Sonderforschungsvorhaben tberpri-
fen, ob diese Analyseplattform auch fiir die Biodosimetrie
genutzt werden kann. Der methodische Ansatz ist an-
spruchsvoll, da durch ionisierende Strahlung in jeder ex-
ponierten Zelle ein individuelles Set chromosomaler Ver-
anderungen erzeugt wird, welches bei Analyse einer
Zellpopulation durch die jeweils anderen Zellen maskiert
wird. Erst durch die Sequenzierung einzelner Zellen wer-
den diese individuellen Mutationen detektierbar.

Schlussfolgerung

Die Hochdurchsatzsequenzierung ist eine vielseitige
Analyseplattform, die der Radiobiologie neue Perspekti-
ven er6ffnet. Ein besonders spannender Aspekt dabei ist
die Sequenzierung von Einzelzellen, die das Potenzial
hat, den Durchsatz der Biodosimetrie beachtlich zu er-
héhen, die bendtigte Analysezeit zu verringern und dabei

nicht von der Verfiigbarkeit teilungsfahiger Zellen abhan-
gig ist.
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