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Einleitung 1

1. EINLEITUNG

1.1. Zielsetzung der Arbeit

Die Strahlentherapie ist derzeit bei vielen Tumorerkrankungen ein wichtiger
Bestandteil des therapeutischen Konzeptes. Dabei wird die einsetzbare Dosis
vor allem durch die unvermeidbare Mitbestrahlung von Normalgewebe und dem
damit verbundenen Risiko von akuten und spaten Normalgewebereaktionen
limitiert. Dartber hinaus muss bericksichtigt werden, dass auch bei identischen
Therapieschemata erhebliche individuelle Unterschiede in der Haufigkeit und
Intensitat der akuten und spaten Normalgewebereaktionen beobachtet werden,
welche im  Wesentlichen auf Unterschiede in der zellularen
Strahlenempfindlichkeit der Patienten® zuriickgefiihrt werden (Tucker et al.,
1992). Die individuelle Strahlenempfindlichkeit wird somit mafRgeblich durch die
zellulare, genetisch determinierte bzw. intrinsische Strahlenempfindlichkeit
bestimmt (Borgmann et al., 2008). Eine Maflnahme zur Reduktion der
Normalgewebsreaktionen ware somit die Identifizierung strahlensensitiver
Patienten. Winschenswert ware hierbei die verlassliche Quantifizierung der
zellularen Strahlenempfindlichkeit mittels einer geeigneten Methode, die im
Idealfall in der klinischen Situation vor Beginn der Strahlentherapie Auskunft
Uber das individuelle Risiko strahleninduzierter Nebenwirkungen geben kann.
Durch die Bestimmung der intrinsischen Strahlenempfindlichkeit im Vorfeld
konnte eine Individualisierung der Strahlentherapie und die Vermeidung von
Strahlenschaden mit dem Ziel der Therapieoptimierung erreicht werden. Vor der
Implementation geeigneter Screening-Methoden gilt es jedoch zu klaren,
welche Faktoren fir die Unterschiede der zellularen Strahlenempfindlichkeit
verantwortlich sind. In diesem Zusammenhang sind systematische und
vergleichende Untersuchungen an geeigneten Zellsystemen nétig, um optimale

Methoden zu entwickeln und verlassliche Endpunkte zu identifizieren, deren

! Bei allen Bezeichnungen, die auf Personen bezogen sind, meint die Formulierung beide
Geschlechter, unabhangig von der in der Formulierung verwendeten konkreten
geschlechtsspezifischen Bezeichnung.
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Anwendung die Bestimmung der individuellen Strahlenempfindlichkeit
ermoglicht.

Von malfigeblicher Bedeutung flir die individuelle Strahlenempfindlichkeit ist die
Effektivitat der zellularen Reparaturprozesse von DNA-Schaden. Hierbei wird
aktuell der Chromatinstruktur besondere Bedeutung beigemessen, da das
kompakte Heterochromatin im Gegensatz zu dem locker organisierten
Euchromatin die DNA-Reparatur mdoglicherweise behindert und somit als
morphologischer Hinweis auf eine verminderte DNA-Reparatur diskutiert wird.
Beziglich der Bestimmung der zellularen Strahlenempfindlichkeit steht eine
Reihe von Methoden zur Verfigung. Zum einen wird der in der Strahlenbiologie
als Goldstandard geltende in-vitro-Kolonietest, mit dessen Hilfe das zellulare
Uberleben nach Bestrahlung quantifiziert werden kann, angewendet. Zum
anderen steht seit einigen Jahren mit dem Nachweis sogenannter lonizing
Radiation-induced Foci (IRIF) eine Methode zur Verfigung, residuelle DNA-
Schadigungen als lokale Ereignisse darzustellen und zu quantifizieren. Diese
Methode erfahrt durch die Verfugbarkeit neuer Antikérper zum Nachweis
verschiedener reparatur-assoziierter Proteine kontinuierliche Optimierung.

Ziel dieser Arbeit war die Optimierung des Nachweises residueller DNA-
Schaden unter Verwendung spezifischer Antikbrper gegen die reparatur-
assoziierten Proteine yH2AX, 53BP1 und den neuerdings kommerziell
erwerbbaren Antikbrper gegen pATM.

Neben den methodischen Aspekten wurde dariber hinaus die Bedeutung der
Chromatinstruktur fur die zellulare Strahlenempfindlichkeit untersucht. Ziel war
die Klarung der Fragestellung, ob ein Zusammenhang zwischen dem Anteil an
Heterochromatin und der zellularen Strahlenempfindlichkeit besteht. Aul3erdem
sollte die Hypothese, dass Heterochromatin eine Barriere fur die DNA-
Reparatur darstellt und folglich residuelle Doppelstrangbriiche vorzugsweise im
Heterochromatin lokalisiert sind, Uberpriuft werden. Als methodische
Voraussetzung galt es zunachst, den immuncytochemischen Heterochromatin-
Nachweis zu implementieren sowie eine Methode der Quantifizierung des
Heterochromatinanteils zu entwickeln und geeignete Parameter zur

Charakterisierung des Heterochromatin-Status zu identifizieren.
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1.2. Strahlenwirkung auf das Normalgewebe

Das Ziel der Strahlentherapie bei der Behandlung maligner Erkrankungen ist
die lokoregionale Tumorkontrolle unter weitgehender Schonung des normalen
Gewebes zur Vermeidung so genannter Normalgewebereaktionen.

Im Hinblick auf die radiogenen Folgen an Normalgeweben wird im Allgemeinen
zwischen  Froh- und  Spéatreaktionen unterschieden. Die akuten
Normalgewebereaktionen treten meist schon wahrend der Therapie oder
unmittelbar danach auf. Bevorzugt betroffen sind Umsatzgewebe mit einer
hohen Zellteilungsrate, wie beispielsweise die Schleimhaut (z.B. mit der Folge
der Mukositis) oder das Knochenmark (z.B. mit der Folge der Panzytopenie).
Die Hohe der Strahlendosis bestimmt hierbei die Zahl der Uberlebenden
Stammzellen und die damit verbundene Zellneubildung und dadurch das
Ausmal} der akuten Reaktionen. Nach Beendigung der Strahlentherapie kommt
es bei den Fruhreaktionen des Normalgewebes jedoch in der Regel zur
spontanen und folgenlosen Abheilung. Bei den Spatreaktionen des
Normalgewebes handelt es sich hingegen meist um irreversible und
progrediente Schaden, die mit einer Latenz von mehreren Monaten bis Jahren
nach Ende der Strahlentherapie auftreten. Betroffen sind vor allem Organe und
Gewebe mit geringer Proliferationsrate wie Lunge, Leber oder Nieren. Typische
spate Komplikationen nach Strahlentherapie sind hierbei fibrotische
Veranderungen, wie zum Beispiel Lungenfibrose.

Die Wahrscheinlichkeit fir das Auftreten von Normalgewebereaktionen wird
durch patientenbezogene und behandlungsabhangige Faktoren (Delanian und
Lefaix, 2004) sowie die individuelle Strahlenempfindlichkeit beeinflusst. Zu den
patientenabhangigen Faktoren gehoren beispielweise der Allgemeinzustand
und das Ausmald der Vorerkrankungen, wie Diabetes, Hypertonus (Chon und
Loeffler, 2002) oder die Einschrankung der Lungenfunktion (Inoue et al., 2001).
Zu den behandlungsabhangigen Faktoren gehoren u.a. die Fraktionierung der
Bestrahlung, ein ausreichendes Zeitintervall zwischen den Fraktionen und die
GroRe des Bestrahlungsvolumens (Rancati et al.,, 2003). Hinsichtlich der

behandlungsabhangigen Faktoren kann die Bestrahlung von Normalgewebe vor
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allem durch die Optimierung der Lagerung, die Anwendung mehrerer

Strahlenfelder und die Verbesserung der Fraktionierungsschemata erheblich

reduziert werden (Garden, 2001; Kosaka et al., 2010).

Trotz dieser Mal3hahmen zur Pravention von Strahlenschaden kommt es jedoch

nach wie vor zu unerwinschten Nebenwirkungen. Auch bei identischen

Therapieschemata sind zum Teil erhebliche Unterschiede bezlglich des

Auftretens der spaten Normalgewebereaktionen zwischen den einzelnen

Patienten zu verzeichnen (Tucker et al., 1992). Diese Tatsache wird u.a. auf die

individuelle Strahlenempfindlichkeit der einzelnen Patienten zurtckgefihrt

(Andreassen et al., 2002; Borgmann et al., 2002).

Derzeit steht die Pradiktion der individuellen Strahlenempfindlichkeit im

Mittelpunkt diverser aktueller Forschungsprojekte:

1. Es konnte ein Zusammenhang zwischen der zellularen und der individuellen
Strahlenempfindlichkeit nachgewiesen werden (Borgmann et al., 2008).
Dabei wiesen Patientinnen mit einer hoheren zelluléaren
Strahlenempfindlichkeit ~auch  ein  hoheres  Risiko  fur  spate
Normalgewebereaktionen auf.

2. Die Identifikation von Genen, die die zellulare Strahlenempfindlichkeit
beeinflussen, und die Bestimmung von Expressionsprofilen aller dieser Gene
sind als weiterer Ansatz zu erwahnen. Hier ist die Bestimmung der
Expression bestimmter Zytokine, wie TGFB1, TNFa, IL-6 und IL-1 als
Surrogatmarker der individuellen Strahlenempfindlichkeit, zu nennen
(Okunieff et al., 2008). Aul3erdem erstrecken sich die Forschungen auf den
Einfluss von Polymorphismen einzelner Nukleotide (Single Nukleotide
Polymorphismen, SNP’s) in bestimmten Genen, wie z.B. im TGFB1-Gen
(Andreassen et al., 2003; De Ruyck et al., 2005; Zschenker et al., 2010).

3. Neuere Untersuchungen werden hinsichtlich des Einflusses des
Heterochromatins auf die Doppelstrangbruchreparatur und das damit
verbundene Zelliberleben durchgefihrt (Goodarzi et al., 2009; Storch et al.,
2010).
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1.3. Zellulare Strahlenwirkung

Die Erforschung der Strahlenwirkung auf Zellen ist eine wesentliche
Fragestellung in der Klinischen Strahlenbiologie und hat erheblich dazu
beigetragen, die Wirkung ionisierender Strahlung auf Normalgewebe und
Tumoren zu verstehen. Fur die Entstehung unerwinschter akuter und spater
Nebenwirkungen ist ausschliel3lich die strahleninduzierte Zellinaktivierung von
Bedeutung. Dabei wird das Zelliberleben nach Bestrahlung von einer Reihe
physikalischer Faktoren beeinflusst. Hierzu zahlen u.a. die Strahlendosis, die
Dauer der Bestrahlung, die Strahlenart und die Fraktionierungsparameter.
Hauptsachlich beruht es jedoch auf der intrinsischen, zellularen
Strahlenempfindlichkeit, welche genetisch determiniert ist und wesentlich von
der F&higkeit zur Reparatur strahleninduzierter DNA-Schadigungen bestimmt
wird (Borgmann et al.,, 2008; Dikomey et al., 1998; Dikomey und Brammer,
2000; Dikomey, 1999).

1.3.1. Strahleninduzierte Schaden der DNA

Das wichtigste intrazellulare Target der Strahlenwirkung stellt die DNA dar.
lonisierende Strahlung kann hierbei zu direkten oder indirekten Schaden an der
DNA fuhren. Die direkte Schadigung der DNA ist durch die Absorption der
Energie und der nachfolgenden Schédigung desselben Molekuls
gekennzeichnet. Bei indirekten DNA-Schaden kommt es zun&chst durch die
ionisierende Strahlung zur Bildung eines Radikals, welches dann Uber eine
Radikalkettenreaktion ein anderes Molekll schadigt (Kauffmann 2011). Meist
bleiben Strahlenschdden an der DNA folgenlos, da die Zelle Uber effiziente
Reparaturmechanismen verfugt. Versagen diese Mechanismen jedoch, so stirbt
der Grof3teil der Zellen nicht sofort. Die meisten Zellen kdnnen sich noch
wenige Male teilen, bevor sie ihre Teilungsfahigkeit verlieren.

Durch ionisierende Bestrahlung wird eine Vielzahl an DNA-Schaden induziert.
Abbildung 1 veranschaulicht die verschiedenen Typen der DNA-Schaden. Sehr

haufig sind Schadigungen wie Basenverluste oder -veranderungen sowie
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Einzelstrangbriche (ESBs). Diese Arten der DNA-Schaden werden mittels
Basenexzisionsreparatur effektiv und in der Regel fehlerfrei beseitigt. Dagegen
stellt sich vor allem die Reparatur von Doppelstrangbriichen (DSBs) als weitaus
schwieriger dar, da hier, wie in Abbildung 1 gezeigt, beide Strdnge der DNA
geschadigt sind (s.u.). Nicht reparierte oder fehlerhaft reparierte DSBs werden
aus diesem Grund als Hauptursachen fir die biologische Wirkung ionisierender
Strahlung verstanden (Foray et al., 1997). Bulky Lesions stellen gehaufte
Lasionen in unmittelbarer N&he zueinander dar, sodass unterschiedliche
Kombinationsformen bei der Reparatur moglich sind. Au3erdem kann es zu
Crosslinks kommen. Diese stellen DNA-Protein-Quervernetzungen dar
(Kauffmann 2011).

%’ Einzelstrangbruch

4

%
/_\f E" Basenschaden
DNA-Protein- & E

Quervernetzung / uckerschaden

(Crosslink)

Basenverlust

Bulky Lesion
{Mehrfachschaden)

Abbildung 1: Schematische Darstellung strahleninduzierter Schaden der DNA (Kauffmann
2011)

Ward beschreibt in seiner Arbeit, dass nach Bestrahlung pro Gy und Zelle etwa
4000 bis 5000 DNA-Schaden auftreten, darunter etwa 1000 bis 3000
Basenschéaden, 600 bis 1000 ESBs und 16 bis 40 DSBs (Ward, 1990). Zudem

beschreibt er einen linearen Anstieg der Schadigungen mit steigender Dosis.
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Aufgrund eines effizienten Reparatursystems ist die durch Bestrahlung
verursachte initiale DNA-Schadigung jedoch weitaus grol3er als die Zahl von

Ereignissen, die zum klonogenen Zelltod und Mutationen fuhrt.

1.3.2. Zellinaktivierung und Zelltod nach Bestrahlung

Als wesentlicher Mechanismus der zellularen Inaktivierung nach Bestrahlung
wird der funktionelle Zelltod, der durch den Verlust der unbegrenzten
Teilungsfahigkeit gekennzeichnet ist, beschrieben. Dieser geht mit dem Verlust
der Koloniebildungsféahigkeit einher und wird daher auch als klonogener Zelltod
bezeichnet.

Der wichtigste Mechanismus der Zellinaktivierung nach Bestrahlung von
Fibroblasten ist der Mitosetod. Dieser ist dadurch gekennzeichnet, dass die
betroffenen Zellen nicht unmittelbar nach der Bestrahlung absterben, sondern
zunachst morphologisch intakt bleiben und noch einige Mitosen durchlaufen,
bevor der Verlust von genetischem Material in Form von azentrischen
Chromosomen-Fragmenten die reproduktive Integritdt unterbindet. Residuelle
DNA-Schaden kdnnen somit in der Mitose letale Chromosomenaberrationen
bedingen und zu einer sekundéaren, postmitotischen Arretierung der Zelle in der
nachsten G1- bzw. GO- Phase des Zellzyklus fihren.

Neben dem mitotischen Zelltod ist bei Fibroblasten nach Bestrahlung, der G1-
Arrest beschrieben. Beim G1-Arrest wird zwischen einem transienten und
einem permanenten Arrest unterschieden. Beim transienten Arrest kommt es
zum vorubergehenden Anhalten des Zellzyklus, wahrend die Reparatur der
geschadigten DNA stattfindet (Kastan et al., 1991). Der transiente Arrest tragt
somit nicht zur dauerhaften Zellinaktivierung bei. Der permanente Arrest
hingegen fihrt zu einer priméren Arretierung der Zelle in der G1-Phase und
bewirkt den Verlust der Koloniebildungsfahigkeit. Er ist bei Fibroblasten
besonders ausgepragt (Di Leonardo et al., 1994). Zusatzlich wird angenommen,
dass der permanente G1-Arrest ein essentieller Schritt bei der Einleitung der
terminalen Differenzierung von Fibroblasten ist. Es kommt zur Ausbildung

terminaler Funktionszellen, die keine Kolonien mehr ausbilden konnen. Diese
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strahleninduzierte terminale Differenzierung scheint eine wichtige Rolle bei der
Entstehung der radiogenen Fibrose als Spatfolge nach Bestrahlung zu spielen
(Rodemann und Bamberg, 1995).

Zudem kann es nach Bestrahlung, vermittelt Gber p53, zur Initierung des
intrinsischen Wegs des programmierten Zelltodes, der sogenannten Apoptose,
kommen (Kim et al. 2006). Diese Form der Zellinaktivierung ist allerdings nur
bei hamatopoetischen Zellen wie beispielsweise Lymphozyten von Bedeutung.
Bei humanen Fibroblasten, als Form des primaren Zelltods, rickt sie in den
Hintergrund. (Dewey et al. 1995). Ausschlie3lich bei der Selektion
ausdifferenzierter, dem Proliferationspool bereits entzogener Fibrozyten kommt

es zur Apoptose (Bayreuther et al. 1992).
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1.4. DNA-Schadenserkennung und Reparatur

1.4.1. DNA-Schadenserkennung

Bei der Induktion von DNA-Doppelstrangbriichen (DSB) durch ionisierende
Strahlung kommt es zur Bildung von sogenannten lonizing Radiation-induced
Foci (IRIF). Bei diesen Foci handelt es sich um Akkumulationen reparatur-
assoziierter Proteine, die sich immuncytologisch mit Hilfe geeigneter Antikdrper
darstellen oder auch floureszenzmikroskopisch quantifizieren lassen.

Ein Doppelstrangbruch der DNA hat zunéchst die Modifikation des Chromatins
zur Folge. Die Dekondensation des DNA-Bezirks ist Ausgangspunkt fur die
Erkennung und Reparatur von DSBs, da sie den Zugang von
Reparaturproteinen erleichtert bzw. ermdglicht. Dazu wird zunéchst die
Histonvariante H2AX zu yH2AX phosphoryliert. Dem voraus geht die
Aktivierung von Ataxia Telangiectasia Mutated (ATM). Dies geschieht durch die
Monomerisierung des inaktiven ATM-Dimers, einhergehend mit der
Autophosphorilierung an den Serinresten Ser367, Ser1893, Ser1981 (Bakkenist
und Kastan, 2003). Zusatzlich kommt es zur Dissoziation der konstitutiv mit
ATM assoziierten Protein-Phosphatase-2A (PP2A), die in Abwesenheit eines
DSB die Autophosphorilierung von ATM hemmt (Goodarzi et al.,, 2004). Des
Weiteren findet im Verlauf der ATM-Aktivierung die Acetylierung am Lysinrest
3016 durch die, ebenfalls mit ATM konstitutiv assoziierte Acetyltransferase
TIP60 statt, die infolge eines DSB aktiviert wird (Sun et al., 2005). Die ATM-
Aktivierung fahrt zu einer Phosphorylierung multipler, an der DNA-Reparatur
beteiligter Proteine. Zum einen hat ATM durch Phosphorylierung und der damit
einhergehenden Aktivierung der Checkpointkinase 2 (Chk2) Einfluss auf den
Zellzyklus. Durch eine zusatzlich direkte Phosphorylierung von p53 kann ATM
ebenfalls den G1-Checkpoint initiieren (Kastan et al., 1992).

Im Rahmen der DSB-Reparatur bindet ATM an den Mrell-Rad50-Nbsl-
Komplex (MRN), der als priméarer Sensor der Schadensmarkierung fungiert. Die
Assoziation von ATM mit dem MRN-Komplex erfolgt tGber Nibrin (Nbsl). Die
Bindung des MRN-Komplexes an die DNA wird durch Mrell vermittelt. Rad50
sorgt fur die Annaherung der beiden DNA-Enden. Nach erfolgreicher Bindung



Einleitung 10

von ATM an den MRN-Komplex kommt es zur Phosphorylierung der
Histonvariante H2AX. Dies ermoglicht dem mediator of DNA-damage
checkpoint protein 1 (MDC1) wiederum mit dem C-Terminuns von yH2AX zu
interagieren (Stucki et al., 2005). MDC1 fungiert als Plattform fur die Fixierung
von Reparaturproteinen wie dem MRN-Komplex und fuhrt Uber direkte
Assoziation mit ATM zur zusatzlichen Phosphorylierung von H2AX. Dies hat
wiederum die verstarkte Rekrutierung von MDC1 zur Folge, was eine positive
Ruckkopplung bewirkt.

Zwei weitere an der DNA-damage-response (DDR) beteiligte Proteine sind
53BP1 und BRCAL, die beide ebenfalls ATM-Substrate darstellen. Die Bindung
von 53BP1 und BRCA1l wird durch die RING-finger-Ubiquitinligase RNF8
erleichtert. Sie interagiert mit phosphorylietem MDC1 und fiahrt zur
Ubiquitilierung von yH2AX (Panier und Durocher, 2009). Eine Ubersicht der
oben beschriebenen Signalkaskade wird in Abbildung 2 veranschaulicht.
Dargestellt ist der Ablauf der Rekrutierung der einzelnen an der

Schadensantwort beteiligten Reparaturproteine.
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Abbildung 2: Rekrutierung von DNA-damage-response-Proteinen am Ort des DNA-DSBs
(Lavin, 2008)

1.4.2. Reparatur von DNA-Doppelstrangbriichen

Prinzipiell ist die Zelle in der Lage, alle Schadensformen zu erkennen und zu
reparieren. DSBs stellen jedoch die am starksten zytotoxische Art der DNA-
Schaden dar. Aufgrund dessen, dass beide DNA-Strange unterbrochen sind, ist
die Reparatur wesentlich komplexer als die der ESBs. DSBs kénnen durch
verschiedene exogene Einwirkungen, wie ionisierende Bestrahlung oder
Chemotherapeutika (Topoisomerase-Hemmer) entstehen. Auch im Rahmen
physiologischer endogener Prozesse, wie bei der DNA-Replikation, der V(D)J-
Rekombination oder durch reaktive Sauerstoffspezies kann es zu DSBs
kommen. Werden strahleninduzierte DSBs nicht oder nur fehlerhaft repariert,
kann dies u.a. zum Verlust der Proliferationsfahigkeit (klonogener Zelltod), zur

Apoptose oder durch Translokation zur Entartung fuhren (Povirk, 2006). Aus
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diesem Grund wird davon ausgegangen, dass residuelle DSBs den wichtigsten
Mechanismus fur die biologische Wirkung der Bestrahlung bilden.

In  Saugetierzellen gibt es zwei Hauptwege fur die Reparatur von
strahleninduzierten DSBs. Zum einen ist die Homologe Rekombination (HR) zu
nennen. Zum anderen gibt es die Moglichkeit des Non-Homologous-End-
Joining (NHEJ).

1.4.2.1. Die Homologe Rekombination (HR)

AulBer durch exogene Einflusse, wie beispielsweise durch ionisierende
Bestrahlung hervorgerufen, kommt es besonders im Rahmen der Replikation zu
DSBs, da die DNA-Strange im Bereich der Replikationsgabel als Einzelstrange
vorliegen und daher besonders vulnerabel sind.

Die Homologe Rekombination dient der fehlerfreien Reparatur von DSBs.
Hierbei dient das unbeschadigte komplementdre Schwester-Chromatid als
Template.

Nach Prozessierung der doppelstrangigen DNA-Enden entstehen zwei 3’

Einzelstrangenden, an denen die Rekombinaseproteine helikale Filamente
bilden. Diese Nukleoproteinfilamente stellen die entscheidende Struktur der
homologen Rekombination dar. Bei dem wesentlichen Bestandteil dieses
helikalen Komplexes handelt es sich um die Rekombinase RAD51, da diese die
Rekombination des prozessierten Einzelstranges mit dem Schwesterchromatid
ermdglicht. Hierbei werden homologe Sequenzen in der intakten
doppelstrangigen DNA erkannt und mit dem Einzelstrang gepaart. Im letzten
Schritt findet ein Austausch der DNA-Strange statt (Nagaraju und Scully, 2007;
Wyman und Kanaar, 2004).

Aufgrund dessen, dass die Homologe Rekombination jedoch auf ein
Schwesterchromatid angewiesen ist und somit nur im Rahmen der spéaten S-
Phase sowie der G2-Phase bei proliferierenden Zellen relevant ist, wird auf die

Darstellung von Einzelheiten verzichtet.
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1.4.2.2. Das Non-Homologous-End-Joining (NHEJ)

Das NHEJ gilt als das haufigste und wichtigste Reparaturverfahren von
Doppelstrangbrichen in Saugetierzellen, da es in der gesamten Interphase
maoglich ist, wahrend die homologe Rekombination wie beschrieben nur in der
Synthese- und der G2-Phase des Zellzyklus vorkommt. Besondere Relevanz
hat das NHEJ bei nicht proliferierenden Zellen, da in der G1- bzw. G0O-Phase
kein Schwesterchromatid zur Verfliigung steht. Einfache DSBs kénnen durch
einfache End-zu-End-Verbindung wieder legiert werden. Handelt es sich um
komplexe DSBs mit Uberhdngenden Enden, kann ein Prozessierungsschritt
notwendig werden, der zu einem Verlust von Nukleotiden fuhrt. Das NHEJ ist
somit eine z.T. fehlerbehaftete Reparatur.

Fir das NHEJ werden Ku (Ku70/80-Heterodimer), DNA-PKcs [catalytic subunit
of DNA-PK (DNA-dependent protein kinase)], XRCC4 (X-ray-complementing
Chinese hamster gene 4), XLF (XRCC4-like factor), DNA ligase IV und ggf.
PNK (polynucleotide kinase), WRN (Werner’'s syndrome helicase) sowie DNA-
Polymerase p und A bendétigt. Der Verlust einer dieser Komponenten geht u.a.
mit einer erhOhten Sensitivitdt gegenulber ionisierender Bestrahlung einher
(Bassing und Alt, 2004; O'driscoll und Jeggo, 2006).

Abbildung 3 zeigt ein vereinfachtes Schema fur das Non-Homologous-End-

Joining (Downs et al., 2007).
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Abbildung 3: Darstellung zur Reparatur von DNA-Doppelstangbriichen mit Hilfe von
NHEJ (Downs et al., 2007).

Kommt es nun beispielsweise im Rahmen ionisierender Bestrahlung zu einem
DSB, werden die beiden entstandenen DNA-Enden von jeweils einem
Heterodimer, bestehend aus der Ku70- und Ku80-Untereinheit, erkannt. Das
Dimer bindet mit hoher Affinitat an die DNA-Enden und umschliel3t diese, indem
es eine Ringstruktur ausbildet (Downs und Jackson, 2004). Nachfolgend kommt
es zur Bindung der DNA-PKcs an das Dimer, was durch die Einwartsdrehung
des Ku-Ringes ermdglicht wird. Hierdurch kommt es zu einer
Autophosphorylierung der DNA-PKcs, verbunden mit einer
Konformationséanderung. Die DNA-PKcs sorgt zusammen mit dem Ku-
Heterodimer fur die Annaherung der beiden DNA-Strange (Cary et al., 1997;
Yoo und Dynan, 1999). Dieser Prozess ist fur die weitere Bindung von fir den

Ablauf des NHJE essentiellen Proteinen, ausschlaggebend. Anschliel3end folgt
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die Rekrutierung des X4-L4-Komplexes bestehend aus XRCC4 und der DNA-
Ligase IV. Die DNA-Ligase IV sorgt fur die Wiederherstellung der Verbindung
zwischen den beiden DNA-Strangen. XRCC4 weist keinerlei enzymatische
Aktivitat auf und dient lediglich als Plattform fiir die Rekrutierung weiterer, fur
das NHEJ essentieller Proteine (Junop et al., 2000). Zuséatzlich dienen XRCC4
und XLF vermutlich der Stabilisierung der DNA-Ligase IV und stimulieren
dessen Aktivitat (Grawunder et al., 1997).

Im Rahmen ionisierender Bestrahlung kommt es jedoch haufig zur Bildung
komplexer DNA-Schaden, die aufgrund nicht legierbarer Enden kein geeignetes
Substrat fir DNA-Ligase darstellen. Diese Situation macht die Anwesenheit der
Endonuklease Artemis, der DNA-Polymerasen u sowie A, der PNK
Polynucleotide Kinase (PNK) und der Werner's syndrome helicase (WRN)
erforderlich, die fur die Prozessierung der DNA-Enden ben6tigt werden. Artemis
interagiert hierbei mit der DNA-PKcs, was zu dessen Phosphorylierung fuhrt
(Mahaney et al., 2009). Artemis verflgt Uber eine 5 —3 -Exonukleaseaktivitat
und eine von DNA-PKcs und ATM abhangigen Endonukleaseaktivitat (Ma et al.,
2005). Artemisdefiziente Zellen weisen eine erhohte Radiosensitivitdt auf.
Jedoch konnte kein grofRer Defekt der DSB-Reparatur nachgewiesen werden.
Diese Tatsache macht deutlich, dass Artemis lediglich fur einen kleinen Teil der
DSB bendtigt wird (Wang et al., 2005). Die PNK interagiert mit XRCC4 und
besitzt eine 3"-DNA-Phosphatase- und 5" -DNA-Kinaseaktivitat, mit dessen Hilfe
sie ebenfalls nicht legierbare Enden entfernt (Bernstein et al., 2008). Auch die
Helikase WRN dient der DNA-Prozessierung. Sie verfugt dazu uber eine
ATPase, 3"- —5"-DNA-Helikase und eine 3"- —5"-Exonukleaseaktivitat (Li und
Comai, 2001).

Bei der Prozessierung entstandene DNA-Llcken werden anschlieRend mit Hilfe
der DNA- Polymerase u und A, die durch Interaktion mit Ku und dem X4-L4-
Komplex rekrutiert werden, gefillt (Mueller et al., 2008).

Im Anschluss daran mussen die beiden DNA-Enden wieder miteinander
verbunden werden. Dies kann in diesem Fall mit Hilfe der DNA-Ligase 1V, die
zusammen im Komplex mit XRCC4 vorliegt, geschehen.
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1.4.3. Methoden zur Bestimmung der zellularen Strahlenempfindlichkeit

Die zellulare Strahlenempfindlichkeit kann mit Hilfe verschiedener
standardisierter Methoden untersucht werden. Im Rahmen dieser Arbeit wird
zum einen der Koloniebildungstest angewendet. Des Weiteren wird, als
Surrogatmarker der zellularen Strahlenresponse, der immuncytochemische
Nachweis reparaturassoziierter Proteine wie yH2AX, 53BP1 und pATM
verwendet.

Als Goldstandard zur Bestimmung der zellularen Inaktivierung gilt der
Koloniebildungstest. Mit Hilfe von Uberlebenskurven wird hierbei die Fraktion
Uberlebender klonogener Zellen nach Applikation verschiedener Strahlendosen
quantitativ erfasst. Der Vergleich einer unbestrahlten Kontrolle mit einer
bestrahlten Probe ermdglicht hierbei die Ermittlung der Uberlebensrate, auch
als Surviving Fraction (SF) bezeichnet. Das Prinzip beruht darauf, dass Zellen
die einen, durch ionisierende Strahlung induzierten DNA-Schaden erlitten
haben, nicht mehr zur Bildung von Kolonien befahigt sind. Je nach
Schadensausmalf3, das u.a. durch die Dosis der applizierten Strahlung und die
individuelle Strahlensensibilitat bestimmt wird, sind die bestrahlten Zellen in der
Lage, eine unterschiedliche Anzahl von Kolonien auszubilden. Bei
proliferierenden  Zellen ist zusatzlich von Interesse, in welcher
Wachstumsphase sich die Zellkultur befindet. So konnte Dikomey et al.
(Dikomey und Brammer, 2000) nachweisen, dass konfluente und proliferierende
Zellkulturen Unterschiede in ihrer Strahlenempfindlichkeit aufweisen. Aus
diesem Grund wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit ausschliel3lich Zellen
in Konfluenz untersucht.

Eine neuere Methode zur Bestimmung der zellularen Strahlenempfindlichkeit
stellt die immuncytochemische Darstellung von reparaturassoziierten Foci dar
(Kuo und Yang, 2008; Lobrich et al., 2010; Mah et al., 2010). Hierbei werden
DNA-Doppelstrangbriiche mittels Nachweis reparaturassoziierter Proteine wie
YH2AX, 53BP1 und pATM, die der DNA-Schadenserkennung dienen (siehe
oben), angefarbt, was somit eine Quantifizierung dieser ermoglicht. Die

Detektion der genannten Proteine erfolgt mit Hilfe spezifischer Antikorper, die
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gegen das zu detektierende Protein gerichtet sind. Zusétzlich wird ein zweiter
Fluoreszenzantikdrper bendtigt, der anschliel3end durch Bindung des Ersten zu
einem sichtbaren Signal fiuhrt. Unter dem Fluoreszenzmikroskop kénnen die
Doppelstrangbriche als Foci ausgezahlt und quantifiziert werden.
Strahleninduzierte Foci sind direkt nach Bestrahlung nachzuweisen und
erreichen eine maximale Anzahl nach etwa 30 Minuten. Eine deutliche
Abnahme der Foci lasst sich im Zeitraum von 6-8 Stunden beobachten, wobei
ein Minimum nach ca. 18 Stunden erreicht wird (Mahrhofer et al., 2006). Fir die
Bestimmung der individuellen Strahlenempfindlichkeit ist dabei vor allem die
Anzahl der Foci nach Ablauf der DNA-Reparatur, also nach mindestens 6-8
Stunden von Interesse.

Ein wesentlicher Vorteil der Darstellung von Foci ist die relativ einfache
Durchfuhrbarkeit. Die Detektion von Foci wird daher nicht nur als Indikator fur
die Bestimmung der zellularen Strahlenempfindlichkeit erforscht, sondern auch
zur Bestimmung des Ausmales nach stattgehabter radioaktiver
Strahlenexposition verwendet (Asaithamby und Chen, 2009; Rothkamm, K. et
al., 2007).
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1.5. Das Chromatin

Die Struktur und der Grad der Kondensation des Chromatins beeinflusst diverse
Prozesse innerhalb der Zelle. Neben der Transkription von Genen bt die

Chromatinstruktur einen wichtigen Einfluss auf die DNA-Reparatur aus.

1.5.1. Zusammensetzung des Chromatins

In eukaryotischen Zellen ist das genetische Material bzw. die DNA in einer
komplexen Struktur, dem Chromatin (khroma griech. flr gefarbt) verpackt. Die
Nukleosomen stellen die kleinste Einheit des Chromatins dar. Sie bestehen aus
den basischen Histonproteinen H2A, H2B, H3 und H4 sowie doppelstrangiger
DNA. Jeweils zwei der Histone H2A, H2B, H3 und H4 lagern sich zu einem
oktameren Komplex zusammen, um den sich die DNA mit der Lange von 147bp
1,65 mal windet (Kouzarides, 2007). Die Kondensation der DNA in Form von
Nukleosomen gilt als erste Stufe der DNA-Verpackung. Aufgrund ihres Aufbaus
wird diese 11nm-Fibrille auch mit ,Beads on a string“ betitelt. Die nachsthdhere
Verpackungseinheit bildet die 30nm-Fibrille, die mit Hilfe des Histon H1 gebildet
wird (Jenuwein und Allis, 2007; Woodcock und Ghosh, 2010). Entgegen der
zuvor vermuteten Annahme, Chromatin sei eine statische Struktur, handelt es
sich bei Chromatin um ein flexibles und dynamisches Gebilde, was in der Lage
ist, umgehend auf aul3ere Einflisse zu reagieren (Jenuwein und Allis, 2001).
Eine Ubersicht tiber die Organisation des Chromatins in eukaryotischen Zellen

wird in Abbildung 4 dargestellt.
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Abbildung 4: Verpackung der DNA in eukaryotischen Zellen (Sparmann und Van
Lohuizen, 2006)

1.5.2. Heterochromatin

Basierend auf mikroskopischen Betrachtungen wird das Chromatin in
Euchromatin und Heterochromatin eingeteilt, wobei heterochromatische
Regionen Bereiche bezeichnen, die aullerhalb des Zellzyklus kondensiert
bleiben. Euchromatin hingegen liegt wahrend der Interphase dekondensiert vor.
Es wird beschrieben, dass 10-25% der eukaryotischen DNA transkriptionell
inaktiv und in Form von Heterochromatin in der Zelle vorliegt (Yunis und
Yasmineh, 1971).

Der DNA-Bezirk im Bereich des Zentromers, der fir die Formation des
Kinetochors verantwortlich ist, wird als perizentrisches Heterochromatin
bezeichnet. In Zellen der Maus kdnnen diese Bereiche durch ihre intensive 4°6-
diamidino-2-phenylindole (DAPI)-Anreicherung einfach identifiziert werden.
Wahrend der Interphase zeigen diese Regionen Chromosomencluster, die man

auch als Chromozentren bezeichnet. Perizentrisches Heterochromatin ist wie
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telomere  DNA ein typisches Beispiel fir konstitutives Heterochromatin.
Konstitutives  Heterochromatin  ist  transkriptionell inaktiv. und hat
genomstabilisierende Funktionen (Maison und Almouzni, 2004). Es findet sich
in nicht kodierenden repetetiven Bereichen. Abbildung 5 zeigt beschriebene
Chromozentren innerhalb eines Zellkerns embryonaler Mausfibroblasten der
Zelllinie NIH3T3 anhand einer DAPI-Farbung, die im Rahmen der Arbeit

durchgefihrt wurde.

Abbildung 5: Chromozentren als Beispiel fir konstitutives Heterochromatin in
embryonalen Mausfibroblasten der Zelllinie NIH3T3

Fakultatives Heterochromatin hingegen umfasst Gene, die urspringlich
transkriptionell aktiv waren und wahrend der Entwicklung bzw. der
Ausdifferenzierung still gelegt wurden. Ein klassisches Beispiel fur fakultatives
Heterochromatin ist das inaktive Barr-Kdrperchen weiblicher Saugetierzellen.
Ein X-Chromosom wird wéhrend der Embryogenese zufallig ausgewéhlt und
still gelegt, um funktionale Aneuploidie von x-chromosomalen Genen zu
verhindern (Yunis und Yasmineh, 1971). Abbildung 6 verdeutlicht anhand eines
Modells verschiedene Formen der Geninaktivierung und die damit verbundene

Chromatinmorphologie innerhalb des Nukleus.
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Abbildung 6: Verschiedene Formen der Geninaktivierung

Sowohl fakultatives als auch konstitutives Heterochromatin bilden sich durch Cluster innerhalb
des Nucleus ab, wohingegen inaktive euchromatische Bereiche nicht anhand der Morphologie
identifiziert werden kénnen (Jenuwein und Allis, 2007).

Obwohl Heterochromatin transkriptionell inaktiv ist, ist es fur eukaryotische

Zellen essentiell. Aufgrund seiner regulatorischen Aufgaben wahrend der

Mitose (zentromere/ perizentrische DNA), bei der Genexpression, bei der

Ribosomenbiogenese, der Stabilitdt der Telomere und die Gesamtarchitektur

des Kerns Ubernimmt es unerlassliche Funktionen (Grewal und Jia, 2007).
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1.5.3. Chromatinmodifikationen

Histone setzen sich aus einem globuldren und einem N-terminalen Anteil
zusammen. Der globuléare Antell ist fur die Assoziation mit der DNA und fur die
Organisation des oktameren Komplexes verantwortlich. Der N-terminale Anteil
hingegen ragt aus der kompakten Nukleosmenstruktur heraus und ist
unstrukturiert. Er stellt die Plattform flr ausgiebige posttranslationale
Modifikationen dar. Die posttranslationalen Modifikationen und assoziierten
Proteine beeinflussen die Struktur des Chromatins und damit die Transkription,
Replikation und DNA-Reparatur.

Von besonderer Bedeutung fir die Chromatinstruktur ist die Acetylierung und
Methylierung von Histonen. Die Acetylierung von Lysinresten beispielsweise
fuhrt zur Neutralisierung der positiven Ladung der Lysinreste. Dies hat zur
Folge, dass sich die Histone von der negativ geladenen DNA |6sen. Die damit
einhergehende Entfaltung des Chromatins bewirkt die Aktivierung der
Transkription. Typisch flr euchromatische Bereiche ist beispielsweise die
Triacetylierung von Lysin 9 des Histons 3 (H3K9ac3). Die Entfernung von
Acetylresten fiuhrt umgekehrt zu einer Kondensation des Chromatins und
hemmt die Transkription. Die Acetylierung wird von Histon-Acetyltransferasen
(HATSs), die Deacetylierung von Histon- Deacetylasen (HDACs) katalysiert.
Neben der Acetylierung kdnnen Lysinreste in Histonen methyliert werden.
Hierbei kann ein Lysinrest bis zu drei Methylgruppen tragen. Diese
Methylierung kann sich hemmend, aber auch fordernd auf die Transkription
auswirken. So bewirkt beispielsweise die Trimethylierung von Lysinresten des
Histons 3 in Position 4 (H3K4me3) eine Stimulation und in den Positionen 9, 27
und 79 (H3K9me3, H3K27me3, H3K79me3) eine Hemmung der Transkription.
Der Methylierungsgrad wird von Histon-Methyltransferasen und -Demethylasen
reguliert. Die Aktivitdt dieser Enzyme wird dber Koaktivatoren und
Korepressoren wie KAP1 und HP1a geregelt (Kouzarides, 2007; Lachner et al.).
Abbildung 7 zeigt exemplarische Beispiele fir die Methylierung und
Acetylierung von Lysinresten am Histon H3 und ihre Funktionen.
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Abbildung 7: Exemplarische Bereiche der Histonmethylierung und -acetylierung mit
ihren Bindungspartnern und ihren Funktionen.

Das rot gekennzeichnete methylierte Lysin 9 von H3 wird aufgrund seiner Relevanz
hervorgehoben markiert. Die Methylierung bewirkt die transkriptionelle Inaktivitat. Bei dem
dargestellten Bindungspartner handelt es sich um das Heterochromatinprotein 1 (HP1) (Cui und
Miao, 2010; Jenuwein und Allis, 2007).

1.5.4. Der Heterochromatin-bildende Repressor KAP1

Bei der KRAB (Kruppel-associated box)-Doméane handelt es sich um eine
potente Repressionsdoméne, welche in nahezu einem Drittel der Zinkfinger-
Transkriptionsfaktoren nachgewiesen werden kann (Bellefroid et al.). Wie viele
andere Repressionsdomanen enthalt die KRAB-Repressionsdomane erst ihre
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Repressoraktivitat, wenn sie an einem entsprechenden DNA-Abschnitt bindet.
Bei KAP1 handelt es sich um einen Korepressor fur die KRAB-Domane
(Venturini et al.). KAP1 steht fir KRAB Associated Protein 1 und ist ein 97 kDa
grof3es nukleares Phosphoprotein mit starker Repressoraktivitat. Am Amino-
Ende befindet sich die RBCC-Multidomane, die einen RING-Finger, zwei B-
Boxen und eine Coiledcoil-Doméane umfasst. Die RBCC-Einheit ist essentiell flr
die Bindung der KRAB-Doméne und ermdglicht die Multimerisierung von KAP1-
Proteinen (Friedman et al.; Peng et al.). Eine Plant-like-Homeodomane (PHD)
und eine Bromodomé&ne befinden sich am Carboxy-Ende. Die zentrale Region
von KAP1 wird durch die HP1BD-Region gebildet und dient der suffizienten
Bindung an die Chromoshadowdoméne (CSD) des HP1 (siehe unten). Die
vorausgehende Dimerisierung der CSD fihrt dazu, dass HP1 in einem
Verhéltnis von 2:1 an die HP1BD des KAP1 bindet.

Abbildung 8 zeigt KAP1 in linearer Darstellung mit seinen konservierten

Domanen.
KRAB interaction domain HP1BD
KAP- G NN
65 124 245 376 483 497 620 670 693 835

Abbildung 8: Schematische Darstellung des KAP1- Proteins (Lechner et al., 2000)

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass KRAB-Zinkfinger-Proteine,
KAP1-Korepressoren an die DNA rekrutieren. Dieser Komplex wiederum bindet
das Heterochromatinprotein 1 (HP1), was zu einer lokalen Heterochromatin-

Bildung und zum Gen-Silencing fuhrt (Lechner et al., 2000).
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1.5.5. Das Heterochromatin-Protein 1

Das Heterochromatin-Protein 1 (HP1) ist fur die Regulierung von Transkription,
Replikation und Chromatinorganisation essentiell. Es handelt sich hierbei um
ein nicht-histones Adaptermolekul, was in erster Linie mit Gen-Silencing und
Chromosomenkondensation assoziiert ist (Maison und Almouzni, 2004).

In Saugetierzellen werden drei HP1-Isoformen unterschieden: HP1a, HP13 und
HP1y. Sie sind vor allem im konstitutiven Heterochromatin, wie den
Centromeren und den Telomeren, lokalisiert (Dinant und Luijsterburg, 2009).
HP1-Proteine haben eine GroRe von etwa 25kDa. Sie besitzen alle eine
konservierte N-terminale Chromodoméne (CD), gefolgt von einer variablen
Hinge-Region und einer konservierten C-terminalen Chromoshadowdoméne
(CSD). Beide Doménen dienen der Protein-Protein-Interaktion. Die CD
vermittelt die Bindung von HP1 am trimethylierten Lysin 9 von Histon 3
(H3K9me3) (Bannister et al., 2001; Lachner et al., 2001). Die CSD ermdglicht
u.a. die Dimerisierung der HP1-Proteine, was die Bildung von Homo- und
Heterodimeren ermdoglicht. Den hydrophoben Molekilen ist es nun, an
Proteinen mit einem PXVXL-Motif zu binden. Dies befahigt u.a. zur Interaktion
mit dem Korepressor KAP-1 (siehe oben) und der Histon-Methyltransferase
SUV39H (Fuks et al.; Murzina et al., 1999; Yamamoto und Sonoda). Die
variable Hinge-Region interagiert mit DNA, RNA und Chromatin (Muchardt et
al.). Abbildung 9 zeigt HP1 in linearem Format mit seinen konservierten

Domanen.
117 71 85 108 118 176 1M
Domains of
interaction Chromo Hinga Chromoshadow
Interacting Mathylated K9 of H3 RMNA HP 1o, HP1G
proteins CNA p150 of CAFT
Chromatin {Suw3gn)
Onmt1, Onme3a

Abbildung 9: HP1-Domanen und deren Interaktionspartner (Maison und Almouzni, 2004)
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1.5.6. Einfluss der Chromatinstruktur auf die Doppelstrangbruchreparatur

Untersuchungen  zum Einfluss der  Chromatinstruktur  auf  die
Doppelstrangbruchreparatur bilden aktuell einen zentralen
Forschungsschwerpunkt diverser  Arbeitsgruppen. Bekannt ist, dass
Doppelstrangbriche mit mindestens zwei Kinetiken repariert werden. Die
Mehrheit der DSBs (ca. 85%) wird mit schneller Kinetik repariert. Fur die
Ubrigen 15% werden langsame Reparaturkinetiken festgestellt. Es wird
beschrieben, dass jene DSBs, die eine langsame Reparaturkinetik aufweisen,
in peripheren Gebieten des Heterochromatins lokalisiert sind. Somit deuten
diverse Aspekte darauf hin, dass die Ursache fur die langsame
Doppelstrangbruchreparatur, entgegen der zuvor vermuteten Annahme, die
Reparaturkinetik sei von der Komplexitdt des Schadens abhangig, in der
Komplexitat der Chromatinstruktur, an der es zum Schadensereignis kommt, zu
sehen ist (Goodarzi et al., 2010). Diskutiert wird, dass das kompakte
Heterochromatin im Gegensatz zu dem locker organisierten Euchromatin die
DNA-Reparatur moglicherweise behindert und somit als morphologischer
Hinweis auf eine erschwerte bzw. verminderte DNA-Reparatur dient. Hierbei
wird die Kinase ATM als essentieller Faktor der langsamen Heterochromatin-
assoziierten Reparaturkinetik gesehen. Die Arbeitsgruppe Goodarzi beschreibt
einen direkten Zusammenhang zwischen Chromatinveranderungen nach
Schadensinduktion und ATM. Hierbei wird ATM fir die Phosphorylierung des
transkriptionalen Korepressors KAP-1, was die lokale Chromatinrelaxation zur
Folge hat und somit den Zugang flr Reparaturproteine erleichtert,
verantwortlich gemacht. KAP-1 interagiert u.a. mit Heterochromatin-assoziierten
Proteinen wie HP1 und ist fur die Formation von Heterochromatin verantwortlich
(Goodarzi et al., 2008).

Einen zentralen Aspekt dieser Arbeit stellt in dem Zusammenhang die
Untersuchung der Bedeutung der Chromatinstruktur fir die zelluléare
Strahlenempfindlichkeit dar. Ziel ist die Klarung der Fragestellung, ob ein
Zusammenhang zwischen dem Anteil an Heterochromatin und der zellularen

Strahlenempfindlichkeit besteht. AulRerdem soll die Hypothese, dass
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Heterochromatin eine Barriere fur die DNA-Reparatur darstellt und folglich
residuelle Doppelstrangbriiche vorzugsweise im Heterochromatin lokalisiert
sind, Uberprift werden. Als methodische Voraussetzung galt es zunachst, den
immuncytochemischen Heterochromatin-Nachweis zu implementieren sowie
eine Methode der Quantifizierung des Heterochromatinanteils zu entwickeln
und geeignete Parameter zur Charakterisierung des Heterochromatin-Status zu

identifizieren.
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2. MATERIAL UND METHODEN

In dem folgenden Kapitel werden die im Verlauf der Experimente verwendeten

Materialien und Methoden beschrieben. Eine ausfihrliche Darstellung der

Methoden befindet sich in Form der Protokolle im Anhang.

2.1. Materialien und Geréte

Brutschrank (10% COz2)
CCD-Kamera

Computergestitzte

Imaging Bildauswertungssoftware

Coulter Counter

Culture Slides
Deckglaschen
Durchflusszytometer

Elektrophoresegel

Elektrophoresekammer

Filterpapier
Fluoreszenz-Mikroskop
FACS
FACS-Auswertungssoftware
FACS-Ro6hrchen

Heating Block

Immersions-Ol
Inkubationskammer
Kivette fur Photometer
Magnetrthrer

Membran for protein transfer

Automatic COz2 Incubator Model 160
CFI/1 FMCC, Kappa-Messtechnik

Axio Vision Rel. 4.8.1, Carl Zeiss
Solutions GmbH

Coulter Particle Count and Size
Analyser Z 2, Beckman Coulter Inc.

BD Falcon™
Marienfeld, 24x60mm
Becton Dickinson FACScanTM

CriterionTM Precast Gel, 4-15% Tris-
HCL

Citerion™ CELL, No.765/2297, Bio-
Rad

9,5x15,2cm, Bio-Rad

Zeiss Axioplan2, Zeiss Axioskop
FACSCantoTM, Becton/Dickinson
FACSDivaTM 6.1.2, Becton/Dickinson

Reagenz- und Zentrifugenrohrchen mit
rundem Boden, 5ml, Sarstedt

Incubator, Thermostat 5320,
Eppendorf

Sarstedt

Polyserol, 10x4x5mm, Sarstedt
Ikamag® Ret

Amersham Hybond™- P, GE
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Nagellack
Night Oil

Objekttrager
Photometer

Pipetten

Pipetten

Pipettenspitzen

Pipettierhilfe
Reagiergefal}
Rontgenfilmentwicklungsmaschine

Rontgenrohre
0,5 mm starker Kupferfilter und
Duplexdosimeter (PTW)

Schittler

Spannungsgeber
Statistik-Software
Steril-Bench

Transferkammer

Vakuumpumpe
Vortex

Waage

X- Ray Film
Zellkultur-Flaschen

Zentrifuge

Healthcare

EG & G Berthold, Molecular Light
Imager

Karl Hecht
Bio Photometer, Eppendorf

Iml, 2ml, 5ml, 10ml, Falcon,
Becton/Dickinson Labware

1pl, 10pl, 200ul, 2000ul, Eppendorf
Reference

normal und Elektrophoresespitzen,
Sarstedt

accu- jet® Pro, Brand
1,5ml, 2ml, Sarstedt
Curix 60, Agfa

RT200

200 kv, C. H. F. Mdller, HH

bei einem Rontgenstrom von 20 mA
einer Spannung von 200kV

1. KM-2, Edmund Buhler
2. Rotmax 120, Heidolph

3. Wippenschiittler, ST5 CAT, neolLab

E835, Consort
GraphPad Prism 4, Statcon

Zyto-Sicherheitswerkbank Kl.2, HERA
Heraeus Instruments safe

Citerion™ Blotter, No.560BR 06070,
Bio-Rad

VNC1, Vacuubrand
Reax top, Heidolph

1. Mittler AM 100
2. Mittler AM 160
3. Kern EMB 1200-1

CL-XposureTM Film, Thermo Scientific
T-75, Sarstedt
1. Megafuge 1.0R, Heraeus Sepateck
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Zentrifugenroéhrchen

2.2. Chemikalien und Lésungen
2.2.1. Chemikalien

1,4-Dithiothreit
2-Propanol pro analysis
Bradford- Reagenz
Bromphenolblau 0,1%
BSA

Chloroform

DAPI

Ethanol absolute for analysis
Formaldehyd solution

Fx Cycle Far Red stain

Glycin

Glycerol

Guanidin hydrochlorid
Kaleidoscope Prestained standards
Magermilchpulver

Methanol

Mounting Medium

peqGOLD Trifast
Ponceau S
Propidium Jodide
RNAse

2. Laborfuge 400 R FunctionLine,
Heraeus instruments
3. Kuhlzentrifuge, Eppendorf 5804R

Cellstar® Tubes 15ml, PP, konischer
Boden mit Schraubverschluss, greiner
bio-one

Roth

Merck

Sigma

Sigma

Bovine Serum Fraktion V, PAA
Merck

4’- 6- Diamidino-2- phenylindole,
AppliChem

Merck

37%, Merck
#547473, invitrogen
M=75,07 g/mol, Roth
Sigma

Sigma

#161-0324, Bio-Rad
Sinnrad

J. T. Baker

Vectashield H- 1000, Vector
Laboratories

peglab
Sigma
Cat #537059, Calbiochem

Ribonuclease A from bovine, Serva
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RNAse freies Wasser

SDS, Sodium dodecyl sulfate
TCA, Trochloressigsaure
Tris base

Triton X-100

Trizma hydrochloride
Trypsin-EDTA-LOsung
Tween20

Urea

Western Blotting Detection

Reagents

Gibco

Sigma

Merck

Sigma

Serva

Sigma

Difco

Sigma- Aldrich
Sigma

Amersham ECL™, GE Healthcare,
RPN2106

2.2.2. Losungen, Puffer und Nahrmedien

DMEM

FCS

L- Glutamin

PBS, phosphate buffered saline

Immunfluoreszenz und FACS:

Fixierldsung:

Permeabilitatslosung:

Blockierldsung:

Waschldsung | :

Dulbecco-minimal-essential-Medium,
Gibco

10%, fetales Kalberserum, Biochrom
AG

2%, Gibco

8 g Natriumchlorid (J.T. Baker)
0.2 g Kaliumchlorid (Merck)

1.15 g Natriumhydrogenphosphat
(Merck)

0.2 g Kaliumhydrogenphosphat
(Merck)

geldstin 1 Liter Aqua dest.

2% bzw. 4% Formaldehyd
PBS

0,1% TritonX-100
PBS

5 % BSA
PBS

0,5% BSA
0,1% Tween20
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PBS
Waschloésung Il 0,1% Tween20
PBS
DAPI-L6sung: 1000ul Vectashield + 1ul DAPI

2.2.3. Antikorper

mouse-anti-yH2AX IgG (Serl139), Upstate (#687619), 1:100

rabbit-anti-53BP1 IgG, Novus Biologicals (NB100-305), 1:100

rabbit-anti-ATM IgG, Cell Signaling Technology (#2873), 1:1000 fir WB
rabbit-anti-pATM (phospho Ser1981) IgG, Epitomics (Q13315), 1:100 (fur WB
1:2000)

rabbit-anti-HP1a IgG, Cell Signaling Technology (#2616), 1:200
rabbit-anti-KAP1 1gG, Abcam (ab10484), 1:600

mouse-anti-KAP1 IgG, Abcam (ab22553), 1:500

rabbit-anti-pKAP1 1gG (phospho Ser824), Abcam (ab84077), 1:200
rabbit-anti-Histon H3 (tri methyl K9) IgG, Abcam (ab8898), 1:800
mouse-anti-Histon H3 (acetyl K9) IgG, Abcam (ab12179), 1:500
rabbit-anti-Aktin 1gG, Cell Signaling Technology (#9272), 1:5000
goat-anti-rabbit IgG (H+L) Alexa Fluor 488, Cell Signaling Technology (#4412),
1:800

goat-anti-rabbit IgG (H+L), GE Healthcare (N1031), 1:100

goat-anti-rabbit IgG (H+L) FITC, Abcam (ab6717), 1:600

Amersham ECL anti-rabbit IgG, GE Healthcare (NA934), 1:1000 fur WB
goat-anti-mouse IgG (H+L) Alexa-Fluor 594, Invitrogen (A11005), 1:600
Amersham ECL anti-mouse 1gG, GE Healthcare (NA931), 1:5000 fur WB
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2.3. Zelllinien und Zellkultur
2.3.1. Zelllinien

Wahrend der Labortétigkeit werden 9 humane Fibroblastenzelllinien hinsichtlich
ihrer Strahlensensibilitat untersucht. Die Linien F98, F162, F181, F184, F185
und F190 wurden aus Biopsien kindlicher Vorhaut in der Dermatologie des
Universitatsklinikums Hamburg Eppendorf gewonnen. Die Zelllinien Fib14,
Fib32 und Fib39 wurden von der Georg-August-Universitat in Goéttingen zur
Verfligung gestellt.

Als Referenz dient der Wildtyp mit der Bezeichnung WTI1BR. Die
Negativkontrolle stellt die AT1BR-Zelllinie dar. AT1BR-Zellen sind primare
humane Hautfibroblasten mit einer homozygoten Mutation im ATM-Gen
(751insSQX + D1853N; Sasaki et al. 1998). Sie wurden aus einem Patienten
mit der Krankheit Ataxia telangiectasia (AT) isoliert.

Zur Untersuchung des Heterochromatins und zur Darstellung der
Chromocentren dienen embryonale Mausfibroblasten der Linie NIH3T3.

In Kultur bilden die Zelllinien, einen fur Fibroblasten typischen einschichtigen
Zellrasen (Monolayer). Durch Kontaktinhibition wird die Synchronisation der
Fibroblasten in der G1-Phase des Zellzyklus erreicht. Aufgrund einer fehlenden

Kontaktinhibition sind die AT1BR-Zellen hiervon ausgenommen.

2.3.2. Zellkultur

Alle Zellen werden in Gewebekulturflaschen der GrofR3e T-75 kultiviert. Als
Nahrmedium dient DMEM-Medium mit einem Zusatz von 10% fetalem
Kalberserum (FCS) und 2% L-Glutamin. Die Zellkulturen werden bei 37°C, 100%
Luftfeuchtigkeit und 10% CO, im Brutschrank inkubiert. Je nach Zelllinie wird
am 5. bis 6. Tag die Konfluenz erreicht. Definitionsgemal liegt Konfluenz dann
vor, wenn kein freier Flaschenboden zwischen den Zellen zu sehen ist. Dies

wird lichtmikroskopisch kontrolliert. Flusszytometrische Kontrollmessungen
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zeigen, dass 98% der Zellen dann den DNA-Gehalt von G1- bzw GO-
Phasezellen aufweisen.

Fur die Stammhaltung werden die Zellen einmal pro Woche gesplittet und in
einer Dichte von 3x10° in einer neuen Kulturflasche ausgesat. Das regelmaRige
Umsetzen der Fibroblasten ist wichtig, da die Zellen bei sehr hoher Dichte in die
GO-Phase Ubergehen.

Durch so genanntes Abtrypsinieren, wird der Zellrasen vom Flaschenboden
gel6st. Hierbei wird nach Absaugen des Mediums unter einer sterilen Bench,
Trypsin-EDTA-LOsung in die Kulturflaschen pipettiert. Nach ca. 30 bis 60 sec
Inkubationszeit wird dies abgesaugt. Die Kulturflaschen werden nun bei 37°C in
den Warmeschrank gegeben, bis sich die Zellen deutlich abkugeln. Dies ist im
Lichtmikroskop zu beobachten. Die Zugabe von Zellmedium stoppt die
Trypsinreaktion und verhindert die Zelllyse. Durch mehrmaliges Aufziehen mit
der Pipette werden die Zellen vereinzelt und vom Flaschenboden gel6st. Mit
Hilfe eines Zellzahlers erfolgt die Bestimmung der sich im Medium befindlichen
Zellzahl. Hierzu wird die Zellsuspension in einer Verdinnung von 1:50 (200pl

der Zellsuspension und 9,8ml 0,9% NaCl) in den Counter gegeben.

2.4. Bestrahlung

Die Bestrahlung an der Rontgenrdhre erfolgt bei Raumtemperatur mit einer
Rohrenspannung von 200kV, einem Ro6hrenstrom von 20mA und unter
Verwendung eines 0,5mm starken Kupferfilters. Die Zellen werden mit jeweils
verschiedenen Dosen in einem Bereich von 1 bis 6 Gy behandelt.

Fir die Proteinextraktion werden konfluente T-75-Kulturflaschen bei einer
Tischhéhe von 398mm bestrahlt. Bei der mittleren Dosisrate von 1,2 Gy/min
erzielt man beispielsweise nach einer finfminitigen Bestrahlungszeit eine
Gesamtdosis von 6 Gy.

Die konfluenten Colture Slides bzw. T-25-Kulturflaschen werden ebenfalls mit
einer Gesamtdosis vonl-6 Gy behandelt. Die einzustellende Tischhdhe betragt
hier 299mm. Bei einer mittleren Dosisrate von 2 Gy/min betragt die verabreichte

Strahlung nach 3 min beispielsweise 6 Gy.
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2.5. Zellzyklusanalyse mittels FACS

Fur die Experimente sollten ausschlie3lich G1-Phase-Zellen verwendet werden.
Zur Uberprufung der Ubereinstimmung zwischen lichtmikroskopischer
Konfluenz und Zellzyklus wurde eine Zellzyklusanalyse mittels Fluorescence-
Activated-Cell-Sorter (FACS) durchgefuhrt. Hierzu werden die konfluenten
Zellen zunachst vom Boden der Zellkulturflasche abtrypsiniert und in Medium
uberfuhrt. Nach mehrmaliger Waschung in PBS erfolgt die Fixierung der Zellen.
Dazu wird das Pellet in 4%-igem Formaldehyd resuspendiert und fir 10 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Die DNA kann anschlie3end mit Hilfe von Fx Cycle
Far Red stain oder Propidium Jodide markiert werden. Zur Messung am FACS

wird die Zellsuspension in die FACS-Rohrchen tberfuhrt.

2.6. Koloniebildungstest

Um die Koloniebildungsfahigkeit zu bestimmen, werden jeweils 1,5x10° Zellen
in einer T-25-Zellkulturflasche ausgesat und bis zur Konfluenz (s.0.) inkubiert.
Eine Flasche wird anschlieBend mit 6 Gy bestrahlt, eine zweite Flasche dient
als unbestrahlte Kontrolle. Nach 24 h wird der Zellrasen vom Flaschenboden
abtrypsiniert, die Zellzahl mit Hilfe des Counters bestimmt und anschlie3end
eine Verdinnungsreihe angesetzt, um Konzentrationen von 1000 Zellen/ml
(unbestrahlt) bzw. 10.000 Zellen/ml (bestrahlt) zu erhalten. Nun erfolgt die
Aussaat von 300 bis 5000 Zellen in eine neue T-25-Kulturflasche. Pro Zelllinie
werden eine bestrahlte und eine unbestrahlte Probe in Dreifachbestimmung
angesetzt (technische Dreifachbestimmung). Die Zellkulturflaschen werden
danach zur Bildung von Kolonien 14 Tage im Brutschrank bei 37°C und 10%
CO2 inkubiert. Nach Ablauf dieser Zeit werden die Zellen mit 0,9% NaCl
gewaschen und anschlieend fir 5 min mit 70% Ethanol fixiert. Die Anfarbung
der Zellkolonien erfolgt mit 5ml Kristallviolett 0,1%. Nach zehn Minuten wird der
Farbstoff mit Wasser abgespilt. Mit Hilfe einer Za&hlhilfe und eines
Leuchttisches werden die Kolonien per Hand ausgezéhlt, wobei nur Kolonien,

bestehend aus mehr als 50 Zellen, bertcksichtigt werden. Zur biologischen
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Dreifachbestimmung wird der Kolonietest fur jede Zelllinie dreimal wiederholt.
Die Uberlebensrate lasst sich aus dem Verhéltnis der gebildeten Kolonien zur
Anzahl der eingegebenen Zellen bestimmen. Bilden sich beispielsweise pro 100
eingegebener Zellen 90 Kolonien, liegt eine Plating Efficiency von 90% vor. Die
SF6, die das mittlere Strahlentberleben bei 6 Gy bezeichnet, kann mit Hilfe des
Quotienten der gebildeten Kolonien bei 0 Gy und der gebildeten Kolonien bei 6

Gy berechnet werden.

2.7. Immunfluoreszenzfarbung

2.7.1. Darstellung von strahleninduzierten residuellen Doppelstrangbriichen

Strahleninduzierte Doppelstrangbriiche kénnen mit verschiedenen Antikdrpern
detektiert werden. Zur Darstellung von residuellen DSB wird fiir diese Arbeit die
Fluoreszenz- Markierung von yH2AX, pATM und 53BP1 genutzt.

Zunéachst werden jeweils 10° Fibroblasten auf Culture Slides ausplatiert und mit
2ml Medium versehen. Durch die Aussaat in einer kleineren Zelldichte werden
die Zellen zur Proliferation stimuliert. Ist die Konfluenz und somit die Arretierung
in der Gl-Phase erreicht, erfolgt die Bestrahlung. Nach Applikation der
gewinschten Dosis (0-6 Gy) inkubieren die Kulturen 24 Stunden im
Brutschrank. Diese Zeit dient der DNA-Reparatur und gewahrleistet die
Darstellung der residuellen DSB. Nach Ablauf der Reparaturzeit wird das
Medium auf den einzelnen Culture Slides abgesaugt und es folgt die Fixierung
mit 2%-iger Formaldehydldsung. Dies muss umgehend geschehen, da sonst
die Gefahr der Austrocknung der Zellen besteht. Im Anschluss daran werden
die Zellen mit einer Lésung aus 0,1% Triton X-100 in PBS permeabilisiert.
Dieser Schritt ermdglicht den Antikdrpern die Penetration der Zellmembran. Die
Blockierung potentieller unspezifischer Antikérperbindungsstellen erfolgt fur
eine Stunde mit 3% BSA bei Raumtemperatur auf dem Schuttler. Anschlie3end
kénnen die Objekttrager mit dem ersten Antikérper versehen werden. Da es
sich bei pATM und 53BP1 um ,rabbit-“ und bei yH2AX um einen ,mouse-
Antikérper® handelt, kénnen pATM und yH2AX bzw. 53BP1 und yH2AX

kombiniert auf einem Objekttrager dargestellt werden. Zur besseren Verteilung
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der Antikorperlésung und um ein Austrocknen der Zellen zu verhindern, werden
die Objekttrager mit einem Deckglaschen abgedeckt. Die sich anschliel3ende
einstindige Inkubation erfolgt in einer dunklen, feuchten Inkubationskammer bei
Raumtemperatur. AnschlieBend werden die Objekttréager dreimal 10 min unter
standiger Schittlung gewaschen. Nun kann der zweite Antikbrper aufgetragen
werden. Seine Lichtempfindlichkeit macht die Arbeit in einem abgedunkelten
Raum obligat. Auch hier werden die Objekttrager mit jeweils 50l
Antikdrperlésung versehen und bei Raumtemperatur flr eine Stunde in einer
dunklen, feuchten Kammer inkubiert. Im Anschluss daran werden die
Objekttrager erneut auf dem Schuttler gewaschen.

Nach der Antikorperreaktion erfolgt die Gegenfarbung mit DAPI. Bei DAPI
handelt es sich um einen DNA-bindenden Farbstoff, der unter UV-Anregung
blaues Licht emittiert. Dies ermdglicht die Beurteilung der Zellkernmorphologie.
Pro Objekttrager werden 25pl einer DAPI-Vectashieldlosung aufgetropft und mit
einem Deckglaschen versehen. Die Objekttrager werden anschlieRend in
Trockenblocken ausgestrichen und mit Nagellack an den Seiten versiegelt. Die
Eindeckung der Objekttrager dient der besseren Handhabung, Konservierung
und Lagerung. Bis zur Auswertung am Fluoreszenzmikroskop verbleiben die
Objekttrager bei 4°C in Dunkelheit.

Die Zellkerne erscheinen durch die Gegenfarbung mit DAPI blaulich, yH2AX-
Foci stellen sich als rote, pATM- und 53BP1-Foci als griine Punkte dar. Bei der
Auszahlung werden pro Objekitrager 100 Zellen ausgezahlt, wobei darauf
geachtet wird, dass der Zellkern intakt (oval und klar begrenzt) ist. Pro Versuch

wird jeweils die mittlere Zahl der Foci bestimmit.

2.7.2. Darstellung von heterochromatischen Bereichen

Heterochromatische Bezirke der DNA sind kondensiert und transkriptionell
inaktiv. Zur Darstellung dieser kompakten Chromatinform werden verschiedene
Antikérper herangezogen. Zunéchst werden KAP-1, H3K9me3 und HP1a in
embryonalen Mausfibroblasten und anschlieRend in humanen Fibroblasten mit

Hilfe der Immuncytochemie detektiert. Bei der Austitration der optimalen
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Verdunnung der Antikorperlosung orientierte man sich in einem Bereich, der die
Herstellerangaben umfasste. Ziel war es die unspezifische Hintergrundfarbung,
bei deutlichem spezifischem Signal gering zu halten.

Die Immunfloureszenzfarbung wird ansonsten nach einem ahnlichen Schema
durchgefiihrt wie oben dargestellt. Ein ausfihrliches Protokoll findet sich im
Anhang.
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3. ERGEBNISSE

3.1. Charakterisierung der zellularen Strahlenempfindlichkeit humaner
Fibroblasten mittels immunhistologischen Nachweises residueller

Doppelstrangbriiche

Die Erkennung und Prozessierung strahleninduzierter Doppelstrangbriiche wird
durch die Dekondensation des betroffenen DNA-Abschnitts eingeleitet und
durch die ATM-vermittelte Phosphorylierung der Histonvariante H2AX am Serin
139 zu yH2AX charakterisiert. Dieses stellt wiederum die Plattform fur weitere
Reparaturproteine wie z.B. 53BP1 dar. Die Akkumulation reparatur-assoziierter
Proteine lasst sich als sogenannte lonizing Radiation-induced Foci (IRIF)
immuncytologisch mittels geeigneter  Antikbrper  darstellen und
floureszenzmikroskopisch quantifizieren. Neben den zum Nachweis residueller
Doppelstrangbriche etablierten Antikérper gegen yH2AX und 53BP1 wurde in
dieser Arbeit auch der Nachweis von pATM etabliert.

Abbildung 10 veranschaulicht exemplarisch fur eine der untersuchten
Fibroblastenzelllinien (F181) den Nachweis von yH2AX-, 53BP1- und pATM-
Foci. Die DNA-Farbung mittels DAPI (blau) dient der Beurteilung der
Zellkernmorphologie.  Durch  die  Wahl der floureszenzmarkierten
Sekundarantikdrper werden yH2AX-Foci rot und 53BP1- bzw. pATM-Foci grin
dargestellt. Unbestrahlte Zellen (links) weisen nur vereinzelt Akkumulationen
reparatur-assoziierter Proteine auf, wahrend 24 h nach Bestrahlung mit 6 Gy
sieben residuelle yH2AX-Foci nachgewiesen werden, welche alle ebenfalls
durch die Akkumulation von 53BP1 charakterisiert werden (obere Zeile), dies
wird durch die Uberlagerung beider Signale und Darstellung als gelbe
Strukturen (rechts) verdeutlicht. Vergleichbares gilt fur die kombinierte
Darstellung von yH2AX- und pATM-Foci (untere Zeile). Im gewahlten Beispiel
kommt es zur Ausbildung von sechs yH2AX-Foci, welche ebenfalls durch

Anreicherung von pATM charakterisiert sind.
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unbestrahlt 24 h nach 6 Gy

Abbildung 10: Exemplarische Darstellung strahleninduzierter Foci am Beispiel der
Zelllinie F181

Es wurde jeweils in Doppelfarbung 24 h nach Bestrahlung mit 6 Gy yH2AX in Kombination mit
53BP1 sowie yH2AX in Kombination mit pATM nachgewiesen. Im Zellkern (DAPI, blau) stellen
sich diese rot (yH2AX) bzw. griin (53BP1, pATM) und in der Gberlagernden Darstellung (rechts)
gelb dar. Unbestrahlte Zellen (links) lassen keine bzw. nur vereinzelt Foci erkennen.

Die quantitative Auswertung erfolgte durch Auszéhlung der Foci am
Fluoreszenzmikroskop bei einer 63-fachen VergroRerung. Es wurde die Anzahl
der Foci pro Zellkern von jeweils 100 Zellkernen pro Objekttrager ausgezahlt.
Die Haufigkeitsverteilung der yH2AX- bzw. 53BP1-/pATM-Foci wurde hierbei in
einer EXCEL-Tabelle protokolliert. Die Ergebnisse wurden zunachst als
Haufigkeitsverteilung dargestellt, auf Konsistenz Gberpruft und der
arithmetische Mittelwert (+SEM) der Verteilung bestimmt. Abbildung 11
veranschaulicht exemplarisch die Haufigkeitsverteilungen von yH2AX- (Panel
A), 53BP1- (Panel B) und pATM-Foci (Panel C) fur die Zelllinie F181. Wahrend
die linke Spalte jeweils die Haufigkeit spontaner Foci in unbestrahlten Proben
darstellt, sind rechts die Histogramme fir die Verteilung der Foci 24 h nach

einer Bestrahlung mit 6 Gy abgebildet.
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Abbildung 11: Exemplarische Darstellung der Haufigkeitsverteilungen von yH2AX- (Panel
A), 53BP1- (Panel B) und pATM-Foci (Panel C) am Beispiel der Zelllinie F181

Es sind jeweils die Haufigkeiten spontaner Foci unbestrahlter Zellen (links) sowie residueller

Foci 24 Stunden nach Bestrahlung mit 6 Gy dargestellt. Die durchgezogene Linie beschreibt die

Anpassung der Daten nach Poisson.



Ergebnisse 42

Wie bei der unbehandelten Kontrolle deutlich zu sehen ist, kbnnen unbestrahlte
Zellen in geringem Ausmald spontane Foci aufweisen. Beispielsweise zeigt die
Zelllinie F181 bei 0 Gy im Mittel 0.27 yH2AX-Foci pro Zellkern (SE: 0.058). 24 h
nach einer Bestrahlung mit 6 Gy werden im Mittel 5,99 yH2AX-Foci (SE: 0,13)
nachgewiesen.

Da der Treffertheorie folgend zu erwarten ist, dass die Anzahl der residuellen
Foci pro Zelle einer Poissonverteilung folgt, wurden die Daten unter
Verwendung der Poisson-Statistik angepasst. Die resultierenden Verteilungen
werden als durchgezogene Linie in jedem Histogramm dargestellt. Die
Ergebnisse dokumentieren, dass die Haufigkeitsverteilungen der Foci pro Zelle
tatsachlich den nach der Treffertheorie zu erwarteten Verteilungskurven gut
entsprechen. Fir den Vergleich der Zelllinien beziglich ihrer Anzahl an Foci
wird des Weiteren jedoch der arithmetische Mittelwert der Verteilung als
Parameter verwendet. Dies wird dadurch gerechtfertigt, dass der arithmetische
Mittelwert (MW) und der Mittelwert der Poisson-Verteilung (MO) nahezu
identische Werte erreichen. Flr das oben beschriebene Beispiel der residuellen
yH2AX-Foci nach Bestrahlung mit 6 Gy betragt der arithmetische Mittelwert
5,99 (SE: 0,13). MO ergibt einen Wert 6,26 (SE: 0,72). Die Korrelation beider
Parameter wird in  Abbildung 12. Veranschaulicht. Bei einem
Korrelationskoeffizienten von 0,997 ergibt sich eine nahezu ideale lineare

Korrelation.
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Abbildung 12: Ubereinstimmung von arithmetischem Mittelwert (MW) und Mittelwert der
Poisson-Verteilung (MO0).

Abbildung 13 veranschaulicht am Beispiel der Zelllinie F181 die Zunahme
residueller Foci mit steigender applizierter Strahlendosis. Die unbestrahlten
Kontrollen wurden generell analog zu den bestrahlten Proben behandelt, mit
dem Unterschied, dass keine Strahlendosis appliziert wurde. Im dargestellten
Beispiel nimmt die mittlere Anzahl residueller yH2AX-Foci von 1,34 (SE: 0,11)
nach Bestrahlung mit 1 Gy (Panel B), tber 2,05 (SE: 0,12) Foci nach 2 Gy
(Panel C) bzw. 3,79 (SE: 0,14) nach 4 Gy (Panel D) auf eine mittlere Anzahl
von 5,99 (SE: 0,13) nach Bestrahlung mit 6 Gy (Panel D) zu. Panel F zeigt die
dosisabhangige Zunahme residueller Foci, nach Korrektur mittels der
individuellen Kontrolle (Panel A) Vergleichbare Ergebnisse ergeben sich fur die
Zunahme residueller pATM- und 53BP1-Foci mit der Dosis. Fir sieben
Zelllinien wurde die Zunahme residueller Foci im Dosisbereich zwischen 0 und
6 Gy bestimmt. Die Ergebnisse sind in Form von Dosis-Effektkurven in
Abbildung 14 dargestellt.
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Abbildung 13: Verteilung von yH2AX- Foci nach Bestrahlungen mit Gesamtdosen von 0 Gy,

(Panel A), 1 Gy (Panel B) 2 Gy (Panel C) 4 Gy (Panel D) und 6 Gy (Panel E) ). Panel F zeigt die
Zunahme residueller Foci mit der Dosis, nach Korrektur der Werte mittels der individuellen

Kontrolle (0 Gy).
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Abbildung 14: Zunahme residueller Doppelstrangbriiche im Dosisbereich von 0 bis 6 Gy

Dargestellt sind die Ergebnisse von sieben Zelllinien. Die Daten wurden mittels linearer

Regression angepasst: yH2AX (Qudrat), pATM (Dreieck) bzw. 53BP1 (Kreis).
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Fur jede untersuchte Zelllinie sind die Mittelwerte residueller yH2AX- und
pPATM-Foci als Funktion der Dosis dargestellt. Um einen Einfluss der individuell
variierenden Anzahl spontaner Foci auf die Ergebnisse der residuellen Foci
nach Bestrahlung auszuschlieBen, wurden diese jeweils um den individuell
erfassten 0-Gy-Wert Kkorrigiert. Die Ergebnisse bezeichnen somit die
zusatzlichen strahleninduzierten Foci. Fur die Zelllinien F185 und Fib32 erfolgte
zusatzlich der Nachweis von residuellen 53BP1-Foci. Generell lassen sich die
Daten in allen Fallen mittels linearer Korrelation anpassen. Mit
Regressionskoeffizienten (r?) von 0,941 bis 0,999 besteht eine nahezu ideale
Linearitat. Vergleicht man die einzelnen Foci-Enititdten, so ist festzustellen,
dass, wenn auch minimal, generell héhere Mittelwerte fir yH2AX-Foci erreicht
werden.

Generell ist zu fordern, dass individuelle Unterschiede in der zellularen
Strahlenempfindlichkeit unabhangig von der applizierten Gesamtdosis
bestehen. Dies lasst sich graphisch darstellen, indem die individuellen Werte
des verwendeten Parameters, z.B. die Anzahl residueller Foci, flr zwei deutlich
unterschiedliche Gesamtdosen korreliert werden. Dies ist in Abbildung 15 fur
residuelle yH2AX-Foci (Panel A) bzw. pATM- Foci (Panel B) dargestellt.
Aufgetragen sind die Mittelwerte von acht der untersuchten Zelllinien. Wie
gefordert, besteht eine Korrelation der residuellen Foci nach 4 Gy und nach 6
Gy. Die Gute dieser Korrelation wird durch Korrelationskoeffizienten von 0,68
fur yH2AX und 0,74 fur pATM charakterisiert und erreicht mit p-Werten von
0,011 bzw. 0,006 deutlich statistische Signifikanz.
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Abbildung 15: Zusammenhang der residuellen Foci nach 4 und 6 Gy

Es ist jeweils der Mittelwert und Standardfehler der Auszéhlung von 100 Zellen pro Zelllinie far
YH2AX (Panel A) und pATM (Panel B) dargestellt. Die Anpassung der Daten erfolgte mittels
linearer Regression. Es wurden Regressionskoeffizienten r2 von 0,68 bzw. 0,74 erreicht. Die
95%-Konfidenzintervalle werden durch die gestrichelten Linien angegeben.

Fir jede der untersuchten Zelllinien wurde in Mehrfachbestimmung von
mindestens drei unabhangigen Experimenten die Anzahl residueller yH2AX-,
53BP1- und pATM Foci nach Bestrahlung mit 6 Gy bestimmt. Abbildung 16

fasst alle Ergebnisse zusammen.
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Abbildung 16: Residuelle Doppelstrangbriiche nach 6 Gy nachgewiesen fir 10 untersuchte
Fibroblasten-Zelllinien als yH2AX (Panel A), 53BP1 (Panel B) und pATM-Foci (Panel C).

Die Abbildung 16 veranschaulicht sowohl die interindividuellen als auch die
intraindividuellen Unterschiede zwischen den einzelnen Zelllinien. Bei der

Ermittlung residueller yH2AX-Foci wurden fur die Zelllinie F181 minimale
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Mittelwerte von 5,4 bestimmt, wahrend fir die Zelllinie F185 mit im Mittel 6,8 die
meisten yH2AX-Foci nachgewiesen wurden. Vergleichbare Unterschiede
wurden teilweise auch innerhalb einzelner Zelllinien beobachtet. So wurden z.B.
fur die Zelllinie Fib39 innerhalb von sechs einzelnen Experimenten Mittelwerte
von 5.8 bis 6.4 Foci bestimmt. In Panel B und C sind unter Beibehaltung der in
Panel A gewahlten Rangfolge die Werte residueller pATM- und 53BP1-Foci
dargestellt. Generell lasst sich dabei feststellen, dass die Rangfolge fir 53BP1-
Foci erhalten bleibt, wahrend es flur pATM-Foci vereinzelt zu Abweichungen von
der Rangfolge kommit.

Dieser Zusammenhang wird detailliert in Abbildung 17 dargestellt, welche die
Fragestellung untersucht, inwieweit der Nachweis von yH2AX-, 53BP1- und
pATM-Foci zur Quantifizierung residueller Doppelstrangbriiche als gleichwertig
anzusehen ist. Der Vergleich zeigt, dass generell eine sehr gute
Ubereinstimmung der Ergebnisse besteht. Sowohl fiir pATM-Foci (Panel A) als
auch fur 53BP1-Foci (Panel B) konnte mit Korrelationskoeffizienten von 0,79
bzw. 0,94 eine streng lineare Assoziation mit der Anzahl residueller yH2AX-Foci
nachgewiesen werden. Unterschiede bestehen dennoch in einer geringfigigen
Erhdhung der Mittelwerte fur residuelle yH2AX-Foci. Dies wird dadurch
verdeutlicht, dass die entsprechenden Werte rechts neben der
Winkelhalbierenden liegen, welche eine eins-zu-eins-Korrelation kennzeichnet.
Die Erhéhung Ubersetzt sich in einem zusatzlichen yH2AX-Focus im Vergleich
zu pATM bzw. 53BP1. Diesem steht der Vergleich von 53BP1- und pATM-Foci
(Panel C) gegenuber. Neben der strengen linearen Korrelation (r?=0,87) werden
keine systematischen Unterschiede der Focizahlen beobachtet. Es besteht eine

klare eins-zu-eins-Assoziation.
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Abbildung 17: Residuelle Doppelstrangbriiche, nachgewiesen als yH2AX-, 53PB1- bzw.
pATM-Foci nach 6 Gy

Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardfehler von yH2AX-Foci in Abhéngigkeit der
korrespondierenden Anzahl an pATM-Foci (Panel A) bzw. 53BP1-Foci (Panel C), sowie der
Zusammenhang von 53BP1 und pATM-Foci (Panel C).
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3.2. Nukledre Lokalisation der residuellen Doppelstrangbriiche unter
besonderer Berticksichtigung der Chromatinstruktur

Wie bereits erwahnt, wird das Chromatin, basierend auf mikroskopischen
Charakteristiken, in Euchromatin und Heterochromatin eingeteilt, wobei als
heterochromatische Regionen, solche Bereiche bezeichnet werden, die
unabhangig vom Zellzyklus kondensiert bleiben. Der Rolle des
Heterochromatins wird durch seine Barrierefunktion besondere Bedeutung fur
die Prozessierung von DNA-Schaden und somit der zellularen
Strahlenempfindlichkeit zugesprochen. Im Rahmen dieser Arbeit sollte
untersucht werden, ob sich humane Fibroblasten beziglich des Anteils an
Heterochromatin unterscheiden und ob eventuell vorhandene Unterschiede im
Heterochromatinstatus mit denen der zellularen Strahlenempfindlichkeit
assoziiert sind. Grundlage fur diese Untersuchung war zunachst die
Implementation geeigneter Nachweisverfahren von Heterochromatin sowie
dessen Quantifizierung. Der immuncytochemische Nachweis wurde zunachst
fur Zellen der Linie NIH3T3 etabliert. Diese embryonalen Mausfibroblasten
bieten sich insofern als Modellsystem zum Nachweis von Heterochromatin an,
da sie sich durch akrozentrische Chromosomen auszeichnen, welche verstarkt
DAPI anreichern und somit schon mittels einfachen Chromatinnachweises
identifiziert werden kdnnen. Diese als Heterochromatin zu charakterisierenden
Chromozentren  koénnen somit zur Kontrolle der Spezifitstt von

Heterochromatinmarkern wie KAP-1, HP1a und H3K9me3 verwendet werden.

3.2.1. Untersuchung der Spezifitdt der zum Nachweis von Heterochromatin

verwendeten Antikorper

Abbildung 18 zeigt die immunzytochemische Anfarbung von embryonalen
Mausfibroblasten der Zelllinie NIH3T3 unter Verwendung floureszenz-
gekoppelter heterochromatin-spezifischer Antikbrper gegen KAP1, HPla und
H3K9me3. In der oberen Zeile ist mit Hilfe einer kombinierten Antikdrperfarbung
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die Uberlagerung der Chromozentren, welche mittels DAPI-Farbung als
intensive blaue Herde zur Darstellung kommen, mit KAP1 (rot)- und HP1a
(grain)-Anreicherungen dargestellt. Die untere Zeile veranschaulicht den
spezifischen Nachweis des Heterochromatins mittels H3K9me3 (grin), welches
ebenfalls, wie aus der DAPI-Farbung ersichtlich, ausschliel3lich in Bereichen mit

Chromozentren angereichert wird.

B
‘-

‘ -’

KAP-1 + HP1a

H3K9me3

Abbildung 18: immunzytochemische Anfarbung von embryonalen Mausfibroblasten der
Zelllinie NIH 3T3 zur Darstellung heterochromatischer Bereiche. Veranschaulichung der
Uberlappung zwischen Bereichen mit intensiver DAPI- Anreicherung und der
Antikorperfarbung

Oben ist die Uberlappung von Chromozentren mit KAP-1 und HP1a dargestellt. Zur Anwendung
kam eine kombinierte Antikdrperfarbung.
Veranschaulichung der Uberlappung von Chromozentren mit H3K9me3 in der unteren Zeile.

Nachdem die Spezifitatt der verwendeten Antikdrper zum Nachweis von
Heterochromatin prinzipiell bestétigt werden konnte, wurden diese nun zur
Charakterisierung des Heterochromatinstatus der verschiedenen

Fibroblastenzelllinien verwendet. In Erganzung zu den Heterochromatinmarkern
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KAP1, HPla und H3K9me3 wurde in diesem experimentellen Ansatz der
euchromatin-spezifische Marker H3K9ac3 verwendet, um eine zuséatzliche
Abgrenzung von hetero- und euchromatischen Bereichen sicherzustellen. Die
Ergebnisse der verschiedenen Farbungen werden in Abbildung 19
veranschaulicht. Die obere Zeile verdeutlicht die Uberlagerung von KAP1 (rot)-
und HP1a (grun)-Anreicherungen. Auffallig ist, dass die HP1a-Farbung kaum
unspezifischen Hintergrund aufweist, wahrend KAP1 viel unspezifisches Signal
im Zellkern erkennen lasst. In der unteren Zeile kommt der heterochromatische
Marker H3K9me3 zur Darstellung. Mit Hilfe der Kombinationsfarbung ist es
moglich, simultan hetero- und euchromatische Regionen abzubilden. Es wird
deutlich, dass die Gegenfarbung mit dem euchromatischen Marker H3K9ac3
heterochromatische Bereiche ausspart bzw. weniger stark anfarbt. Die
Uberlagerte Darstellung beider Signale (rechts) veranschaulicht, dass Bereiche
mit intensiver Anreicherung des Antikdrpers gegen H3K9ac3 (rot) frei vom
heterochromatin-spezifischen Antikérper H3K9me3 (griin) sind und vice versa.
Bei dem Vergleich der verwendeten heterochromatin-spezifischen Marker wird
deutlich, dass alle verwendeten Antikdrper das perizentrische bzw. konstitutive
Heterochromatin in Form von Herden abbilden. Da jedoch sowohl H3K9me3 als
auch KAP1 mit erheblichen unspezifischen Reaktionen im Zellkern relativ viel
Hintergrund darstellen und nur der Einsatz von HP1a die Darstellung von
distinkten und gut abgrenzbaren und somit auszahlbaren Anreicherungen

ermoglicht, wurde dieser Antikorper fur die weiteren Versuche verwendet.
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Abbildung 19: Immunzytochemische Anfarbung von humanen Fibroblasten zur
Darstellung heterochromatischer Bereiche

Die Fotos zeigen exemplarisch die Zelllinie F185. In der oberen Zeile ist die Uberlagerung der
Heterochromatinmarker KAP1 (rot) sowie HP1a (griin) im Bereich des Zellkerns (DAPI, blau)
dargestellt. Die untere Zeile demonstriert in der Uberlagerten Darstellung beider Signale
(rechts), dass heterochromatische Bereiche (H3K9me3, grun) keine Anreicherung der
euchromatin- spezifischen Signale (H3K9ac3, rot) aufweisen.

3.2.2. Bestimmung der zur Quantifizierung des HP1a-Signals geeigneten

Parameter

Nach Wahl des geeigneten Antikdrpers und Etablierung der Farbemethode,
dessen detailliertes Protokoll dieser Arbeit als Anhang beigefligt ist, sollte die
Auswertung der Heterochromatin-Anreicherungen standardisiert werden.
Wesentlich hierflr war die Festlegung geeigneter Parameter zur Quantifizierung
der Heterochromatin-Anreicherungen pro Zellkern. Generell ist dies - analog zur
Auszahlung der reparaturassoziierten-Foci - durch Auszahlung der Bereiche
spezifischer HP1a-Anreicherung madglich. Alternativ dazu besteht die
Moglichkeit, die mittlere Gesamtintensitat des HP1a-Signals eines Zellkerns zu
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bestimmen. Dies wird durch die verwendete Software moglich, welche pro Zelle
die als Zellkern definierte Flache als eine diskrete Anzahl von Pixel darstellt,
den Intensitatswert der Fluoreszenz pro Pixel quantifiziert, und den Quotient
aus der Summe der Intensitaten aller Pixel und der Gesamtzahl aller Pixel als
mittlere Gesamtintensitat pro Zellkern ausgibt.

Beide Verfahren wurden durchgefihrt und die Ergebnisse auf Konstanz
Uberpruft. Zur Bestimmung der mittleren Anzahl an HP1a-Anreicherungen pro
Zellkern  wurden  Kachelaufnahmen mit je funf  Z-Stapeln am
Fluoreszenzmikroskop aufgenommen wund 100 Zellkerne pro Zelllinie
ausgezahlt. Zellen, anhand derer die Anzahl an HPla-Anreicherungen
bestimmt wurde, dienten ebenfalls zur Ermittlung der mittleren Gesamtintensitéat.
Dazu wurde die Flache jedes Zellkerns anhand der Zellmorphologie festgelegt
und die mittlere Gesamtintensitat des HP1a-Signals in diesem umschriebenen
Areal mit Hilfe des Bildverarbeitungssystems AxioVision Rel. 4.8 bestimmt.
Exemplarisch fur Zelllinie F98 ist in Abbildung 20 der Kern eines Fibroblasten
dargestellt. In diesem Fall sind in der Flache von 201,5 umz2 etwa 30 teilweise
sehr kleine und diffuse heterochromatische Bereiche erkennbar. Die mittlere
Gesamtintensitat wird als dimensionsloser Wert ausgeben und betragt in
diesem Beispiel 28,92.

Abbildung 20: Exemplarische Darstellung der heterochromatischen Bereiche.

Das Beispiel zeigt einen einzelnen Zellkern der Fibroblastenlinie F98 mit einer Flache von 201,5
pm. Das Heterochromatin wurde mittels HP1a (griin) nachgewiesen.
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Sowohl die Anzahl an heterochromatischen Bereichen als auch die mittlere
Gesamtintensitat des HP1a-Signals variiert zwischen den einzelnen Zellen
einer Zelllinie. Zur Charakterisierung des Heterochromatinstatus wurden pro
Zelllinie fur jeweils 100 Zellkerne die Anzahl an HP1a-Anreicherungen sowie die
mittlere Gesamtintensitat bestimmt. Die Ergebnisse sind in Form von

Haufigkeitsverteilungen exemplarisch fir die Zelllinie F98 in Abbildung 21

dargestellt.
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Abbildung 21: Quantifizierung des basalen HP1a-Signals am Beispiel der Zelllinie F98.

Panel A: Haufigkeitsverteilung der HP1a- Anreicherungen. Panel B: Haufigkeitsverteilung der
Gesamtintensitat des HP1a- Signals pro Zellkern von jeweils 100 Zellen.

Panel A veranschaulicht die Verteilung der Anzahl von HPla-Anreicherungen.
Die Einzelwerte folgen einer Normalverteilung und variieren zwischen 12 und
37 Anreicherungen pro Zelle. Der Mittelwert betrdgt im dargestellten Beispiel
22,62 bei einem Standardfehler von 0,46. Die Verteilung der mittleren
Gesamtintensitdten der einzelnen Zellen ist in Panel B dargestellt und wird
durch einen Mittelwert von 39,96 bei einem Standardfehler von 0,57

gekennzeichnet.
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Zur Uberprufung, inwieweit beide oben beschriebenen Methoden zur
Bestimmung des HP1a-Signals zu vergleichbaren Ergebnissen fiihren, wurden
deren Ergebnisse miteinander korreliert. Unter der Voraussetzung, dass beide
Methoden den Anteil an Heterochromatin verlasslich quantifizieren, sollten die
Werte beider Auswertverfahren, d.h. die mittlere Anzahl an HP1la-
Anreicherungen sowie die mittlere Gesamtintensitat des HPla-Signals,
korrelieren. Wie in Abbildung 22 dargestellt, besteht aber keinerlei Assoziation,
wenn die Werte der HP1a-Gesamtintensitat als Funktion der Anzahl der HP1a-
Anreicherungen aufgetragen werden. Offensichtlich sind beide Methoden nicht
generell vergleichbar und fihren zu unterschiedlichen Ergebnissen.

100+

80+ —x—

0 L] L L L L]
18 20 22 24 26 28

Mittelwert der HP1la-Anreicherungen

mittlere HP1la—Gesamtintensitét

Abbildung 22: Vergleich beider Methoden zur Bestimmung der Intensitit des HP1a-
Signals.

Korrelation der Messwerte fur die Gesamtintensitat (Ordinate) und der mittleren Anzahl der
HP1a- Anreicherungen (Abzisse) bei 0 Gy
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3.2.3. Einfluss von Bestrahlung auf den Heterochromatinstatus

Es wurde die Veranderung des Heterochromatinstatus durch Bestrahlung
untersucht. Dazu wurden die Zellen zunachst in Konfluenz gebracht, mit 6 Gy
bestrahlt und nach 24 Stunden das Heterochromatin mittels fluoreszenz-
gekoppelter Antikorper gegen HPla detektiert. Mikroskopisch lieRen sich
Unterschiede zwischen unbestrahlten Kontrollen und bestrahlten Fibroblasten
insofern erkennen, dass nach Bestrahlung eine Verstarkung des HP1a-Signals
sowohl in der Anzahl als auch in der Intensitat zu beobachten war. Abbildung
23 gibt exemplarisch diesen Eindruck fur die Zelllinie F181 wieder. Die obere
Abbildung (Panel A) zeigt unbestrahlte Zellen, wohingegen in Panel B die
Situation 24 h nach Bestrahlung dargestellt wird. Im Vergleich fallt auf, dass
bestrahlte Zellen intensivere und gréR3ere HPla-Anreicherungen présentieren.
Zusatzlich zum Heterochromatin  wurden residuelle Doppelstrangbriiche

als yH2AX-Foci (Panel B, rote Foci) detektiert.
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Abbildung 23: Vergleich des Heterochromatins nachgewiesen mittels HP1a.

Das Beispiel zeigt unbestrahlte Fibroblasten (Panel A), sowie Fibroblasten 24 h nach
Bestrahlung mit 6 Gy (Panel B) am Beispiel der Zelllinie F98. In Kombination mit HP1a wurden
residuelle yH2AX-Foci dargestellt (rot).

Zur Quantifizierung der vermuteten Zunahme des HP1la-Signals nach
Bestrahlung wurde fur alle elf untersuchte Fibroblastenzelllinien die mittlere
Gesamtintensitat vor und nach Bestrahlung bestimmt. Als Parameter der
Auswertung wurde die mittlere Gesamtintensitat gewahlt, da dieser Parameter
auch solche HPla-Anreicherungen quantifiziert, die flr die numerische
Auszahlung zu diffus und/oder Kklein erscheinen. Abbildung 24 zeigt das
Ergebnis in Form eines Balkendiagramms, in dem fur jede Zelllinie die basale
mittlere Gesamtintensitat der unbestrahlten Kontrolle (weil3e Balken) jeweils
dem Wert gegenuber gestellt wird, der 24 Stunden nach Bestrahlung mit 6 Gy
bestimmt wurde (grau Balken). Der Eindruck der Zunahme von
heterochromatischen Bereichen nach Bestrahlung wird durch diese
guantifizierende Auswertung fur die Mehrzahl der untersuchten Zelllinien
bestatigt: Fur sieben der untersuchten Zelllinien konnte eine Erhéhung der
mittleren Maximalintensitat nachwiesen werden, wobei diese fur die Zelllinie
Fib14 am starksten ausgepragt ist. Im Falle der Zelllinien F185 und F190 und
Fib 39 hingegen wurde eine Reduktion bzw. keine Veranderung der HPla-

Anreicherung beobachtet.
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Abbildung 24: Vergleich der mittleren HP1a-Gesamtintensitat aller untersuchten
Zelllinien vor und 24Stunden nach Bestrahlung mit 6 Gy

3.2.4. Lokalisation residueller yH2AX-Foci in  Abhangigkeit vom
Heterochromatinstatus

Zur Uberpriifung der Hypothese, nach der residuelle Doppelstrangbriiche
vorzugsweise in heterochromatischen Bereichen lokalisiert sind, wurde bei der
Erfassung residueller yH2AX-Foci gleichzeitig der Anteil an Foci bestimmt,
welche sich in unmittelbarer N&he zu einem heterochromatischen Bereich
befanden. Die enge Nachbarschaft von yH2AX-Foci und HP1a-Anreicherungen
ist exemplarisch in Abbildung 25 dargestellt. Anhand des Fotos ist bereits
erkennbar, dass die Mehrzahl der residuellen yH2AX-Foci in direkter
Nachbarschaft zu HP1a-Anreicherungen liegt. Panel A zeigt am Beispiel der
Zelllinie F98 einen Zellkern mit 28 HP1a-Anreicherungen (grun). Parallel dazu
kbnnen neun yH2AX-Foci (rot) nachgewiesen werden. In der Uberlagerten
Darstellung wird deutlich, dass acht der neun Foci in unmittelbarer Nahe zu

heterochromatischen Bereichen liegen. Regionen, in denen es zur
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Uberschneidung zwischen HP1a und yH2AX kommt, stellen sich in dieser
Ansicht gelb dar.

Panel B verdeutlicht die Ermittlung der genauen Beziehung zwischen HP1a-
Anreicherungen und yH2AX-Foci. Die Software AxioVision Rel. 4.8 erméglicht
die Darstellung eines detaillierten Profils eines eingezeichneten Querschnitts
(rote Linie, links in Panel B) und damit verbunden die Beurteilung, ob eine
Uberschneidung zwischen HP1a-Anreicherung und yH2AX-Foci vorliegt.
Rechts in Panel B ist ein solches Profil, das anhand des eingezeichneten
Querschnitts erstellt wurde, dargestellt. Es zeigt die Signale als Hohenlinien,
zum einen fur das blaue Signal der DAPI-Féarbung und darunter die Darstellung
der Intensitat von zwei yH2AX-Signalen (rot), welche auf gleicher Ebene mit
dem Signal fir konstitutives Heterochromatin liegen. Dies wird durch das griine
HP1a-Signal veranschaulicht. Diese Art der Darstellung dokumentiert, dass die
Signale nicht tGbereinander und voneinander unabhéngig im Zellkern vorliegen,
sondern dass tatséchlich im Bereich des angefarbten Heterochromatins das

immunzytochemische Signal eines residuellen Doppelstrangbruchs lokalisiert ist.
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Abbildung 25: Heterochromatische Bereiche zeigen eine Assoziation mit yH2AX-Foci

Panel A: Mikroskopisches Bild in 63facher VergroRerung verdeutlicht die unmittelbare Nahe von
yH2AX-Foci und HP1a-Anreicherungen, exemplarisch fir die Zelllinie F98. Panel B: Ermittlung
der rdumlichen Beziehung zwischen HP1a-Anreicherungen (griin) und yH2AX-Foci (rot). Eine
Uberlappung stellt sich gelb dar (oben). Im Profil (unten) kénnen diese Uberlappungen als
Hohenlinien schematisch dargestellt werden.

Durch getrenntes Erfassen aller und der sich in direkter rdumlicher Néhe zu
HP1a-Anreicherung befindlichen yH2AX-Foci wurde der Anteil an
kolokalisierten residuellen yH2AX-Foci nach Bestrahlung mit 6 Gy bestimmt.
Die Ergebnisse sind in Abbildung 26 in Form eines Balkendiagramms
dargestellt. FUr jede Zelllinie ist jeweils der Mittelwert aller yH2AX-Foci (helle
Balken) dem Mittelwert Heterochromatin-assoziierter yH2AX-Foci (dunkle

Balken) gegenibergestellt.
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Abbildung 26: Residuelle Doppelstrangbriiche nach 6 Gy sind mit konstitutivem
Heterochromatin assoziiert

Mittlere Anzahl residueller yH2AX- Foci (helle Balken) in Gegenuberstellung zu yH2AX-Foci,
welche im Bereich des konstitutiven Heterochromatins lokalisiert sind (dunkle Balken).

In Abbildung 26 ist die Auswertung der raumlichen Beziehung von residuellen
YH2AX-Foci mit HP1a-Herden dargestellt. Veranschaulicht wird fur alle
untersuchten Zelllinien die raumliche Nahe der residuellen Doppelstrangbriiche
zum Kkonstitutiven Heterochromatin nach Bestrahlung mit 6 Gy. So haben
beispielsweise im Fall der Zelllinie Fib39 5,8 von insgesamt 6,9 residuellen
YH2AX-Foci einen direkten Bezug zum konstitutiven Heterochromatin. Auch bei
der Zelllinie F184, welche die grof3te Differenz zwischen der Gesamtzahl und
heterochromatin-assoziierten Foci aufweist, waren im Mittel 4,6 von 7,2 Foci mit

heterochromatischen Bereichen assoziiert.
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Abbildung 27: Ubersicht tiber den prozentualen Anteil kolokalisierender Foci vor und
nach Bestrahlung mit 6 Gy

Bei den unbestrahlten Kontrollen sind durchschnittlich 85,71% der spontanen Foci mit HP1a-
Anreicherungen assoziiert. Nach Bestrahlung sind durchschnittlich sind 75,05% der residuellen
yH2AX- Foci mit HP1a- Anreicherungen assoziiert (vgl. gesamt, rechts).

Abbildung 27 stellt eine Ubersicht ({ber den prozentualen Anteil
kolokalisierender Foci dar. Gegenubergestellt sind die Ergebnisse fur den
Zustand vor und nach Bestrahlung. In der vorliegenden Abbildung werden alle
11 untersuchten Zelllinien bertcksichtigt. Generell kann beobachtet werden,
dass uber 80 % der spontanen und Uber 65% der residuellen yH2AX-Foci in
heterochromatischen Bereichen lokalisiert sind.

Die AT-defiziente Zelllinie AT1BR, die in dieser Untersuchung als zusatzliche
Kontrolle mitgefuhrt wurde, stellt insofern eine Ausnahme dar, dass eine
dezente Zunahme der Assoziation von residuellen Foci zu HP1a nach
Bestrahlung beobachtet wurde.

Neben den individuellen Werten der einzelnen Zelllinien sind in Abbildung 27
die Mittelwerte vor und nach Bestrahlung aller untersuchten Zelllinien
dokumentiert (rechter Balken 'gesamt’). Wahrend in unbestrahlten Zellen im

Mittel durchschnittich 85,71% der spontanen Foci in unmittelbarer
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Nachbarschaft zum konstitutiven Heterochromatin liegen, werden nach
Bestrahlung 75,51% der residuellen Foci in Assoziation mit HP1a beobachtet,
dabei ergibt sich fur die Zelllinie Fib39 ein maximaler Wert von 84,25%,
wahrend fur die Zelllinie F184 lediglich 64,27% der residuellen yH2AX-Foci mit

HP1a-Anreicherungen assoziiert sind.

3.3. Residuelle Foci als Surrogatmarker der zellularen

Strahlenempfindlichkeit

Neben der Frage, inwieweit residuelle Doppelstrangbriche in konfluenten
Fibroblasten als Akkumulationen von yH2AX-, 53BP1- sowie pATM-Protein
quantifiziert werden koénnen (siehe Kapitel 3.1) und ob diese bevorzugt im
Heterochromatin lokalsiert sind (siehe Kapitel 3.2.), wurde im Rahmen dieser
Arbeit die Eignung residueller Doppelstrangbriiche als Surrogatmarker der
zellularen Strahlenempfindlichkeit untersucht. Als klassische Methode zur
Bestimmung der zellularen Strahlenempfindlichkeit wurde die Uberlebensrate
der Fibroblasten nach Bestrahlung mittels Koloniebildungstest ermittelt und die
individuellen Unterschiede zwischen den untersuchten Zelllinien mit denen des
yH2AX-, 53BP1- bzw. pATM-Nachweis verglichen.

3.3.1. Zellzyklusbestimmung mittels FACS

Alle Experimente wurden an konfluenten Fibroblasten durchgefuhrt. Zur
Sicherstellung, dass sich die verwendeten Zellen in Konfluenz und somit in
Teilungsruhe befanden, wurden vor jedem Experiment die Zellkulturen
lichtmikroskopisch hinsichtlich inrer Konfluenz beurteilt. Zur Uberprifung dieses
nicht-quantitativen Verfahrens wurde die Zellzyklusverteilung der im Experiment

eingesetzten Zellen mittels FACS bestimmt. Hierzu wurde die DNA mit Hilfe von
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Fx Cycle Far Red stain oder Propidium Jodide markiert und flusszytometrisch
der DNA-Gehalt der Zellen bestimmit.

Abbildung 28 zeigt exemplarisch ein DNA-Histogramm der Zelllinie F184. Die
untersuchte Zellkultur befand sich lichtmikroskopisch in Konfluenz. Nicht
proliferierende Zellen zeichnen sich durch einen einfachen relativen DNA-
Gehalt aus und bilden den so genannten G1-Peak, wahrend proliferierende
Zellen in der G2-Phase den doppelten DNA-Gehalt aufweisen und in doppelter

Entfernung vom G1-Peak als G2-Peak dargestellt werden. Fur die in

Abbildung 28 dargestellte Zellpopulation bestatigt sich die mit der Konfluenz
verbundene Proliferationsruhe durch den hohen Anteil von Zellen in der G1-
Phase (93,7%). Nur 4,1% der Zellen befinden sich in der G2-Phase und somit

im Zellzyklus.
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Abbildung 28: Exemplarische Darstellung der Zellzyklusverteilung einer
Fibroblastenkultur in Konfluenz
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3.3.2. Bestimmung der zellularen  Strahlenempfindlichkeit  mittels
Koloniebildungstest

Die strahleninduzierte Zellinaktivierung lasst sich nach in-vitro-Bestrahlung
experimentell mittels Koloniebildungstest bestimmen. Dazu werden die Zellen in
Konfluenz gebracht, mit Gesamtdosen von bis zu 8 Gy bestrahlt und der Anteil
Uberlebender Zellen bestimmt, indem nach einem gentgend langen Zeitintervall
von 14 Tagen unter Kulturbedingungen die entstandenen Kolonien durch
Anfarben und Auszahlen quantifiziert werden. Eine mitgefiihrte unbestrahlte
Kontrolle dient zur Bestimmung der Platierungseffizienz, unter deren
Berticksichtigung der Anteil tiberlebender Zellen (Uberlebensfraktion, SF, engl.
Surviving fraction) bestimmt wird. Die Ergebnisse werden in so genannten
Dosis-Effekt-Kurven dargestellt, indem die Uberlebensrate halblogarithmisch als
Funktion der Dosis aufgetragen wird.

Abbildung 29 veranschaulicht in den Panels A bis K die Dosis-Effekt-Kurven
aller untersuchten Zelllinien fir Gesamtdosen von 2, 4, 6 und 8 Gy. Aufgetragen
ist jeweils die Uberlebensrate in Abhangigkeit von der applizierten Dosis sowie
die linear-quadratische Anpassung an die Datenpunkte. Generell nimmt die
Uberlebensrate mit der Dosis ab, wobei die Gute der linear-quadratischen
Anpassung durch ein r2 von 0.90 bis 0.99 charakterisiert wird. Zum Vergleich
der Unterschiede im klonogenen Uberleben der einzelnen Zelllinien sind in
Panel K die Dosis-Effekt-Kurven aller untersuchten Fibroblasten
zusammengefasst dargestellt. Wé&hrend im Bereich niedriger Dosen die
Unterschiede in der zellularen Inaktivierung zwischen den einzelnen Zelllinien
relativ gering ausfallen, sind diese bei Dosen von mehr als 4 Gy deutlich
ausgepragter: So liegt die Uberlebensrate nach 2 Gy zwischen 0,47 und 0,61,
wahrend die Uberlebensrate nach 8 Gy uber zwei Dekaden mit Werten von
0,002 bis 0,07 variiert.
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Abbildung 29: Uberlebensraten aller Fibroblastenlinien

In Panel A bis | sind die Dosis-Effekt-Kurven der einzelnen Zelllinien und in Panel K der
Vergleich aller Linien dargestellt.

Die individuellen Unterschiede der zellularen Strahlenempfindlichkeit zwischen
den einzelnen Fibroblastenzelllinien werden in Abbildung 30 zusammengefasst.
Die mittleren Uberlebensraten nach 6 Gy lagen bei maximal 0,147 fir die
Zelllinie F162 (SE: 0,007) und bei minimal 0,084 (SE: 0,01) fur die Zelllinie
Fibl4. Die SF6 variiert somit innerhalb einer Dekade. Es sei darauf
hingewiesen, dass zur Quantifizierung der Unterschiede in der Uberlebensrate
nach 6 Gy alle Messwerte, welche der Bestimmung der Dosis-Effekt-Kurve
zugrunde liegen, berlcksichtigt wurden, indem der Wert aus der linear-
quadratischen Anpassung, an die Daten fur den Dosispunkt von 6 Gy

verwendet wurde.
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Abbildung 30: Uberlebensraten der einzelnen Fibroblastenlinien nach 6 Gy

Die Experimente erfolgten in Mehrfachbestimmung, mit bis zu funf Wiederholungen. Dargestellt
ist die mittlere Uberlebensrate (+SE). Es wurden die Werte der linear-quadratischen Anpassung
bei 6 Gy verwendet.
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Zuséatzlich zu Abbildung 30 bietet Tabelle 1 eine Ubersicht Uber die
Unterschiede der zellularen Strahlenempfindlichkeit.

Tabelle 1: Ubersicht der Uberlebensraten nach 6 Gy ermittelt tiber die linear-quadratische
Anpassung (+SE)

Mittlere Std.
Zelllinie |SF6 Error
F98 0,095 0,006

F162 0,147 0,007
F181 0,146 0,017
F184 0,090 0,006
F185 0,106 0,018
F190 0,123 0,015
Fib14 0,084 0,010
Fib32 0,120 0,018
Fib39 0,095 0,007
WT1BR |0.085 0

mean
SF6 0,109 0,010

3.3.3. Surrogatmarker der zellularen Strahlenempfindlichkeit

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Unterschiede in der zellularen
Strahlenempfindlichkeit far zehn Fibroblasten-Zelllinien mittels
Koloniebildungstest sowie durch den Nachweis residueller Doppelstrangbriiche
bestimmt, wobei wiederum fir den Nachweis residueller Doppelstrangbriiche
die  reparatur-assoziierten  Proteine  yH2AX, 53BP1 und pATM
immuncytochemisch nachgewiesen wurden. Dartber hinaus wurde der
Heterochromatinstatus der Zelllinien durch Anfarben und Quantifizierung des

heterochromatin-spezifischen Proteins HP1la erfasst. Durch Zusammenfihren
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dieser Daten soll Uberprift werden, welche dieser Parameter als Indikatoren der

zellularen Strahlenempfindlichkeit zu werten sind.

3.3.3.1. Residuelle Doppelstrangbriiche im Nachweis als yH2AX-, 53BP1-

und pATM-Foci als Indikatoren der zellularen Strahlenempfindlichkeit

Die zellulare Inaktivierung ist letztlich Folge residueller, nicht-reparierter
Doppelstrangbriche und sollte somit sowohl mit Hilfe des Koloniebildungstests
als auch mittels residueller yH2AX-, 53BP1- bzw. pATM-Foci quantifiziert
werden kénnen. Durch die Assoziation der Uberlebensrate nach 6 Gy mit den
Daten der residuellen Foci 24 h nach Bestrahlung, kann dargestellt werden,
inwieweit sich diese als Surrogatmarker der zellularen Strahlenempfindlichkeit
eignen und ob Unterschiede bestehen beziglich der zum Nachweis
verwendeten reparatur-assoziierten Proteine yH2AX, 53BP1- bzw. pATM.
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In Abbildung 31 wird die Assoziation der residuellen yH2AX- (Panel A), pATM-
(Panel B) und 53BP1-Foci (Panel C) mit der Uberlebensrate nach 6 Gy fiir alle
10 untersuchten Zelllinien dargestellt.
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Abbildung 31: Korrelation der Uberlebensrate nach 6 Gy mit residuellen
Doppelstrangbriichen

Nachweis von yH2AX- (Panel A), pATM- (Panel B) und 53 BP1-Foci (Panel C)

Panel A zeigt die residuellen yH2AX-Foci nach 6 Gy in Abhangigkeit von der
Uberlebensrate nach 6 Gy (SF6) sowie eine mittels linearer Regression

ermittelte Anpassung an die Daten. Analog zu Panel A veranschaulichen Panel
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B und C den Zusammenhang zwischen der mittleren Anzahl an pATM- bzw.
53BP1-Foci und dem zellularen Uberleben. Zu erwarten ist, dass geringe
Uberlebensraten mit hohen Mittelwerten an residuellen Foci einhergehen und
vice versa. Dieser Zusammenhang wird generell in allen Fallen dargestellt,
erreicht aber mit Korrelationskoeffizienten von r?= 0,33 fur yH2AX, 0,37 fur
pPATM und 0,23 fir 53BP1 und p-Werten von 0,10 bzw. 0,08 und 0,19 keine

statistische Signifikanz.

3.3.3.2. Der Heterochromatin-Status als Indikator der zelluldren

Strahlenempfindlichkeit

Im Folgenden werden die Ergebnisse bezlglich des Zusammenhangs zwischen
Heterochromatinstatus und zellularer Strahlenempfindlichkeit dargestellt. Da die
Ergebnisse bezlglich der Vergleichbarkeit der zur Quantifizierung des HP1a-
Signals verwendeten Parameter, mittlere Anzahl der HP1a-Anreicherungen bzw.
mittlere HP1a-Gesamtintensitat, keine Entscheidung dariber zulassen, welcher
der beiden Parameter zur Charakterisierung des Heterochromatinstatus
geeigneter ist (siehe Abbildung 20), wurden die Parameter zur Beschreibung
der zellularen Strahlenempfindlichkeit - mittlere Anzahl residueller yH2AX-,
PATM-, 53BP1-Foci bzw. die Uberlebensrate nach Bestrahlung mit 6 Gy -
jeweils sowohl mit der mittleren Anzahl der HP1a-Anreicherungen als auch mit
der mittleren HP1a-Gesamtintensitat korreliert. Die Ergebnisse sind in
Abbildung 32 dargestellit.
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Abbildung 32: Zusammenhang zwischen basalem Heterochromatinstatus und der
zellularen Strahlenempfindlichkeit

Der Heterochromatinstatus wurde sowohl als Mittelwert der HP1o-Anreicherungen (linke Spalte)
als auch als mittlere Gesamtintensitat des HP1a-Signals (rechte Spalten) quantifiziert und mit
der Anzahl residueller Foci nach 6 Gy nachgewiesen als yH2AX- (Panel A und B), pATM-
(Panel C und D) bzw. 53BP1-Akkumulation(E und F) sowie der Uberlebensrate nach 6 Gy
korreliert.

Die Abbildung verdeutlicht, dass der Heterochromatinstatus der Fibroblasten
deutlich mit der zellularen Strahlenempfindlichkeit korreliert, wenn dieser in
Form der mittleren Gesamtintensitat quantifiziert wird. Eine statistisch
signifikante Korrelation mit Regressionskoeffizienten von 0,63 bzw. 0,44 und
0,82 und p-Werten von 0,006 bzw. 0,037 und 0,0003 wurde sowohl fir
residuelle yH2AX-, als auch fur 53BP1- und pATM-Foci beobachtet. Im
Gegensatz dazu konnte in keinem Fall eine signifikante Korrelation
nachgewiesen werden, wenn die residuellen Foci mit der mittleren Anzahl an
HP1a-Anreicherungen assoziiert wurden. Die Korrelation der zellularen
Strahlenempfindlichkeit mit dem Heterochromatinstatus fallt fir die Assoziation
mit der Uberlebensrate nach 6 Gy wesentlich schwacher aus: Dennoch lasst
sich eine nicht signifikante Abnahme der Uberlebensrate mit zunehmender

HP1a-Gesamtintensitat erkennen.
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4. DISKUSSION

Voraussetzung fir den Erfolg einer Strahlentherapie ist die Inaktivierung aller
klonogenen Tumorzellen. Da die Bestrahlung immer auch das an den Tumor
angrenzende gesunde Gewebe erreicht, ist die Zellinaktivierung/-schadigung in
den umliegenden Normalgeweben unvermeidbar. Dabei variiert die
Strahlenempfindlichkeit zwischen den Geweben und wird in erster Linie durch
die Anzahl der Bestrahlungen und die intrinsische Strahlenempfindlichkeit der
Zielzellen definiert (Herrmann, Baumann, Dorr: Klinische Strahlenbiologie 4.
Auflage, Urban und Fischer 2006, Seite 87).

Wird dabei die Toleranzdosis der gesunden Organe und Gewebe Uberschritten,
kommt es zu unerwinschten Nebenwirkungen. Da es in der Klinischen
Strahlentherapie schwierig ist, statistisch gesicherte Daten von - insbesondere
spaten - strahleninduzierten Nebenwirkungen zu erhalten, entsprechen die
publizierten Toleranzdosen eher der allgemein akzeptieren Konvention als einer
echten Inzidenz (Herrmann, Baumann, Doérr: Klinische Strahlenbiologie 4.
Auflage, Urban und Fischer 2006, Seite 88). Dennoch spielen die
Toleranzdosen in der klinischen Strahlentherapie eine wichtige Rolle und sind
Ausdruck fur das Risiko von Nebenwirkungen eines Patientenkollektivs. Die
klinische Erfahrung zeigt, dass trotz gleicher Therapieschemata deutliche
Unterschiede in der Auspragung der Nebenwirkungen zwischen individuellen
Patienten bestehen. Selbst wenn die Wahrscheinlichkeit, eine unerwiinschte
Nebenwirkung zu entwickeln, nur wenige Prozent betragt, besteht ein
individuelles Risiko einer schweren Auspragung der Nebenwirkung.
Winschenswert ware demzufolge die Anpassung der Bestrahlungsdosis an das
individuelle Risiko des einzelnen Patienten, Nebenwirkungen zu erleiden.
Dieses ist nur unter der Voraussetzung einer verlasslichen Bestimmung der
individuellen Strahlenempfindlichkeit moglich. Generell wird dieses durch die
Tatsache erschwert, dass die Unterschiede in der intrinsischen
Strahlenempfindlichkeit humaner Normalzellen, obwohl sie das Risiko von
Normalgewebeschéden nach Strahlentherapie determinieren (Borgmann et al.,

2008; Hoeller et al., 2003), zum Teil nur gering ausgepragt sind.
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Die individuelle Strahlenempfindlichkeit wird hauptsachlich von der Sensibilitat
der Zellen gegenuber ionisierender Strahlung bestimmt und lasst sich daher
mittels Charakterisierung der zellularen Strahlenempfindlichkeit bestimmen.

Zur Bestimmung der zellularen Strahlenempfindlichkeit stehen verschiedene
experimentelle Methoden zur Verfugung. Der Koloniebildungstest ist die alteste
Methode zur Bestimmung der Strahlensensibilitdt von Zellen in Kultur. Er wird
schon seit nahezu 50 Jahren angewendet und obwohl er aufgrund der langen
Inkubationszeiten extrem zeitaufwandig und mit einigen Zelllinien nicht
durchfuhrbar ist, gilt er - die Standardisierung der Versuchsbedingung
vorausgesetzt - als Goldstandard zur Beurteilung der zellularen
Strahlenempfindlichkeit (Pomp et al., 1996). Er stellt ein Testsystem fur die
durch Bestrahlung entstanden Schéaden dar. Informationen beziglich der Art
der Inaktivierungsmechanismen konnen jedoch nicht erhoben werden, da
letztendlich alle Ereignisse, die einen reproduktiven Zelltod bewirken, zu einer
reduzierten Koloniebildungsrate fihren (siehe Kapitel 1.1.3.). Nachteile des
Kolonietests sind, neben der groRen Menge bendétigter Zellen, die langen
Inkubationszeiten sowie der Umstand, dass sich einige Zelllinien nicht in einem
Zellkultursystem anziichten lassen. Darliber hinaus sind, wie bereits erwahnt,
keine Ruckschlisse uber die an der Zellinaktivierung beteiligten molekularen
Mechanismen maglich.

Die zellulare Inaktivierung wird letztlich UGber DNA-Doppelstrangbriiche
vermittelt. Daher gilt der Nachweis von DNA-Doppelstrangbriichen als
Surrogatmarker der zellularen Strahlenempfindlichkeit. Das momentan
sensitivste Detektionsverfahren von DNA-Doppelstrangbriichen stellt der
Nachweis sogenannter IRIF (irradiation induced foci) dar. Es beruht auf dem
fluoreszenzmikroskopischen Nachweis reparaturassoziierter Proteine, welche
groBe Bereiche des Chromatins in der Umgebung des DNA-
Doppelstrangbruchs flankieren.

Im Gegensatz zum Koloniebildungstest bietet  der Nachweis
reparaturassoziierter Foci den groRen Vorteil, dass die chromosomale

Schadigung als lokales Ereignis dargestellt werden kann. Immunzytochemisch
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konnen dabei diverse Proteine, welche an der Erkennung und Prozessierung
von DNA-Doppelstrangbriichen beteiligt sind, detektiert werden.

Die Methode wurde zunachst fir das reparaturassoziierte Histon yH2AX
entwickelt. Erste Versuche kamen 1980 (West und Bonner, 1980) zur
Darstellung und zwei Jahrzehnte spater wurde dessen Bedeutung fur die
Reparatur von Doppelstrangbriichen dokumentiert (Rogakou et al., 1998). Mit
der kommerziellen Verfugbarkeit spezifischer Antikdrper gegen yH2AX stand
eine relativ einfache und hochsensitive Nachweismethode von DNA-
Doppelstrangbrichen zur Verfugung. Der Nachweis, dass yH2AX-
Akkumulationen auch unabhangig von DNA-Doppelstrangbriichen auftreten
(Han et al., 2006; Mcmanus und Hendzel, 2005; Suzuki et al., 2006), zog die
Etablierung weiterer Antikorper zum Nachweis reparaturassoziierter Proteine
nach sich. Es folgte die kommerzielle Verfluigbarkeit von Antikérpern gegen
53BP1. Dieses erwies sich im Nachweis von DNA-Doppelstrangbriichen bei
proliferierenden Zellen dem Nachweis mittels yH2AX als Uberlegen, da es keine
S-Phase-assoziierten Signale erzeugt. Fur nicht proliferierende Zellen, wie
kontaktinhibierte konfluente Fibroblasten, wird eine vollstandige Kolokalisation
von yYyH2AX und 53BP1 beschrieben (Rube et al., 2008; Rube et al., 2010;
Schanz et al., 2012), dies wird von den Ergebnissen der eigenen Arbeitsgruppe
bestétigt (Metzke, 2011).

Mit der kommerziellen Verflugbarkeit eines hochspezifischen Antikorpers gegen
pATM besteht nun die Moéglichkeit, ein in der Signalkaskade Uber dem yH2AX
stehendes reparaturassoziiertes Protein zum Nachweis von DNA-
Doppelstrangbrichen zu nutzen. Es gilt daher zu Uberprifen, inwieweit
Antikdrper gegen pATM zum Nachweis von DNA-Doppelstrangbriichen besser
geeignet sind als yH2AX- bzw. 53BP1-spezifische Antikorper.

Ein weiterer mal3geblicher Vorteil der Bestimmung der zellularen
Strahlenempfindlichkeit mittels des Nachweises strahleninduzierter Foci besteht
darin, dass auch Zellen untersucht werden konnen, welche nicht in Kultur
gehalten und somit nicht mit Hilfe des Kolonietests untersucht werden kénnen.
Optimal zur Bestimmung der individuellen zellularen Strahlenempfindlichkeit

von Patienten waren Lymphozyten des peripheren Bluts, da diese ohne viel
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Aufwand gewonnen werden konnen und nicht in Kultur gehalten werden
missen. Doch bevor ein entsprechendes Testsystem an Lymphozyten etabliert
werden kann, gilt es nachzuweisen, dass die zum Teil sehr geringen
Unterschiede in der individuellen zellularen Strahlenempfindlichkeit generell mit
dem Foci-Nachweis aufgelost werden konnen. Dies setzt homogene
Versuchsbedingungen und die Minimierung des Einflusses moglicher
konfundierender Faktoren wie Lebensstil und Gesundheitsstatus der Probanden
voraus und kann somit nur mit Hilfe von etablierten humanen Zelllinien in Kultur
erfolgen.

Die zellulare Inaktivierung wird maf3geblich von der Effektivitat der DNA-DSB-
Reparatur bestimmt (Chua et al., 2011; Dikomey und Brammer, 2000;
Menegakis et al., 2011; Olive, 2011). Diese verlauft typischerweise biphasisch
mit einer schnellen sowie einer langsamen Komponente. Insbesondere die
langsame Komponente wird als Ausdruck der Verzogerung der Reparaturkinetik
komplexer Schaden gewertet, welche als residuelle DNA-DSBs verbleiben und
letztlich zur Zellinaktivierung fuhren.

Die residuellen Doppelstrangbriiche gelten daher als adaquater Endpunkt zur
Bestimmung der zellularen  Strahlenempfindlichkeit. Somit ist das
experimentelle Design so zu wahlen, dass das Zeitintervall zwischen
Bestrahlung und Aufbereitung der Zellen lang genug ist, um eine vollstandige
DNA-Reparatur zu gewahrleisten. Dies gilt auch fur die Bestimmung der
zellularen Strahlenempfindlichkeit mittels Koloniebildungstest, wobei die
Technik des sogenannten delayed-plating verwendetet wird.

Neuesten Studien zufolge wird der Prozess der DNA-
Doppelstrangbruchreparatur maf3geblich von der Chromatinstruktur beeinflusst.
In den letzten Jahren wurde zunehmend die These, nach der die Komplexitat
des Doppelstrangbruchs die Kinetik der Reparatur bestimmt, abgel6st von der
Vorstellung, dass die Komplexitat des Chromatins die Kinetik der
Doppelstrangbruchreparatur bestimmt (Goodarzi et al., 2009). Die Beobachtung,
dass Heterochromatin-assoziierte Doppelstrangbriiche von dem
Reparatursystem verzogert detektiert und mit deutlich langsamerer Kinetik

repariert werden (Costes et al., 2010; Goodarzi et al.; Lorat et al., 2012
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)fuhrt zur Hypothese, dass residuelle Doppelstrangbriiche hauptsachlich im
Heterochromatin lokalisiert sind.
Auf Grundlage der dargestellten Zusammenhange wurden im Rahmen der

vorliegenden Arbeit folgende Fragestellungen untersucht:

1. Ist der Nachweis von residuellen pATM-Foci besser zur
Quantifizierung der zellularen  Strahlenempfindlichkeit  humaner
Fibroblasten geeignet als der bereits etablierte Nachweis von yHAX bzw.
53BP17?

2. Besteht fur die untersuchten humanen Fibroblasten ein genereller
Zusammenhang zwischen zellularer Strahlenempfindlichkeit und dem
Anteil an Heterochromatin?

3. Lassen sich fur die verwendeten humanen Fibroblasten
Veranderungen im Heterochromatin nach Bestrahlung nachweisen und
sind residuelle Doppelstrangbriiche bevorzugt im Heterochromatin

lokalisiert?

Die Bearbeitung der ersten Fragestellung bendétigt neben der Etablierung des
pATM-Nachweises die Quantifizierung sowohl der residuellen pATM- als auch
der yH2AX- und 53BP1-Foci sowie darUber hinaus die Bestimmung der
zellularen Uberlebensrate mittels Kolonietest, da dieser als Goldstandard des
Nachweises des zellularen Uberlebens nach Bestrahlung angesehen wird.

Die Untersuchung der zweiten Fragestellung setzt neben der Etablierung des
immunzytochemischen  Nachweises von Heterochromatin auch die
Implementierung  einer Methode zur Quantifizierung des Anteils
heterochromatischer Bereiche voraus.

Alle hierfir notigen Untersuchungen erfolgten an humanen Fibroblasten in
Kultur. Dies hat den Vorteil, dass fir verschiedene Zelllinien die Quantifizierung
der zellularen Strahlenempfindlichkeit mit Hilfe des Koloniebildungstests und
mittels strahleninduzierter Foci moglich ist und die Ergebnisse des Foci-Assay
direkt mit dem klonogenen Uberleben nach Bestrahlung verglichen werden

kdnnen.
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Im Folgenden werden die Ergebnisse unter Berticksichtigung der aktuellen und

relevanten Literatur diskutiert.

4.1. Immuncytochemischer Nachweis und mikroskopische Darstellung
residueller Doppelstrangbriche mittels yH2AX-, 53BP1- und pATM-Foci

Wie in Abbildung 10 dargestellt, konnten mit den verwendeten
fluoreszenzmarkierten Antikorpern gegen yH2AX, 53BP1 bzw. pATM residuelle
Foci eindeutig nachgewiesen werden. Eine zusatzliche Kernfarbung mittels
DAPI gewahrleistete die Identifizierung und Abgrenzung einzelner
Fibroblastenkerne. Zellkerne, welche morphologische Veréanderungen wie z.B.
Kerndeformationen oder auffallige Vergro3erung der Strukturen aufwiesen,
konnten so von der Auswertung ausgeschlossen werden, da es sich bei diesen

um proliferierende oder apoptotische Zellen handeln kann.

Wie das Beispiel in Abbildung 10 dokumentiert, zeichnen sich alle verwendeten
Antikorper durch eine auf3erordentlich hohe Spezifitdt aus. Allein der Nachweis
von pATM-Foci war mit einem geringen unspezifischen Hintergrund verbunden,
welcher aber nicht die Abgrenzung einzelner Foci nennenswert beeintrachtigte.
Generell konnte eine Kolokalisation aller drei verwendeten Antikorper
beobachtet werden. Diese wird im weiteren Verlauf ausfuhrlich besprochen. Die
hohe Spezifitat der verwendeten Antikérper wird aktuell von verschiedenen
Autoren bestatigt (Bekker-Jensen und Mailand) und die eigenen Ergebnisse
belegen, dass die Anwendung der beschriebenen Methode in der vorliegenden
Untersuchung mit hochster Qualitat gelungen und somit ein Vergleich der
eigenen Daten mit denen aus der aktuellen Literatur gerechtfertigt ist.

Die quantitative Auswertung erfolgte durch Auszéhlen der Foci am Mikroskop.
Fur jede Auszahlung wurden die Ergebnisse als Haufigkeitsverteilung
dargestellt und der arithmetische Mittelwert sowie der Standardfehler bestimmt.
Auch wenn generell Konsens daruber besteht, dass die Verteilung

strahleninduzierter residueller Doppelstrangbriiche einer Poissonverteilung folgt
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(Rothkamm und Lobrich, 2003, Horn, #26, Edwards, 1979 #27), wird in allen
relevanten Arbeiten in der Literatur der arithmetische Mittelwert zur
Quantifizierung verwendet (Horn et al., Menegakis, 2011 #2, Rothkamm, 2003
#25, Rube, 2010 #22, Rube, 2008 #23). Daher wird auch in dieser Arbeit der
arithmetische Mittelwert verwendet. Um einen systematischen Fehler
auszuschlieBen, wurde zuvor jedoch Uberprift, ob die Wahl des Parameters
einen Einfluss auf die Ergebnisse hat. Wie in Abbildung 12 dargestellt, besteht
zwischen beiden Parametern eine nahezu ideale Korrelation. Somit ist
gewahrleistet, dass die Wahl des verwendeten Parameters die Ergebnisse nicht

systematisch beeinflusst.

Neben dem Nachweis, dass der arithmetische Mittelwert und der
Erwartungswert der Poissonverteilung als gleichwertig zur Quantifizierung zu
bewerten sind, zeigen die Ergebnisse gute Ubereinstimmung mit der Literatur.
FiUr unbestrahlte Fibroblasten wurden von Rothkamm und L&brich 2003 mit
0,04 bis 0,08 Foci pro Zellkern sehr geringe Werte flr spontane yH2AX-Foci
berichtet (Rothkamm und Lobrich, 2003). Wilson et al. (Wilson et al.) dagegen
wiesen in ihren Untersuchungen von 25 Fibroblastenzelllinien zwischen 0,21
und 2,61 Foci pro Zelle (Mittelwert 0,96, SE 0,12) deutlich mehr spontane
YH2AX-Foci nach. Die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten 10
Fibroblastenlinien zeigten mit im Mittel 0,33 Foci pro Zellkern relativ wenig
spontane Foci auf. Auch waren die Unterschiede diesbezlglich relativ gering
ausgepréagt, was durch den Standardfehler von 0,03 zum Ausdruck kommt. Der
quantitative Nachweis residueller Foci nach Bestrahlung ergab nach Dosen von
1, 2, 4 und 6 Gy Mittelwerte von 1,35, 2,08, 4,08 bzw. 6,33 residuelle yH2AX
Foci. Damit liegen diese erhobenen Werte sehr nahe an denen, die in der
Literatur  beschrieben sind und lassen etwa einen residuellen
Doppelstrangbruch pro Gy und Zelle nachweisen (Dikomey und Brammer,
2000).

Die Zunahme residueller Doppelstrangbriiche mit der Dosis wurde fir sieben
der untersuchten Zelllinien bestimmt. Es konnte in allen Féllen ein linearer
Anstieg mit der Dosis nachgewiesen werden (Abbildung 14). Sowohl fur

yH2AX- als auch fir pATM-Foci zeigt sich diese lineare Korrelation. Die
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erhobenen Ergebnisse finden wiederholt Bestatigung in der Literatur. So wurde
fur residuelle als auch fur initiale yH2AX-Foci ein linearer Anstieg der Foci pro
Zellkern bei Fibroblasten und Tumorzelllinien dokumentiert (Andrievski und
Wilkins, 2009; Banath et al., 2004; Beels et al., 2010; Golfier et al., 2009;
Lobrich et al., 2005; Macphail et al., 2003). Lediglich die Arbeit von Markova et
al. zeigt einen nicht- linearen Anstieg der Foci mit zunehmender Dosis nach 12
Stunden Reparaturzeit. Nach 24 Stunden wurde jedoch ebenfalls ein linearer

Anstieg bei den untersuchten Fibroblasten beobachtet (Markova et al., 2007).

Generell ist von dem zur Quantifizierung der Strahlenempfindlichkeit
verwendeten Parametern zu fordern, dass individuelle Unterschiede, die
unabhangig von der applizierten Gesamtdosis bestehen, aufgezeigt werden
kénnen. Um diesen Nachweis zu erbringen, wurde die Anzahl residueller Foci
nach 4 und nach 6 Gy korreliert. Das Ergebnis dieser Auswertung (Abbildung
15) belegt, dass der Nachweis residueller Doppelstrangbriiche sowohl mit Hilfe
von yH2AX- als auch mit Hilfe von pATM-Foci zur Quantifizierung der
Strahlenempfindlichkeit geeignet ist. In beiden Féllen besteht eine statistisch
signifikante Korrelation,  wobei  diese fur pATM mit  einem
Regressionskoeffizienten von 0,74 etwas starker ausgepragt ist. Dieses
Ergebnis weist darauf hin, dass der Nachweis von pATM-Foci zur Darstellung
residueller Doppelstrangbriiche dem Nachweis von 53BP1-Foci Uberlegen ist.
Diese Schlussfolgerung wird von der in der Literatur dokumentierten
Beobachtung unterstutzt, nach der yH2AX besonders in proliferierenden Zellen
auch reparatur-unabhéngige S-phase-spezifische Signale nachweist (Cowell
2007, Lobrich 2010).

Die Wertigkeit der zum Nachweis residueller Doppelstrangbriiche verwendeten
Antikorper yH2AX, 53BP1 und pATM wurde durch den Vergleich der im Mittel
pro Zellinie nachgewiesenen residuellen Doppelstrangbriiche bestimmt
(Abbildung 17). Es besteht in allen Fallen eine nahezu ideale lineare
Korrelation, wobei yH2AX- und 53BP1-Foci sowie 53BP1- und pATM-Foci eine
vollige Ubereinstimmung im Sinne einer eins-zu-eins-Korrelation zeigen. Nur
der Vergleich von yH2AX und pATM weist eine Abweichung von dieser eins-zu-

eins-Korrelation um etwa einen zusatzlichen yH2AX-Fokus auf. Diese
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Ergebnisse werden durch die Literatur sowohl in ruhenden Zellen wie
konfluenten Fibroblasten, aber auch in nicht-proliferativ aktiven Geweben in situ
bestétigt. Es wird von einer vollstandigen Kolokalisation von yH2AX- und
53BP1-Foci berichtet (Rube et al., 2010). Die geringfligige Abweichung im Falle
der yH2AX- und pATM-Kolokalisation ist als ein weiterer Hinweis darauf zu
werten, dass pATM im Nachweis von residuellen Doppelstrangbrichen den

Vorteil bietet, keine reparaturunabhangigen Signale zu liefern.
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4.2. Nachweis und Quantifizierung der heterochromatischen Bereiche

4.2.1. ldentifizierung der optimalen immunhistochemischen Farbungsmethode

Zur Quantifizierung heterochromatischer Bereiche innerhalb des Zellkerns,
mussten diese zun&chst markiert werden und spezifisch von euchromatischen
Arealen differenziert werden. Die Etablierung der dafir geeigneten
immuncytochemischen Nachweismethode erfolgte zundchst an embryonalen
Mausfibroblasten der Zelllinie NIH3T3. Der Vorteil bei dieser Zelllinie, im
Gegensatz zu humanen Fibroblasten ist, dass konstitutives bzw.
perizentrisches Heterochromatin, aufgrund seines speziellen Aufbaus als
Regionen verdichteten Chromatins, bereits mit Hilfe von DAPI dargestellt
werden kdnnen.

Diese, auch als Chromozentren bezeichneten Areale, befinden sich im Bereich
des Centromers und setzen sich aus repetitiven A-T-reichen DNA-Sequenzen
zusammen. Bei der Maus werden diese Areale auch Major-Satelliten genannt.
Sie bestehen aus 234 Basenpaaren umfassenden Monomeren, die sich zu
Strukturen mit einer La&nge von tber 2000 kb anordnen (Maison und Almouzni,
2004).

Diese Vorgehensweise bot somit gleichzeitig die Moglichkeit der Uberprifung,
ob das vom Antikérper markierte konstitutive Heterochromatin mit den
Bereichen intensiver DAPI-Anreicherung deckungsgleich ist. Das Ergebnis war
die erfolgreiche Verifizierung der Tatsache, dass DAPI-dichte Regionen reich
an heterochromatischen Faktoren, wie HP1a, KAP1 und H3K9me3 sind. In
Abbildung 18 ist exemplarisch die deutliche Kolokalisation der genannten
Antikdrper mit denen, durch DAPI markierten, Chromozentren veranschaulicht.
Zu vergleichbaren Ergebnissen kamen auch Goodarzi et al., die eine ahnliche
Vorgehensweise wahlte. Die Autoren bestatigten in ihrer Arbeit (Goodarzi et al.,
2008) neben der Kolokalisation dichter DAPI-Regionen mit H3K9me3, HP1 und
KAP1, die Kolokalisation mit dem centromerischen Protein CENP-A.
Chromatinbereiche, die eine Anreicherung mit dem Transkriptionsfaktor E2F1
oder, dem ebenfalls an der Genexpression beteiligten, HMGB1 zeigten,

hingegen waren frei von heterochromatischen Arealen. Goodarzi et al. belegten
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mit dieser Untersuchung die Kolokalisation von Chromozentren und
heterochromatischen Faktoren, beschrankten die Versuche jedoch auf
embryonale Mausfibroblasten, bei denen das konstitutive Heterochromatin mit
Hilfe von DAPI darstellt, und anschlie3end die Lokalisation residueller DSBs in
Bezug zu Chromozentren naher untersucht wurde (Goodarzi et al., 2009).

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte die Spezifitat dieser
Heterochromatinmarker auch fir deren Anwendung an humanen Fibroblasten
bestétigt und die entsprechenden Farbeprotokolle (vgl. Anhang) etabliert und
optimiert werden. Wie in Abbildung 19. veranschaulicht, wurde zusatzlich der
euchromatin- spezifische Marker H3K9ac3 verwendet, um eine Abgrenzung von
hetero- und euchromatischen Bereichen sicherzustellen. Die Uberlagerte
Darstellung beider Signale (rechts) macht deutlich, dass Bereiche mit intensiver
Anreicherung des Antikdrpers gegen H3K9ac3 (rot) frei vom heterochromatin-
spezifischen Antikdrper H3K9me3 (griin) sind und vice versa.

Die Charakterisierung des Heterochromatinstatus der verschiedenen humanen
Fibroblastenzelllinien erfolgte unter Verwendung des Antikorpers gegen HPla
da dieser zu dem geringsten unspezifischen Hintergrund fuhrte und somit die
Abgrenzung der einzelnen HP1a-Herde deutlich erleichterte.

Jedoch konnte trotz optimaler Farbeergebnisse und der Gegenfarbung mit dem
Euchromatinmarker H3K9ac3 nicht abschlielend geklart werden, ob es
heterochromatische Bereiche ohne HP1a-Anreicherung gibt. Es ist davon
auszugehen, dass nicht gefarbte Bereiche innerhalb des Zellkerns
euchromatische Areale darstellen. Jedoch stellt sich das H3K9ac3-Signal als
sehr diffus dar, was die Quantifizierung erheblich einschrankt und die Methode
z.Zt. nur bedingt verwendbar macht. An dieser Stelle sei anzuregen, die
Optimierung des Euchromatin-Nachweises in einem nachsten Projekt zu
bearbeiten, um die Frage zu klaren, ob Chromatin mdglicherweise auch
unabhangig von den HP1a- angereicherten fokalen Bereichen vorliegt.

Trotz dieser Einschrdnkungen ist abschlieen festzustellen, dass mittels
immunzytochemischen Nachweises von HP1a, heterochromatische Bereiche im

Zellkern humaner Fibroblasten sehr gut abgrenzbar sind und dies generell
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durch die aktuelle Literatur Bestatigung findet (Goodarzi et al., 2008; Storch et
al., 2010).

4.2.2. Implementierung geeigneter Auswerteverfahren zur Quantifizierung des

Heterochromatins

Neben der Identifizierung des optimalen Antikérpers und Optimierung der
Farbemethode, musste eine Methode zur Quantifizierung des HP1a-Signals
implementiert werden.

Generell ist die Quantifizierung des HP1a-Signals, analog zur Bestimmung der
residuellen Foci, durch Auszéhlung der Bereiche spezifischer HP1a-
Anreicherung moglich. Alternativ dazu besteht jedoch auch die Mdglichkeit die
mittlere Gesamtintensitat des HP1a-Signals pro Zellkern zu bestimmen. Dies
wird durch die verwendete Software moglich, welche pro Zelle, die als Zellkern
definierte Flache als eine diskrete Anzahl von Pixel darstellt, den Intensitatswert
der Fluoreszenz pro Pixel quantifiziert, und den Quotient aus der Summe der
Intensitaten aller Pixel, und der Gesamtzahl aller Pixel als mittlere
Gesamtintensitat pro Zellkern ausgibt.

Das Prinzip der Bestimmung der mittleren Gesamtintensitat pro Zellkern ist
letztendlich mit der Verwendung des flusszytometrischen Nachweises
vergleichbar. In diversen aktuellen Untersuchungen wird die Verwendung des
Flusszytometers zur Bestimmung der mittleren Fluoreszenzintensitat
beschrieben. Die Arbeiten der AG Cordes beispielsweise zeigten mit Hilfe
dieser Methode eine Zunahme des HP1a-Signals, in Abhangigkeit von den
Kulturbedingungen. Auch Zarebski et al verwenden die mittlere
Fluoreszenzintensitat pro Zellkern zur Quantifizierung des HP1a- Signals.
(zarebski et al., 2009).

Vorteil der Quantifizierung mit Hilfe der Bestimmung der mittleren
Gesamtintensitat ist, dass auch geringfliigige Anreicherungen, die aufgrund
rdumlicher  Struktur nicht erkannt werden, durch diese Auswertung
berticksichtigt werden. Dartber hinaus besteht bei der Auszéhlung prinzipiell

das Problem, dass Uberlagerte Anreicherungen nicht getrennt erfasst werden
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konnen was zu einer Unterschatzung des HP1a -Signals fuhren kann. Eine
mogliche Zu- oder Abnahme der Signalstarke innerhalb eines einzelnen HP1a-
Herdes ohne Anderung der Gesamtzahl der HP1a- Herde, wiirde ebenfalls nur
bei der Bestimmung der mittleren Gesamtintensitat zur Bertcksichtigung
kommen. Ein wesentlicher Vorteil dieser Methode liegt in der Mdglichkeit ihrer
Automatisierung mit entsprechender Zeit- und Arbeitsersparnis und optionalen
Anwendung als Screeningmethode in der klinischen Anwendung.

Da entsprechende systematische Untersuchungen bisher nicht vorlagen und
auch in der Literatur diesbeziglich keine Ergebnisse dokumentiert sind, wurden

beide Parameter bestimmt um zu Uberprufen inwieweit sie gleichwertig sind.

Wie Abbildung 21 veranschaulicht, zeigen sowohl die mittlere Anzahl von
HP1a-Herden pro Zellkern als auch die mittlere Gesamtintensitat pro Zellkern
eine Normalverteilung der Einzelwerte, was darauf hinweist, dass in beiden
Fallen eine Abbildung des gegebenen Wertes moglich zu sein scheint.
Exemplarisch zeigt die Zelllinie F98 im Mittel 22,62 HP1a-Herde pro Zellkern.
Der Standardfehler liegt hierbei bei 0,46 und die Variationsbreite umfasst einen
Bereich von 12 bis 37 HP1a-Herden pro Zellkern. Bei der Bestimmung der
mittleren Gesamtintensitat des Signals pro Zellkern wird ein Mittelwert von
39,96 erhoben. Der Standardfehler liegt in diesem Fall bei 0,57 und die
Variationsbreite umfasst einen Bereich von 24 bis 58.

Es fallt auf, dass die mittlere Gesamtintensitat grof3ere Fehlerbalken aufweist
(Abbildung 22). Ein méglicher Grund daflir kdnnte sein, dass die Anzahl der
ausgewerteten Zellen zu gering ist, um einen Zusammenhang aufzuzeigen. Wie
bereits beschrieben schlieBen die vorliegenden Versuche lediglich
Zellpopulationen von 100 Zellen ein. Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass
eine  mit Hilfe der Flusszytometrie automatisierte Bestimmung der
durchschnittlichen Signalstarke pro Zellkern prinzipiell méglich sein sollte. Unter
der Voraussetzung der erfolgreichen Implementation dieser Methode, kdnnten
grof3e Zellzahlen untersucht werden, was zu einer Verringerung der Varianz der

Daten fihren wurde.
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Unter der Voraussetzung, dass beide Methoden die heterochromatischen
Areale verlasslich quantifizieren, sollten die Werte beider Auswerteverfahren
korrelieren. Es ist jedoch festzuhalten, dass keine Korrelation zwischen HP1a-
Anreicherungen und der mittleren HP1a-Gesamtintensitat besteht. Wie in
Abbildung 22 abgebildet, stellt sich bei der Darstellung eines maoglichen
Zusammenhangs beider Methoden lediglich eine Datenkeule dar. Dieses
Ergebnis ist methodisch von grof3er Relevanz, da es belegt, dass beide
Methoden nicht als gleichwertig anzusehen sind. Eine Bewertung dieses
Ergebnisses anhand der Literatur ist nicht moglich, da entsprechende
vergleichende Untersuchungen nicht publiziert sind. Aufgrund dieses
Ergebnisses wurde bei den folgenden Auswertungen jeweils die Korrelationen
zwischen den Parametern der zellularen Strahlenempfindlichkeit und des
Anteils an Heterochromatin sowohl fur die Ergebnisse der mittleren HPla-
Gesamtintensitat als auch der numerischen Anreicherung durchgefiihrt, mit
dem Ergebnis, dass ausschlie3lich die Assoziation der Daten mit der mittleren
Gesamtintensitat zu systematischen statistischen signifikanten Korrelationen
fuhrt. Der Ubersichtlichkeit halber wird auf die Darstellung nicht signifikanter
Korrelationen verzichtet. Auch wenn dieses Vorgehen prinzipiell die Gefahr der
selektiven Dateninterpretation beinhaltet, ist es methodisch ein erster Schritt zur
Hypothesengenerierung, welche durch weiterfihrende Versuche und

Uberprifungen untermauert werden muss.
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4.3. Untersuchungen zu Veradnderungen des heterochromatomatischen
Anteils nach Bestrahlung und Untersuchung der Lokalisation residueller

Doppelstranbriche

Wie bereits einleitend (Kapitel 1.3.2) beschrieben, sind ca. 10-25% der
eukaryotischen DNA transkriptionell inaktiv und in Form von Heterochromatin
kondensiert.

Mit Ausnahme kurzer Perioden wahrend der DNA-Replikation und der Mitose
bleibt die allgemeine Integritdt des Heterochromatins unverdndert. Nach
Induktion eines DSBs wird jedoch eine aufwéndige Serie von Ereignissen
innerhalb des Heterochromatins initiiert. Bei fehlerhafter Umsetzung dieser
dynamischen, lokalen Anderungen kann es zu einer mangelhaften DSB-
Reparatur innerhalb heterochromatischer Regionen kommen. Es gibt
zunehmend Hinweise daflr, dass die Komplexitat des Chromatins und nicht die
Komplexitat des Doppelstrangbruchs fir residuelle Doppelstrangbriiche mit
langsamer Reperaturkinetik verantwortlich ist (Goodarzi et al., 2009).

Der folgende Abschnitt der Arbeit diente vor allem der Uberprufung der
Hypothese, dass heterochromatische Bezirke eine Barriere fir die Reparatur
von DSBs darstellen und residuelle IRIFs somit vorzugsweise im
Heterochromatin lokalisiert sind. Dazu wurde zunéchst der heterochromatische
Anteil mittels des zuvor etablierten HP1a-Antikérpers vor und 24 h nach
Bestrahlung mit 6 Gy bestimmt. Zusatzlich wurde die Lokalisation residueller
DSBs und deren Verhaltnis zum Heterochromatin ndher untersucht.

Ein wesentliches Ergebnis dieser Untersuchung ist zum einen die Beobachtung,
dass der Anteil an heterochromatisch organisiertem Chromatin nach
Bestrahlung zunimmt (Abbildung 23, Abbildung 24). Hierbei werden die
Ergebnisse der Bestimmung der mittleren Gesamtintensitat des HP1a-Signals
dargestellt (s.0.), da diese am besten die im mikroskopischen Bild erkennbaren
zellmorphologischen Veranderungen widerspiegeln.

Wie in Abbildung 23 veranschaulicht wird, wurden bereits mikroskopisch
Unterschiede erkennbar. Nach Bestrahlung liel3 sich eine deutliche Zunahme

des HP1a-Signals erkennen (vgl. Panel B).
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Auch aus theoretischen Uberlegungen wére diese Methode der Bestimmung
der HP1a-Gesamtintensitat zu Gberlegen, da diese auch solche Signale erfasst,
die gegebenenfalls fur die numerische Auszahlung zu diffus und/oder zu klein
ausgebildet sind. Wie in Abbildung 24 zu sehen ist, wird fir sieben der
untersuchten Zelllinien eine Erh6hung der mittleren HP1a-Gesamtintensitat
nachgewiesen, wobei diese fur die Zelllinie Fib14 am starksten ausgepragt ist.
Diese Beobachtung weist darauf hin, dass HP1a am Prozess der DNA-
Reparatur beteiligt sein kénnte. Unterstitzung findet diese Schlussfolgerung
sowohl in den Ergebnissen von Dinant und Lujisterburg (Dinant und Luijsterburg,
2009) als auch von Goodarzi et al. (Goodarzi et al., 2008), welche
demonstrieren, dass der Verlust séamtlicher HP1-Isoformen zu einer
verbesserten DNA-Reparatur in heterochromatischen Bereichen fihrt. Dies wird
durch eine Chromatinrelaxation und dem damit verbundenen besseren Zugang
der Reparaturproteine an die betroffenen heterochromatischen Bereiche erklart.
Die Beobachtung, dass ein Knockdown von KAP-1 zu vergleichbaren
Ergebnissen fuhrte, verdeutlicht, dass beide Proteine am selben
Wirkmechanismus beteiligt sind und einen entsprechend vergleichbaren
Einfluss auf die DNA-Reparatur haben. Schlussfolgernd ergibt sich daraus,
dass heterochromatische Proteine sich inhibierend auf die Reparatur von DSB
auswirken und dass ihre durch Phosphorylierung induzierte Dissoziation vom
Heterochromatin und die damit einhergehende Chromatinrelaxation die DSB-
Reparatur erleichtert. HP1a ist somit maf3geblich an der Ausbildung von
Heterochromatin beteiligt. Daruber hinaus wird HP1a auch eine aktive Rolle im
Prozess der DNA-Reparatur zugeschrieben. So konnten Luijsterburg et al
(Luijsterburg et al., 2009) nachweisen, dass es zu einer De-novo-Akkumulation
von HP1-Proteinen am Ort des DSB kommt. Entsprechend der Ansicht der
Autoren ist diese Interaktion unabhangig von der Chromodoméne und
H3K9me3, jedoch Uber die Chromoshadow-Domane vermittelt. Nach einem von
den Autoren entworfenen Modell (Abbildung 33) bindet HP1 entweder direkt an
das Chromatin (oben in der Abbildung dargestellt, rote Markierung), oder es
kommt zu einer indirekten Interaktion (unterer Weg in der Abbildung, schwarze

Markierung) von HP1a mit dem Chromatin Uber ein so genanntes
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Damagebinding-Protein, welches ein PxVxL-Motif enthalt (rosa dargestellt).
KAP-1 enthalt beispielsweise ein solches Motif und kann somit als
Adaptermolekil fungieren. Beide moglichen Wege sind im folgenden Modell
(Abbildung 33) veranschaulicht.

HP1

H3K9me\

BRCT or

Ds8 FHA domain

DOR factor

direkte Chromatinbindung

HPT

H3K9me\

DNA damage- PxVxL
binding protein  motif

DOR factor
indirekte Chromatinbindung

uber PxVxL- Motiv

Abbildung 33: Modell fur die Rekrutierung von DNA- damage- response- (DDR) Proteinen
an phosphoriliertem HP1, welches den DSB flankiert (Dinant und Luijsterburg, 2009)

Der obere Weg veranschaulicht die direkte Bindung (rot) von HP1 an das Chromatin. Im
unteren Weg ist die indirekte Bindung von HP1 an das Chromatin mit Hilfe eines PxVxL- Motif
tragenden DNA- Damagebinding Proteins dargestellt (schwarz).

Die Autoren konkretisieren das Modell auf molekularer Ebene und erklaren die
temporare Zunahme des HP1-Signals am beschéadigten Chromatin wie folgt:

Ein DNA-Schaden bewirkt die Dissoziation von HP1, hervorgerufen durch
dessen Phosphorylierung am Thr51 mit dem Resultat der lokalen
Chromatinrelaxation und gleichzeitig die Anreicherung von HP1 mit dem Ziel,

Damage-Response-Proteine zu rekrutieren. Dabei wird darauf hingewiesen,
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dass die Zahl der HP1-Molekile, die Uber die CSD am Chromatin bindet,
deutlich Uber der Zahl liegt, die vom H3K9me3 dissoziiert, sodass es zu einem
Nettozuwachs von HP1 an der Stelle der DNA-Schadigung kommt.
Vergleichbare Ergebnisse und damit eine ahnliche Hypothese zeigen die
Arbeiten von Zarebski et al. Der Autor beschreibt die Rekrutierung von HP1a
am Ort des DSB nach Schadensinduktion als einen dynamischen Prozess.
(Zarebski et al., 2009). Das Fluoreszenzprofil der flusszytometrischen Messung
zeigt dabei eine Zunahme des HPla-Signals am Ort des geschadigten
Chromatins und eine Abnahme in der unbeschadigten euchromatischen
Umgebung. Die Autoren gehen davon aus, dass es nach Bestrahlung zu einer
Abnahme des H3K9me3-gebundenen HP1a, verbunden mit der gleichzeitigen
Zunahme des freien ungebundenen HP1a kommt. Zusatzlich beschreiben sie
eine De-novo-Rekrutierung von HP1a am Ort des Schadens.

Auch die Untersuchungen von Ayoub et al. (Ayoub et al., 2008) bezuglich der
Bedeutung von HP1B in dem Prozess der DNA-Damage-Response lassen
vergleichbare Schlussfolgerungen zu. Sie beschreiben eine Mobilisierung von
H3K9me3-gebundenem HP1B nach Schadensinduktion durch Phosphorylierung
von Thr51, vermittelt durch die Caseinkinase 2 (CK2), welche an der Erkennung
und Reparatur von DNA-Schéden beteiligt ist. Die Inhibition von CK2 bewirkte
das Ausbleiben der Thr51-Phosphorylierung und die damit verbundene HP1-
Dissoziation. Zudem wird gezeigt, dass sowohl die Inhibierung von CK2 als
auch das Einbringen einer konstitutiv gebundenen HP1B-Mutante die
Phosphorylierung von H2AX und damit die Ausbildung von yH2AX-Foci
verhindert (Ayoub et al.,, 2008). Somit wird auch hier wieder eine enge
Assoziation von HP1 in der Doppelstrangbruch-Reparatur demonstriert.

Wie oben bereits erwahnt, konnte lediglich fur 7 der untersuchten 10 Zelllinien
eine Zunahme der HP1a-Konzentration 24 h nach Bestrahlung festgestellt
werden. Dies ist mdglicherweise dadurch zu erklaren, dass sich die
Untersuchungen der AG Zarebski auf einen Zeitraum von 25 min nach
Bestrahlung beschranken. Auch die Versuche der AG Dinant decken lediglich
einen Zeitraum von 30 min (Dinant und Luijsterburg, 2009) bzw. 800 bis 10000

sec (Luijsterburg et al., 2009) nach Bestrahlung ab. Somit ware die Erstellung
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einer Kinetik, die die Konzentrationsdnderung von HP1a nach Bestrahlung mit
der Zeit abbildet, ein sinnvoller weiterer Schritt. Da es sich um einen
dynamischen Prozess handelt, konnten moglicherweise 24 h nach
Schadensinduktion bereits stattgehabte Vorgange teilweise nicht mehr
nachweisbar sein.

Des Weiteren wurde die Lokalisation der DSBs in Bezug auf die raumliche
Ausdehnung der heterochromatischen Bereiche untersucht. Hierzu wurden bei
der Erfassung residueller yH2AX-Foci diejenigen Foci, die in direkter raumlicher
Néhe zu heterochromatischen Bereichen lagen, getrennt erfasst und als Anteil
der yH2AX-Foci mit Bezug zu Heterochromatin dargestellt (Abbildung 25,
Abbildung 26). Die Uberschneidung des yH2AX- und des HP1a-Signals konnte
durch die Auswertung der mikroskopischen Bilder mit Hilfe der Software
AxioVision Rel. 4.8. eindeutig belegt werden.

Die Quantifizierung des Anteils von residuellen DSBs in Assoziation mit
Heterochromatin ist in Abbildung 26 dargestellt und lasst deutlich werden, dass
im Mittel 75,05% und somit der Uberwiegende Anteil der nicht-reparierten

Doppelstrangbriche im Heterochromatin lokalisiert ist.

Dieses Ergebnis kann als Bestéatigung der Hypothese gewertet werden, nach
der die komplexe Struktur des Heterochromatins eine Barriere fur die
Doppelstrangbruchreparatur darstellt.

Goodarzi et al. belegen in ihren Arbeiten, wie bereits andere Autoren zuvor
(lliakis et al., 1991; Lobrich et al., 1995), dass ca. 80% der induzierten DSBs mit
schneller Kinetik innerhalb der ersten 4 bis 6 h repariert werden. Die
verbleibenden 15% bis 20% der Schaden hingegen werden mit einer
langsamen Kinetik repariert, die das Vorhandensein zusatzlicher Proteine wie
ATM und Artemis erfordert. Die Untersuchungen zur Rolle des
Heterochromatins im Rahmen der Doppelstrangbruchreparatur haben in der
jungsten Vergangenheit zu einem Paradigmenwechsel gefuhrt. Wahrend
bislang angenommen wurde, dass die Komplexitdt des DSBs die
Reparaturkinetik bestimmt, wird nun die Komplexitdt des Chromatins, d. h. der
Grad der Kondensation, als Determinante der Effektivitit der DNA-
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Doppelstrangbruchreparatur angesehen (Goodarzi et al., 2010; Goodarzi und
Jeggo, 2012).

Doppelstrangbriche, die mit langsamer Kinetik repariert werden, machen ein
Funftel der DNA-Schaden aus und umfassen einen Reparaturzeitraum von 8 h
bis >7 d. Sie sind somit als residuelle DSBs nachweisbar. Die in der
vorliegenden Arbeit nachgewiesene enge Assoziation von HPla und yH2AX
bestdatigt somit die Hypothese, dass residuelle Doppelstrangbriiche
Schadensereignisse darstellen, welche aufgrund ihrer Lokalisation im
Heterochromatin der DNA-Reparatur unzuganglich sind.

Jedoch ist HP1a neben seiner Funktion in der Ausbildung von konstitutivem
Heterochromatin an der DNA-Damage-Response beteiligt (Dinant und
Luijsterburg, 2009). Folglich kénnte die deutliche Assoziation von HP1a und
yH2AX auch dadurch bedingt sein, dass es sich bei beiden Markern um
Reparaturproteine handelt. HP1a wirde in diesem Fall dann allgemein
residuelle DSB anzeigen und sich nicht ausschlieBBlich auf die im
Heterochromatin befindlichen beschranken. Dagegen spricht jedoch die
Tatsache, dass nicht alle residuellen Schaden einen HP1a-Bezug aufweisen.
So weisen Dbeispielsweise bei der Zelllinie Fib39 lediglich 5,8 der
durchschnittlich 6,9 residuellen DSBs eine HP1a-Assoziation auf. Dies wirde
auch der Theorie der AG Goodarzi widersprechen, nach der residuelle DSBs
mit denen im Heterochromatin gleichzusetzen sind. In der vorliegenden Arbeit
zeigte lediglich der Grofteil, ndmlich durchschnittlich 75,05% der residuellen
Foci, eine Assoziation mit Bereichen hoher Chromatinkondensation, angezeigt
durch HP1a.

Des Weiteren konnte im Rahmen dieser Arbeit festgestellt werden, dass
spontane, nicht durch Bestrahlung induzierte Foci anzahlmafig zwar sehr viel
geringer sind, jedoch durchschnittlich zu 85,71% im Heterochromatin lokalisiert,
sind (vgl. Abbildung 27). Das weist darauf hin, dass diese spontanen Foci DNA-
Schaden charakterisieren, die der Reparatur unzuganglich bzw. erschwert
zugéanglich sind und aus diesem Grund verbleiben bzw. mit langsamer Kinetik

repariert werden.
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4.4. Vergleich der verschiedenen Surrogatmarker der zellularen
Strahlenempfindlichkeit

Ein Ziel dieser Arbeit war es zu Uberprifen, ob zur Quantifizierung der
zellularen Strahlenempfindlichkeit der Nachweis residueller pATM-Foci besser
geeignet ist als der Nachweis residueller 53BP1- bzw. yH2AX-Foci. Als
Goldstandard wurde zu diesem Zweck die zellulare Uberlebensrate mittels
Koloniebildungstest bestimmt, sodass im direkten Vergleich die Wertigkeit des
Foci-Nachweises beurteilt werden konnte. Als wesentliche methodische
Grundlage musste zunachst sichergestellt werden, dass die untersuchten
Zellen sich in einem nicht-proliferativen Zustand befanden. Dies wurde mit der
mikroskopischen Uberpriifung und mit  Hilfe  flusszytometrischer
Untersuchungen sichergestellt. Das Ergebnis bestatigte, dass der Anteil an
Zellen in der G1-Phase generell mit Werten von tber 90% konstant hoch war.
Somit kann ein stérender Einfluss von proliferierenden Zellen auf das Ergebnis

des Koloniebildungstestes ausgeschlossen werden.

4.4.1. Residuelle Foci als Surrogatmarker der Strahlenempfindlichkeit

Die zellulare Uberlebensrate wurde sowohl mittels Dosis-Effekt-Kurven im
Dosisbereich von 2 bis 8 Gy als auch in einem unabhéngigen experimentellen
Durchlauf als Uberlebensrate nach 6 Gy bestimmt. So war es mdglich, fir 10
Zelllinien die Korrelation der Uberlebensraten mit den Ergebnissen fir
residuelle Foci zu untersuchen.

Die Dosis-Effekt-Kurven (Abbildung 29) zeigen, wie zu erwarten, eine linear-
quadratische  Abnahme der Uberlebensrate mit der Dosis. Mit
Regressionskoeffizienten zwischen 0.90 und 0.99 wird dabei eine
auRerordentlich hohe Giite an Ubereinstimmung zwischen den Datenpunkten
und der mathematischen Anpassung erreicht. Im Vergleich zu friheren Arbeiten
(Borgmann et al., 2004; Dikomey et al., 2000) ist festzustellen, dass generell
der linear-quadratische Verlauf der Dosis-Effekt-Beziehungen bestatigt wird. Es

bestehen jedoch Unterschiede bezlglich der Form der Dosis-Effekt-Kurve.
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Einige Zelllinien zeigen eine nahezu exponentiell verlaufende DEK (Abbildung
29, Panel E). Generell zeichnen sich die resultierenden Dosis-Effekt-Kurven
durch eine geringe Krimmung aus, was als typisch flr Fibroblasten angesehen
wird.

Bei der Bestimmung der zellularen Strahlenempfindlichkeit durch den
Koloniebildungstest hat sich die Uberlebensrate nach 6 Gy (SF6) als optimaler
Parameter etabliert. Er ermoglicht einerseits den Einsatz einer Strahlendosis,
die hoch genug ist, um individuelle Unterschiede beziglich der zellularen
Strahlenempfindlichkeit darzustellen. Andererseits nimmt mit weiter steigender
Dosis auch der Fehler der einzelnen Messungen zu, sodass sich der Einsatz
hoherer Dosen als ungunstig erwiesen hat. Die SF6 vereint daher den Vorteil
einer hohen Strahlendosis mit einem relativ kleinen Standardfehler und ist somit
zur Korrelation mit den Daten residueller Foci geeignet.

Betrachtet man die Uberlebensraten der untersuchten Zelllinien, so variiert die
SF6 zwischen 0,084 und 0,147. Die SF6 variiert somit um weniger als eine
Dekade. Der Vergleich dieser Werte mit denen aus der Literatur verdeutlicht,
dass die individuellen Unterschiede innerhalb des untersuchten
Fibroblastenkollektivs in der vorliegenden Arbeit nur sehr gering ausgepragt
sind. So werden in der Literatur Variationskoeffizienten von 67,2 bzw. 112,1
(Dikomey et al., 2000; Fertil et al., 1988) berichtet, wahrend der CV der eigenen
Untersuchung nur 20.8 betragt.

Die ermittelten geringen Unterschiede in der zellularen Strahlenempfindlichkeit
sind fur die Ergebnisse der Korrelationen von Uberlebensrate und residuellen
Foci von maf3geblicher Bedeutung. Obwohl generell Konsens dartiber besteht,
dass residuelle Foci als Surrogatmarker der zellularen Strahlenempfindlichkeit
gelten, konnte fur die entsprechende Assoziation in Abbildung 31 keine
statistische signifikante Korrelation erreicht werden. Dennoch zeichnet sich ab,
dass generell hohe Werte der Zelliberlebensrate mit geringeren Anzahlen
residueller Foci assoziiert sind und vice versa. Da mit Hilfe des Foci-
Nachweises prinzipiell sehr geringe individuelle Unterschiede detektiert werden
kénnen (Lobrich et al., 2010; Roch-Lefevre et al., 2010; Rothkamm, Kai et al.,
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2007), liegt die Vermutung nahe, dass diese mdglicherweise nicht mit dem in-
vitro-Kolonietest aufgeltst werden kénnen.

Es bestehen geringfligige Unterschiede bezlglich der verschiedenen Foci-
Entitaten, wobei die Assoziation fur pATM-Foci starker ausgepragt zu sein
scheint als fur yH2AX- oder 53BP1-Foci. Diese Beobachtung kann als weiterer
Hinweis darauf gewertet werden, dass pATM mdglicherweise besser zum

Nachweis residueller Foci geeignet ist.

4.4.2. Der Heterochromatin- Status als Surrogatmarker der zellularen
Strahlenempfindlichkeit

Wie bereits dargestellt, sind beide zur Quantifizierung des Heterochromatin-
Status verwendeten Parameter, die Anzahl der HP1a-Anreicherungen und die
HP1a-Gesamtintensitat, nicht gleichwertig (Abbildung 22). Die in Abbildung 32
dargestellten Korrelationen mit den funktionellen Endpunkten der zellularen
Strahlenempfindlichkeit erlangen ausschlieBlich unter Verwendung des
Endpunktes 'Gesamtintensitat' statistische Signifikanz. Hierbei korreliert die
Gesamtintensitat fur basales Heterochromatin statistisch hochsignifikant mit
residuellen Doppelstrangbrichen, wobei diese fir den yH2AX- und 53BP1-
Nachweis mit Regressionskoeffizienten von 0.63 bzw. 0.82 ausgepragter sind
als fur den Nachweis mittels pATM. Dieses Ergebnis wird dahingehend
interpretiert, dass nur der Parameter der basalen Heterochromatin-
Gesamtintensitat biologische Mechanismen abzubilden vermag und zur
Beschreibung des Heterochromatin-Status geeignet ist. Wichtig ist anzumerken,
dass es sich dabei um den initialen, d.h. basalen HP1a-Status handelt und den
Effekt der Bestrahlung auf die Ausbildung von Heterochromatin somit
ausschlie3t. Eine analoge Auswertung unter Verwendung der HP1a-
Quantifizierung 24 h nach Bestrahlung mit 6 Gy fihrt zu keinem statistisch
signifikanten  Ergebnis. = Demgegenuber  bestehen  eindeutige und
hochsignifikante Korrelationen zwischen der basalen HPla-Gesamtintensitat
und residuellen Foci. Da diese Korrelation nicht nach Bestrahlung bestehen

bleibt, ist davon auszugehen, dass es nicht die Beteiligung von HP1a am
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Reparaturprozess widerspiegelt, sondern Ausdruck dessen ist, dass
heterochromatische Bereiche generell eine Barriere far die
Doppelstrangbruchreparatur darstellen und dass mit Zunahme dieser
heterochromatischen Anteile die Anzahl residueller Doppelstrangbriiche
ansteigt.

Es ware zu erwarten, dass inbesondere unter der Voraussetzung, dass die
Uberlebensrate mit der Anzahl residueller Foci korreliert (Abbildung 31), eine
ebensolche Assoziation zwischen basalen HP1a-Anreicherungen und der
Uberlebensrate nach 6 Gy besteht. Diese ist jedoch nur in Andeutungen
erkennbar (Abbildung 32, Panel H). Dies kann darin begrindet sein, dass die
Unterschiede der zellularen Strahlenempfindlichkeit zwischen den untersuchten
Zelllinien zu gering ist (Tabelle 1), um mit dem in-vitro-Kolonietest dargestellt zu
werden (s.0.).

Ein Zusammenhang von Heterochromatin und zellularer Strahlenempfindlichkeit
ist in der Literatur belegt. Sowohl Dinant und Lujisterburg (Dinant und
Luijsterburg, 2009) als auch Goodarzi et al. (Goodarzi et al.,, 2008)
demonstrieren in ihren Arbeiten, dass der Verlust samtlicher HP1-Isoformen zu
einer verbesserten DNA-Reparatur in heterochromatischen Bereichen fuhrt.
Dies wird durch eine Chromatinrelaxation und den damit verbundenen besseren
Zugang der Reparaturproteine an die betroffenen heterochromatischen
Bereiche erklart. Schlussfolgernd ergibt sich daraus, dass heterochromatische
Proteine sich inhibierend auf die Reparatur von DSB auswirken. Auch Storch et
al (Storch et al., 2010) konnte einen Zusammenhang zwischen dem Anteil an
Heterochromatin und der zellularen Strahlenempfindlichkeit nachweisen. So
zeichnen sich 3D-Zellkulturen im Vergleich zu 2D-Zellkulturen, durch einen
erhohten Anteil an Heterochromatin bzw. ein intensiveres Signal fur HP1a aus,
welches mit einer Erhohung der Radioresistenz und einer Reduktion letaler
Chromosomenschadigungen einhergeht. Demgegeniber konnte in der
vorliegenden Arbeit ein Anstieg der residuellen Doppelstrangbriiche bei
gleichzeitig  steigender Heterochromatin-Gesamtintensitdt nachgewiesen
werden (Abbildung 32). Diese Widerspriche kdnnen aktuell anhand der

vorliegenden Literatur nicht geklart werden. Angemerkt sei jedoch, dass es sich
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bei dem untersuchten Zellsystem bei Storch et al. um 3D-Zellkulturen handelt.
Moglicherweise gibt es prinzipielle Unterschiede im Zellverhalten und es
missen weitere Faktoren berlcksichtigt werden. Dennoch gilt festzuhalten,
dass generell die zellulare Strahlenempfindlichkeit von dem Heterochromatin-
Status nicht unabhangig zu sein scheint, jedoch sind weitere Untersuchungen

zur Aufklarung der beteiligten Prozesse notwendig.
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5. ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK

5.1. Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung methodischer Aspekte zur
Optimierung  der Methode  zur Bestimmung der individuellen
Strahlenempfindlichkeit humaner Fibroblasten mit Hilfe des Nachweises
residueller Doppelstrangbriche nach Bestrahlung unter besonderer
Berucksichtigung der Rolle des Heterochromatins fur die zellulare
Strahlenempfindlichkeit.
Folgende Fragstellungen bzw. Themen wurden experimentell bearbeitet:
1. Klarung der Fragestellung, ob der Nachweis von residuellen pATM-Foci
zur Quantifizierung der zellularen Strahlenempfindlichkeit humaner
Fibroblasten besser geeignet ist als der bereits etablierte Nachweis von
yHAX- bzw. 53BP1-Foci.
2. Implementierung des immuncytochemischen Nachweises von
Heterochromatin in humanen Fibroblasten und Untersuchung des
Zusammenhangs zwischen zellularer Strahlenempfindlichkeit und dem Anteil
an Heterochromatin.
3. Untersuchung, ob und inwiefern Veranderungen im Heterochromatin nach
Bestrahlung nachzuweisen sind, sowie Untersuchung der Lokalisation
residueller Doppelstrangbriiche zum Heterochromatin.

Als wesentliche Ergebnisse der Arbeit sind zu nennen:

Residuelle Doppelstrangbriiche sind als Surrogatmarker der zellularen
Strahlenempfindlichkeit geeignet. Ein gering ausgepragter Vorteil fur
pATM konnte beobachtet werden

Das Uberleben von primaren humanen Hautfibroblasten nach ionisierender
Bestrahlung wurde mittels Koloniebildungstest bestimmt. Fir alle untersuchten
Zelllinien  wurden  zuséatzlich  residuelle  Doppelstrangbriiche  mittels
immuncytochemischen Nachweises der reparatur-assoziierten Proteine yH2AX,
53BP1 und pATM bestimmt. Alle Zelllinien wurden dazu unter standardisierten

Zellkulturbedingungen gehalten, sodass allein die intrinsische zellulare
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Strahlenempfindlichkeit untersucht werden konnte. Die Ergebnisse des
Koloniebildungstest werden in Abbildung 30 zusammengefasst. Die mittleren
Uberlebensraten nach 6 Gy lagen zwischen maximal 0,147 (SE: 0,007) und
minimal 0,084 (SE: 0,01). Mittels immuncytochemischem Nachweis reparatur-
assoziierter Proteine konnte erwartungsgemafd ein Anstieg residueller
Doppelstrangbriche mit der Dosis beobachtet werden (Abbildung 13, Abbildung
14). Zusatzlich konnte nachgewiesen werden, dass die Darstellung von yH2AX-,
53BP1- und pATM-Foci zur Quantifizierung residueller Doppelstrangbriiche als
nahezu gleichwertig anzusehen ist. Der Vergleich zeigt, dass mit
Korrelationskoeffizienten im Bereich von 0,79 bis 0,94 generell eine sehr gute
Ubereinstimmung der Ergebnisse besteht (Abbildung 17), wobei eine
geringfugige Abweichung der idealen 1:1-Korrelation fir yH2AX zu beobachten
ist, was als geringfugiger Vorteil fur den Einsatz von pATM angesehen werden
kann. Bezuglich der Korrelation der SF6 mit den residuellen
Doppelstrangbriichen ware zu erwarten, dass geringe Uberlebensraten mit
hohen Mittelwerten residueller Foci verbunden sind. Dieser Zusammenhang
wird generell beobachtet, erreicht mit Korrelationskoeffizienten von r2= 0,33 fir
yH2AX, 0.37 fur pATM, und 0,23 fir 53BP1 jedoch keine statistische Signifikanz.
Zur Darstellung des Heterochromatins wurde der immuncytoschemische
Nachweis mittels HP1a etabliert

Des Weiteren wurde im Rahmen dieser Arbeit untersucht, ob ein genereller
Zusammenhang zwischen der zellularen Strahlenempfindlichkeit und der
Chromatinstruktur besteht. Dazu wurden heterochromatische Bereiche mittels
immuncytochemischer Farbung dargestellt. Der Vergleich der verwendeten
Heterochromatin-spezifischen Marker verdeutlicht, dass alle verwendeten
Antikorper das konstitutive Heterochromatin in Form von Herden abbilden. Da
jedoch sowohl H3K9me3 als auch KAPL1 relativ viel Hintergrund darstellen und
nur der Einsatz von HP1a die Darstellung gut abgrenzbarer und somit
auszahlbarer Anreicherungen ermdoglicht, wurde dieser Antikérper fur die
Versuche verwendet (Abbildung 19). Zur Charakterisierung des
Heterochromatinstatus wurde fur jede Zelllinie die mittlere Anzahl an HP1la-

Anreicherungen, sowie die mittlere Gesamtintensitat bestimmt. Wie in
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Abbildung 22 dargestellt, kann jedoch ausschlie3lich fir den Parameter der
Gesamtintensitat eine Assoziation mit der zellularen Strahlenempfindlichkeit
dargestellt werden.

Es besteht ein ausgepréagter Zusammenhang zwischen dem Anteil an
basalem Heterochromatin und der zellularen Strahlenempfindlichkeit
Zwischen der zellularen Strahlenempfindlichkeit, nachgewiesen als residuelle
Doppelstrangbriche, und dem basalem Heterochromatinstatus besteht eine
statistisch hochsignifikante Korrelation, wenn dieser in Form der mittleren
Gesamtintensitat quantifiziert wird. Dieses Ergebnis wird dahingehend
interpretiert, dass nur der Parameter der basalen Heterochromatin-
Gesamtintensitat biologische Mechanismen abzubilden vermag und zur
Beschreibung des Heterochromatin-Status geeignet ist. Die Korrelation des
Heterochromatin-Status mit der Uberlebensrate nach 6 Gy fallt wesentlich
schwéacher aus, dennoch lasst sich eine Abnahme der Uberlebensrate mit
zunehmender HPla-Gesamtintensitat erkennen (Abbildung 32). Somit kann
zusammenfassend festgehalten werden, dass es zu einer erhéhten Anzahl
residueller  Doppelstrangbriche einhergehend mit einer geringeren
Uberlebensrate kommt, je mehr Heterochromatin in der unbestrahlten Zelle
vorliegt.

Nach Bestrahlung nimmt der Anteil an Heterochromatin zu

Bei dem Vergleich des Heterochromatinstatus, nachgewiesen als mittlere
Gesamtintensitat des HPla-Signals vor und nach Bestrahlung, konnte fir
sieben der zehn untersuchten Zelllinien eine Erhéhung der mittleren
Gesamtintensitat nachwiesen werden. Diese Beobachtung weist darauf hin,
dass HP1a am Prozess der DNA-Reparatur beteiligt sein konnte und deckt sich
mit den Untersuchungen von Dinant und Lujisterburg sowie Goodarzi et al.

Der Grof3teil residueller Foci ist mit heterochromatischen Bereichen
assoziiert

Neben diesem Nachweis des Zusammenhangs zwischen dem
Heterochromatinstatus und der zellularen Strahlenempfindlichkeit wurde
anhand der mikroskopischen Darstellung von residuellen yH2AX-Foci und
HP1a-Anreicherungen die in der Literatur formulierte These Uberprift, nach der
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residuelle Doppelstrangbriiche vorzugsweise im Heterochromatin lokalisiert
sind (Goodarzi et al., 2009). Generell kann hier festgehalten werden, dass 75,5%
und damit der Grofteil der residuellen yH2AX-Foci in heterochromatischen
Bereichen lokalisiert sind. Somit findet sich auch hier die enge Assoziation von
HP1a und residuellen Doppelstrangbrichen bestatigt. Ob die enge Assoziation
jedoch dadurch bedingt ist, dass es sich bei HP1a um ein Reparaturprotein
handelt, oder dass die mit Hife von HP1a gekennzeichneten
heteochromatischen Bereiche eine Barriere fur die DSB-Reparatur darstellen,

konnte nicht abschliel3end geklart werden.

5.2. Ausblick

5.2.1. Implementierung des Nachweises von HP1a mittels Flusszytometrie

Bei der Darstellung des Zusammenhangs der Uberlebensrate nach Bestrahlung
mit 6 Gy mit den residuellen Doppelstrangbriichen ware zu erwarten, dass
geringe Uberlebensraten mit hohen Mittelwerten an residuellen Foci
einhergehen und vice versa. Dieser Zusammenhang wird generell in allen
Fallen dargestellt, erreicht aber mit Korrelationskoeffizienten von r?= 0,33 fur
yH2AX, 0,37 fur pATM, und 0,23 fiir 53BP1 jedoch keine statistische Signifikanz.
Zur Absicherung der Ergebnisse ware es notwendig, die Versuchsreihe unter
Verwendung einer grol3eren Anzahl untersuchter Zelllinien zu wiederholen.

Das Prinzip der Bestimmung der mittleren Gesamtintensitat pro Zellkern ist
letztendlich mit der Methode des flusszytometrischen Nachweises vergleichbar.
In diversen aktuellen Untersuchungen wird der flusszytometrische Nachweis zur
Bestimmung der mittleren Fluoreszenzintensitat beschrieben. Die Arbeiten von
Cordes et al. beispielsweise zeigten mit Hilfe dieser Methode eine Zunahme
des HP1a-Signals, in Abhangigkeit der Kulturbedingungen. Auch Zarebski et al
verwenden die mittlere Fluoreszenzintensitat pro Zellkern zur Quantifizierung
des HP1a-Signals. (Zarebski et al., 2009). Vorteil der Quantifizierung mit Hilfe
der Bestimmung der mittleren Gesamtintensitat ist, dass auch minimale

Anreicherungen durch diese Auswertung bertcksichtigt werden. Dariiber hinaus
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bestent bei der numerischen Auszahlung prinzipiell das Problem, dass
Uberlagerte Anreicherungen nicht getrennt erfasst werden kénnen, was zu einer
Unterschatzung des HP1a-Signals fihren kann. Eine mdogliche Zu- oder
Abnahme der Signalstarke innerhalb eines einzelnen HP1a-Herdes ohne
Anderung der Gesamtzahl der HP1a-Herde wirde ebenfalls nur bei der
Bestimmung der mittleren Gesamtintensitat zur Bertcksichtigung kommen. Ein
wesentlicher Vorteil dieser Methode liegt zudem in der Mdglichkeit ihrer
Automatisierung mit entsprechender Zeit- und Arbeitsersparnis und der
optionalen Anwendung als Screeningmethode fir die klinische Anwendung. Die
Etablierung eines flusszytometrisch-basierten Nachweises von HPla ware

daher zu empfehlen.

5.2.2. Bestimmung der Konzentrationsanderung von Heterochromatin nach

Bestrahlung in Abhangigkeit von Dosis und Zeit

Fir sieben der zehn untersuchten Zelllinien konnte eine strahleninduzierte
Erhohung der mittleren Gesamtintensitat fur HP1a nachgewiesen werden.

Zur Uberprifung der Hypothese, dass HPla direkt an der DNA-Reparatur
beteiligt ist, bietet sich die Untersuchung der Zeit- und Dosisabhangigkeit des

HP1a-Signals nach Bestrahlung an.



Abbkurzungsverzeichnis

107

6. ABKURZUNGSVERZEICHNIS

Abb. Abbildung

Ak Antikorper

ATM Ataxia Telangiectasia Mutated

BSA Bovine serum albumine

Chk1/2 Checkpointkinase 1/2

CD Chromodomane

CDK cyclin- dependent- kinase

CSD Chromoshadowdomane

DDR DNA- damage- response

DEK Dosis- Effekt- Kurve

DMEM Dulbecco-minimal-essential-Medium

DNA Desoxyribonucleinacid

DNA- PKcs catalytic subunit of DNA-dependent
protein kinase

DSB Doppelstrangbruch

ESB Einzelstrangbruch

FACS flourescence activated cell sorting

FCS fetales Kalberserum

Gy Gray

HP1 Heterochromatin- Protein 1

HR Homologe Rekombination

IR lonizing Radiation

IRIF lonizing Radiation- induced Foci

KAP1 KRAB Associated Protein 1

kDa Kilodalton

KRAB Kruppel-associated box

MDC1 mediator of DNA- damage checkpoint
protein 1

Hug Mikrogramm

mi Milliliter

MRN- Komplex Mrell- Rad50- Nbsl- Komplex

ng Nanogramm
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Nbsl Nibrin

NHEJ Non- Homologous- End- Joining
oT Objekttrager

PBS Phosphat buffered saline

PCR polymerase chain reaction

pg Picogramm

PNK Polynucleotide kinase

Rb Retinoblastom- Protein

RT Raumtemperatur

SF6 surviving fraction nach 6 Gray
SNP’S Single Nukleotide Poymorphismen
S.0. siehe oben

S.u. siehe unten

u.a. unter anderem

val. vergleiche

WRN Werner’'s syndrome helicase

XLF XRCCA4-like factor

XRCC4 X-ray-complementing Chinese hamster

gene 4
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8. ANHANG

8.1. Versuchsprotokolle

8.1.1. Protokoll zur Immunfluoreszenzfarbung von HP1a/ KAP-1/
H3K9me3/ H3K9%ac3

I. Fixierung:

1. Medium absaugen
2. Objekttrager fur 30sec in 0,1% TritonX (fir KAP-1 nur PBS)
3. 12-15min mit 2% Formaldehyd fixieren
4. 3 mal 10min in PBS waschen
[I. Permeabilisierung:

5. 10min in 0,1% TritonX
lll. Blockierung:

6. FUr 1hin 5% BSA auf dem Schittler inkubieren (wéhrend dessen kann
schon die Feuchtkammer vorbereitet werden)
IV. Antikorperfarbung:

7. Objekttrager vorsichtig abtropfen und in die Feuchtkammer legen
8. jeweils 50 bis 100ul des 1.AK auf die Objekttrager geben und mit einem
Plastikdeckglaschen versehen (sorgt fur gleichmafige Verteilung der
Antikorperldsung).
HP1la (rabbit): 1:200 in Waschlésungl
KAP-1 (rabbit): 1:600 in Waschlosungl
KAP-1 (mouse): 1:500 in Waschlosungl
H3K9me3 (rabbit): 1:800 in Waschlosungl
H3K9ac3 (mouse): 1:500 in Waschldsung|
9. fur 1h in der Feuchtkammer inkubieren
10.3 mal fir 10 min in Waschlésung | auf dem Schiittler waschen

Waschlésung | 600ml 1400ml 100ml
PBS 591ml 1393 99,5ml
BSA (1 %) 69 149 19
Tween 20 (0,5%) 3ml 7ml 0,5ml

ab jetzt lichtgeschitzt arbeiten!!!!

11.jeweils 50 bis 100ul des 2.AK auf die Objekttrager geben und mit einem
Plastikdeckglaschen versehen (sorgt fur gleichmaRige Verteilung der
Antikorperldsung).
Alexa (anti-mouse): 1:600 in Waschldsungl
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FITC (anti- rabbit): 1:800 in Waschlésungl
12.fur 1h in der Feuchtkammer inkubieren

13.4 mal 10 min in Waschldsung Il auf dem Schuttler waschen

Waschlésung Il 1000ml 1600ml 1500ml 1200ml
PBS 995ml 1592ml 1492,5ml 1194ml
Tween 20 (0,5%) 5ml 8ml 7,5ml 6ml

14.25ul einer DAPI- Vectashieldlésung (1000ul Vectashield + 1ul DAPI) auf
die Objekttrager geben, mit einem Deckglaschen versehen und die
Rander mit Nagellack versiegeln.
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8.1.2. Protokoll zur Immunfluoreszenzfarbung von yH2AX, 53BP1 und

pATM

Bestrahlen der Objekttrager mit der gewiinschten Dosis (ein OT dient als
unbestrahlte Kontrolle)
24 Stunden bei 37°C mit 10% CO? inkubieren (dient der DSB- Reparatur)

I. Fixierung:

ogkrwbhE

Glasaufsatz der OT entfernen

Medium entfernen

kurz in PBS spllen

12-15min mit 2% Formaldehyd fixieren

3 mal 10min in PBS waschen (dabei auf dem Schiuttler leicht schwenken,
falls die Objekttrager jetzt nicht mehr weiter bearbeitet werden

Sollen, ist eine Lagerung bei -20°C moglich)

[I. Permeabilisierung:

6.
7.

10min in 0,1% TritonX auf Eis permeabilisieren
kurz in 1XPBS+1%BSA spiilen

[ll. Blockierung:

8.

Fir 1h in 5% BSA auf dem Schiittler inkubieren (wahrend dessen kann
schon die Feuchtkammer vorbereitet werden)

IV. Antikérperfarbung:

9.

Objekttrager vorsichtig abtropfen und in die Feuchtkammer legen

10.jeweils 50 bis 100ul des 1.AK auf die Objekttrager geben und mit einem

Plastikdeckglaschen versehen (sorgt fur gleichmafiige Verteilung der
Antikorperldosung und schitzt zusatzlich vor Austrocknung).

1. Antikodrper (=50ul/OT) in WL | 300pl 600ul
pATM + yH2AX

WL | 297l 588yl
Antikdrper Epitopics pATM (pS1981) rabbit 3ul 6ul
monoclonal

in WL | (1:100) (TK 8)

Antikorper yH2AX in WL | (1:100) (KS) 3ul 6ul

11.f0r 1h in der Feuchtkammer bei RT inkubieren
12.3 mal fir 10 min in Waschlésung | auf dem Schuttler waschen (siehe

oben)
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ab jetzt lichtgeschiitzt arbeiten!

13.jeweils 50 bis 100ul des 2.AK auf die Objekttrager geben und mit einem
Plastikdeckglaschen versehen (sorgt fur gleichmafiige Verteilung der
Antikdrperldosung).

2. Antikorper (*50ul/OT) in WL | 300ul 600pl
LICHTEMPFINDLICH
pATM + yH2AX

WL | 296l 592ul
Fluorescein, anti-rabbit in WL | (1:100) (KS) 3ul 6ul
Antikorper Alexa in WL | (1:600) (TK 5) 0,5ul 1pl

14.10r 1h in der Feuchtkammer inkubieren

15.4 mal 10 min in Waschldsung Il auf dem Schdttler waschen (siehe oben)

16.25pl einer DAPI- Vectashieldlésung (1000pl Vectashield + 1pl DAPI) auf
die Objekttrager geben, mit einem Deckglaschen versehen und zwischen
Trockenblockpapier unter Druck trocknen (dient auch zur Entfernung von
Uberschussiger Vectashieldldsung)

17. die Rander der Deckglaschen mit Nagellack versiegeln.

18.Lagerung im Kihlschrank (4°C) bis zur Auswertung
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8.1.3. Protokoll zur Durchfihrung des Koloniebildungstests

1. Zellkulturflasche mit 6 Gy bestrahlen (eine zweite Flasche dient als
unbestrahlte Kontrolle)

2. 24 Stunden bei 37°C mit 10 % CO2 inkubieren

3. Kolonietest ansetzen

4. Medium absaugen

5. jeweils 2 ml PBS auf die T25- Flaschen geben und kurz spulen

6. PBS absaugen

7. 2 ml Trypsin hinzugeben und bis auf einen kleinen Rest unmittelbar
wieder absaugen

8. wenn die Zellen sich unter dem Invertmikroskop sichtbar ablosen (Zellen

kugeln sich ab), 2 ml Medium hingegeben um den Vorgang der
Trypsinierung zu stoppen.

9. Zellzahl im Coulter bei 13-30 pm bestimmen

11.Verdunnungsreihe ansetzen (1x3 und 1x2 Falcons), dazu im ersten
Falcon-Rdhrchen die Zellsuspension soweit mit Medium verdinnen,
dass man eine Konzentration von 100000 Zellen/ml erhéalt

12.in das zweite Falcon-Rohrchen 4,5 ml Medium fillen und 0,5 ml
Zellsuspension aus dem ersten Falcon hinzufligen, sodass man eine
Verdinnung von 1:10 erhalt

13.bei der unbestrahlten Probe das Ganze mit einem dritten Falcon
wiederholen, sodass man eine Zellzahl von 102/ml erhalt

14.bei der unbestrahlten Probe in drei T25-Flaschen jeweils 300 bzw. 500
Zellen geben

15.bei den mit 6 Gy bestrahlten Zellen drei mal 3000 bzw. 5000 Zellen in
einer T25-Flasche ansetzen

16.Zellen 14 Tage bei 37°C mit 10% COz2 inkubieren

17.mit 2 ml PBS spilen

18.mit 2 ml Ethanol (70%) fiur 10 min fixieren

19. Ethanol abgief3en und Flaschen trocknen lassen

20.ca. 4 ml Kristallviolettldsung auf jede Flasche geben und 5 min einwirken
lassen

21.L6sung abgielRen und Flasche mehrmals mit Leitungswasser spilen

22.Uber Nacht trocknen lassen

Erstellung der Dosis-Effekt-Kurven

1. je eine Zellkulturflasche mit 2 Gy, 4 Gy, 6 Gy, bzw. 8 Gy bestrahlen und
fur weitere 24 Stunden bei 37°C mit 10% CO?2 inkubieren (eine weitere
Flasche dient als unbestrahlte Kontrolle)

Medium absaugen

jeweils 2 ml PBS auf die T25-Flaschen geben und kurz waschen

PBS absaugen und 2 ml Trypsin hinzugeben und bis auf einen kleinen
Rest unmittelbar wieder absaugen

hwn
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10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.

wenn die Zellen sich unter dem Invertmikroskop sichtbar ablésen, 2 ml
Medium hingeingeben um den Vorgang der Trypsinierung zu stoppen

Zellzahl im Coulter bei 13-30 um bestimmen

Verdinnungsreihe ansetzen (3x3 und 2x2 Falcons), im ersten Falcon-
Rohrchen die Zellsuspension soweit mit Medium verdinnen, sodass eine
Konzentration von 100.000 Zellen/ml entsteht.

die mit 0 Gy, 2 Gy und 4 Gy bestrahlten Zellen bis auf 100 Zellen/ml
verdinnen, die mit 6 Gy und 8 Gy bestrahlten Zellen nur bis auf 1000
Zellen/ml verdiinnen (dazu 0,5 ml aus dem vorangegangenen Falcon in
das nachste geben und mit 4,5 ml Medium verdinnen)

folgende Zellzahlen in jeweils drei Zellkulturflaschen gegeben:

0 Gy: 300/500 Zellen

2 Gy: 500/800 Zellen

4 Gy: 800/2000 Zellen
6 Gy: 2000/4000 Zellen
8 Gy: 4000/8000 Zellen

14 Tage bei 37°C mit 10% CO?2 inkubieren

mit 2 ml PBS spulen

mit 2 ml Ethanol (70%) fur 10 min fixieren

Ethanol abgief3en und Flaschen trocknen lassen

ca. 4 ml Kristallviolettldsung auf jede Flasche geben

5 min einwirken lassen

Ldsung abgieRen und Flasche mehrmals mit Leitungswasser spulen
Uber Nacht trocknen lassen

Auszahlung der angefarbten Kolonien
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8.1.4.

9.

Protokoll fur die Zellzyklusanalyse mittels FACS

Trypsinierung:

Zellen wie Ublich bei 37°C abtrypsinieren und nach vollstandiger Lésung
der Zellen vom Flaschenboden in DMEM aufnehmen, um den Prozess
der Trypsinierung zu stoppen.
Zellen mit Medium in Falcon- R6hrchen tberfiihren
bei 1100U/Min fur 5min zentrifugieren
Uberstand abgieRRen
Das Pellet in 5ml PBS resuspendieren
bei 1100U/Min zentrifugieren
Uberstand abgieRRen
Fixierung:

Pellet in 4% Formaldehyd mit PBS resuspendieren und 10min bei RT
inkubieren

bei 1100U/Min fur 5min zentrifugieren

10. Uberstand abgieRRen

Waschen:

11.Pellet 3mal in 0,1% Tween20 in PBS resuspendieren und bei 1100U/Min

V.

fir 5min zentrifugieren, Uberstand vorsichtig abpipettieren und verwerfen

DNA- Farbung:

12.Die DNA kann anschlieRend mit Hilfe von Fx Cycle Far Red stain oder

Propidium Jodide markiert werden (Fx Cycle Far Red stain ist fur das
neue FACS besser geeignet: 500ul PBS+ 5ul RNAse+1,5ul Fx Cycle Far
Red stain; alternativ kénnen 0,5 ml Propidiumiodid-Farbstoff
hinzugebenwerden)

13. Inkubation fur 30min bei RT

14.Zur Messung am FACS wird die Zellsuspension durch Gaze in die

FACS- R6hrchen uberfuhrt.
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8.2. Haufigkeitsverteilungen der yH2AX-, 53BP1- und pATM-Foci aller

untersuchten Zelllinien

Anzahl von Zellen

Anzahl von Zellen

751
654
554
50
451

354
304

704 W

25
20
15
10¢

851
80+
754
704
65+
60+
55+
50+
45+
404
354
304
254

F98, yH2AX, pATM

YH2AX

6 Gy
Mean 6.24
Std. Deviation | 1.712226
Std. Error 0.171223

204
15
10¢

15 20 25 30 35 40 45 50

Foci pro Zelle
pATM
6 Gy
Mean 5.93
Std. Deviation | 1.512607
Std. Error 0.151261

YH2AX
0 Gy 28+
25+
23+
Mean 0.31 s 201
Std. Deviation | 0.506423 < 184
Std. Error 0.050642 N
c 159
[=]
2 13-
I
N 104
c
< g
5-
34
T T T T T — T g 0-
10 15 20 25 30 35 40 45 50 0 5 10
Foci pro Zelle
PATM
0 Gy 301
254
Mean 0.212121
Std. Deviation | 0.435016 8 20
Std. Error 0.043721 3
c
S 151
=
IS
< 104
<
54
T T T T T T T T J 0-
10 15 20 25 30 35 40 45 50 0 5 10

Foci pro Zelle

15 20 25 30 35 40 45 50
Foci pro Zelle
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Anzahl von Zellen

Anzahl von Zellen

801

60+

504

40

801

70+

60+

50+

401

F98, YH2AX, 53BP1

YH2AX
0 Gy

Mean 0.27
Std. Deviation | 0.509605
Std. Error 0.05096

10 15 20 25 30 35 40 45 50

Foci pro Zelle
53BP1
0 Gy
Mean 0.313131
Std. Deviation | 0.546724
Std. Error 0.054948

10 15 20 25 30 35 40 45 50
Foci pro Zelle

Anzahl von Zellen

Anzahl von Zellen

YH2AX
6 Gy

Mean 6.14
Std. Deviation | 1.189347
Std. Error 0.118935

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Foci pro Zelle

o

53BP1
6 Gy

Mean 6.14
Std. Deviation | 1.449625
Std. Error 0.144963

20 25 30 35 40 45 50
Foci pro Zelle

o
o
=
o
=
o



Anhang 129
F162, yH2AX
YH2AX YH2AX
801 0 Gy 35 1 Gy
704 30
60+
c Mean o 0.49 c 25
° Std. Deviation | 0.858646 9 Mean 155
g %1 Std. Error 0.085865 S Std. Deviation | 1.157976
§ 204 § Std. Error 0.115798
£ £15
5 % B
< < 10
201
10 | 5
NI
0 T T T T T T T T T d 0 T T T T T T d
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 20 25 30 35 40 45 50
Foci pro Zelle Foci pro Zelle
yYH2AX YH2AX
30 2 Gy 301 4 Gy
25 254
c = Mean 4.41
9 20 o 204 L
: o1 : S ovien | L4201
c Std. Deviation | 1.354529 c ’ '
$ 15 Std. Error 0.135453 S 159
= =
g g
c 10 c 104
< <
5 5+
0 T T T T T T T d 0- T T T T d
0 5 10 20 25 30 35 40 45 50 30 35 40 45 50
Foci pro Zelle FOCI pro Zelle
yH2AX
28+ 6 Gy
254
129
114 = F162 yH2AX
- Mean 6.35 101 r2=0,9901
2 Std. Deviation| 1.684001 4 F162 pATM
3 Std. Error 0.1684 9 r2=0,9847
c 84
S 5 71
= g ¢l
<

234
204
18+
154
134
104
8
54
34
0- T
0 5 10 15

Foci pro Zelle

Dosis, Gy
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F162, pATM

pATM
80+ 0 Gy
70-1
60
S Mean 0.28
T 504 Std. Deviation | 0.551948
N Std. Error 0.055195
S 404
=
S 304
c
<
20
10
re——
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Foci pro Zelle
pATM
40 2 Gy
30
=
2 Mean 1.36
N Std. Deviation | 1.218709
§ 20 Std. Error 0.121871
=
©
N
c
<
10
o —TT— T
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Foci pro Zelle
pATM
35+ 6 Gy
304
25+ Mean 554
c
2 Std. Deviation | 1.546714
& 204 Std. Error 0.154671
s
>
= 154
©
N
c
< 104
5+
0 — T
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

Foci pro Zelle

Anzahl von Zellen

MW Foci

Anzahl von Zellen

50

pATM
1 Gy

Mean 0.87
Std. Deviation | 1.001564
Std. Error 0.100156

301

15 20 25 30 35 40 45 50
Foci pro Zelle

pATM
4 Gy

Mean 3.68
Std. Deviation | 1.469419
Std. Error 0.146942

15 20 25 30 35 40 45 50
Foci pro Zelle

= F162 yH2AX
1=0,9901
F162 pATM
1=0,9847

>

Dosis, Gy



Anhang

131

Anzahl von Zellen

Anzahl von Zellen

704

60+

504

40

20

10¢

851
801
754
704
651
60+
55+
504
45+
401
354
304
254
204

F162, yH2AX, 53BP1

YH2AX
0 Gy

Mean 0.42
Std. Deviation | 0.780831
Std. Error 0.078083

15
10¢

10 15 20 25 30 35 40 45 50

Foci pro Zelle
53BP1
0 Gy
Mean 0.41
Std. Deviation | 0.805223
Std. Error 0.080522

10 15 20 25 30 35 40 45 50
Foci pro Zelle

Anzahl von Zellen

Anzahl von Zellen

25+

N
<

N
g

N
i

o

o

yH2AX

6 Gy
Mean 6.23
Std. Deviation | 1.448475
Std. Error 0.144848

15 20 25 30 35 40 45 50

Foci pro Zelle

53BP1

6 Gy
Mean 6.17
Std. Deviation | 1.786905
Std. Error 0.178691

15 20 25 30 35 40 45 50

Foci pro Zelle
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F181, yH2AX

YH2AX
90 0 Gy
80
70 Mean 0.27
S 60 Std. Deviation| 0.583528
3 Std. Error 0.058353
N
= 50
S
— 40
<
g
< 30
<
20
10
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Foci pro Zelle
40+ yH2AX
2Gy
Mean 2.05
- %01 Std. Deviation | 1.209182
2 Std. Error 0.120918
N
s
5 204
=
S
N
c
<
10
0 T T T T T T T T J
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Foci pro Zelle
YH2AX
301 6 Gy
254 Mean 5.99
Std. Deviation | 1.337078
- Std. Error 0.133708
2 204
Kl
N
c
S 151
=
g
< 104
<
5+
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

Foci pro Zelle

Anzahl von Zellen

Anzahl von Zellen

MW Foci

40 YH2AX
1Gy
30 Mean 1.34
Std. Deviation | 1.075156
Std. Error 0.107516
20
10¢
0: T T T T T T T T T d
0 5 100 15 20 25 30 35 40 45 50
Foci pro Zelle
YH2AX
281 4Gy
254
21 Mean 3.79
204 Std. Deviation | 1.387498
184 Std. Error 0.13875
154
134
104
8+
5+
3
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Foci pro Zelle
124
114 L] F2181 YH2AX
10 r’=0,9958
94 A F181 pATM
s r’=0,9922
74
64
54
44
34
24
14
0

Dosis, Gy
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Anzahl von Zellen

301

20+

Anzahl von Zellen

10
0

F181, pATM

pATM
0 Gy

Mean 0.05
Std. Deviation| 0.219043
Std. Error 0.021904

10 15 20 25 30 35 40 45 50
Foci pro Zelle

pATM

2 Gy
Mean 1.76
Std. Deviation | 1.111192
Std. Error 0.111119

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

Anzahl von Zellen

Foci pro Zelle

pATM

6 Gy

301
Mean 5.62

254 Std. Deviation | 1.269534
Std. Error 0.126953

20+

154

104

54

0+ T T T T T T T T J

0 5 10 15 20 25

30 35 40 45 50
Foci pro Zelle

Anzahl von Zellen

Anzahl von Zellen

MW Foci

pATM
1 Gy

45
40
35
30
25
20
5

15

10

0

15 20 25 30 35 40 45
Foci pro Zelle

pATM
4 Gy

w
o
1

n
o
I

=
o
I

Mean 0.95
Std. Deviation | 1.048086
Std. Error 0.104809

50

15 20 25 30 35
Foci pro Zelle

40 45

" eog0sn
104 ’
od A F181 pATM
o r’=0,9922
74
6+
5
4+
3-
2+
14
o "

Dosis, Gy

0 5 10
Mean 3.29
Std. Deviation | 1.047315
Std. Error 0.104732
0+ T T T T T T T T J
0 5 10

50
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F181, yH2AX, 53BP1

yH2AX YH2AX
85+ 0 Gy 331 6 Gy
)
701 28+
65+ 254 Mean 5.77
- 604 Mean [ 0.24 _— Std. Deviation | 1.441485
9 554 Std. Deviation | 0.494822 ] Std. Error 0.144148
3 s0- Std. Error 0.049482 S 207
S 451 S 181
> 404 = 154
< 354 =
E 304 g 13
< 254 < 101
20|} 84
15 54
10
5 31
o — 04 —
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Foci pro Zelle Foci pro Zelle
53BP1 53BP1
80~ 0 Gy 281 6 Gy
7o-w 254
234
601 20 Mean 5.88
c 1 .
5] Mean 0.28 S .
T ] Std. Deviation | 0.514045 = 184 gg' g‘i‘;‘f‘“"" é'iggggg
c Std. Error 0.051405 Y 15 ' :
S 404 S
S
z 2 131
§ 304 T 104
< <
20 81
5+
10
34
o r — 04 —rrr

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 20 25 30 35 40 45 50
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o
o
=
o
=
o
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F184, yH2AX, pATM

yH2AX YH2AX
85+ 0 Gy 35+ 6 Gy
804
754
704
65+
604
554

304

Mean 0.27 21

Std. Deviation | 0.547815
454 Std. Error 0.054781
404
354
304
254
204
15
10

Mean 6.43
204 Std. Deviation | 1.597062
Std. Error 0.159706

$

154

Anzahl von Zellen
Anzahl von Zellen

o
1

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 20 25 30 35 40 45 50
Foci pro Zelle Foci pro Zelle

o
o
=
S)
=
o

pATM PATM
1051 0 Gy 351 6 Gy

254 Mean 5.93
Std. Deviation | 1.249283

651 Mean 0.02 204 Std. Error 0124928

60 Std. Deviation | 0.140705
Std. Error 0.014071
154

Anzahl von Zellen
o
o
S

Anzahl von Zellen

O T T T T T T T g 0- T T T T T T T g

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Foci pro Zelle Foci pro Zelle

o
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F184, yH2AX, 53BP1

YH2AX yH2AX

901 0 Gy 351 6 Gy

| 0.

704
- Mean 0.21 = 251 Mean 6.1
%60' Std. Deviation | 0.456048 % Std. Deviation | 1.32954
N oo Std. Error 0.045605 N 204 Std. Error 0.132954
= 401 = 15
g g
c 304 c
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20

10 5

[0 s a——— r — o- ——
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o
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=
o
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o
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801 0 Gy 301 6 Gy
o]
254
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S Mean 0.25 § 2. Medan - 6.23
T 501 Std. Deviation | 0.457817 3 Std- Deviation | 1.455432
N Std. Error 0.045782 N Std. Error 0.145543
g 401 S 154
5 =
< <
204!
5+
10 ﬂ
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F185, yH2AX, pATM

yH2AX

— N
INESY - 3
S ©
o ©
D O M
oM L ©
© N O

o
c L
S ¥
2
= &
8@
[ o
Q=B ™
S0n

U3|9Z UOA |yezuy

~N
N~ -Q
~ o 0
N S
N )
N o L9
S oo ~
(=}
c L
S N
g o
S S L9
mm &
ST L 9
™
254
el
N
>
o R
o
L 1O
—
Ne)
-

90

[=} o Q % o [=] j=] (=} o

[ee] ~ © < o N -
ua|[9Z UOA |yezuy

Foci pro Zelle

Foci pro Zelle

0.216958

6.8
Std. Deviation| 2.169579

Mean
Std. Error

pATM
0 Gy

o
=

Ud|[9Z UOA |yezuy

(%
© W
n o
o O
o O
© o
oo

0.27

Std. Deviation
Std. Error

Mean

Q2 Q 9 9Q
® »m I ®

Ud|[9Z UOA |yezuy

30 35 40 45 50

Foci pro Zelle

25 30 35 40 45

20
Foci pro Zelle



138

50

6.95

1.996841
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851
801
754
70
651
60-
551

g

454

354
301
254
204

Anzahl von Zellen
5
3

F190, yH2AX

YH2AX
0 Gy

Mean
Std. Deviation
Std. Error

0.31
0.646592
0.064659

Anzahl von Zellen
= = N N
o o o ul
S i S i

a
1

o
1
o

MW Foci

15

20 25 30 35 40
Foci pro Zelle

yH2AX
4 Gy

Mean
Std. Deviation
Std. Error

3.8
1.222681
0.122268

20 25 30 35 40
Foci pro Zelle

= F190 yH2AX

45

= 0,9959

A F190 pATM

= 0,9904
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=
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301
20

YH2AX
2 Gy

Fo<:| pro ZeIIe

Mean 2.09
Std. Deviation | 1.206841
Std. Error 0.120684
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0 35 40 45 50



Anhang 140

F190, pATM

Anzahl von Zellen
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F190, yH2AX, 53BP1
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Anzahl von Zellen

Anzahl von Zellen
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Anzahl von Zellen

Anzahl von Zellen

Anzahl von Zellen

Fib14, pATM

pATM
901 0 Gy
804
704
60- Mean 0.18
Std. Deviation | 0.43531
504 Std. Error 0.043531
404
304
204
10 ‘
0 fpHEy T T T T T T T T J
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Foci pro Zelle
PATM
40 2 Gy
30
Mean 1.95
Std. Deviation | 1.282162
Std. Error 0.128216
20
10
0 T T T T T T T T g
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Foci pro Zelle
pATM
281 6 Gy
254
234
201 Mean 6.05
184 Std. Deviation | 1.822281
Std. Error 0.182228
154
134
10+
84
5+
) ﬂ I
[y 74!l o
_— T T T T T T T ]
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

Foci pro Zelle

Anzahl von Zellen

MW Foci

Anzahl von Zellen

40

30

20

10

pATM
1 Gy

Mean
Std. Deviation
Std. Error

1.09
0.985706
0.098571

10 15 20 25 30 35 40
Foci pro Zelle

pATM
4 Gy

Mean
Std. Deviation
Std. Error

3.8
1.442501
0.14425

10 15 20 25 30 35 40
Foci pro Zelle

= Fib14 yH2AX
1=0,9868

A Fib14 pATM

12=0,9971

Fib14 53BP1

12=0,9964

Dosis, Gy

45 50
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Anzahl von Zellen

Anzahl von Zellen

Anzahl von Zellen

Fib14, 53BP1

53BP1
0 Gy
Mean 0.45
Std. Deviation | 0.701729
Std. Error 0.070173
10 15 20 25 30 35 40 45 50
Foci pro Zelle
53BP1
35 2 Gy
30
25
Mean 2.08
20 Std. Deviation | 1.300194
Std. Error 0.130019
15
10
5
0 T T T T T T T T J
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Foci pro Zelle
53BP1
19 6 Gy
18
17
16
15
14
13 Mean 6.34
12 Std. Deviation | 1.939593
}é Std. Error 0.193959
9
8
7
6
5
4
3
2
1
0

0 5 10 15

20 25

30 35 40 45 50

Foci pro Zelle

MW Foci

Anzahl von Zellen

Anzahl von Zellen

45
40
5.

3!

301
25+

20+

30
25
20
15
10
5
o] T T T

|

53BP1

1 Gy

Mean
Std. Deviation
Std. Error

117
0.995495
0.099549

53BP1

10 15 20
4 Gy

25 30 35 40 45 50
Foci pro Zelle

Mean
Std. Deviation
Std. Error

4.23
1.391569
0.139157

5
5 10 15 20
Foci p!

25 30 35 40 45
ro Zelle

" Fib14 yH2AX
1= 10,9868

A Fibl4 pATM
r2=0,9971

* Fibl4 53BP1
1= 0,9964

Dosis, Gy
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Fib32, yH2AX

yH2AX YH2AX
80+ 0 Gy 50+ 0,5 Gy
704 _
60 Mean 0.27 401 Mean 1.02
c Std. Deviation | 0.489382 c Std. Deviation | 0.942595
2 ol Std. Error 0.048938 2 Std. Error 0.094259
N & 301
c =
g 407 S
= = 204
S 304 5 20
c c
< <
204[|
10-
IO-L
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Foci pro Zelle Foci pro Zelle
yH2AX YH2AX
301 2 Gy 301 4Gy
254 254
c Mean 2.02 c Mean | 4.34
2 201 Std. Deviation | 1.377892 2 201 Std. Deviation | 1.545407
N Std. Error 0.137789 IS '}‘ Std. Error 0.154541
c =
9 159 S 154
g ] | fll
c 10 c 104
< . <
54 54
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Foci pro Zelle Foci pro Zelle
yH2AX
351 6 Gy
304 I 129 " Fib32 yH2AX
114 = 0,9865
5 * e beviaion | 130154 | ogm
2 . Deviation | 1. o * Fib32 53BP1
N 201 Std. Error 0.162915 o 1= 0,9933
o = [ o
> o 74
= 154 £ gl
S 2
c S 54
< 104 4]
34
54 N
14
o- e S— o
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 7

Foci pro Zelle

Dosis, Gy
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Fib32, pATM

PATM pATM

95+ 0 Gy 45 2 Gy

90+

854 40

80+

759 35
.y Mean 0.15 c Mean 114
2 6o Std. Deviation | 0.411329 230 Std. Deviation | 1.197809
N 55 Std. Error 0.041133 N o Std. Error 0.119781
c c
S ig. S
£ 401 z 20

254

204 10

154

— T T T T T T g 0 ¥ T T T T T T T T J

ounb
o=
ol

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Foci pro Zelle Foci pro Zelle
pATM
pATM 18+ 6 Gy
25+ 4Gy
204
5 1 E Mean 5.65
5 D .
= Mean 3.64 N .
g 151 Std. Deviation| 1.743791 < gg' Ere"'a“on g'ggﬁgg
5 Std. Error 0.174379 g - Error -
z 5
= r
E:lo g
2 <
5+
5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Foci pro Zelle Foci pro Zelle
12+ " Fib32 yH2AX
11+ 2= 0,9865
104 A Fib32 pATM
r2=0,9751
91 * Fib32 53BP1
8- r=0,9933
5 74
hd
64
2
S 54
4
34
24
14
0

Dosis, Gy
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Anzahl von Zellen

Anzahl von Zellen

Anzahl von Zellen

Fib32, 53BP1

53BP1
801 0 Gy
701
601 Mean 0.28
Std. Deviation | 0.494004
501 Std. Error 0.0494
404
304
204
104
0 T T T T T T T T T J
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Foci pro Zelle
Fib32 v 001 53BP1
301 2Gy
25+
Mean 2.0
204] Std. Deviation | 1.517574
Std. Error 0.151757
151.
104
5+
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Foci pro Zelle
53BP1
25+ 6 Gy
204
Mean 6.05
154 Std. Deviation | 2.235503
Std. Error 0.22355
104
5+
0 S
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

Foci pro Zelle

Anzahl von Zellen

Anzahl von Zellen

MW Foci

53BP1
404 0,5 Gy
304
Mean 111
Std. Deviation | 1.023906
Std. Error 0.102391
201
10+
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Foci pro Zelle
53BP1
28+ 4 Gy
254
234
Mean 4.06
Std. Deviation | 1.762803
Std. Error 0.17628
10 15 20 25 30 3 40 45 50
Foci pro Zelle
124 " Fib32 yH2AX
114 r’=0,9865
104 A Fib32 pATM
r’=0,9751
91 * Fib32 53BP1
84 r?=0,9933
74
6
5+
44
34
24
14
0 J

Dosis, Gy
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851
801
751
704
654
60+
55+
50+
451
404
354
301
251
204

Anzahl von Zellen

Fib39, yH2AX

YH2AX
0 Gy

Mean 0.27
Std. Deviation | 0.583528
Std. Error 0.058353

40

n w
o =]
1 1

Anzahl von Zellen

=
o
1

MW Foci

Foci pro Zelle

YH2AX
4 Gy

Mean 4.28
Std. Deviation | 1.064391
Std. Error 0.106439

10 15 20 25 30 35 40 45 50
Foci pro Zelle

= Fib39 gH2AX
r2=0,9992

s Fib39 pATM
r2=0,9929

Dosis, Gy

Anzahl von Zellen

Anzahl von Zellen

40+

40+

301

104

301
20
104

YH2AX
2 Gy

Mean
Std. Deviation
Std. Error

241
1.12002
0.112002

zk

25 30 35 40 45 50
Fo<:| pro Zelle

YH2AX
6 Gy

an 6.21
Std Deviation | 1.2972
Std. Error 0.12972

3 35 40 45 50
Fo<:| pro ZeIIe
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=)}
al
1

Anzahl von Zellen
iy
ol
J

pATM
0 Gy

Mean

Std. Deviation

Std. Error

Fib39, pATM

40-
0.14 %01
201
10
0 r

0.376588
0.037659

Anzahl von Zellen

pATM
2 Gy

Mean 1.919192
Std. Deviation | 1.103582
Std. Error 0.110914

401

IN] w
o (=
1 1

Anzahl von Zellen

=
o
1

MW Foci

15

20 25 30 35 40 45 50

Foci pro Zelle

pATM
4 Gy

Mean

Std. Deviation

Std. Error

404

Anzahl von Zellen

15

20 25 30 35 40 45 50 0

Foci pro Zelle

5 20 25 30 35 40 45 50

Foci pro Zelle

pATM
6 Gy

Mean 5.86
Std. Deviation | 1.302833
Std. Error 0.130283

0 é 1'0 1!

304

35

1.210226

0.121023
204
104

T T 0- T T
5 10 1

5

" Fib39 gH2AX
r2=0,9992

s Fib39 pATM
r2=0,9929

Dosis, Gy

20 25 30 35 40 45 50
Foci pro Zelle
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Anzahl von Zellen

Anzahl von Zellen

801

704

401

304

Fib39, yH2AX, 53BP1

20

10

yH2AX
0 Gy
Mean 0.21
Std. Deviation | 0.498381
Std. Error 0.049838
10 15 20 25 30 35 40 45 50
Foci pro Zelle
53BP1
0 Gy
Mean 0.3
Std. Deviation | 0.522233
Std. Error 0.052223
10 15 20 25 30 35 40 45 50

Foci pro Zelle

Anzahl von Zellen

Anzahl von Zellen

351

304

254

204

154

10+

yH2AX
6 Gy
Mean 5.84
Std. Deviation | 1.383306
Std. Error 0.138331
10 15 20 25 30 35 40 45 50
Foci pro Zelle
53BP1
6 Gy
Mean 5.8
Std. Deviation | 1.537412
Std. Error 0.153741
10 15 20 25 30 35 40 45 50

Foci pro Zelle
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WTI1BR, yH2AX

yH2AX
904 0 Gy
804
701 Mean 0.21
3 60 Std. Deviation| 0.477684
2 Std. Error 0.047768
N
= 504
g
Z 404
<
g
c 304
<
204
10
o
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Foci pro Zelle
YH2AX
35 2 Gy
30
c 25
2 Mean 1.91
NP Std. Deviation | 1.264072
5 Std. Error 0.126407
>
= 15
a
N
c
< 10
5
0 T T T T T T T T J
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Foci pro Zelle
yYH2AX
409 6 Gy
304
S Mean 5.89
T Std. Deviation| 1.588437
N Std. Error 0.158844
§20-
=
©
N
[=
<
104
0- ——

o
o
=
o

15 20 25 30 35 40 45 50
Foci pro Zelle

Anzahl von Zellen

Anzahl von Zellen

MW Foci

YH2AX
50 1 Gy
40
Mean 0.95
30 Std. Deviation | 0.925235
Std. Error 0.092524
20
10

0 ¥ T T T T T T T T J

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Foci pro Zelle

yH2AX
4 Gy

Mean 3.71
Std. Deviation | 1.335566
Std. Error 0.133557

15 20 25 30 35 40 45 50
Foci pro Zelle

114 = WT1BR yH2AX
104 r?=0,9980

4 WTIBRpATM
°1 r2=0,9987
8 e WTI1BR 53BP1
7] 12=0,9943

Dosis, Gy
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951

Anzahl von Zellen
S
o
J

WTI1BR, pATM

pATM
0 Gy

Mean
Std. Deviation
Std. Error

0.11
0.314466
0.031447

Anzahl von Zellen
= = N N w w
o (4] o o o (4] o al

100 15 20 25 30 35 40
Foci pro Zelle

pATM
2 Gy

Mean
Std. Deviation
Std. Error

45 50

1.75
1.233988
0.123399

Anzahl von Zellen

10 15 20 25 30 35 40 45 50

Foci pro Zelle

pATM

Mean
Std. Deviation
Std. Error

5.53
1.306201
0.13062

10 15 20 25 30 3B 40 45 50

Foci pro Zelle

pATM
50 1 Gy
40
- Mean 0.92
2 Std. Deviation | 0.872475
NIEY Std. Error 0.087247
s
>
g 20
N
c
<
10
0 ¥ T T T T T T T T g
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Foci pro Zelle
pATM
35+ 4 Gy
Mean 3.58
Std. Deviation| 1.173616
Std. Error 0.117362

Anzahl von Zellen

Foci pro Zelle

114 = WT1BR yH2AX
104 r?=0,9980

4 WTIBRpATM
°1 r2=0,9987
8 e WTI1BR 53BP1
7] 12=0,9943

MW Foci

Dosis, Gy
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WT1BR, 53BP1

53BP1
90+ 0 Gy

804

701 Mean 0.21

601 Std. Error

Anzahl von Zellen

mML
o —

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Foci pro Zelle

53BP1

Anzahl von Zellen

20 25 30 35 40 45 50
Foci pro Zelle

53BP1
6 Gy

Anzahl von Zellen

20 25 30 35 40 45 50
Foci pro Zelle

Std. Deviation | 0.477684
0.047768

40 2 Gy

30 Mean 1.81
Std. Deviation | 1.143228
Std. Error 0.114323

20

10

0 T T T T T T T T g

0 5 10 15

254

23+

20+

184 Mean 6.15
Std. Deviation | 1.976503

151 Std. Error 0.19765

134

104

84

54

34

0- Y T T T T T g

0 5 10 15

Anzahl von Zellen

Anzahl von Zellen

MW Foci

53BP1
50 1 Gy
40
Mean 0.88
30 Std. Deviation | 0.9876
Std. Error 0.09876
20
10
o] T T T T T T T T d

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Foci pro Zelle

53BP1
339 4 Gy

Mean 3.86
Std. Deviation| 1.442641
Std. Error 0.144264

T T T T T 1

T T
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Foci pro Zelle

114 = WT1BR yH2AX
104 r?=0,9980

4 WTIBRpATM
°1 r2=0,9987
8 e WTI1BR 53BP1
7] 12=0,9943

Dosis, Gy
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Anzahl von Zellen

Anzahl von Zellen

Anzahl von Zellen

701

604

504

304

20

10

AT1BR, yH2AX

0 Gy
Mean 0.5
Std. Deviation | 0.797724
Std. Error 0.079772

5

5

10 15 20 25 30 35 40 45 50
Foci pro Zelle
1 Gy
Mean 4.7
Std. Deviation | 1.811858
Std. Error 0.181186
20 25 30 35 40 45 50
Foci pro Zelle
3 Gy
Mean 11.13
Std. Deviation| 2.980255
Std. Error 0.298025
15 20 25 30 35 40 45 50

10

Foci pro Zelle

Anzahl von Zellen

Anzahl von Zellen

MW Foci

25+

05 Gy

Mean 3.02
Std. Deviation | 1.746454
Std. Error 0.174645

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Foci pro Zelle

15+ 2 Gy

134

10- Mean 7.79

Std. Deviation| 2.807979
Std. Error 0.280798

8+

5+

34

o I

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Foci pro Zelle
129
= ATIBR, yH2AX

11 2= 0,9936
104 * AT1BR53BP1

94 2= 0,9887

s

74

64

54

44

34

24

14

0 T T T T T J

2 3 4 5 6 7

Dosis, Gy
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AT1BR, 53BP1

701 |

601
Mean

Std. Error
404

Anzahl von Zellen

0.47

504 Std. Deviation| 0.846323

0.084632

0 T T T T T T T T T

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Foci pro Zelle

Mean
Std. Deviation
Std. Error

Anzahl von Zellen
PRRERRPRRERREERREEENN
ORNWARUIONOOORNWAUIONOOOR
i
@
<

50

4.565657
1.969987
0.197991

0 5 10 15 20 25 30 35 40
Foci pro Zelle

15+

Anzahl von Zellen
i

10.19
2.802218
0.280222

3 Gy
134
Mean
104 Std. Deviation
Std. Error
54
34
04 T T T T T
0 5 10 15 20 25 30

35 40 45

Foci pro Zelle

Anzahl von Zellen

Anzahl von Zellen

MW Foci

25+

n
<

=
g

R
i

0,5 Gy

Mean
Std. Deviation
Std. Error

2.94

0.18:

1.846755

4676

10

15 20 25 30 35 40 45 50

Foci pro Zelle

2 Gy

Mean
Std. Deviation
Std. Error

7.34
3.055778
0.305578

15

20 25 30 35 40 45
Foci pro Zelle

" ATI1BR, yH2AX
= 0,9936

* AT1BR53BP1
r’=0,9887

Dosis, Gy
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