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Zusammenfassung

lonisierende Strahlung und durch diese induzierte DNA Doppelstrangbriche (DSB)
gehoren zu den alltaglichen Belastungen eines Organismus. Jede Zelle besitzt
verschiedene Reparaturmechanismen, um dieser gesundheitlichen Bedrohung zu
begegnen. Jedoch birgt ionisierende Strahlung auch potentiell wichtige medizinische
Anwendungen wie beispielsweise Strahlentherapie zur Behandlung von
Tumorerkrankungen. Die Erforschung der zu Grunde liegenden DNA-
Reparaturprozesse ermdglicht es hierbei nicht nur in Zukunft einen besseren Schutz
vor ionisierender Strahlung zu ermdglichen, sondern die gezielte Anwendung von
Strahlung im medizinischen Rahmen noch effizienter zu gestalten. Hierfur ist nicht nur
die ldentifikation einzelner DNA-Reparaturproteine und die Quantifizierung des
induzierten Schadens wichtig, sondern auch die Lokalisation des Schadens im Kontext
des Chromatins hilft dabei, die Reparaturprozesse besser zu verstehen und
medizinische Ansatze zu optimieren. Diese Arbeit beschaftigt sich mit drei
Hauptaspekten zur Charakterisierung von DSB-Reparaturmechanismen. Es konnte
eine neue Methode zur quantitativen Messung von hoch-LET (Linearer
Energietransfer) induzierten Strahlenschaden entwickelt und der dazugehdrige
Grundsatzbeweis erbracht werden. Durch In-Situ Ligationsverfahren in Kombination
mit In-Situ DNA-Blunting, war es moglich, so genannte DNA Oligo Sonden, bestehend
aus kurzen einzelstrangigen DNA-Sequenzen, welche sich in Ldsung zu
Haarnadelstrukturen ausbilden, mit Fluorophoren zu koppeln und spezifisch an
Doppelstrangbriche zu binden. Die reduzierte GroRe und das reduzierte
Bindestellenvorkommen ermoglicht hierbei eine genaue und verlassliche DSB
Detektion mittels STED-Mikroskopie (eng. Stimulated Emission Depletion). Des
Weiteren war es durch Bestrahlungsexperimente mit fokussierten Kohlenstoffionen
mdglich, nicht nur die grundlegendsten Reaktionen des Chromatins auf Bestrahlung
mit hoch-LET Strahlung auszulésen und durch Lebendzellmikroskopie zu
dokumentieren, sondern diese Chromatinremodellierungsprozesse auch zeitlich ab
wenigen Sekunden bis mehreren Minuten nach Bestrahlung zu beobachten und mit
Charakteristika mehrerer Reparaturproteine zu vergleichen. Ebenso war es mdglich,
durch die hdchstauflésende Analyse von Uberschneidungsbereichen der DNA-
Reparaturproteine BRCA1, Rad51, 53BP1, yH2AX und Bestandteile des Chromatins,

ein detailliertes Modell zur DNA-Reparatur im Kontext der Chromatinorganisation und



im Einklang neuster Chromatinorganisationsmodelle, aufzustellen. Zusatzlich konnte
im Laufe dieser Arbeit erstmals mittels o« - Bestrahlung von Zellkernen eine Migration
von schwer reparierbaren DSB-Reparaturstellen vom Zellkerninneren zur
Zellkernhllle und dort vermutlich zu spezialisierten Reparaturzentren dokumentiert
und mittels STED-Mikroskopie zeitlich in existierende DSB-Reparaturprozesse

eingeordnet werden.



Abstract

lonizing radiation and DNA double-strand breaks (DSB) induced by radiation are part
of the everyday stresses of an organism. Every cell has different repair mechanisms
to counteract this health threat. However, ionizing radiation also offers potentially
important medical applications such as radiation therapy for the treatment of tumours.
Researching the underlying DNA repair processes not only makes it possible to provide
better protection against ionizing radiation in the future, but also to make the targeted
use of radiation in medical settings even more efficient. Not only the identification of
individual DNA repair proteins and the quantification of the induced damage is
important, but also the localization of the damage in the context of chromatin helps to
better understand the repair processes and to optimize medical approaches. This work
focuses on three main aspects for the characterization of DSB repair mechanisms. A
new method for the quantitative measurement of high-LET (Linear Energy Transfer)
induced radiation damage was developed and the corresponding proof of principle was
provided. Using in situ ligation techniques in combination with in situ DNA blunting, it
was possible to couple so-called DNA oligo probes, consisting of short single-stranded
DNA sequences that form hairpin structures in solution, with fluorophores and
specifically bind them to double-strand breaks. The reduced size and the reduced
number of binding sites allows an accurate and reliable DSB detection using STED
microscopy (Stimulated Emission Depletion). In addition, irradiation experiments with
focused carbon ions made it possible not only to trigger the most basic reactions of
chromatin to irradiation with high-LET radiation and to document them by live cell
microscopy, but also to observe these chromatin remodeling processes from a few
seconds to several minutes after irradiation and to compare them with characteristics
of several repair proteins. It was also possible to establish a detailed model for DNA
repair in the context of chromatin organisation and in accordance with the latest
chromatin organisation models by the high-resolution analysis of overlapping regions
of the DNA repair proteins BRCA1, Rad51, 53BP1, yH2AX and components of the
chromatin. In addition, in the course of this work, « - irradiation of cell nuclei - was used
for the first time to document a migration of difficult to repair DSB repair sites from the
cell nucleus interior to the cell nucleus envelope and presumably to specialized repair
centers. Also, it was possible to match them temporally into existing DSB repair
processes using STED microscopy.
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1 Einleitung

Samtliche Materie in unserem bekannten Universum ist nach demselben Prinzip
aufgebaut. Sie besteht aus einer Anordnung von Atomen. Die Kerne der Atome
unterliegen entweder einem Zerfallsprozess, sind also instabil oder es wurde noch kein
Zerfall festgestellt und werden daher als stabil bezeichnet. Instabile Atomkerne
verlieren bei diesem Zerfall Energie und geben diese in Form von Strahlung an ihre
Umgebung ab. Durch diesen radioaktiven Zerfall sind samtliche Organismen auf der
Erde stetig radioaktiver Strahlung ausgesetzt, welche durch ihre Umgebung, durch
Luft, das umgebende Gestein und die Nahrung aufgenommen werden. Strahlung geht
jedoch nicht nur von unserer Erde aus. Auch kosmische Strahlung stellt eine Belastung
fur uns Menschen dar. Hochenergetische Teilchen, meist bestehend aus Protonen und
Elektronen, gehen von der Sonne und anderen Sternen aus und treffen mit einer
hohenabhangigen Dosis auf die Erdoberflache auf. Dabei ist die jahrliche
Strahlenbelastung far Flugpersonal mit 1,96 mSv/a zusatzlich zur
Grundstrahlenbelastung ein ernst zu nehmendes Gesundheitsrisiko. Die stetige
Strahlenexposition wird auch als Hintergrundstrahlung bezeichnet und ihre Dosis fur
den Menschen liegt in Deutschland im Mittel bei 2,4 mSv/a. Vergleichsweise setzt eine
computertomographische Untersuchung (CT) des Abdomens den Patienten, nach
Angaben des Bundesamts flr Strahlenschutz, einer einmaligen Strahlendosis von 8-
20 mSv aus. Der Schwellenwert zu akuten Strahlenschaden der Haut liegt bei
ungefahr 500 mSv nach einmaliger Exposition. Eine einmalige Exposition wie im Falle
der Reaktorunfalle 1986 in Tschernobyl oder 2011 in Fukoshima setzt die betroffenen
Personen also erheblichen gesundheitlichen Risiken aus und selbst heute ist die Angst
der Bevdlkerung vor Reaktorunglicken im grenznahen Ausland nicht zu
unterschatzen.  Strahlenexposition kann dabei nicht nur zu akuten
Gewebsschadigungen und Strahlenkrankheit (engl.: Acute Radiation Syndrom; ARS))
fuhren, sondern auch das Krebsrisiko erheblich steigern. Schadigungen des Genoms
kénnen dazu fuhren, dass Zellen die Kontrolle Uber ihre eigene Proliferation verlieren
und sich unkontrolliert teilen. Krebs entsteht. Nachdem ein lebender Organismus
radioaktiver Strahlung ausgesetzt war, ist es fur die Medizin schwierig, die genauen
Folgen, sei es kurz- oder langfristig, fur den Korper festzustellen oder gar
Ruckschlusse uber die Art und Dosis der Strahlung zu geben. Handelt es sich um eine

strahlentiberwachte Person, welche stets ein physikalisches Dosimeter mit sich fuhrt,
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ware dies unproblematisch nachvollziehbar, ohne Messgerate ist man jedoch auf
biologische Untersuchungsmethoden angewiesen. Die Biodosimetrie beschaftigt sich
wie die physikalische Dosimetrie auch mit der Messung von Reaktionen auf radioaktive
Strahlung, konzentriert sich jedoch dabei auf biologische Vorgange auf molekularem
Level. Die bestehenden Messmethoden sind in der Praxis leider nur unbefriedigend
praktikabel. Kommt ein Patient in arztliche Behandlung nachdem er radioaktiver
Strahlung ausgesetzt war, muss anhand physiologischer Veranderungen und der
aufgenommenen Strahlendosis entsprechend medizinisch behandelt werden. Als
gangige Methode zur Feststellung der Dosis werden heutzutage standardisiert DIC
Assays (dicentric chromosome assays) kombiniert mit physiologischen Tests
durchgefuhrt. Dabei werden zuerst Sub-syndrome von ARS Uuber das Blutbild, die
Versehrtheit der Haut, Stérungen des Verdauungssystems und uber neurologische
Auffalligkeiten klassifiziert und dann die Diagnose durch gentechnische
Untersuchungen der Chromosomensymmetrie verfeinert. Das Vorkommen von
dizentrisch aufgebauten Chromosomen bei der Untersuchung der peripheren
Lymphozyten im Blutkreislauf einer strahlenexponierten Person im Zuge eines DIC
Assays kann dabei eine Sensitivitat von wenigen 0,1 bis 0,2 Gy gewahrleisten. Diese
Genauigkeit kann jedoch nur erreicht werden, wenn bei einer zu untersuchenden
Person, ungefahr 500 bis 1000 Zellen, welche sich in Metaphase befinden, beobachtet
werden. Eine Zahl an Untersuchungen, welche nur mit ausreichend Zeit und
Fachpersonal in speziellen Laboren und unter nicht physiologischen Bedingungen
durchgefuhrt werden kann. Die Messmethoden beruhen auf Untersuchungen der

Schadigung des Genoms einer Zelle.

Die Induktion solcher Schaden findet in der Medizin auch fur therapeutische Zwecke
ihre Anwendung. Im Falle von Tumorerkrankungen ist es moglich, den Tumor von
aulen gezielt mit einer (fir Tumorzellen) letalen Strahlendosis zu versehen. Das Ziel
dieser Therapie, alle Tumorzellen zu zerstoren, setzt jedoch voraus, dass moglichst
wenig gesundes Gewebe, das Tumorgewebe jedoch komplett bestrahlt wird. Eine
Bestrahlung des gesunden Gewebes, kann zu akuten Gewebsschadigungen mit
Funktionsverlust (Haarausfall, Reduktion des Driisengewebes) der betroffenen Zellen,
oder im schlimmsten Fall zur Entstehung von Sekundartumorerkrankungen fuhren. Bei
herkdmmlicher Strahlentherapie mittels Photonen, wird das Gewebe vor und hinter
dem Tumor, durch die gleichmafige Deposition der Energie entlang der Wegstrecke

durch das Gewebe ohne relevanten Geschwindigkeitsverlust in gleicher Weise
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geschadigt wie der Tumor selbst. Neuste Bestrahlungsmethoden durch beschleunigte
Protonen, welche mit steigender Eindringtiefe in das Gewebe und sich reduzierender
Geschwindigkeit eine steigende Energiedeposition erfahren, ermdglichen neue
vielversprechende Therapiemdglichkeiten. lhre Erforschung stellt jedoch die
Wissenschaft in verschiedenen Aspekten auf die Probe. Gerade bei Strahlung mit
hohem linearen Energietransfer (LET) ist die Einschatzung der Wirksamkeit an Hand
einer genauen quantitativen Messung der Induzierten DNA-Schaden im
physiologischen Umfeld essentiell. Ein solcher Ansatz zur Detektion von
Strahlenschaden und Dosisbestimmung mit groRerem zeitlichem Spielraum als bei
Dosimetrie anand von DIC Assays, bietet hier die Untersuchung auf DNA-
Doppelstrangbriche. Dabei wird anhand eines standardisiert angewendeten
biologischen Markers, dem DNA-Reparaturprotein yH2AX, welches im flankierenden
Chromatin des strahleninduzierten DSB innerhalb von Sekunden durch die Serin-
Proteinkinase ATM phosphoryliert wird, ein Antikrper basiertes Detektionsprotokoll
angewandt. Mittels High-Throughput-Verfahren wird hierbei die Menge der
Doppelstrangbriiche pro Zelle analysiert. Die unter einem Fluoreszenzmikroskop
sichtbaren sogenannten IRIF (engl. lonizing Radiation Induced Foci), also
Akkumulationen des Proteins yH2AX, geben anhand ihrer Menge, Grof3e und Dichte
zueinander Aufschluss Uber die Dosis und Art der Strahlung. Jedoch ist die
Biodosimetrie mittels yH2AX auch mit einigen Nachteilen verbunden. Da yH2AX ein
Teil der DNA DSB Reparatur der Zelle ist und yH2AX Foci weite Teile der umliegenden
DNA als Reparaturstelle markiert, sind einzelne DSB in direkter Nachbarschaft
zueinander nicht differenzierbar. Diese Problematik kann zu besonders gravierenden

Messfehlern bei Bestrahlung mit hoch-LET Strahlung fuhren.

Aus dieser Motivation wurde im Laufe dieser Arbeit eine Methode zur hochst
aufgelosten Detektion und Quantifizierung von DSB in menschlichen Zellen entwickelt.
Mittels der Kombination von In-Situ DNA-Blunting, also der kinstlichen Erzeugung von
glatten DSB-Bruchstellen im Zellkern der Zelle, und In-Situ Ligation, dem Koppeln von
so genannten fluoreszenten DNA-Oligo-Sonden an den DSB, wurde es mdglich,
Doppelstrangbriiche selektiv und mit hoherer Genauigkeit mittels hdochstauflésender
STED Mikroskopie zu detektieren.

Jedoch ist die Dosismessung allein fur die Entwicklung neuer Therapiemethoden und

zur Erforschung von effizienten PraventivmalRnahmen nicht ausreichend. Auch das



Verstandnis Uber die zelleigenen Schutzmalnahmen, der DNA Reparatur, ist
essentiell und somit ein Grund warum der Nobelpreis fur Medizin 2015 fir die
Erforschung der Base-Excision-Repair zum Austausch schadhafter Basen der DNA
vergeben wurde. In dieser Arbeit liegt der Focus auf der Reparatur von DSB, ausgeldst
durch Bestrahlung mit ionisierender Strahlung, also Schadensstellen, bei welchen
beide Strange des Riboserlckgrates durch lonisationserreignisse durchtrennt wurden
und somit lose DNA-Enden entstanden sind. Fur diese Art von Schaden besitzt die
Zelle die Moglichkeit der Reparatur durch homologe Rekombination, nicht homologe
Endenverknupfung und alternative Wege der Endenverknupfung. Dank ihnen sind
Doppelstrangbriiche und damit die allgegenwartige Hintergrundstrahlenbelastung fur
die Zelle und den Organismus kein sicheres Todesurteil. Um jedoch bestehende
Therapiemethoden im Falle einer Tumorerkrankung verbessern zu kdnnen oder neue,
effizientere und gewebeschonendere Therapieansatze zu entwickeln, beginnt das
Verstandnis eines biologischen Mechanismus bei der Identifizierung der involvierten
Proteine und der Definition seiner Lokalisation. Noch ist wenig bekannt dartber, wo
genau sich die einzelnen Komponenten der DNA-Reparatur assemblieren und wo die
Reparatur im Kontext des Aufbaus des Zellkerns und des Chromatins stattfindet. Seit
Jahrzenten versucht die strahlenbiologische Forschung die Chromatinorganisation mit
der DNA-Reparatur zu vereinen und erst heute sind wir in der Lage, die auftretenden
Fragen dber den Aufbau dieser Prozesse nicht nur durch biochemische
Verfahrensweisen erklaren zu konnen. Dank neuster, hochstauflosender
Mikroskopiemethoden ist es mdglich, die Reparaturvorgange zu beobachten und somit
Ruckschlusse flr eine sicherere und effizientere Anwendung der DSB Induktionen in

der Medizin zu ermdoglichen.

Im Zuge dieser Arbeit war es erstmals mdglich durch Verwendung eines fokussierten
lonenstrahls und Fluoreszenzmikroskopie, die grundlegendsten Vorgange der
Chromatinauflockerung zur Initiation einer Strahlenantwort zu dokumentieren und
somit eine Verbindung zwischen DNA-Reparatur und Chromatinorganisation
herzustellen. Hierfir wurde das Rasterionenmikroskop SNAKE verwendet, um
Kohlenstoffionen, durch den Tandemteilchenbeschleuniger des Maier-Leibnitz-
Laboratoriums beschleunigt, auf Zellkerne zu schief3en und die zellularen Prozesse
mittels Epifluoreszenzmikroskopie in lebenden Zellen zu beobachten. Die Bestrahlung
von Chromatin eukaryoter Zellen konnte zeigen, dass die Mechanismen der DNA-

Reparatur zu Beginn sehr oértlich begrenzt agieren und Reparatur von DSB im Genom

4



innerhalb von Sekunden am Ort der Bestrahlung initiiert wird, wobei hierfur die Dichte
des Chromatins nicht nur lokal, sondern auch global verringert wird. Die Verwendung
einer x-Bestrahlungsquelle zur senkrechten Bestrahlung von Zellkernen mit Hoch-LET
«-Teilchen, ermdglichte in zusatzlichen Experimenten die Untersuchung der
Wanderungskinetiken von DNA-Reparaturfoci. Die Verwendung von STED-
Mikroskopie und einer daraus resultierenden Auflésung von ca. 100 nm, gab erstmals
die Maoglichkeit die Migration von schwer reparierbaren DSB im Zellkern einer Zelle
Uber eine Distanz von bis zu 7 ym Richtung Zellkernmembran zu dokumentieren und
die Lokalisation in die zeitliche Entwicklung der DNA-Reparatur einzugliedern. Ebenso
konnte aus Schragbestrahlungsexperimenten an SNAKE und dem Vergleich der
uberschneidenden Strukturen der DNA Reparaturproteine BRCA1, Rad51, 53BP1,
yH2AX und Bestandteile des Chromatins, ein detailliertes Modell zum Aufbau der

DNA-Reparatur im Kontext der Chromatinorganisation erstellt werden.

Im Verlauf dieser Arbeit wird zuerst eine Einfuhrung in die Thematik der
Strahlenbiologie geboten, ebenso werden die zum Verstandnis essentiellsten
biologischen sowie physikalischen Hintergrinde und verwendeten Techniken erklart.
Nach der Beschreibung der verschiedenen in dieser Arbeit durchgefuhrten
Experimente legt sich der Fokus zuerst auf die Etablierung von Oligonukleotid-Sonden
zur Farbung und Detektion ionenstrahlinduzierter Doppelstrangbriiche. Darauf folgend
werden Untersuchungen zur Chromatinmobilitdat und Foci Migration beschrieben,
sowie die Analysen zur DSB-Reparatur im Kontext der Chromatinstruktur erlautert.



2 Biologischer Hintergrund

Im Folgenden werden die biologischen Grundlagen, welche zum Verstandnis dieser
Arbeit essentiell sind, naher beschrieben. Dabei fuhrt dieses Kapitel von der fur die

Entwicklung eines Organismus essentiellsten Struktur, der DNA, tber ihre Funktion,
Struktur und Organisation im Zellkern zu den Mechanismen, welche sie im Alltag vor

internen und externen Gefahren schitzen.

Desoxyribonukleinsaure:

Der Unterschied von lebenden Organsimen zu unbelebter Materie wird durch mehrere
Eigenschaften definiert. Betreibt der Organismus metabolische Prozesse und kann er
sich reproduzieren? Ist er fahig Eigenschaften an seine Nachkommen zu tUbermitteln
und regiert er auf Reize seiner Umwelt? Letztlich beruhen diese Kriterien auf dem
Vorhandensein von Desoxyribonukleinsaure (engl. Deoxyribonucleic acid-DNA) oder
entsprechenden Analoga [92, 175]. Die DNA ist der Speicherort samtlicher
Informationen, welche fur das Leben einer Zelle notwendig sind [8]. Sie besteht aus
den vier stickstoffbasierten Nukleinbasen Adenin, Guanin, Thymin und Cytosin, welche
in zwei Gruppen einteilbar sind. Adenin und Guanin werden hierbei als Purinbasen und
Thymin und Cytosin als Pyrimidinbasen klassifiziert. Sie bilden, mit Desoxyribose
(Pentose) und Phosphat als Ruckgrat, zueinander komplementar bindende
Nukleotidstrukturen aus [134]. Dabei bindet Thymin komplementar Uber zwei
Wasserstoffbricken an Adenin und Cytosin Uber 3 Wasserstoffbricken an Guanin.
Durch eine kettenartige VerknlUpfung der 2-Desoxyribose uber
Phosphodiesterverbindungen zwischen den benachbarten Nukleotiden, bildet sich
eine kettenartige und letztlich Leiter-ahnliche Polynukleotidstruktur. Diese gilt als eine
von zwei von Watson und Crick im Jahr 1953 postulierten Hauptprinzipien des Aufbaus
der DNA. Die zwei antiparallel orientierten Strange werden im Falle eines
Replikationsvorgangs getrennt und bilden somit das Template flr neu replizierte und
genetisch identische DNA. Um den Strangen eine Richtung zuweisen zu konnen,
wurden die Ausrichtungen in 5° und 3’ definiert, zurlckzufuhren auf die
Kohlenstoffatomnummer des durchnummerierten Ribosemolekiils (siehe Abbildung

1). Die zweite Besonderheit des Polymers besteht in der Ausbildung einer rechts



gedrehten, doppelten «-Helix, stabilisiert durch Stapelwechselwirkungen zwischen

Basen unterschiedlicher Windungsschichten [186].

3I

Abbildung 1: Moleklilstruktur der DNA bestehend aus den Basen Adenin (rot), Thymin (dunkelblau), Cytosin
(Violett), Guanin (hellblau), Desoxiribose (griin) und Phosphatrest (braun). Purinbasen mit Pyrimidinbasen
verbunden (iber Wasserstoffbriickenbindungen. Leserichtung angegeben in 5-3‘ (orange Pfeile).

Die Form der DNA spielt speziell eine Rolle in der Organisation des zum Beispiel beim
Menschen 3324 Millionen Basenpaare (bp) umfassenden DNA-Stranges [82]. Als
Quartiarstruktur wird dieser bevorzugt in seiner B-Form 1,65 mal um so genannte
Histonoktamere gewunden und zu einer Perlenkettenstruktur aneinandergereiht [190].
Nicht um Histone gewickelte DNA zwischen zwei Histonoktameren wird dabei ,Linker
DNA® genannt und hat eine Lange zwischen 38 und 53 nm [94]. Histonoktamere
bestehen aus acht Histonproteinen wobei jeweils zwei Kopien der Histone H2A, H2B,
H3 und H4 verbaut sind [76]. Die Wicklung der DNA um Histone bietet der DNA dabei
nicht nur Schutz vor auf3eren Einflissen, sondern spielt auch eine wichtige Rolle in der

Regulierung der Genexpression und Epigenetik [25, 43]. Eine enge Wicklung um



Histone resultierend im so genannten 30 nm DNA Strang mit drastisch verkirzter
Linker DNA bietet dem Genom Schutz vor versehentlicher Transkription inaktiver
Gene. Somit kann durch Kondensation und Dekondensation der DNA signalisiert
werden, welche Gene transkribiert werden mussen [43]. Das Ende der strukturellen
Hierarchie bilden die Chromosomen. Sie bestehen aus unterschiedlich grolen Teiles
des Genoms, kommen im Zellkern in kondensierter und dekondensierter Form vor und

vereinfachen die Zellteilung (siehe Abbildung 2).

DNA Doppelhelix
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Abbildung 2: Ubergeordnete Struktur der DNA im Chromatinverbund. Die 2nm starke Doppelhelix wird auf
Nukleosome bestehend aus 8 Histonuntereinheiten, gewickelt und verdichtet sich Perlenkettenéhnlich zu einer
30nm Faser. Zellzyklusabhéngig bildet sich aus ihr in der Metaphase das Chromosom.



2.1 Chromatin Organisation

In verschiedene Chromosomen aufgeteilt und angeordnet, wird das im Zellkern
befindliche Genom mit allen struktur- und funktionserhaltenden Proteinen auch
Chromatin genannt. Fir die Organisation des Chromatins im Zellkern existieren
verschiedene Modelle. Eines der etabliertesten ist dabei das Chromatin Territory
Interchromatin Compartment-Modell (CT-IC) von T. Cremer, welches das Chromatin
zuerst in Chromosomendomanen (siehe Abbildung 3)

Abbildung 3: Chromosomenterritorienmodell nach Bolzer et al. 2005 [16]. Schematische Darstellung aller
Chromosomenterritorien (versch. Farben stehen fiir unterschiedliche Chromosomen.

und untergeordnet in zwei unabhangige Bereiche teilt, die Chromatin-Territorien (CT)
und das Interchromatin Compartment (IC) [33]. CTs beinhalten jeweils die DNA eines
Chromosoms wahrend der kompletten Interphase des Zellzyklus einer Zelle. Sie sind
jedoch nicht fest kompartimentiert, sondern verandern ihre Form stetig [4]. Noch ist
jedoch nicht geklart, ob dies ungerichtet durch Brownsche Molekularbewegung oder
durch eine gerichtete Bewegungsform etwa Aktin- bzw. Tubulin- und ATP-abhangig
geschieht [41, 165]. Die CTs sind abgegrenzt durch die Kanale und DNA-freien
Lichtungen des ICs, die einerseits zum Stoff- und Proteintransit zu verschiedenen

Genlocis sowie auch zur Zwischenlagerung von Proteinen und Substraten dienen [4].



Ein Grofteil der dort lokalisierten Proteine sind Bestandteile des posttranslationalen
Splicing Apparates, wozu auch das Splicing Protein SC35 zahlt. Das nur 303
Aminosauren grolde Protein aus der Familie der Serin-Arginin-Splicing-Faktoren (SR)
ubernimmt mit einer stark konservierter RNA-Bindedomane die Weiterprozessierung
von Transkriptionsprodukten im Zellkern. Seine grole Anzahl im Nukleus und
Zwischenlagerung in nuklearen ,Speckles“ ermdglicht eine genaue mikroskopische
Lokalisierung des IC [167, 173]. Dabei wird vermutet, dass CT und IC nicht direkt
aneinander zu grenzen. Laut Fakan und van Driel et al. 2007 [52], befindet sich
zwischengelagert eine < 200 nm dicke Grenzschicht aus weniger dichter DNA, die
Perichromatin Region (PR). PR zeichnet sich, wie bisher vermutet wird, durch DNA-
Bereiche mit aktiver Genexpression, DNA-Reparatur und Chromatin aus. Ein weiteres
Modell, welches das CT-IC-Modell unterstutzt, ist die Lokalisierung des
Transkriptionsapparats nicht, wie oft vermutet, an einzelnen ,super transcription
facilities®, sondern vielmehr an Ort und Stelle des zu transkribierenden Gens in Form
von variablen ,transcription loops“ [56, 126]. Es besteht die Hypothese, dass im
Bereich des PRs, aktive Gene in dekondensierter Form <200 nm lange Schleifen in die
Perichromatin Region schlagen und dort vom Transkriptionsapparat bearbeitet werden
(siehe Abbildung 4).

Heterochromatin

Chromatinschleifen Ic Speckle

Heterochromatin

Abbildung 4: Modell der Transkriptionsregulierung durch Co-Lokalisation von Genen im Nukleus nach Fraser et al.
2007 [56]. Gene werden durch Transkriptionsfabriken (pink) im IC rekrutiert und durch Transkriptionsschleifen
bewegt. Mitunter befinden sich auch Proteine des Splice-Apparates bereits im IC (splicing speckle in hellem rosa).
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Dies wurde zwar eine gewissen DNA-Beweglichkeit voraussetzen um am Genlocus
Platz fur Transkriptionsproteine zu schaffen, jedoch nicht im Malde anderer Modelle,
welche die Gene aktiv zum Transkriptionsort Uber den kompletten Nukleus bewegen
mussen.  Fur eine effiziente DNA-Reparatur, sei es mittels HR (Homologe
Rekombination) oder NHEJ (Nicht homologe Endenverknupfung, engl. Non-
homologous end joining), ist jedoch nicht nur die Regulation durch den Aufbau und die
Beweglichkeit der Reparaturstelle wichtig, auch die Feinstruktur der DNA und der
Umgebung der IRIF, sowie die Position der IRIF im Gefuge des Chromatins sind von
grofRer Relevanz um den Einfluss von DSB zu kontrollieren und die Integritat der DNA
zu gewahrleisten. Die Anlagerung von DNA-Reparaturproteinen ist stark abhangig von
der Zuganglichkeit der Reparaturstelle. Der genaue Aufbau und die Organisation des
Chromatins im Zellkern ist bis heute Teil intensiver Forschung und noch immer nicht

vollends geklart.

11



2.2 DNA-Reparatur

Das Genom kann durch auflere Einflisse, wie ionisierende Strahlung, Schaden
nehmen. Um diese effektiv reparieren zu kdnnen, besitzen lebende Zellen eine Reihe
von speziellen Reparaturmechanismen, passend fur verschiedene Schadigungen. Zu
den haufigsten DNA-Schaden zahlen Pyrimidindimerisierung, der Einbau fehlerhafter
oder falscher Basen wahrend der DNA-Replikation, DNA-Einzelstrangbriche (SSB)
und DNA-Doppelstrangbriche (DSB)(siehe Abbildung 5) [55]. Durch Beschadigung
funktionsunfahigen Gene und deren Proteine konnen diese nicht nur zu Zelltod und
Nekrose fuhren, sondern sind auch direkt mit der unkontrollierten Proliferation von
Zellen verbunden - Krebs entsteht. Die fur die Zellgesundheit kritischste Schadigung
der DNA ist der DNA-Doppelstrangbruch.

DNA Doppelstrang

AL L ALLL AL
L0 RRR ooy B R AN

Doppelstrangbruch Einzelstrangbruch Basenverlust
/ Basenschaden
Einzelstrangiiberhang
. Adenin
. Thymin
. Cytosin
Guanin

Abbildung 5: Schematische Darstellung der wichtigsten DNA Schéden. Oben zum Vergleich der Intakte DNA-
Strang. Unten DNA-Schéden von Links nach rechts: DSB mit Einzelstrangtiberhang. Weniger Komplexer Bruch mit
kurzen Einzelstrangiiberhdngen und intakten Basen an der Bruchstelle; Einzelstrangbruch mit durchtrenntem
Ribosertickrat und Intakten Basen an der Bruchstelle; Basenschaden einer einzelnen Thyminbase. Die
Mokekdilstruktur des Thymin ist beschédigt und verhindert somit eine Bindung zum gegentiberliegenden Adenin;
Basenverlust einer vollstdndigen Base. Auch bei dieser Art der Schédigung ist eine Aufrechterhaltung der
Tertidrstruktur der DNA unmdglich.
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2.3 Die Wahl des Reparaturmechanismus

FUr die Reparatur kommen, je nach Komplexitat des Doppelstrangbruchs,
verschiedene Reparaturmechanismen zum Einsatz [164]. Die Brlche werden
entweder durch (eine Art der) Homologie unabhangige(n) oder durch Homologie
abhangige Reparaturprozesse (HDR, engl. homology directed repair) wie z.B.
Einzelstranganlagerung (engl. SSA; Single strand annealing), alt-NHEJ (alternative
nicht-homologe-Endenverknipfung) und HR (Homologe Rekombination) repariert. Die
Hauptreparaturmechanismen aus diesen zwei Klassen bilden die klassische
(canonical) Nicht-homologe-Enden-Verknupfung (c-NHEJ) und die HR. Der
Entscheidungsprozess, bei welcher Art der Schadigung welcher Reparaturprozess
Verwendung findet, ist bislang nicht vollends geklart und ist Teil laufender Forschung.
Es wird jedoch angenommen, dass der Prozess des DNA-Enden-Ruckschnitts zur
Entfernung  schadhafter  Nukleotide nach Induktion eines DSB den
Entscheidungszeitpunkt darstellt [164]. Abhangig von Umstandsfaktoren wie
Zellzyklussphase, Informationsgehalt des betroffenen Gens und Schadensart, wird die
Schadensstelle in Einzelstranguberhange gekurzt oder nicht. Die erste Instanz bildet
hier das so genannte .,end clipping“® des Einzelstranges [24]. Ein erstes
Zuruckschneiden der ersten 20 moglicherweise geschadigten Basenpaare zu
3'Uberhéngen [81, 91, 176]. Durchgefiihrt durch die Proteine MRE11 und CtIP, wird
schon an dieser Stelle entschieden, dass Homologie abhangige Prozesse zum Einsatz
kommen. Die Proteine DNA-PKcs und Ku70/80 kdnnen nicht langer binden und c-
NHEJ scheidet als Reparaturmechanismus aus [27]. Jedoch hat auch die c-NHEJ
Cofaktoren, welche zu ihren Gunsten agieren und vor dem ,end clipping“ zum Einsatz
kommen, wie z.B. das Protein 53BP1. Nach Induktion eines Doppelstrangbruchs
werden die Proteine 53BP1 und BRCA1 zum Schadensort rekrutiert, wobei BRCA1
den Endenruckschnitt begunstigt und 53BP1 ihm entgegenwirkt. Verschiebt sich das
Gleichgewicht dieser Proteine zu Gunsten von 53BP1, wird CtIP durch 53BP1 raumlich
daran gehindert, an die Schadensregion zu gelangen und den Rulckschnitt
durchzufuhren. C-NHEJ findet statt (siehe Abbildung 6) [49, 107].
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DNA Doppelstrangbruch
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Nicht homologe
Endenverkniipfung
Riickschnitt durch CtIP/MRN
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Abbildung 6: Schematische Darstellung der Wahl des Reparaturmechanismus. Ausgehend von einem DSB wird
Entschieden ob die Reparatur durch homologieabhédngige Reparaturmechanismen erfolgen soll, oder ob eine
Reparatur mittels NHEJ durchgefiihrt wird.

Ein weiterer Faktor, welcher die Wahl malRgeblich beeinflusst, dessen detaillierter
Mechanismus jedoch noch unbekannt ist, ist die Komplexitat des Bruchs. Wird durch
Schadensinduktion mittels Hoch-LET-Strahlung ein Doppelstrangbruch mit sehr
langen Einzelstrangiberhangen und komplexen Nukleotidschaden produziert, wird
vermehrt Rad51 rekrutiert, bindet stabilisierend an die einzelstrangige DNA und HR
Ubernimmt die Reparatur [125]. Doppelstrangbrtiche, welche sich raumlich in enger
Nachbarschaft haufen, laufen Gefahr bei Reparatur mittels NHEJ vermehrt Sequenzen
zwischen mehreren DSB zu verlieren und somit das Zelluberleben zu riskieren. Auch
deshalb unterscheidet die Zelle tGber die Wahl des Reparaturwegs von DSB zu DSB
unabhangig.
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2.4 Nicht Homologe Endenverknupfung

Bei NHEJ werden die freien doppelstrangigen Enden des DSB schlicht verbunden. Ein
neu entstandener DSB wird zuerst von dem Heterodimer Ku70/Ku80 erkannt. Das
ringformige Dimer wird auf die Enden des Doppelstrangs aufgefadelt und fungiert als
Bindestelle fur die zur weiteren Verarbeitung rekrutierten Proteine [44, 115]. Die
katalytische Untereinheit der DNA-abhangigen Proteinkinase (DNA-PKcs) hat hohe
Bindeaffinitat gegentber Ku70/Ku80. Beide zusammen bilden den DNA-PK-Komplex
[179]. Die erste Aufgabe dieses Komplexes besteht in der Rekrutierung des
Proteinkomplex Artemis durch Autophosphorylierung. Artemis beginnt die ersten vier
Nukleotide, welche, durch eventuelle Beschadigung, ein Verbinden der Doppelstrange
blockiert, zu entfernen [113, 138]. Da jedoch nicht mehr als vier Nukleotide entfernt
werden und somit RPA, bzw Rad51 nicht an die ssDNA anlagert, wird dies nicht als
Signal fur HDR erkannt. Da Artemis allein lediglich 5° Exonukleaseaktivitat von
einzelstrangiger DNA besitzt und somit nur einfache, glatte DSB um immer nur ein
Nukleotid zurickschneiden konnte, ist es wichtig, dass Artemis an DNA-PK bindet.
Durch diese Bindung erhalt Artemis Endonukleaseaktivitat in 5’'und 3~ Richtung und
kann nun auch komplexere, durch ionisierende Strahlung entstandene DSB fur die
Reparatur vorbereiten, indem sie groRere Sequenzen auf einmal entfernt (siehe
Abbildung 7) [113].
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Doppelstrangbruch

Abbildung 7: Vereinfachte schematische Darstellung des NHEJ, Die Legende zur Identifizierung der beteiligten
Proteine sind Randsténdig dargestellt.

Um aus den zuruckgeschnittenen Teilen der getrennten DNA wieder glatte miteinander
kompatible DNA-Doppelstrangenden zu generieren, werden DNA-Polymerase y und
Polymerase A rekrutiert und Uber BRCT (BRCA1 terminus) Doméanen an Ku70/80
gebunden [114]. Da beide Polymerasen nicht von einem komplementaren DNA-Strang
als Vorlage abhangig sind, kommt es vor, dass bei diesem Prozess Nukleotide in die
DNA-Sequenz eingebaut werden (Additionen), welche vor der Reparatur nicht
vertreten waren und ORF (Open Reading Frames) nicht eingehalten werden [19]. Das
Ergebnis sind Nonsens-Mutationen, welche eine Zelle zum Zelltod oder zur
unkontrollierten Zellteilung fuhren kénnen. Derselbe Effekt kann entstehen, wenn im
nachsten Schritt, dem Ligieren der zwei losen DNA-Enden, keine Kontrolle Uber
fehlende DNA-Sequenzen geschieht (Deletionen) [19]. Der Ligationsprozess wird
durch den Komplex aus DNA-Ligase IV und X-Ray repair cross-complementing protein
4 (XRCC4) durchgefihrt. Aus den durch fehlende Qualitatssicherung entstehenden

16



Unsicherheiten fur die genomische Stabilitat, wird die NHEJ auch als fehleranfallig
beschrieben. lhre Starke und den Vorteil, den Organismen mit NHEJ besitzen, besteht
aus der sehr schnellen Reparaturzeit von unter 30min und der mdglichen

Funktionsbereitschaft Uber den gesamten Zellzyklus hinweg [37] (siehe Abbildung 8).

Zellteilung

Teilungsvorbereitung Zellwachstum

HR

O N

DNA Replikation

Abbildung 8: Schematische Darstellung des Zellzyklus einer Zelle. Ersichtlich sind die verschiedenen
Zellzyklusphasen und ihre jeweilige Hauptcharakteristik sowie die Verfiigbarkeit der DNA Reparaturmechanismen.
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2.5 Homologe Rekombination

Als vergleichsweise fehlerfrei gilt HR. Durch Verwendung eines homologen DNA-
Strangs ist eine originalgetreue Nachbildung des urspringlichen Genabschnitts
moglich [66]. Die homologe DNA stammt entweder von homologen Genen oder,
bevorzugt bei  Eukaryoten, der komplementaren @ DNA-Sequenz  des
Schwesterchromatids [89]. Da fur diesen Prozess ein Schesterchromatid verfigbar
sein muss, findet die HR hauptsachlich in den Zellzyklusphasen G2 und S [149](siehe
Abbildung 8). Wie zuvor beschrieben, besteht die Initiation der Homologen
Rekombination grundsatzlich aus der Resektion der geschadigten DNA am DSB und
dem Austausch von RPA gegen Rad51 Polymere, welche helikale Stitzgeruste fur die
ssDNA bilden [149], und somit eine Homologiesuche auf einem vorhandenen
Schwesterchromatiden erméglichen [1, 10, 172]. Bei diesem noch wenig erforschten
Vorgang namens ,base-flipping“, werden einzelne Basen aus der Doppelhelix des
Schwesterchromatids gelost und ausgeklappt, um die Einzelstrange auf Homologien
zu beproben [79]. Wurden groRere Bereiche homologer Sequenzen identifiziert, bindet
das Mediator-Protein BRCA1 an Rad51 und reguliert Gber Cofaktoren die sogenannte
,Strand  invasion®, also das Aufschmelzen des Doppelstrangs des
Schwesterchromatids und die Anlagerung des geschadigten DNA Einzelstrangs. Nun
agieren die komplementaren Sequenzen des Schwesterchromatids als Primer fur
DNA-Polymerasen, welche die llickenhaften Bereiche des schadhaften DNA Strangs
mit Nukleotiden vervollstandigen [197]. Dies fuhrt zur Bildung der sogenannten
Holliday-Junction, welche mit Hilfe von Helicasen und Ligasen aufgelost wird [118]
(siehe Abbildung 9). Der DNA-DSB ist repariert und die geschadigten Gene kdnnen

wieder im Zuge der Proteinexpression abgelesen werden.
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Abbildung 9: Vereinfachte schematische Darstellung der HR und NHEJ (links), Die Legende zur Identifizierung der
beteiligten Proteine ist Randsténdig dargestellt.
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2.6 Alternative Reparaturwege

Die hohe Zahl an mdglichen Auspragungen eines DSB macht das korrekte
Zusammenfuhren der losen DSB-Enden mit nur zwei Mechanismen unmaoglich. Zwar
wurde nach gescheiterter HR, NHEJ stattfinden, doch selbst NHEJ kann nicht jeden
Bruch reparieren. Fur solche Falle besitzen Zellen, wie erst in den letzten Jahren
festgestellt wurde, alternative Abwandlungen von NHEJ (alt-NHEJ) wie
Microhomology Mediated End Joining (MMEJ) und Single Strand Annealing (SSA) [26,
183]. Die Erforschung der genauen Mechanismen steht hierbei jedoch noch am
Anfang. Sind im Zuge des MMEJ ssDNA 3° Enden am DSB nach Ruckschnitt durch
den Parp1 rekrutierten MRN/CtIP-Komplex in keiner Weise homolog zu benachbarten
DNA-Strangen und ist auch keine Mikrohomologie von 8-20 Basen in der Umgebung
zu finden, verlagert sich die Homologie Vorlage durch RPA-Umlagerung in 3‘ Richtung
[104]. Selbst wenn Mikrohomologien nicht fur eine fehlerfreie Reparatur ausreichen,
wird der DNA-Strang bei Homologie-Bindung vermutlich durch Parp-1, MRN und Pol
0 Beteiligung verbunden [183]. Der urspringliche DSB wird durch XPF-ERCC1 im
Gegensatz zur ,extensive resection” um kleine Sequenzbereiche zurtickgeschnitten.
Fehlende Nukleotide werden anhand der wenig homologen Vorlage aufgefullt und
durch Liglll-a/XRCC1 Komplex angefligt [155]. Der Mechanismus ist wenig genau,
verlasst sich jedoch auf ein Mindestmal® an Homologie (<20 Fehlpaarungen) mit
geringst mdglichem Sequenzverlust [104, 154]. Homologie-Suche ohne Ricksicht auf
exzessiven Sequenzverlust wird im Laufe von SSA praktiziert. Nach erfolgreichem 3'
Enden-Ruckschnitt, aquivalent zum MMEJ durch MRN/CtIP, wird Gber RPA die letzte
Region komplementarer ssDNA uber 25 bp in 3° Richtung detektiert und die DNA vom
DSB bis zu dieser Region durch Exo1 oder DNA2 und ihrer ,long rage resection®-
Aktivtat entfernt [12, 156]. Katalysiert durch Rad52 werden die potentiell
komplementaren Sequenzen zu dsDNA verbunden und kurze ssDNA-Uberhange
durch ERCC1/XPF, welche speziell Nukleotide an dsDNA-ssDNA Grenzregionen
spaltet, entfernt [128, 148].
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2.7 Chromatinmobilitat und DNA Reparatur

Neben DNA-Reparaturmechanismen Dbesitzt die Zelle jedoch weitere
Schutzmechanismen welche unkontrollierte Interaktionen mit dem Erbgut noch vor
Schadensinduktion verhindern. Die Regulation der DNA-Dichte und ihrer
Beweglichkeit. Das Kollektiv an Proteinen und DNA, welches fur die Kontrolle und
Regulation dieser Sicherheitsbarriere verantwortlich ist, wird Chromatin genannt [117].
Das Chromatin kontrolliert, wie in Kapitel Chromatinorganisation erlautert, die
Erreichbarkeit von Genen, die Flexibilitat der DNA und ihre Bewegungsfahigkeit im
Nukleus. Zu welchem Grad diese Mechanismen zur Steuerung der DSB-Reparatur
Anwendung finden, ist aktuell Teil relevanter strahlenbiologischer Forschung und noch
wenig bekannt. Essentiell erscheint jedoch, dass wichtige Gene einerseits geschutzt
werden mussen und andererseits von wichtigen Proteinen, wie dem DNA-
Reparaturapparat erreichbar sein sollten [93]. Eine erste Barriere bildet hier die
Modulierung der 10 nm breiten DNA-Histon Kette zum so genannten 30 nm Strang.
Hierbei wird die DNA um sich selbst gewickelt und kann somit nicht mehr von Proteinen
falschlicherweise gebunden bzw. bearbeitet werden. Des Weiteren wird verhindert,
dass die Chromosomen sich zu weitreichend im Nukleus bewegen konnen und dabei
schadhafte Rekombinationen mit anderen Chromosomen eingehen. Eine zusatzliche
Verdichtung der DNA, namlich die Bildung von Euchromatin durch H3K9-Methylierung
senkt letzten Endes jegliche Transkriptionsaktivitat und schutzt vor destruktiven
enzymatischen Aktivitaten. Jedoch entstehen DNA-Schaden durch aulere Faktoren
auch unabhangig von DNA-Struktur und Position im Zellkern. Um theoretisch an jeder
Stelle DNA-Reparatur durchfihren zu koénnen, muissen diverse Chromatin
Remodellierungs -Komplexe zum DSB rekrutiert werden, welche die Zuganglichkeit
zur DNA wiederherstellen. Bei menschlichen Zellen sind dies die Proteine BAF,
CHD3/CHD4, INO80 und SMARCAD1, zum Beispiel durch den Austausch von
Histonen, wie im Fall von INO80-C, welches H2A.Z-H2B mit H2A-H2B ersetzt und
somit den DSB-Enden-Ruckschnitt ermoglicht oder SMARCAD1, ohne dessen
Rekrutierung der Proteine Exo1 und DNAZ2, kein extensiver Ruckschnitt vor RPA

Anlagerung und folgend eine Homologie Suche durch Rad51 mdglich ware.

DNA-Reparatur setzt also eine Dekondensation der DNA voraus. Hierfur hat sich
innerhalb der letzten Jahre das Phasentrennungsprinzip als plausibel erwiesen
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Auf die DNA-Reparatur bezogen beginnt diese mit der Phosphorylierung der
Histonuntereinheit H2AX. Die einhergehende Modifikation der Bindekapazitat
zwischen Histon und DNA fuhrt nach Studien von Altmeyer et al. 2015 erstens zur
Auslosung wichtiger Reparaturproteine aus Clusterverbunden in der Umgebung, dem
so genannten ,Liquid demixing“ und zur Bildung einer ,liquid—like-droplet‘-Struktur am
Rande des Heterochromatins, welche aus frei beweglicher, PARP1 abhangig
dekondensierter und zuganglicher DNA im Bereich des 200 nm dicken Perichromatins
besteht [98, 169].

Hierbei ist es mdglich, dass diese tropfenartigen Strukturen, katalysiert Uber das
Heterochromatin Protein 1 alpha (HP1«x), mit anderen Protein-DNA-Tropfen
verschmelzen und sich wieder trennen kdénnen [101]. Dies wlrde zu einer fur die
Reparatur optimierten Arbeitsumgebung fuhren, eine Selektion der relevanten
Reparaturproteine ermdglichen und Reparaturstellen von schwer zuganglichen
Bereichen des Heterochromatins migrieren lassen. Noch nicht wissenschaftlich
bestatigt fur diese Theorie ist jedoch, ob nur eine Migration des Reparaturfokus oder
eine allgemeine Lichtung schwer zuganglicher Bereiche stattfindet und in welchem
Umfang, raumlich und zeitlich betrachtet, eine Migration der Reparaturstellen innerhalb

des Zellkerns geschieht.

Die nachst groRere Einheit der DNA-Regulation durch Chromatinmobilitat besteht in
der globalen Mobilitat der DNA oder im Falle eines DNA-Schadens, des DSBs. Wie
bereits fur Hefezellen bekannt, steigt die Flexibilitat der DNA nach Induktion von DSB
innerhalb des Zellkerns, wobei der Grad der Flexibilitatssteigerung abhangig vom
Codierungsgehalt der beschadigten DNA ist. Grunde fur diese MaRnahme konnten
bisher noch nicht bestatigt werden. Es wird jedoch vermutet, dass eine flexiblere DNA
forderlich  fir die Homologiesuche im Zuge der HR ist und die
Kontaktwahrscheinlichkeit zwischen homologen Sequenzen erhdht. Des Weiteren
wird vermutet, dass Chromatinbeweglichkeit die Effizienz der DSB-Reparaturen
steigert, indem sie ,DSB-Clustering® unterstutzt und damit mehrere DSB in einer

spezialisierten Reparaturstelle repariert werden kdonnen [23, 109].

Eine weitere sehr plausible Theorie zum Einfluss der Chromatinmobilitat auf die DNA-
Reparatur lag in den letzten Jahren bei der durch Chromatin-Beweglichkeit
ermdglichten Verknupfung von Reparaturstellen mit Proteinen der Zellkernhdlle. Diese

konnte die Wahrscheinlichkeit von unerwlnschten Rekombinationsereignissen mit
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ahnlichen Sequenzbereichen reduzieren und die Reparatur durch fehlerbehaftete und
nicht passende Reparaturmechanismen verhindern. DSBs kdnnten durch solche
VerknUpfungen zu spezialisierten Reparaturstellen transportiert werden oder sogar
Signale Uuber Kernporen Komplexe (engl.: Nuclear-Pore-Complex; NPC) ins
Zytoplasma transferieren (zum Beispiel Apoptose). Wie sich die DNA-Reparatur
letztlich in das Geflige der Chromatinorganisation und in bestehende Modelle zur
Chromatinmodellierung einfigt und wo sich die DSB-Reparatur letztenendes lokalisiert

ist bis heute nicht geklart.
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2.8 Reparaturmarker

Auf Grund der Komplexitat und Zufalligkeit der Auspragung von DSB ist es schwierig
DNA-Schaden direkt zu markieren und die enzymatischen Prozesse zu
charakterisieren. Um dieses Problem zu umgehen bedient sich die Strahlenbiologie
zur DSB-Detektion und Untersuchung der Reparatur an so-genannten
Reparaturmarkern. Sie bestehen aus den Schlusselproteinen welche, am DSB,
wichtige Funktionen in der DSB Reparatur iGbernehmen und somit charakteristisch fur
den Aufenthaltsort des DSB in der Zelle stehen. Die Proteine yH2AX, 53BP1, Rad51
und BRCA wurden im Laufe dieser Arbeit als Marker fur die Struktur und Organisation

der Reparatur im Kontext des Chromatins verwendet.

yH2AX

H2AX ist ein Histonprotein aus der H2A Familie bestehend aus H2A1, H2A2, H2AX,
H2AZ und einige Weitere wobei, beim Menschen ca. 2,5-25 % der H2A Familie aus
H2AX besteht [17, 145]. Der hauptsachliche Unterschied zwischen diesen
Histonproteinvarianten befindet sich hierbei in einem Polymorphismus des C-Terminus
und der innewohnenden Aminosauresequenz. Die DNA ist um die Histone und damit
auch um H2AX gewickelt. H2AX ist jedoch nicht nur an bestimmten Regionen des
Genoms vertreten, sondern verteilt sich ungleichmafig Uber die gesamte DNA und
den gesamten Nukleus hinweg. Einige Studien vermuten eine Haufung von H2AX in
Sequenzabschnitten essentieller Gene und Bereichen mit hoher Gendichte [14, 139,
178]. Im Falle eines DNA DSB wird H2AX durch den Proteinkomplex ATM an Serin
139 phosphoryliert und wird fortan als yH2AX bezeichnet [145]. Durch einen Prozess
mit positiver Ruckkopplung, nadmlich der Bindung von MDC1 an die SQ[E/D]¢ Domane
[157, 178, 192], welches als Substrat weiteren ATMs fahig ist, breitet sich die
Aktivierung von H2AX in einem Bereich von mehreren Megabasen um den
Schadensort aus [106] und dient im Laufe der DSB Reparatur, unabhangig von der Art
des Reparaturprozesses als Ankerpunkt fur alle Reparaturproteine mit konservierter
BRCT Bindedomane (BRCA1 carboxy-terminal repeats) [170]. Jedoch wird die
Hauptaufgabe von yH2AX nicht in der Rekrutierung von Reparaturproteinen gesehen,

sondern vielmehr in der Umstrukturierung des Chromatins im Schadensbereich Uber
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den INO80-Chromatin-Umformungskomplex [127]. Vermuten Iasst dies der Fakt, dass
H2AX teildefiziente Zellen Schwierigkeiten mit der Stabilitat von DNA Reparaturstellen
haben [137]. Da yH2AX in gro3er Zahl und an jedem DSB vertreten ist, entwickelte
sich yH2AX zum Goldstandard der DSB Detektion. Die Akkumulation in einem so
groRen Bereich um den Schadensort ist jedoch fur hochstauflosende
Mikroskopieverfahren nachteilig und somit wurden im Laufe dieser Arbeit hierfur

weitere Kandidaten untersucht.

53BP1

Das P53-binding protein 53BP1 ist, bestehend aus 1972 Aminosauren [103], eines der
essentiellsten Reparaturproteine in der DSB Reparatur wobei es Strukturanalysen zu
Folge keine enzymatische Aktivitat besitzt [28]. Trotzdem treten bei 53BP1-defizienten
Zellen zu Positivkontrollen signifikant vermehrt DNA Schaden, unkontrollierte
Zellproliferation sowie Zelltod auf [77, 184]. Mittels konservierter BRCT- und Tandem-
Tudor-Bindedomanen sowie 28 endstandigen (S/T-Q) Bindestellen Gbernimmt es die
Koordination zwischen wichtigen Reparaturproteinen und besitzt damit eine
essentielle SchlUsselposition in der DSB Reparatur obwohl von seiner genauen
Funktionsweise noch wenig bekannt ist. Aktiviert wird 53BP1 durch Phosphorylierung
mittels ATM [3, 69, 102]. Die Rekrutierung ATMs durch yH2AX bringt die Aktivitat von
53BP1 in Abhangigkeit zu einem der frihsten DSB Markern und ermdglicht eine fast
sofortige Detektion des DSB (1,5 min — 3 min) [71]. Diese fruhe Aktivierung ermdglicht
es 53BP1 zu verhindern, dass in Zellzyklusphase G1 HR ohne geeignete homologe
Sequenzen stattfinden kann, ohne jedoch auf einen Reparaturmechanismus begrenzt
aktiv zu sein [54]. Denn auch wenn 53BP1 hauptsachlich NHEJ unterstutzt, ist 53BP1
auch bei HR zu Gegen und Ubernimmt eine Fokusstruktur erhaltende Funktion. Hierfur
spricht auch die Bindung an Chromatin Umstrukturierungsfaktoren wie EXPAND1
(auch MUM1) und PTIP [48, 80]. Ebenfalls deutet der strukturelle Aufbau von 53BP1
Foci mit vielen intermediaren Kanalen und Lichtungen auf strukturbezogene Aufgaben
hin [140]. 53BP1 begrenzt seinen Einsatz jedoch nicht nur auf die DNA Reparatur.
Durch die Bindung und Aktivierung von RIF1 Gbernimmt 53BP1 ebenfalls wichtige
Funktion in der ,V(D)J Rekombination® sowie ,class switch recombination (CSR) im

Zuge der adaptiven Immunantwort [40].
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Rad51

Ein Kandidat fur genauere Untersuchungen der Lokalisation von DSBs ist das DNA
Rekombinase Protein Rad51. Pulldown-Experimenten zufolge, geht Rad51 nicht nur
Bindungen mit dsDNA und ssDNA ein, sondern wird auch von Mediatorproteinen der
DNA-Reparatur wie BRCA1, BRCA2 und Rad52 gebunden [18, 112, 197]. Die
Hauptaufgabe von Rad51 besteht in der Bindung an RPA bedeckten DNA
Einzelstrangen und Formation einer helikalen Stutzstruktur durch Polymerbildung [13,
168]. Diese Stutzstruktur verhindert, dass im Falle eines DSB, der ssDNA-Strang von
moglichen homologen Sequenzen wegdiffundiert und gewahrleistet eine effiziente
Homologiesuche [142]. Rad51 kann mittels hdchstauflésender Mikroskopie als
kompakte runde Foci mit einer GroRe unter ~140 nm aufgelést werden und eine
genauere Lokalisation von DSB ermoglichen [140]. Rad51 ist auf eine Resektion des
ssDNA-Strangs angewiesen und lagert demnach erst nach mehreren Minuten (ca.
13 min) am DSB an [161].

BRCA1

Das wohl in der Offentlichkeit bekannteste Krebs assoziierte Protein ist BRCA1.
Mutationen des als Tumorsuppressor klassifizierten Phoshoproteins BRCA1 stehen in
engem Zusammenhang mit der Bildung von Brust-, Eierstock-, Prostata-, und
Bauchspeicheldrusenkrebs [57, 67, 121]. Der Grund hierfur liegt in seiner essentiellen
Schlusselrolle wahrend der DSB Reparatur durch Homologe Rekombination [151].
Das 1862 Aminosauren grolde Protein [6], welches durch Abraxas zum Schadensort
gelangt, besitzt mehrere aktive Bindedomanen und damit verbundene Aufgaben. Uber
RING (Really Interesting New Gene) Bindemotive wund Interaktion mit
Ubiquitintransferase  BARD1 (BRCA1-BARD1 Komplex mit E3 Ubiquitin ligase
Aktivitat) dbernimmt BRCA1 die Kontrolle Uber den Zellzyklus wahrend der DSB-
Reparatur und verhindert somit eine Replikation schadhafter Gene [39, 135]. Eine
weitere Schlusselfunktion Ubernimmt BRCA1, wie zuvor erwahnt, in der Wahl des
DSB-Reparaturmechanismus [84]. Durch den gegenseitigen Antagonismus zwischen
BRCA1 und 53BP1 kontrolliert BRCA1 die ssDNA-Resektion durch BRCT Doménen-
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abhangige Rekrutierung von CtlP und verhindert somit NHEJ an DSB, welche durch
Homologie fehlerfrei repariert werden kénnen [195, 196]. Auch der darauffolgende
Schritt der HR, die Rad51 Polymerbildung, wird von BRCA1 gesteuert [31]. Durch
Interaktion mit PALP2 (BRCT Domane) und dessen Aktivierung von BRCA2 wird
Rad51 zur Anlagerung an die DSB Stelle rekrutiert [187]. BRCA1 Foci sind
mikroskopisch weitreichend dimensioniert und besitzen ahnlich wie 53BP1 eine
komplexe Substruktur, welche eine genaue Lokalisation des DSB unmadglich macht
[161].
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Hirden der DSB Detektion

Nach Strahlenexposition wird, wie erwahnt, in den DSB flankierenden Bereichen des
Chromatins H2AX Uber mehrere Kilobasenpaare (kbp) phosphoryliert und bildet somit
eine Art universelles Signal fur den DNA-Reparaturapparat zur Akkumulation. Liegen
nun zwei oder mehrere Doppelstrangbriche nah beisammen und werden von einem
einzelnen yH2AX Focus reprasentiert, entsteht ein mitunter nicht zu unterschatzender
Fehler bei der Berechnung der Strahlendosis von Hoch-LET Strahlung. Zusatzlich ist
mit herkdmmlichen lichtmikroskopischen Methoden und einer Aufldsung oberhalb des
Abbe Limits von 250 nm eine Identifizierung zweier eng benachbarter Foci als getrennt
schwer moglich, was den Fehler tendenziell noch weiter erhéhen kénnte. Um dieses
Problem zu umgehen, wurden neue Marker fur die Quantifizierung von DSB
untersucht. Ein moglicher Kandidat ist hierbei der Proteinkomplex aus Ku 70 und Ku
80. Ein ringférmig aufgebautes Dimer, welches sich schon Sekunden nach DSB
Induktion um die zwei losen Enden der DNA auffadelt und als Ankerpunkt fur viele
weitere Reparatuproteine, speziell fur Nicht-homologe Endenverknipfung dient [53,
143]. Die geringe zum Schadensort rekrutierte Zahl der Proteine fuhrt zur Bildung von
nur sehr kleinen Foci mit einer durchschnittlichen GroRe von unter 50 nm. Eine Grole,
welche ausreichend klein ware um DSB induziert durch dicht ionisierende Strahlung in
enger Nachbarschaft mittels STED-Mikroskopie und einer Auflésung unter 100 nm zu
differenzieren. Bei diesen Relationen spielt jedoch noch eine weitere Problematik eine

entscheidende Rolle. Die Fluoreszenzmarkierung selbst.

Immunfluoreszenz bedeutet die Detektion eines Proteins von Interesse durch
spezifisch gegen die Antigenstruktur des Proteins rekombinant hergestellte Antikorper,
welche zuvor mit Fluorophoren gekoppelt wurden. Das Fluorophor erlaubt eine
Visualisierung des Proteins von Interesse und damit eine Lokalisation des Proteins in

Situ. Generell wird bei dieser Methode zwischen zwei Arten unterschieden.

Zum einen kann bei direkter Immunfloureszenz wie in Kapitel ,Sekundare
Epifluoreszenzmikroskopie“, ein Antikdrper das bindende Epitop sowie am
entgegengesetzten Ende des Antikorpers ein Fluorophor besitzen, oder man arbeitet
mit sekundarer Immunfluoreszenz und koppelt das Fluorophor mit einem weiteren
Antikorper welcher Bindeaffinitdt zum ersten AntikOrper besitzt. Somit steigert man

effektiv die Farbe- und Detektionsvariabilitat. Die zuvor angesprochene Problematik

28



ergibt sich nun daraus, dass die Antikorper selbst auch eine bestimmte GroRRe im
Bereich von wenigen 10-20 nm besitzen und damit die Lokalisationsgenauigkeit der
Detektion durch gesteigerten Protein zu Fluorophor-Abstand um Gber 30nm
vergroBern (siehe Abbildung 10) und das resultierende Bild erkenntnisrelevant
verzerren konnen .

30-40nm

Abbildung 10: Schematische Darstellung der Ungenauigkeit bei der Detektion von Proteinen mittels Sekundé&rer
Immunfluoreszenz. Das Fluorophor (griin) kann sich theoretisch auf einer Kreisbahn mit dem Radius der doppelten
Antikérpergré3e (griin,rof) um das Protein von Interesse (orange) befinden.

Ein weiteres Problem der Immunfluoreszenzfarbung bei Fluoreszenzmikroskopie
unterhalb des Abbe Limits bietet das Phanomen der Antigenverdeckung. Gerade bei
Polymerstrukturen auf molekularer Ebene kann eine Verdeckung benachbarter
Epitopbindestellen zu mangelhafter Quantifizierung von DSB durch sogenannte
,Spotty images” fuhren (siehe Abbildung 11).
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Abbildung 11: Schematische Darstellung des ,spotty images” Effekt bei der Proteinpolymer Detektion durch
Sekundére Immunfiluoreszenz, auch Antigenverdeckung genannt (oben). STED mikroskopische Darstellung von
Neurofilamenten mit bekanntermallen durchgehender Struktur scheinen durch Sekundére Immunfluoreszenz
unterbrochen. Mal3stab unbekannt. [105, 188]

Eine Zielsetzung dieser Arbeit war die Entwicklung einer direkten Detektionstechnik
fur DNA DSB ohne die Limitierungen der Immunfluoreszenzmikroskopie und mittels
direkter Bindung an DNA-Doppelstrangbriiche fur die Identifizerung und

Quantifizierung von Strahlenschaden.
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3 lonisierende Strahlung

Teilchen oder elektromagnetische Strahlung, deren Energiegehalt grol genug ist, um
anderen Atomen oder Molekulen Elektronen aus ihrer Atomhdlle zu entfernen, nennt
man ionisierend. Auch freie Teilchen wie Protonen, Elektronen oder schwere lonen mit
ausreichender kinetischer Energie, sind ionisierend. Im Folgenden wird ein Uberblick
Uber die Wirkung von ionisierender Strahlung im biologischen Kontext gegeben. Zuerst
wird allgemein auf die Wechselwirkung von lonen mit Materie und den Linearen
Energietransfer (LET) eingegangen und danach die Wirkung auf biologische Gewebe,
wie die DSB-Induktion und die Relative Biologische Wirksamkeit (RBE), naher

beleuchtet.

3.1 Wechselwirkung von lonen mit Materie

Beim Durchtritt ionisierender Strahlung durch Materie wird zwischen zwei Arten von
Wechselwirkungen mit Atomen der Materie unterschieden. Elektronische
Wechselwirkungen werden durch den Energieverlust von lonen an getroffenen
Elektronen der Materie beschrieben und sind dominant bei Energien ab ca. 1072 —
10"'MeV/u.

Nukleare Wechselwirkungen beruhen auf elastischen Stéen der Teilchen mit Kernen
des Targetmaterials und sind dominant fur kleine Energien. In dieser Arbeit wurden
lonen verwendet mit E > 0,5MeV/u, weshalb nukleare Wechselwirkungen
vernachlassigt werden konnen. Interessant hierbei ist der Durchgang von schnellen
lonen durch organische Materie. Dabei hangt die Hohe des Energieverlusts von der

Teilchengeschwindigkeit, der Ladung und der Targetmaterie ab [95][38].

Linearer Energietransfer

Die in der Strahlenbiologie verwendete Grolde ist der LET. Der LET beschreibt den
mittleren Energieverlust AE entlang der zurickgelegten Wegstrecke Ax des Teilchens

durch die Materie

31



LET = Ab
- Ax

Mit Hilfe des LET kdnnen unterschiedliche Strahlenarten also in verschiedene
Kategorien betreffend der Dichte der lonisierungsevents entlang ihrer Wegstrecke
durch Materie eingeordnet werden. Diese lonisierungsdichte ordnet Strahlung mit
einem LET unter 10 keV/pm in locker ionisierende Strahlung (niedrig-LET) und LET
Uber 10 keV/um in dicht ionisierende Strahlung (hoch-LET) ein (siehe Abbildung 12)

[5].

Niedrig-LET

Hoch-LET

Abbildung 12: Schematische Darstellung der Verteilung von Doppelstrangbriichen, induziert durch hoch-LET
Strahlung (unten) und niedrig-LET Strahlung (oben). Rote Linien stehen fiir den von ionisierenden Teilchen
zurlickgelegte Strecken. Rote Punkte stellen lonisationsevents mit Molekiilen der Umgebung dar. Orange
schematisch dargestellt sind lonisationsevents, welche zur Schadigung von DNA fiihren kénnen.
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Dosis

Eine weitere in der Strahlenforschung wichtige Grofle, wenn es um die
Energiedeposition in biologischem Material geht, ist der Begriff der Dosis. Sie
beschreibt die deponierte Energie AE in einem zu bestrahlenden Teil eines

Organismus mit der Masse m,

wobei die Einheit von D Gray (Gy) ist.
]
16y =1 kg

Die Dosisleistung bezieht die Dosis dabei auf eine bestimmte Zeitspanne, in welcher

das Target der Strahlung ausgesetzt wird.

Bendtigt man die genaue lonendosis, welche in ein Gewebe induziert werden soll,

dient der LET auch zur Dosisberechnung, mit

LET

D= F «

wobei F die Fluenz der Teilchen und p die Dichte des Targetmaterials ist. In dieser
Arbeit interessant ist der Durchgang von lonen durch biologische Materie. Da Zellen
zu einem Grolteil aus Wasser bestehen, kann zur Berechnung die Dichte von Wasser

(ca. 1 g/cm?3) verwendet werden.
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3.2 DSB Induktion durch ionisierende Strahlung

Die Art und die Energie ionisierender Strahlung hat LET abhangig einen grof3en
Einfluss darauf wie Strahlung zu Doppelstrangbrichen fuhrt. Wahrend hoch-LET
Teilchen nahezu jedes Atom auf ihrer Wegstrecke ionisieren, findet bei Photonen nur
in einigen 100 nm Abstanden eine ionisierende Wechselwirkung mit der Materie statt.
Das ermdoglicht diesen Strahlenarten mit geringerem LET eine weitere Reichweite im
Gewebe und keine schnelle Abbremsung wie es bei lonen der Fall ist. Auf dem Weg
durch den Zellkern kdnnen DSB auf direkte oder indirekte Art und Weise induziert
werden (siehe Abbildung 12) [5].

3.2.1 Direkte DSB Induktion

Bei direkter Induktion von DSBs kollidiert ein Teilchen direkt mit einem Atom der DNA
und fohrt zum Auslésen eines Elektrons aus seiner Huille. Durch
Ladungsverschiebungen kommt es zum Bruch des Phosphodiesterriickgrats [158]. Ein
Einzelstrangbruch (SSB) ist entstanden. Die Induktion von mindestens zwei SSB in
einem Abstand unter 10 bp (ca. 3 nm) zueinander, fuhrt zum kompletten Durchtrennen
des DNA Strangs und somit zum DSB [47]. Bei dicht ionisierender Strahlung ereignet
sich dieses Event sehr lokal und in groRer Zahl. Man spricht von geclustertem DNA-
Schaden, definiert durch zwei oder mehr DNA-Briche, ausgeldst durch einen einzigen
Teilchendurchgang innerhalb einer oder zwei DNA-Windungen. Jedoch entstehen
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DSB bei ionisierender Strahlung nicht nur durch die Erzeugung von geclusterten SSB
(siehe Abbildung 13) [72][185][153].

Direkte Induktion Indirekte Induktion

lonisierende Strahlung

Abbildung 13: Beispielhafte schematische Abbildung einer direkten DSB-Induktion (links) und einer Indirekten DSB-
Induktion (rechts) durch ionisierende Strahlung.

3.2.2 Indirekte DSB Induktion

Diese Art von DSB entstehen einerseits durch die Induktion von Einzelstrangbrichen,
sowie auch in Kombination mit missgluckten Einzelstrangbruch-
Reparaturmechanismen [21]. Die Verbindung zur ionisierenden Strahlung wird hierbei
durch die Bildung von reaktiven Wasserstoff- und Sauerstoff-Spezies also freien
Radikalen, hergestellt. Trifft ionisierende Strahlung im Zellkern auf Wassermolekile,
so kann eine Abspaltung von ROS (Reactive Oxygen Species, z.B. Hydroxyl-Radikale
OH: oder Hyperoxid-Anionen Oz2’) ausgeldst werden [194]. Diese hoch reaktiven und
deshalb kurzlebigen Molekule interagieren mit in der Nahe befindlichen Molekulen wie
DNA und fuhren dort zu Ladungsverschiebungen. Folglich entstehen im Falle von
DNA, SSB, welche bei hoher Konzentration und fehlender SSB-Reparatur zu DSB
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werden (siehe Abbildung 13). Weit gefahrlicher fur die Integritat der DNA ist jedoch die
Bildung von H202 durch ROS. Zwar ist H202 weniger reaktiv als Hydroxyl-Radikale,
jedoch erlaubt dies auch weitere Diffusionswege bevor es Schaden anrichten kann
und ermaoglicht somit, dass H202 auch bei nicht direkter Bestrahlung des Zellkerns zur
Schadigung der DNA fuhrt. Die Tragweite von indirekter DSB-Induktion wird relevant,
wenn man betrachtet dass 75,7 % des Nukleus aus Wasser besteht. Die Zahl der
SSB, welche an einem Tag innerhalb einer eukaryotischen Zelle entstehen, belauft
sich auf 55000 Stuck [21]. Bei ~104 SSB pro DNA-Windung ist der passende DNA-
Reparaturweg also kritisch [72, 76, 153, 185].

36



3.3 Relative biologische Wirksamkeit

Die Menge und Komplexitat von induzierten DSB unterscheidet sich also erheblich
zwischen den verschiedenen Strahlenarten. Relevant wird dieser Unterschied, wenn
man die Auswirkung auf den gesamten Organismus untersucht. Um den durch
spezifische Strahlung ausgeldsten Schaden fur eine Zelle oder einen Zellverbund
bewerten zu kénnen, wurde die Relative Biologische Wirksamkeit (engl.:relative
biological effectiveness, RBE) als Messgrofle eingefuhrt. Sie besteht aus dem
Verhaltnis der Dosis einer Referenzstrahlung zur Dosis der Zielbestrahlung und
beschreibt, ab welcher Aquivalenzdosis der Zielstrahlung die Effekte der
Referenzsstrahlung eintreten. Mdgliche Effekte sind hierbei z.B. die Anzahl von
Chromosomenabberationen, DSB oder auch das 50 % Zelliberleben. Nach
Bestrahlung lasst sich durch Vergleiche mit Referenzbestrahlungen, die relative
biologische Wirksamkeit berechnen. [97] Der RBE fur einen bestimmten Effekt definiert
sich also mit

DReferenz

RBEgffere = —p - l
Zie
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4 Mikroskopie und Datenverarbeitung

Um die fur diese Arbeit relevanten zellularen Prozesse charakterisieren zu kdnnen,
bedarf es einer sehr detaillierten Betrachtung der Proteininteraktionen. Mittels
Lichtmikroskopie ist es mdglich, die Zelle und ihre Organellen mit einer
beugungsbegrenzten Auflésung von ~250 nm darzustellen, jedoch besitzen die
Zellstrukturen ohne Farbung kaum Kontraste. Es ist schwierig, verschiedene
Gewebearten voneinander abzugrenzen und unmoglich Proteine zu unterscheiden. Zu
diesem Zweck greift man in der Biologie zur Fluoreszenzmikroskopie. Um moglichst
kontraststarke und eindeutig identifizierbare Aufnahmen von verschiedenen Proteinen
zu erhalten, welche sich von Strukturen der Umgebung unterscheiden, wird die
Eigenschaft sogenannter Fluorophore genutzt, Licht spezifischer Wellenlange zu
emittieren. Durch Kopplung der Fluorophore an Proteine von Interesse und spezifische
Detektion der von den Fluorophoren ausgehenden Photonen, ist eine eindeutige

Zuordnung der Signale zum Protein von Interesse moglich.

4.1 Fluoreszenz

Fluoreszenz bezeichnet man den photophysikalischen Prozess, bei welchem ein
Molekul, Licht spezifischer Wellenlange absorbiert und energiearmeres Licht emittiert.
Erreicht ein Photon mit einer spezifischen Anregungswellenlange ein Fluorophor,
werden dessen Elektronen von ihrem Grundzustand S, in einen angeregten,
energetisch hdheren Zustand S; Uberfuhrt (siehe Abbildung 14). Ausschlaggebend
hierfur ist die Energie des Anregungslichts. Die angeregten Elektronen verweilen eine
fur das Fluorophor spezifische Zeit (Fluoreszenzlebenszeit) in diesem Zustand und
fallen unter Emission von Energie in Form von Photonen wieder auf ihren
Grundzustand S, zurlck. Die Energiedifferenz zwischen absorbiertem Licht und
emittiertem Licht ist hierbei auf Schwingungsrelaxationen des Elektrons und interne

sowie externe Umwandlungen zurtickzufihren (siehe Abbildung 14).
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Abbildung 14: Jablonski Diagramm. Schematische Darstellung der Anregung sich im Grundzustand So befindlicher
Elektronen durch Absorption von Licht (griin), interne und externe Umwandlungen, sowie Schwingungsrelaxationen
flihren zu Energieverlust. Die Elektronen fallen von ihrem angeregten Zustand S+ auf ihren Grundzustand So herab.
Dabei wird die (iberschiissige Energie in Form von Fluoreszenz abgegeben (rot).

Dabei ist unter Schwingungsrelaxation der Verlust von Energie durch Warmeabgabe
innerhalb eines Energieniveaus (bis Schwingungsgrundzustand v = 0) und unter
interner und externer Umwandlungen der Energieverlust durch strahlungslose
Ubergénge auf ein energetisch tiefer liegendes elektronisches Niveau zu verstehen.
Externe Umwandlungen geschehen hierbei jedoch nur bei Kontakt mit weiteren
Molekulen. Die Fluoreszenzlebensdauer betragt in der Regel wenige Nanosekunden.
Dieser Wellenlangenunterschied wird nach seinem Entdecker Stokes Shift genannt
(siehe Abbildung 15) [181].
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A Stokes Shift

——
Anregung

Intensitat

Emission

Wellenlange

Abbildung 15: Graphische Darstellung des Stokes Shift im Koordinatensystem. Aufgetragen ist hierbei die Intensitat

der Absorption sowie der Emission von Photonen gegentiber der Wellenlénge des Lichts. Der Abstand der beiden
Maxima bezeichnet den Stokes Shift eines Fluorophors.
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4.2 Fluoreszenzmikroskopie

Die Fluoreszenzmikroskopie macht sich den Stokes Shift zu Nutze, um Anregungs-
und Emissionslicht zu trennen. Proteine von Interesse werden mit verschiedenen
Fluorophoren gekoppelt, deren Fluoreszenzeigenschaften bekannt sind. Aufgrund der
molekulspezifischen Unterschiede bei Anregungs- und Emissionslicht ist es moglich

die Proteine zu unterschieden.

Bei herkdmmlichen Fluoreszenzmikroskopen wird die Trennung der Anregung sowie
der Emission durch in den Strahlengang eingebrachte Filtermodule durchgefuhrt. Eine
Weilllichtquelle kann dabei so gefiltert werden, dass nur die passende
Anregungswellenlange zur Probe gelangt und auch nur die spezifische
Emissionswellenlange zur bildgebenden Kamera weitergegeben wird (siehe Abbildung
16). Bei weiter entwickelten Methoden, kann monochromatisches Licht (Laser)
benutzt werden um das Fluorophor anzuregen. Auch bei Letzterem wird das
Emissionslicht durch Filtereinheiten gefiltert um nur Photonen des Proteins von
Interesse zu detektieren. Fluoreszenzmikroskopie bleibt wie Lichtmikroskopie
beugungsbegrenzt.

Detektor

Sperrfilter

Strahlteiler =/ \ Hg-Lampe

Anregungfilter

Objektiv

e

Abbildung 16: Schematischer Aufbau eines Fluoreszenzmikroskops
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4.3 Optische Auflésung

Eine Herausforderung der Mikroskopie besteht darin, die Aufldsung eines optischen
Systems stetig zu verbessern, um immer kleinere z.B. biologische Systeme
charakterisieren zu konnen. Die Auflosung eines optischen Systems bestimmt den
minimalen Abstand zweier punktformiger Objekte, bei dem sie noch unterschieden

werden kdnnen (siehe Abbildung 17).

Abbildung 17: (links) Abbildung zweier punktférmiger Lichtquellen abgebildet durch ein beugungsbegrenztes
optisches System. Dargestellt ist die beinahe Verschmelzung der Bildpunkte durch Uberlagerung ihrer Airy Disk
Ringe. (rechts) Abbildung einer punktférmigen Lichtquelle, abgebildet durch ein beugungsbegrenztes optisches
System. Klar zu erkennen ist die Ausbildung der Airy Disk in Form von konzentrischen Kreisen um das Zentrum
der Lichtquelle.

Jedoch ist kein Lichtmikroskop in der Lage ein perfektes Bild, welches den
tatsachlichen Zustand der Probe abbildet, darzustellen. Dies beruht auf der Tatsache,
dass eine punktféormige Lichtquelle in beugungsbegrenzten Systemen immer
verbreitert erscheint (siehe Abbildung 17). Der Intensitatsverlauf folgt einer
Airyfunktion in zwei Dimensionen und wird als Airy Disc bezeichnet (siehe Abbildung
18) [59].
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1.0

Intensitat

0.0

Abbildung 18: Dreidimensionale graphische Darstellung der Airy Disk im Koordinatensystem. Aufgetragen ist die
Ausbreitung der Ringe im Raum V\ gegeniiber V. Die dritte Dimension ist durch die Signalintensitdt von 0-1
gegeben.

Die Auflosung konventioneller Lichtmikroskopie ist also durch die Lichtbeugung
begrenzt und wird durch das so genannte Abbe Limit beschrieben. Das Abbe-Limit
begrenzt die minimal mdgliche Auflosung in Abhangigkeit der Wellenlange des
gemessenen Lichts und definiert somit die Grenzen der gewdhnlichen

Lichtmikroskopie mit

A A

do .. — —
™R Insinx  2NA

mit A der Wellenlange des Lichts und NA = nsin « der numerischen Apertur des
Objektivs, wobei n den Brechungsindex des Mediums zwischen der aufzulésenden
Struktur und dem Obijektiv darstellt und « den halben Offnungswinkel des Objektivs
beschreibt. Wird von einemTrockenobjektiv, also einem Brechnungsindex von Luft
(n=1) und < = 90° und einer Wellenlange von 500 nm ausgegangen, begrenzt dies

die horizontale Auflosung auf 250 nm. Zwar kann durch die Verwendung eines
Olimmersionsobjektivs und einem Immersionsél mit n = 1,518, die Auflésung auf %
reduziert werden, jedoch liegt die effektiv resultierende Auflosung auf Grund von

material- und baubedingten Ungenauigkeiten vielmehr bei g [132].
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Um ein realistisches Abbild der Strukturen zu erhalten, muss jedoch beachtet werden,
dass die Airy Disk auch in der Z-Ebene Auswirkungen auf die Auflésung besitzt und
die Intensitatsverteilung der sogenannten PSF (Punktspreizfunktion) sich auch axial
ausdehnt (siehe Abbildung 19).

Abbildung 19: Darstellung der Point Spread Funktion in der X-Y Ebene (links) und axial (rechts).

Die Auspragung (GrofRe sowie Form) der PSF hangt hierbei von der Qualitat des
optischen Systems ab. Zur Berechnung der Z-Auflésung eines optischen Systems
bedient man sich der Halbwertsbreite der PSF in Abhangigkeit der NA des Objektivs

und n des Mediums. Die minimale Z-Auflosung wird beschrieben als:

; 0884
min,axial n _m

Dies ergibt eine Z-Auflosung von d,,i axia: = 440 nm bei der Verwendung der oben

genannten Eigenschaften eines Trockenobjektivs.

Die Abbildung dreidimensionaler Objekte bietet jedoch weitere schwerwiegende
Problematiken. Da dreidimensionale Strukturen Streulichter von aufierhalb der
Fokusebene mit sich bringen, reduziert sich der Kontrast um den Fokuspunkt und die
Auflésung verschlechtert sich drastisch und befindet sich selbst bei
Fluoreszenzmikroskopie weit von 250 nm entfernt. Um dieses Problem zu |6sen, wurde
1955 die konfokale Mikroskopie entwickelt.
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4.4 Konfokale Mikroskopie

Die Losung liegt bei konfokaler Mikroskopie in der Verwendung eines Anregungslasers
mit definierter Strahlbreite. Da durch die spezielle Konstruktion nur ein sehr kleiner
Bereich und damit nur sehr begrenzt Fluorophore angeregt werden kann Streulicht
minimiert und der Kontrast von Signal zu Hintergrund deutlich erhoht werden [123].
Dieser Anregungsbereich wird bei der so genannten Konfokalen Laser-Scanning-
Mikroskopie (CLSM) durch oszillierende Spiegel als Teil eines Scanningsystems Uber
die gesamte Probe gerastert und die erhaltene Ortsinformation sowie die Anzahl der
detektierten Photonen rechnerisch am Computer zu einem Bild zusammengesetzt
[36]. Um zusatzlich zu verhindern, dass Streulicht von Fluorophoren aus Ebenen
detektiert wird, welche nicht angeregt werden sollten, kann der Laserstrahl in eine
bestimmte Ebene fokussiert werden. Dadurch kénnen bessere Auflésungen als mit
herkdmmlicher Fluoreszenzmikroskopie erzielt werden. Durch die Variation der
Lochblendengrofe ist es =zusatzlich moglich, den Wirkungsbereich weiter zu
minimieren [136], die Airy Disk zu beschneiden und so die Auflésung weiter zu senken.
Hierbei wird die LochblendengrofRe angelehnt an den Radius des ersten Rings der
PSF in Airy Units (AU) bestimmt. Die erreichte Auflosung mit einem Radius gleich des
Minimums des ersten Airy Rings wird damit auch 1 AU bezeichnet und liegt bei
ungefahr 200nm X-Y Auflésung. Mit sehr leuchtstarken und bleichresistenten
Fluorophoren ist auch eine Reduktion des Beobachtungsbereichs um 75 % mdglich
(0,25 AU), was in etwa einer Auflosung von 130 nm entspricht. Wird die Lochblende
jedoch zu weit geschlossen, so vermindert sich die Lichtausbeute zu stark und es ist
keine verlassliche Bildaufnahme mehr moglich. Bei biologischen Anwendungen ist
selten eine Reduktion der BlendengrofRe unter 1 AU maglich. Trotz der gesteigerten

Auflosung ist die konfokale Mikroskopie immer noch beugungsbegrenzt [46].
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4.5 STED Mikroskopie

Um diese beugungsbedingte Auflésungsgrenze zu Uberwinden, wurde 1994 von
Stefan Hell das STED-Mikroskop beschrieben und 1999 gebaut. Fir die Entwicklung
des STED-Mikroskops wurde Stefan Hell im Jahr 2014 der Nobelpreis fur Chemie
verliehen. Das STED-Mikroskop besteht Grundsatzlich aus einem CLSM-Mikroskop,
welches zusatzlich mit einem Laser ausgestattet, wurde um Fluorophore zu einer
stimulierten Emission in einem definierten Wellenbereich anzuregen. (Stimulated
Emission Depletion). Der zweite Lase, auch Ausloschungslaser genannt, produziert
einen doughnutférmigen Wirkungsbereich, welcher Uber den Lasers des konfokalen
Mikroskops gelegt wird (siehe Abbildung 20). Somit reduziert sich der
Emissionsbereich, welcher natlrliche Fluoreszenzsignale emittiert, um ein Vielfaches
und ermdoglicht nach Ausfiltern der stimulierten Emissionssignale eine Auflésung weit

unter der Beugungsgrenze [73].

Anregungslaser STED Laser Kombiniert

Anregung

B . m

Filter spezifisch
flir STED Laser

Reduzierte FluoreszenzpunktgroRe

Abbildung 20: Schematische Abbildung der Reduktion des Anregungsbereichs bei STED-Mikroskopie durch
Uberlagerung mit dem doughnutférmigen STED-Laser.
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4.6 STED Prinzip

Das STED Prinzip arbeitet also nicht wie der Name vermuten lassen wurde, mit einer
Ausldschung der Fluorophore im STED-Bereich, sondern regt die Fluorophore dazu
an, beim Abstieg auf ein niedrigeres Energieniveau, Licht mit einer festgelegten
Wellenlange zu emittieren. Dadurch ist es moglich, durch Wellenlangenfilter genau
dieses Licht zu filtern und nicht auf den Photonendetektor treffen zu lassen. Im
Folgenden sind die photophysikalischen Prozesse des STED-Prinzips naher

erlautert.

Der erste Schritt des STED-Prinzips besteht wie in Kapitel Fluoreszenz bereits
beschrieben, aus der Anregung der Fluorophore.

Die zeitliche Entwicklung der Fluorophore vom Singulett Grundzustand S,, welcher
durch eine (siehe Kapitel Fluoreszenz), zum ersten angeregten Zustand S;, N, /6t
lasst sich mit der Anderung der Besetzungszahl folgendermafRen beschreiben: Die

Anzahl der nicht angeregten Fluorophore N, ist

NO :N_Nl

wobei N die Gesamtzahl der Fluorophore sind und N1 die Fluorophore beschreibt,

welche sich im angeregten Zustand befinden.

Die Anregung lasst sich beschreiben durch die Anregungsrate r, und ist abhangig von
der Intensitat des eingesetzten Anregungslasers I, und des Wirkungsquerschnitts gy,

also der Wahrscheinlichkeit der Anregung des Fluorophors durch ein Photon. Es gilt

Ty = lyoy

47



Die Wahrscheinlichkeit, dass ein Fluorophor von seinem ersten angeregten Zustand
spontan zum Grundzustand relaxiert, wird hierbei mit 7, =% (T=Zeitkostante)

angenommen und als Ubergangsrate bezeichnet. Typ ist als die inverse Lebensdauer

(siehe Kapitel 4.1 Fluoreszenz) des angeregten Zustands zu betrachten und
beschreibt allgemein die Anzahl an Ubergadngen quantenmechanischer Objekte
zwischen verschiedener Energieeigenzustande. Die Wahrscheinlichkeit ein

Fluorophor zu stimulierter Emission anzuregen ry; ist

Tse = IsTEp Ot

und ist von der Intensitat des STED Lasers Isrzp und dem Wirkungsquerschnitt o, des
Laserlichts und den betroffenen Elektronen des Fluorophors abhangig. Der
Wirkungsquerschnitt ist abhangig von der Ubergangsrate r,und der

Photonenflussdichte und kann demnach als Flacheneinheit (cm?) angenommen

werden.

Die Anderungsrate fiir Fluorophore im 1. Angeregten Zustand ergibt sich also aus

ON.

6_1 = NO Ty — N1 (T'Sp + 7ﬂst)

t

=0=(N—N)ra— N (r5p + 75t)
— NT'A —_ Nl(rsp + T'St + T'A)

Nl(rsp + 1 + rA) = N1y

und dadurch

48



N oy ly

N1 —
IA 0y + T'sp + ISTEDUst

Um eine Auflosungsverbesserung durch STED-Mikroskopie zu erhalten wird, nun
angestrebt, im doughnutférmigen Wirkungsbereich des STED-Lasers N; so klein wie

moglich zu halten (r, >> 1) . Daraus ergibt sich [45]:

Iyoy + 15y + Isrppos 2 ©

Wenn laut Formel (N; =14 04 + 75 + Isrppose 2 ©© ) die Anregung I, o, und die
spontane Emission r,, unabhangig von der Intensitat Isrzp des STED-Lasers sind,

dann kann die Formel

IsrppOge 2 0

angenommen werden.

Daraus folgt, dass im STED-Doughnut

rst;S
Ost

Isrgp >> = I

sein soll, wobei I (Sattigungsintensitat) die Laserintensitat ist, bei welcher 50% der

Elektronen sich nichtmehr im Anregungszustand N; befinden [74, 75].

Im Doughnut Bereich ist die Intensitat des Depletion Lasers und die Entvolkerung von
N; maximal, nimmt jedoch zum Doughnutzentrum ab und nahert sich 0 an [45]. Je

grolRer die Gesamtintensitat Isyzp des Depletion-Lasers, desto steiler fallen die
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Flanken der Depletion zum Doughnutzentrum. Beschrieben werden kann dies durch

die Funktion

21Tnx

A
stimulierte Emission immer effektiver, die Verteilung der Molekile im angeregten

I(x) = I,sin? (——=). Demnach gilt, dass (siehe Abbildung 21) ab I, > I die

Zustand mit steigender I,,,,, steiler wird und die Ubergangsbereiche zwischen STED-

Wirkungsbereich und Anregungslaser Wirkungsbereich minimiert werden (siehe

Abbildung 21).
\ : / : Ina=3-2I
Imax=10Is
Imax=201g
-20 20

-60 -40 0

Vig

40 60

X in nm

Imax=3.2ls
Imax=10Ig
Imax=20ls

Anteil der Molekiile in Ny

x in nm

Abbildung 21: (oben) Darstellung dreier Maximalintensitdten des STED-Lasers und ihrer eindimensionalen
Verteilung. Aufgetragen sind die Intensitdten gegen die Ausbreitung in der X-Ebene innm. (unten) Ebenfalls
dargestellt sind die zugehdérigen Anteile angeregter Molekiile in N1 in Abhé&ngigkeit von x innm. Verschiedene

Farben stehen flir drei verschiedene hypothetische Maximalintensitéten. pie Graphen entstammen der Dissertation
von Judith Reindl 2017 [88].

Die Auflosung des STED-Mikroskops ist somit an das das Verhaltnis von I /I und
somit an die Laserintensitat gebunden. Bringt man dieses Mal} in Zusammenhang

mit dem Auflésungsbegriff nach Abbe (siehe Kapitel Optische Auflésung), so wird
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A
2n sin«

lediglich um den Faktor 1/4/1 + L4, /Is €rganzt.

Amin =

Beschreibbar ist diese Abhangigkeit verbunden mit der Auflosungsformel

gewohnlicher Mikroskopie also durch

A

dmin,STED = i
25in « /1 + "Ilax
S

Die theoretisch somit durch I,,,,,=> o mdgliche Auflésung gegen 0 nm, wird in der

Praxis jedoch durch verschiedenste Faktoren relativiert [74]. Um fur hohe Auflosungen
ausreichend helle und kontrastreiche Bilder zu erhalten, mussen die Fluorophore und
auch die biologischen Strukturen optimale Bedingungen ermdglichen. Ein grolRRes
Problem ist dabei, dass eine zu hohe STED-Intensitat die Zahl der angeregten
Fluorophore soweit reduzieren kann, dass die Photonenausbeute pro Voxel nicht
ausreicht um daraus ein hoch aufgelostes Bild zu erstellen. Um dieses Problem zu
I6sen, wiurden Fluorophore mit sehr hoher Photonenausbeute und hoher
Bleichresistenz notig sein, denn ein weiteres Problem bei der Erlangung von sehr
hohen Auflosungen durch STED-Mikroskopie ist das Phanomen des Licht induzierten
Bleichens der Fluorophore. Ein méglicher Mechanismus, welcher zum Bleichen des
Fluorophors fuhren kann, ist, dass durch hohe Laserintensitaten bei der Anregung, die
Elektronen des Fluorophors nicht vom Singulett Grundzustand auf einen Singulett
Anregungszustand gehoben werden, sondern die absorbierte Energie ausreicht um
die Elektronen auf einen angeregten Triplettzustand zu heben. Da Triplett Zustande
langlebiger sind als Singulett Zustande (Mikrosekunden statt Nanosekunden), ist mit
ihnen keine Mikroskopie maoglich [45]. Ein weiteres Problem stellt Phototoxititat dar.
Durchlaufen Fluorophore den Zyklus zwischen Anregung und Abregung zu oft, kann
es zusatzlich zu photochemischen Schadigungen im Molekul kommen, worauf das
Fluorophor nicht weiter angeregt werden kann. Triplettzustande erhéhen zusatzlich die
Reaktionswahrscheinlichkeit mit Molekllen der Umgebung wie z.B. ROS, welche zur
Schadigung des Molekduls fuhren konnen [144, 198]. Die Anzahl der moglichen Zyklen
ist also stark an die Laserintensitat und die Bleichresistenz des Fluorophors gebunden.
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Werden bei STED-Mikroskopie sehr hohe Laserintensitaten, sei es durch den STED-
Laser oder den Anregungslaser, bendtigt um hohe Auflésungen zu erhalten. So kann
es sein, dass die Fluorophore bleichen bevor genligend Photonen emittiert wurden um
ein hochaufgelostes Bild zu erhalten. Somit wurden zwar Aufnahmen nicht
biologischer Strukturen mit einer lateralen Auflosung von 2,4 nm erreicht [189], mit
biologischen Strukturen ist dies jedoch nicht mdglich. Viele biologischen Gewebe,
welche wahrend der Messdauer den hohen Laserintensitdten des STED-Lasers
ausgesetzt sind, wurden durch die starken Energien ihre Integritat verlieren und
denaturieren. Bisher bewegt sich die maximale Auflosung bei Aufnahmen biologischer

Strukturen zwischen 20 nm und 50 nm[195].
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4.7 Auflosungsverbesserung durch Entfaltung

Wie im Kapitel optische Auflésung erwahnt, wird jeder abzubildende Punkt in einem
optischen System als punktformige Lichtquelle in Form einer Punktspreizfunktion
(PSF) abgebildet. Dies fuhrt bei mikroskopischen Aufnahmen zur Bildung von
unerwunschten Unscharfen in Lateraler und axialer Ebene. Bei allen
beugungsbegrenzen Mikroskopietechniken ist deshalb die realitatstreue Darstellung
von punktférmigen Lichtquellen nur moglich, wenn die PSF nachtraglich und
computergestutzt aus dem Bild herausgerechnet wird. Mit dieser sogenannten
Entfaltung der Bilddaten ist eine weitere Auflosungsverbesserung moglich (siehe
Abbildung 22).

Abbildung 22: Schematische Abbildung der Entwicklung einer punktférmigen Lichtquelle (iber die Abbildung durch
ein optisches System und die Rekonstruktion des Originalbildes durch Entfaltung (von links nach rechts).

Dabei handelt es sich, mathematisch betrachtet, um die Umkehrung der Faltung einer

Funktion durch eine zweite, beschreibbar als

g=hxf

mit g als gefaltetes Bild von f, des ursprunglichen Abbildungsobjektes, verzerrt durch
die PSF h .
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Um die tatsachliche Ortsinformation jeder gemessenen Struktur durch die
ortsbezogenen Signalintensitdtsmessungen eines Bildes zu erhalten, muss, da die
PSF eines Punktes in drei Dimensionen ausgebreitet ist, jeder Messpunkt mit den
ortsspezifischen Werten der PSF in allen drei Dimensionen gewichtet werden.
Rechnerisch ist dies nur moglich, indem die verschiedenen Faktoren in den

Fourierraum transformiert werden. Dies flhrt zu folgender Gleichung:

Hiermit wlrde sich theoretisch F bestimmen lassen als % Dies ist jedoch in der Praxis

nicht ganz zutreffend, da erstens H Nullstellen besitzen kann, die Funktion somit nicht
definierbar ware und in der Anwendung das Bild meist mit additivem Rauschen
(Elektrisch und Photonenbedingt) behaftet ist.

Deshalb wird die Gleichung um diesen Storungsfaktor n erweitert. Es gilt:

G=H-F+n

Durch den Storungsfaktor wird eine analytische Losung der Gleichung unmaoglich und

bedarf einer iterativen Herangehensweise.

Um die Abbildung so realitatsgetreu wie moglich zu machen, ist es moglich entweder
die PSF anhand von Referenzbildern zu vermessen oder mathematisch mittels der
Mikroskopiedaten zu errechnen. Ein entsprechendes Beispiel fir eine Annaherung an
das Originalbild durch Entfaltung ist in Abbildung 22 zu sehen [62].

54



4.8 Cross-Talk

Da die in der Mikroskopie verwendeten Fluorophore, besonders bei der Mehrfarben
STED-Mikroskopie, spektral betrachtet Emmissions und Absorbtionsspektren in
dichter Nachbarschaft zueinander besitzen mussen, kommt es haufig zur Bildung von
Artefakten bei der Bildaufnahme. Photonen von Fluorophoren, welche im Moment der
Aufnahme nicht gemessen werden sollen und deren Emissionsspektren nichtim Fokus
der Messung liegen, werden durch die Detektoren detektiert. Dies geschieht obwohl
durch die einstellbaren Anregungslaser und Detektionsfenster eine weitaus bessere
Abgrenzung der verschiedenen Fluorophore im Gegensatz zur
Epifluoreszenzmikroskopie maoglich ist, da die Emissions- und Anregungsspektren der
Fluorophore einer Normalverteilung folgen und nicht klar abgrenzbar sind. Fur eine
verlassliche Analyse ist es daher unerlasslich, diesen so genannten Cross-Talk zu
bestimmen und zu entfernen. Hierfur werden Kalibrationsproben mit jeweils nur einem
Fluorophor, also einer Farbe pro Probe, benotigt. Es wird je eine Messung mit den
Aufnahmeeinstellungen flr das tatsachlich vorhandene und erwinschte Fluorophor
und eine Messung mit den Einstellungen des nicht auf der Probe vorhandenen
Fluorophores durchgefihrt. Aus der den Bilddaten entnommenen auch ,bleed
throught® genannten Signale im jeweils falschen Kanal, ist es mdglich die

kanalfremden Signale aus zuklnftigen Aufnahmen computergestitzt zu entfernen.
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4.9 Immunfluoreszenzfarbung

Eine nanoskopisch genaue Auflésung und realitatstreue Abbildung ist allein mit einer
ausgeklugelten Mikroskopietechnik jedoch trotz alledem nicht erreichbar. Unabdingbar
hierfur ist die Probenvorbereitung. In Fluoreszenzmikroskopie-Systemen ist es
essentiell die zu untersuchenden zellularen Strukturen mittels Fluorophoren sichtbar
zu machen und Hintergrund-Fluoreszenz zu vermeiden. Dies wird in der Biologie mit
Antikdrpern bewerkstelligt. Hierbei macht sich die Wissenschaft die Bindespezifitat von
Antikdrpern und ihren spezifischen Antigenen zu Nutze. Antikdrper bestehen aus zwei
schweren (H) und zwei leichten Aminosaureketten (L), welche durch kovalente
Disulfidbricken zu einer Y Form verbunden sind. An den beiden Enden des Kopfteils,
den Fab Regionen (Antigen bindende Fragmenten), befinden sich sogenannte
Paratope. Aminosaurekettenschleifen, welche durch ihre charakteristischen
Windungen unterschiedliche Bindeaffinitaten zu verschiedensten zellularen Strukturen
besitzen konnen. Durch die Kopplung von Fluorophoren an die stammartigen FC
Regionen ist eine strukturspezifische Markierung mdglich (siehe Abbildung 23). Die
Produktion wird hauptsachlich durch Impfung des Antigens in Saugetieren wie
Mausen, Hasen und Ziegen erreicht, dessen humorale Immunantwort Antikorper mit

Bindespezifitat gegenlber dem Antigen erzeugt [42, 86].

NH, H,N
VHH -, _.---{--~._ VHH

H,N 3 [ = NH,

Fab Region Leichte Kette

Schwere Kette

/ AN
COOH COOH

Abbildung 23: Schematische Abbildung eines Antikérpers, bestehend aus zwei leichten Ketten (griin) und zwei
schweren Ketten (blau). Die Verbindung zwischen den zwei Kettenarten wird durch Schwefelbriicken (rot)
bewerkstelligt. Die Endbereiche der Fab-Region bestehen aus variablen Antigenbindestellen (umkreist) auch VHHs
genannt.
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Bei Immunfluoreszenz-Mikroskopie werden also Antikorper, welche ein Protein von
Interesse binden, chemisch mit Fluorophoren gekoppelt. So wird es mdglich, die
genaue Lokalisation des Proteins unter dem Fluoreszenzmikroskop zu untersuchen
und zellulare Strukturen zu charakterisieren. Um variabel die Fluorophore und somit
auch die Wellenlangen fur die Mikroskopie zu andern, wird haufig mit sekundarer
Immunfluoreszenz gearbeitet. Hier bindet zuerst ein primarer Antikdrper an das
gewulnschte Antigen und ein zweiter fluoreszenzmarkierter Antikorper an den primaren
Antikorper (siehe Abbildung 24). Entscheidend hierfur ist die Reaktivitat der
verwendeten Immunglobuline. Da herkdmmliche Antikorper fur zellulare Systeme mit
ungefahr 15 nm relativ grof3 sind, kénnen sie nicht einfach in die Zellmembran
diffundieren. Verlassliche Farberesultate lassen sich demnach nur erreichen, wenn die
Zellmembran durch Permeabilisation durchlassig gemacht wird. Dies setzt voraus,
dass die Zelle tot und mit Fixierungsmitteln wie Formaldehyd fixiert wurde [42, 70].

. G
{9} Fluorophor v d <1
D
)%% Sekundarer Antikorper
/Jk\ Priméarer Antikorper \ /f \
O Protein von Interesse j&/

Abbildung 24: Schematische Darstellung der sekunddren Immunfluoreszenzférbung. Der Primére Antikbrper bindet
spezifisch an Antigene eines Proteins von Interesse. Der auf den primdren Antikérper spezifisch abgestimmte
sekundére Antikérper findet die Fc-Region des priméren Antikérpers. Durch die Kopplung eines Fluorophors an die
Fc-Region des sekundéren Antikérpers ist eine fluoreszenzmikroskopische Detektion des Proteins méglich.
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4.10 Lebendzellmikroskopie

Um lebendige Zellen mikroskopisch untersuchen zu kdnnen und zellulare Prozesse in
vivo zu charakterisieren, missen andere Farbemethoden verwendet werden. Das Ziel
hierbei ist es die Zelle so nah an den optimalen Kulturbedingungen zu behandeln wie
es das Experiment zulasst, um die Zelle am Leben zu halten, wahrend die zu
untersuchenden Prozesse dokumentiert werden. Um jedoch Fluoreszenz-Mikroskopie
durchflihren zu kdnnen, bedient man sich der fluoreszenten Eigenschaft von Proteinen
wie zum Beipspiel GFP (engl. green fluorescent protein). Ursprunglich gewonnen aus
der Quallenart Aequorea victoria [177] und heute rekombinant in allen Farben
produziert, wird die Gensequenz von GFP ,downstream® des Gens des zu
markierenden Proteins kloniert und Uber Transfektion in den Organismus eingebracht.
Dies fuhrt dazu, dass bei Proteinbiosynthese das Protein von Interesse gekoppelt an
GFP synthetisiert wird. Mittels Fluoreszenzmikroskopie und geeigneten Aufbauten fur
die Stabilisierung des p.H.-Werts des Mediums und einer konstanten
Temperaturregelung kann die Lokalisation des Proteins Uber langere Zeit in der

lebenden Zelle durchgeflhrt werden [50].

58



5 Aufbau und Funktion der verwendeten
Bestrahlungsquellen

5.1 x- Quelle

Fir die Bestrahlung von eukaryoten Zellen mit o-Teilchen, wurde die «-
Bestrahlungsquelle der Fakultat fur angewandte Physik und Messtechnik der
Universitat der Bundeswehr in Neubiberg verwendet. Die x-Quelle wurde 1989 von
Roos und Kellerer [146] gebaut und besteht aus einer 2#'Am (Americium) Scheibe mit
85 mm Durchmesser, welche von einer 2pum dicken Gold- Palladium Legierung
umschlossen ist. Die emittierten x-Teilchen, also Helium-4-Kerne, besitzen eine
Energie von ~5,49 MeV. Die Gesamtaktivitat der Quelle belauft sich auf ~0,37 GBq.
Die aktive Scheibe befindet sich in einem zylinderférmigen Edelstahltopf mit 135mm
Hohe und 400 mm Durchmesser, dreht sich mit einer Frequenz von 5 Hz um ihr
Zentrum und gleicht somit Inhomogenitaten bei der Bestrahlung aus. Dabei hilft auch
ein uber der Quelle angebrachter 15 mm dicker Aluminiumkollimator, der durch
~wobbleartige“ Bewegungen eine gleichmaRige Bestrahlung ermoglicht. Der Kollimator
hat wabenartig angeordnete Bohrungen, welche Teilchen héchstens in einem Winkel
von 12° Abweichung von der senkrechten Achse passieren lassen. Der komplette
Aluminiumtopf kann wahrend der Bestrahlung mit Helium begast werden, um den
Energieverlust der «<-Teilchen durch Kollisionen mit anderen Molekilen zu reduzieren.
Die «-Teilchen verlassen die Quellenkammer durch eine 2,5 ym dicke Mylar Folie. Dies
ermoglicht die Bestrahlung von Zellen in normaler Atmosphare in der Probenkammer.
Die Probenkammer ist ein kiihlbarer zylinderférmiger Edelstahlbehalter, welcher auf
der Quelle aufgebracht ist und durch Wasserreservoirs bei H20-gesattigter
Atmosphare gehalten werden kann. Dabei liegt die zu bestrahlende Probe in Form
eines mit Zellen bewachsenen Deckglases, wobei die Zellen Richtung Strahlquelle
zeigen, auf der oben genannten Mylar-Folie. Das Deckglas liegt jedoch nicht direkt auf
der Folie auf. Als Abstandshalter, damit die sensible Zellschicht nicht durch direkten
Folienkontakt beschadigt wird, dient ein 3 mm starker Kunstoffring, auf welchem die
Deckglaser vorsichtig und mit Zellschicht nach unten aufgelegt werden (siehe
Abbildung 25).

Die Dosisleistung betragt hierbei 0,12 Gy/min. Durch den Energieverlust im

Heliumgas, Mylarfolie, Luft und Medium verbleibt eine Restenergie von 2,0 MeV auf
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Zellhohe. Der LET betragt 150 KeV/um. Die «-Teilchen der 24" Am-Quelle eignen sich
hervorragend, um biologische Experimente an Zellen aller Art durchzufuhren und
zellulare Strukturen zufallsverteilt zu bestrahlen. Dabei wird eine verhaltnismafig hohe
Energie in einem kleinen Bereich deponiert. Nachteilig an der Verwendung von «-
Teilchen ist die kurze Reichweite im zu untersuchenden Gewebe. Die von der Quelle
ausgehenden 5,49 MeV reichen gerade aus um eine Zellschicht 7,4 ym zu penetrieren
und schranken demnach die Durchfuhrbarkeit vieler Experimente ein.

Kihlsystem

Probe

Wasserreservoirs

Probenkammer
‘ Helium
H_:‘,3:D]]]]]]]]]]]]]]]]]]]]]]I[I]IFFFW [ I_?P:
—
Quellenkammer—— Shutter
Quelle Kollimator

LTl

Helium Q C—) Q

Wobbleachse Drehteller Wobbleachse

Abbildung 25: Schematischer Aufbau der o-Quelle in Neubiberg.
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5.2 Teilchenbeschleuniger

Eine Losungsmoglichkeit fur diese drei Probleme bietet die Bestrahlung mit
beschleunigten lonen am  Supraleitenden Nanoskop fur angewandte
Kernphysikalische Experimente (SNAKE) am Maier-Leibnitz-Laboratorium in
Garching. Die Beschleunigung der Teilchen wird hierbei durch einen 14 MV
Tandembeschleuniger durchgefuhrt [7, 182]. Dieser Van-de-Graaf-Beschleuniger
nutzt die Ladung eines lons um es durch elektrische Felder bis nahezu
Lichtgeschwindigkeit zu beschleunigen. Dies macht sie nicht nur fur biologische
Forschung, sondern auch fir Materialuntersuchungen und medizinische Zwecke
interessant. Ein Beispiel hierfur ist die gezielte Bestrahlung von Tumoren bei der
Protonen-Strahlentherapie. Besitzt also ein lon eine negative Ladung, so wird es von
seiner lonenquelle im Beschleuniger in Richtung eines positiv geladenen Terminals
beschleunigt. Dabei ist die Spannung des Terminals flr die Beschleunigung des lons
kritisch. Je hoher die positive Ladung der Terminalelektrode (Vmax= 14 MV), desto
schneller kann das lon in der ersten Beschleunigungsphase beschleunigt werden. Um
eine mdglichst hohe Spannung erzeugen zu kdnnen, muss verhindert werden, dass
durch die sehr hohe elektrische Feldstarke ein Uberschlag zu anderen Bauteilen oder
Leitern in der Umgebung entstehen. Dazu wird der Beschleunigertank mit dem
Isoliergas Schwefelhexafluorid SFe gefullt. Die zweite, fir Tandem-Beschleuniger
typische, Beschleunigungsphase besteht aus einer Beschleunigungsstrecke bis zur so
genannten Stripperfolie [61]. Da ohne eine weitere Ladungsanderung das lon langsam
wieder Energie verlieren wurde, wird es nach der Terminalelektrode innerhalb des
Terminals durch eine Kohlenstofffolie gefuhrt, welche beim Durchgang die Elektronen
des lons abstreift [61]. Die daraus resultierende positive Ladung des lons ermdglicht
eine zweite Beschleunigung zum Austritt des Beschleunigers, weg vom positiv
geladenen Terminal (siehe Abbildung 26) [180].
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Abbildung 26 :Schematische Darstellung des Beschleunigungsvorgangs des Tandemteilchenbeschleunigers am
Meier-Leibnitz-Laboratorium in Garching.

Durch diese Art von doppelter Beschleunigung ist es mit dem Tandembeschleuniger
moglich, deutlich hdhere lonenenergien bei gleicher Spannung und lonenart zu
erhalten als andere Beschleunigungsarten. Der beschleunigte lonenstrahl verlasst den
Beschleuniger und wird mit Hilfe eines 90° Ablenkmagneten abgelenkt. Hierbei kann
sichergestellt werden, dass nur lonen mit dem gewlnschten Ladungszustand in die
Experimentstrahlrohre gelangen (siehe Abbildung 27).

SNAKE SNAKE Zellen auf
90 ° Magnet Objektschlitze Experimentschlitze  Objekttrager

| v A

={e
“"tls
|7
t [

SNAKE Chopper Supraleitende

Divergenzschlitze Linse

] <— X-Schlitz

14 MeV Tandem

lonenquelle

Abbildung 27: Schematischer Aufbau des Tandemteilchenbeschleunigers und des 90° Magneten am Meier-Leibnitz
Laboratorium in Garching sowie der weitere Verlauf des 0° Stahlrohrs (iber SNAKE bis zur Probenebene. Aufbau
und Strahldarstellung (blau)sind nicht mal3stabsgetreu.

Die lonenenergien fur die hier beschreibenden Bestrahlungsexperimente betrugen
55 MeV fur Kohlenstoffionen, 33 MeV fur Lithium und 20 MeV fur Protonen.
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5.3 Supraleitendes Nanoskop fur angewandte
kernphysikalische Experimente (SNAKE)

Die gezielte Bestrahlung zellularer Strukturen erfolgt am lonenmikrostrahl SNAKE [60].
Hier konnen lonenstrahlen auf ~ 1 um Grofe fokussiert werden. SNAKE wurde 2002
von G. Datzmann am 0° Strahlrohr des 14 MV Tandembeschleunigers in Garching
errichtet und wird seither fur eine Fulle verschiedener wissenschaftlicher Experimente
genutzt [35]. Der lonenmikrostrahl besteht aus einer Anordnung von drei
supraleitenden, magentischen Quadrupollinsen in einer mit flissigem Helium
gekuhlten Cryostatkammer). Werden die beschleunigten lonen in Richtung SNAKE
gelenkt, wird im weiteren Verlauf des Strahlrohrs der Strahl mittels horizontaler und
vertikaler Schlitze auf ungefahr 20um x 20um zugeschnitten. Der vorbereitete Strahl
tritt in den Bereich der Quadrupollinsen ein und wird durch Fokussierung der lonen auf
eine Grofle von etwa 1 um gebindelt (siehe Abbildung 27). Die lonen treten durch eine
mit Kaptonfolie versiegelte Austrittsnase aus. Die Kaptonfolie dient hierbei zur
Erhaltung des Vakuums und besitzt eine Starke von 7,5 ym. Hinter der Austrittsnase
befindet sich die Probe auf dem Probentisch eines um 90° Grad um die horizontale
Achse gedrehten Epi-Fluoreszenzmikroskops (Axiovert 200M, Zeiss, Deutschland).
Dieser Aufbau ermdéglicht die Lebendzellbetrachtung der zu untersuchenden
Organismen, wahrend zellulare Strukturen mit einer Genauigkeit von unter einem
Mikrometer mit einer definierten Dosis bestrahlt werden kénnen [2, 20]. Die Messung
der induzierten Strahlendosis wird mit Hilfe eines hinter der Probe befindlichen
Photomultiplierdetektors ermittelt. Dank einer schnell ansteuerbaren
Strahlablenkungsanlage (Chopper) dem SNAKE vorgelagert, kann die Bestrahlung
nach definierter Dosisinduktion beendet werden (siehe Abbildung 27).

5.3.1 Lebendzellbestrahlung

Fir die Lebendzellexperimente zur Charakterisierung von Chromatinkinetiken wurden
die Zellen senkrecht in sogenannten Lebendzellkontainern (LCIl-Kontainer; engl. live
cell imaging) bestrahlt (siehe Abbildung 28). Die Kontainer bestehen aus einem
Edelstahlkorpus, aufgebaut aus einem Deckel und einem Reservoir-Teil. Beide
Bauteile besitzen eine Bohrung auf gleicher Hohe und ermdglichen somit die

Bestrahlung durch die Kammer hindurch. Die Bohrung des Reservoir-Teils ist mit
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einem EJ-228 Scintillator verschlossen, auf welchem die Zellen ausgesat werden. Da
der Reservoir-Teil eine 6 ml Kulturmedium fassende Ausfrasung besitzt, kdnnen die
Zellen ohne Deckel im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO:2 kultiviert werden. Das
Design der LCI Kontainer geht auf die urspringliche Entwicklung von V. Hable im Zuge
seiner Dissertation 2011 zuruck [180]. Fur die Bestrahlung wird der Deckel mit
mehreren Schrauben aufgeschraubt, wobei die vorhin erwahnte Bohrung mit einer
4,7 um dicken Polypropylenfolie verschlossen ist. Somit geht mdoglichst wenig
lonenenergie bei der Passage der Folie verloren. Der Kontainer kann nun zur
Bestrahlung und anschlieRenden bzw. parallelen Mikroskopie bis mehr als 6 h in den
Mikroskoptisch hinter der Austrittsnase am SNAKE positioniert werden und ermdglicht
die simultane Bestrahlung der lebendigen Zellen und gleichzeitige
Fluoreszenzmikroskopie (siehe Abbildung 28) Die Temperatur von 37 °C kann im LCI-
Kontainer durch elektrisch beheizbare Halterungen gewahrleistet werden. Der p.H-
Wert des Mediums im Kontainer kann bei Langzeitaufnahmen von mehreren Stunden
durch HEPES gepuffert werden.

Abbildung 28: Fotografie der in dieser Arbeit verwendeten Weiterentwicklung des LCI-Containers nach Volker
Hable (links). Abbildung des im Strahl eingebauten LCI-Containers auf dem Mikroskoptisch an SNAKE. (rechts,
Bild von Christian Siebenwirth).
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5.3.2 Schragbestrahlung

In dieser Arbeit wurden Zellen an SNAKE auf zwei verschiedene Arten bestrahlt,
jeweils abhangig vom gewulnschten biologischen Endpunkt. Fur die Analyse der
Focistruktur und Kinetiken der untersuchten Reparaturproteine und des Chromatins
wurde eine Schragbestrahlung durchgeflhrt. Die Zellen befinden sich zum
Bestrahlungszeitpunkt auf Deckglaschen und werden in einem Winkel von 9° zur
Strahlrichtung bestrahlt (siehe Abbildung 29). Dies gewahrleistet einen sogenannten
DSB-Track in annahernd horizontaler Ausrichtung und macht die Analyse eines
mdglichst groRen DNA-Fokus mittels héchst auflésender STED-Mikroskopie in x und
y moglich. Hierfur wurde eine von J. Reindl 2017 [88] konstruierte Deckglashalterung
benutzt, welche direkt auf dem Mikroskoptisch hinter der Austrittsnase montiert werden
kann (siehe Abbildung 29). Da die lonen zu wenig Energie besitzen um die komplette
Probe zu durchdringen und durch einen lonendetektor gezahlt werden kbnnen, muss
die Bestrahlungsdosis anhand der zuvor gemessenen lonenzahlrate bestimmt

werden.
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Abbildung 29: Schematische Darstellung (unten) der Schragbestrahlung an SNAKE sowie Abbildungen des dafiir
nétigen Schragbestrahlungshalters (oben), befestigt am Mikroskoptisch zwischen SNAKE-Austrittsnase und dem

Objektiv (Foto aus Dissertation Judith Reindl 2017).
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6 Experimentablauf

6.1 Bestrahlung

6.1.1 «x-Bestrahlung

Am Vortag der Bestrahlung mittels der «<-Quelle in Neubiberg wurden je 200 000 Zellen
(HeLa) auf Deckglaschen mit definierter Dicke (170; 00 £ 0; 05 ym) und den Malen
22 x 22mm ausgesat. Es wurde angestrebt nach ca. 24 h Wachstumszeit einen
mdglichst dichten Zellbewuchs zu erhalten. Eine zu hohe Zelldichte wurde jedoch
vermieden. Die Deckglaschen wurden zur Kultivierung in 6 Well-Platten platziert. Als
Nahrmedium diente RPMI-Medium (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) mit 10 %
fetalem Kalber-Serum (FCS, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA), 1 % Penicillin
sowie 1 % Streptomycin (Pen/Strep, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA). Die
Zellen wurden im Brutschrank bei 37 °C und 5 % COz inkubiert. Am Bestrahlungstag
wurden die Zellen der 6 Well-Platte entnommen und mit 1,2 Gy fur 10 min bestrahlt.
Hierfur wurden die Deckglaschen 30 s vor Bestrahlungsbeginn in 4 °C kaltes Medium
mit 0,25 % HEPES (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) Uberfuhrt um den p.H.
Wert des Mediums ohne CO2-Begasung zu stabilisieren. AnschlieBend wurden die
Deckglaschen, wie in Kapitel 5 beschrieben, bestrahlt. Hierbei wurde besonders auf
das Entfernen des Flussigkeitsfilms auf dem Deckglas geachtet, da sonst keine
homogene Bestrahlung mit einer einheitlichen Teilchenenergie gewahrleistet werden
kann. Fur die Bestrahlung wird die Probenkammer auf ca 4 — 6 °C heruntergekuhlt und
bei ausreichender H20-gesattigter Atmosphare gehalten. Nachdem die Bestrahlung
abgeschlossen war, wurden die Zellen erst kurz in ca. 20 °C warmem RPMI Medium
ohne HEPES gewaschen und anschlielend in ihrem ursprunglichen

Kultivierungsmedium bei 37 °C im Brutschrank bis zur Fixierung inkubiert.

6.1.2 Schragbestrahlung an SNAKE

Die Zellen zur Schragbestrahlung an SNAKE wurden am Vortag wie zuvor im Kapitel
,x-Bestrahlung” beschrieben zu 200 000 Stuck pro Deckglas ausgesat und uber Nacht

im Brutschrank inkubiert. Da die Schragbestrahlung an SNAKE zahlratenabhangig
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lediglich wenige Sekunden bendtigt, kann hier auf die Pufferung des p.H.-Wertes des
Kulturmediums verzichtet werden. Kurz vor Bestrahlung wurde jeweils ein Deckglas
dem Well enthommen. Mittels eines Labortuchs wurde Uberschissiges Medium von
der Deckglasoberflache entfernt und das Deckglas nach kurzer (1 min) Trocknungszeit
mit der Oberseite nach oben in den Deckglashalter eingelegt und mit einem Feld mit
den MalRen 4 mm x 4 mm bestrahlt. FUr die Schragbestrahlung wurden ausschliefRlich
Kohlenstoffionen mit einer Ausgangsenergie von 55 MeV verwendet. Jedoch
verringert sich die effektiv bestrahlte lonenenergie durch die 7,5 um dicke Kaptonfolie,
welche die Austrittsnase Uberspannt, durch die kurze Wegstrecke an Luft bis zum
Mediumfilm, und den Mediumfilm selbst, welcher die Zellen Uberzieht, bevor letztlich
die Zellebene erreicht wird. Eine Kohlenstoffbestrahlung an SNAKE ist effektiv nur
maoglich, wenn die Dicke des Mediumfilms 7,5 um betragt. Zusatzlich limitierend hierfur
erweist sich der Bestrahlungswinkel von 9°, welcher eine vom lon zurlckzulegende
Wegstrecke von 54 um bedingt. Somit ergibt sich nach Abzug aller Energieverluste
eine effektive Bestrahlungsenergie von (27 £ 8) MeV und einem LET von (500 *
80) keV/pum [88]. Nach Bestrahlungsende wurden die Deckglaser schnellstmdglich
zuruck in 6-Well-Platten und RPMI Medium (10 % FCS, 1 % Pen/Strep) uberfuhrt und
bis zur Fixierung nach 1 h Reparaturzeit im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO2
inkubiert.

6.1.3 Lebendzellbestrahlung

Fur Experimente bezlglich der Chromatinbeweglichkeit wurde im Verlauf dieser Arbeit
Lebendzellmikroskopie an SNAKE durchgefthrt. Hierfir wurden am Vortag der
Bestrahlung 70 000 HelLa-Zellen auf der EJ-228 Szintillatorflache der LCI-Kontainer
ausgesat. Zuvor wurde eine Celltak Beschichtung mit 3,5 pg Celltak (Corning™ Cell-
Tak Zell- und Gewebekleber, Corning, New York, USA) procm? anhand des
beiliegenden Protokolls durchgefuhrt. Die Bestrahlung wurde bei 37 °C an SNAKE
durchgefuhrt. Hierfur wurden die Zellen mit einem Kreuzmuster aus
Bestrahlungspunkten mit 1000 Kohlenstoffionen pro Punkt bestrahlt (siehe Abbildung
30) und anschlie3end fur ca. 15 min fluoreszenzmikroskopisch beobachtet, wobei die
Datenaufnahme 15 s (to = -15 s) nach Bestrahlung der Zelle gestartet wurde. Da sich
der untersuchte Bereich (siehe Abbildung 30) auf der vertikalen Achse des

Kreuzmusters befindet, welche von oben nach unten zeitlich vor der horizontalen
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Achse bestrahlt wurde, entsteht ein Zeitfehler von bis zu 13 s. Da die Bestrahlung
durch die Kaptonfolie der Austrittsnase, dem Luftweg zwischen Kaptonofolie und
Polypropylenfolie der LCI-Container und durch die Polypropylenfolie selbst, stattfindet,
reduziert sich die lonenenergie auf 36 MeV und einem LET von 414 keV/um. Um die
bestrahlten Zellen mit unbestrahlten Zellen vergleichen zu konnen, wurde vor
Bestrahlung eine Kontrollaufnahme durchgeflhrt. Insgesamt wurden 70 Zellen
bestrahlt. Zur Untersuchung der Chromatinlockerung wurden vier Zellen (siehe
Abbildung 30) genauer untersucht. Alle weiteren Analysen beziehen sich auf eine
Stichprobengréfle von n =70. Als Mall der Dichte wurde die Intensitat des
Fluoreszenzsignals, berechnet aus den Grauwerten der RGB-Bilddaten mit

Grauwerten zwischen 0 und 255, verwendet.

(XYY YUY

_S_Lﬂ Zelle 2

Abbildung 30: Kreuzmusterbestrahlung von vier HeLa-Zellkernen an SNAKE. Die Bestrahlung des Kreuzmusters
fand von oben nach unten (vertikale Kreuzachse) und folgend von links nach rechts (horizontal Kreuzachse) statt.
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6.1.4 Strahlendosisberechnung

Die Strahlendosis durch lonenbestrahlung steht in Abhangigkeit zur Fluenz, also der
Teilchenzahl, welche in der Bestrahlungsflache der Probe induziert werden, der
Energie der lonen und ihrem LET sowie der Dichte p der Probe, die bei der Bestrahlung

von Zellen als Dichte von H20 bei 20 °C, also 1 g/cm3angenommen werden kann.

Somit gilt flr die Bestrahlungsexperimente dieser Arbeit folgende Dosisberechnung:

F x LET
D = —
p

Dosis bei Schragbestrahlung

Die Dosis zur Schragbestrahlung bezieht sich auf eine FeldgroRe von 4 x 4 mm. Die
Bestrahlung wurde mittels Kohlenstoffionen mit einem LET von 414 KeV/um
durchgefuhrt. Die Fluenz konnte bei einer Teilchenrate von ~ 80 kHz und einer
Bestrahlungsdauer von ~ 6 s auf 0,03/um? definiert werden. Dies filhrt zu einer

Bestrahlungsdosis von Dschrag = 2 Gy

Dosis «-Bestrahlung

Die Bestrahlung an der «<-Quelle in Neubiberg wurde mit einer Teilchenenergie von

2,7 MeV, einem LET der x-Teilchen von 138 keV/um und einer Fluenzrate von 4,7 -

103 Z2_ qurchgefiihrt . Somit war eine Bestrahlung mit einer Dosisleistung von ~

um2min

0,10 Gy/min moglich.

Dosis bei LCI-Bestrahlung

Bei der Kreuzmusterbestrahlung wurden gezielt 1000 Kohlenstoff-lonen pro Punkt
induziert, mit einer lonenenergie von (36 + 8) MeV pro Zellkern. Bei einer Punktanzahl
von 25 pro Kreuz ergibt dies eine lonenzahl von 25 000 Kohlenstoff-lonen pro Zellkern

mit einem LET von (41418) KeV/um. Nach der Vermessung von 10 Zellen wurde eine
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durchschnittliche Zellkernflache flir HelLa-Zellen von 150 um? angenommen (GréRe
gestutzt durch Hable 2011) [180]. Die Dichte der Probe wird mit der Dichte von Wasser
mit 1 g/cm® angenommen. Somit wurde eine Bestrahlungsdosis von D = 10
350 Gy/Zelle induziert.
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6.2 Zellpraparation

6.2.1 Durchflhrung der Zellaussaat

HelLa Zellen (Zervikalkrebszellen, Leibniz-Institut, DSMZ-Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH) wurden auf Deckglaser mit definierter Dicke
(170,00 £ 0,05 um rund und quadratisch zur a-Bestrahlung und Schragbestrahlung an
SNAKE) oder auf EJ-228 Szintillatoren ausgesaht. Hierfur wurden die Zellen am
Vortag jedes Experiments aus einer sich in exponentiellen Wachstumsphase
befindlichen Zellkultur (T75-Zellkulturflasche), kultiviert in RPMI-Medium (10 % FCS,
1 % Pen/Strep, 10 % CO2 ,37 °C) mit 3 ml Trypsin-EDTA (Sigma-Aldrich, St. Louis,
Missouri, USA) fur 5 min bei 37 °C abtrypsiniert. Die Trypsinaktivitat wurde mit 7 ml
Zellkulturmedium gestoppt und die Zellen durch mehrfaches Spulen von den
Flaschenwanden entfernt. Mittels einer Neubauer-Zellzahlkammer wurde die
spezifische Zelldichte der Suspension festgestellt und die jeweils gewlnschte
Zellmenge ausgesat. Hierbei wurden fur Deckglaser 2 ml Medium und fur Scintilatoren
300 pl Medium verwendet. Im Falle des Aussahens auf Scintillatoren, wurde nach ca.
1 h Anwuchszeit das Medium-Volumen auf 5-6 ml erhoht. Die Zellen wurden Uber
Nacht im Brutschrank bei 37 °C und 5 % COz2 kultiviert.

6.2.2 Zellfixierung

Um die Zellen nach den gewinschten DSB-Reparaturzeitpunkten zu fixieren und sie
somit im derzeitigen Zustand mikroskopieren zu kdnnen, wurden sie in einer 2 %
Paraformaldehydldsung (PFA, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) in Phosphat
gepufferter Saline (PBS, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) fur 15 min bei

Zimmertemperatur inkubiert.

6.2.3 Immunfluoreszenzfarbung

Damit bei der mikroskopischen Untersuchung der fur diese Arbeit interessanten
Proteine eine Flexibilitat bei der Auswahl der verwendeten Antikorper und fur die

Analyse passenden Fluorophore gewahrleistet werden konnte, wurde sekundare
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Immunfluoreszenz als Methodik ausgewanhlt (siehe Immunfluoreszenzmikroskopie).
Die Antikdrperauswahl und Reaktivitdt sowie Herkunft ist in Tabelle 1 einsehbar.
Uberbleibendes PFA wurde durch mehrmaliges waschen mit PBS entfernt. Zur
Permeabilisation der Zellmembran wurde eine Losung aus PBS und 0,15 % Triton
(Triton X-100, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) dreimal fur 5 min zu den Zellen
gegeben. Unspezifische Bindestellen wurden durch 3 x 10 min Inkubation mit (PBS*)
aus PBS, 0,15 g Glycin (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) und 1 % BSA
(Bovine Serum Albumin, Rinderserum, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) bei

Zimmertemperatur geblockt.

Darauffolgend wurde der jeweils zum Experiment passende primare Antikorper
spezifisch fur das Protein von Interesse und einer spezifisch gewahlten Reaktivitat
(siehe Tabelle 1) in einer Konzentration von 1:350 in PBS* zu den Zellen hinzugeflugt
und in einer H20 gesattigten Atmosphare bei 4 °C Uber Nacht inkubiert. Am Folgetag
wurden die ungebundenen Antikérper mit drei kurzen Waschschritten mittels PBS
abgewaschen. Die Zellen wurden erneut fur 10 min mit PBS + Triton permeabilisiert
und Uberschissiges Triton mit PBS kurz gewaschen. Nach einem erneuten 7 min
Blockierungsschritt mit PBS*™ wurde der fur die gewlnschte Detektionswellenlange
spezifische sekundare Antikdrper zugegeben. Die sekundaren Antikérper wurden in
einer 1:500 Verdunnung mit PBS* unter Lichtausschluss angewendet und fur 2 h bei
Zimmertemperatur in H20 gesattigter Atmosphare bei Raumtemperatur und unter
Ausschluss von Licht inkubiert. Nach zweimaligem kurzen Waschen mit PBS + Triton
und finfmaligem kurzen Spulen mit PBS, wurden die zellbewachsenen Deckglaschen
mittels Prolong Gold Mounting Medium (Prolong Gold Antifade Reagent, Cell Signaling
Technology Europe, Frankfurt am Main, Deutschland) auf einem glasernen
Mikroskopieobjekttrager eingebettet, Uber Nacht bei Zimmertemperatur unter
Lichtausschluss getrocknet. Die Aufbewahrung der Proben fand bei 4 °C unter

Lichtausschluss statt.

Detaillierte Protokolle zur Zellfarbung wurden im Anhang beigefugt.
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Tabelle 1: Liste der in dieser Arbeit verwendeten priméren Antikérper flir Sekundére

Immunfluoreszenzmikroskopie.
Primarer AK

Anti-SC35 antibody
[SC-35]

mAB Anti-BRCA1

mAB to 53BP1

pAB anti-
gammaH2AX [p
Ser139]

AntiRad51 (AB-1)

pA Rad51 antibody
[14B4] GTX70230

Reaktivitat/Herkunft Verdiinnung Hersteller

Hase

Maus

Maus

Hase

Hase

Maus
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1.350

1:350

1:350

1:350

1:350

1:350

Abcam plc.
Cambridge, United
Kingdom

Abcam plc.
Cambridge, United
Kingdom

Abcam plc.
Cambridge, United
Kingdom

Novus biotech
Brand, Centennial,
Colorado, USA
Calbiochem, Merck
Millipore, Darmstadt,
Deutschland
GeneTex, Irvine,
Kalifornien, USA



Tabelle 2: Liste der in dieser Arbeit verwendeten sekundéren Antikérper flir Sekundére
Immunfluoreszenzmikoskopie

Sekundarer AK Reaktivitat/Herkunft Verdiinnung Hersteller

Alexa Fluor 647 Ziege anti Hase 1:500 Life Technologies
Corp.,  Eugene,
USA

Alexa Fluor 647 Ziege anti Maus 1:500 Life Technologies
Corp.,  Eugene,
USA

Abberior STAR Ziege anti Maus 1:500 Abberior,

440SXP Gottingen,
Deutschland

Alexa Fluor 488 Ziege anti Maus 1:500 Life Technologies
Corp.,  Eugene,
USA

Alexa Fluor 488 Ziege anti Hase 1:500 Life Technologies
Corp.,  Eugene,
USA

OregonGreend488 Ziege anti Hase 1:500 Life Technologies
Corp.,  Eugene,
USA

OregonGreend488 Ziege anti Maus 1:500 Life Technologies
Corp., Eugene,
USA

Chromeo™ 505 Ziege anti Maus 1:500 Active Motive
GmbH,

La Hulpe,

Belgien

Alexa Fluor 532 Ziege anti Hase 1:500 Life Technologies
Corp.,  Eugene,
USA

Alexa Fluor 532 Ziege anti maus 1:500 Life Technologies

Corp.,  Eugene,
USA
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6.2.4 Chromatin-Farbung durch EdU

Eine weitere Farbemethode zur fluoreszenten Markierung von Chromatin, welche in
dieser Arbeit Verwendung fand, war die EdU (5-ethynel-2°-deoxyuridyne) Farbung
(Click-iT™ EdU Alexa Fluor™ 488 Imaging Kit, Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA). Hierbei wird durch den aktiven Einbau des Thymin-Analogons
5-ethynel-2‘-deoxyuridyne eine Bindestelle fur Fluorophore (Alexa 488) in das Genom
der Zelle inkooperiert. Inkooperiertes EAU kann folgend mit einem Azid-gekoppelten
Fluorophor mittels einer Kupfer katalysierten Click-Chemie-Reaktion kovalent
gekoppelt werden. Der Einbau findet hier nicht nur als Folge der natirlichen
Replikation im Laufe der Zellteilung in der S-Phase des Zellzyklus der Zelle statt,
sondern wird ebenfalls im Laufe der DNA Reparatur durch verschiedene DNA
Polymerasen durchgeflhrt. Bei einer Zellzyklusdauer von ungefahr 20 h fir Hela
Zellen ware eine gleichmaliige Inkooperation von EdU in alle sich replizierenden Zellen
eines Versuchansatzes nach diesem Zeitraum zu erwarten [30]. Durch die Toxizitat
der EdU-Reagenz fuhrt eine lange Inkubationszeit jedoch zu UnregelmaRigkeiten
wahrend der Replikation und somit fallweise zur Apoptose der Zellen. Experimentell
ermittelte Daten aus der Masterarbeit von Mario Kdhler 2018 [116] empfehlen deshalb
eine maximale Inkubation der EdU-Reagenz von 2-4h. Im Laufe der hier
beschriebenen Experimente wurden die Zellen 1 h vor Bestrahlung an SNAKE mit EQU
Reagenz inkubiert. Fixierung und Inkubationsende wurden nach 1 h nach Bestrahlung
eingeleitet. Die Farbung wurde anhand des mitgelieferten Protokolls des Herstellers

durchgefuhrt. Ein detailliertes Protokoll zur EdU-Farbung ist im Anhang einsehbar.

6.2.5 Zellfarbung bei Lebendzellmikroskopie

Zur Farbung des Chromatins wurde bereits zur Aussaat der Zellen, Silikon-Rhodamin
(SiR) zugegeben. SiR-Farbstoffe besitzen eine hohe Leuchtkraft, sind photostabil und
zellmembrangangig. Durch ihre Fluoreszenz im roten Wellenlangenbereich verringern
sie die Phototoxizitat, welche bei Fluoreszenzmikroskopie experimentkritisch sein
kann. Ein wichtiger Vorteil der SiR-Farbstoffe liegt jedoch in ihrer Aktivierung durch
Ligandenbindung. Die SiR-Fluorophore liegen akkumuliert in einer nicht fluoreszenten
Spirolactone-Form vor und andern ihre Struktur zu einem fluoreszierenden Zwitterion

durch die Bindung an polare Proteinoberflachen der spezifischen Liganden. So kann
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starkes Hintergrundsignal bei Mikroskopieanwendungen ausgeschlossen werden. Im
Zuge dieser Arbeit wurden SiR-DNA-Kits der Firma Spirochrome (Stein am Rhein,
Deutschland) verwendet. Bei Farbung tber Nacht wurden die Zellen mit einer 100 nm
Losung in DMSO versetzt. Kurz vor Bestrahlung am nachsten Tag, wurden die LCI-
Kontainer nach einem Mediumwechsel mit 6 ml frischem RPMI-Medium (10 % FCS,
1 % Pen/Strep) und einer 1000 nm Lésung SiR-DNA-Kit beflllt und mit den LCI-
Kontainer-Deckeleinheiten verschlossen. Die Fluoreszenzspektren von SiR sind in
Abbildung 31: Anregungs (blau) und Emissionsspektrum (rot) der SiR Farbstoffe der
Firma Spirochrome dargestellt. Ein Protokoll des Herstellers ist im Anhang einsehbar.
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Abbildung 31: Anregungs (blau) und Emissionsspektrum (rot) der SiR Farbstoffe der Firma Spirochrome
(http://spirochrome.com / Stand 16.09.2019).
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6.3 Zelllinienpraparation fur Lebendzellmikroskopie

6.3.1 Zelllinienpraparation und Transfektion

Um fur Lebendzell-Experimente geeignete Zellinien zur Verfugung zu haben, wurden
Bestandszelllinien der Radioonkologie des Klinikums der Universitat Minchen (LMU)
verwendet, sowie auch eigene Transfektionen durchgefihrt. Die erhaltenen
rekombinanten Zelllinien mit fluoreszent markiertem 53BP1 wurden auf
Transfektionseffizienz, Markierungsspezifizitat und Fluoreszenzsignalintensitat
untersucht und verglichen. Hierbei stammen die verwendeten Plasmide aus der non-
Profit Plasmiddatenbank der Firma ,addgene.com®. Der letztlich zur Transfektion
verwendete Plasmid sowie die Plasmidkarten der Zelllinien sind in Tabelle 3 sowie
Abbildung 32 und Abbildung 33 einsehbar. Die getesteten Zellinien sind in Tabelle 4

aufgelistet.

Tabelle 3: Liste der in dieser Arbeit benutzten Plasmide zur Transfektion in HelLa Zellen.

Plasmidbezeichnung Herkunft

pMC16-53BP1-GFP Klinikkum der Universitat Munchen
(LMU), Strahlentherapie und
Radioonkologie, Anna Friedl, Guido
Drexler

pLVX_Apple_53BP1trunc Addgene, Ralph Weissleder, (Plasmid
#69531)
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Tabelle 4: Liste der durch Transfektion entstandenen Hel a-Zellinien.

Zelllinienbezeichnung Herkunft

U20S m Apple_53BP1_Trunc #2 Im Laufe dieser Arbeit hergestellt

U20S m Apple_53BP1_Trunc #3 "

U20S m Apple_53BP1_Trunc #7 "

U20S m Apple_53BP1_Trunc #11 "

U20S m Apple 53BP1_Trunc #15 "

U20S m Apple_53BP1_Trunc #16 "

U20S pMC16_GFP_53BP1 #2 "

U20S pMC16_GFP_53BP1 #12 "

HelLa pMC16_GFP_53BP1 #2 Klinikum der Universitat Mduinchen

subklon2 (LMU), Strahlentherapie und
Radioonkologie, Anna Friedl, Guido
Drexler

(gmfii“p’xf o -

(9313) Pvul
(9165) FspI_
N
\

Nrul* (833)
/

_Fsel (1150)

_KAI (1934)
(8158) DrdI \

(8050) AfIIII - Pcil —_ BspDI - ClaI (2180)

NdeI (2374)
_-SnaBI (2480)

pLVX-Apple-53BP1trunc  CMVAIE\Promoter

10,184 bp
)

T Afel (2798)

=~ Hpal (3155)
SbfI (3175)

(6880) KpnI 7
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(5655) RsrIl
(5595) BsiWI

(5588) Pasl / BstXI (4484)
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Abbildung 32: Plasmidkarte des Plasmids pLVX-Apple-53BP1trunc.
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Abbildung 33: Plasmidkarte des Plasmids pMC16-EGFP-53BP1-PN.
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Der verwendete Plasmid pLVX_ Apple 53BP1trunc wurde als mikrobieller E. coli
(Escherichia. Coli) Stock auf Agar seitens der Firma Addgene versendet und im Labor
der Radioonkologie des Klinikums der Universitat Minchen (LMU) weiterverarbeitet.
Zur Vervielfaltigung des Plasmids, wurden die E. coli Bakterien in flussigem LB-
Medium (lysogeny broth, Sigma-Aldrich) mit Ampicilin (100 pg/ml, Sigma-Aldrich) und
Kanamycin (30 pg/ml, Sigma-Aldrich) als Selektionsmarker (entsprechend der im
Plasmid klonierten Resistenzgene) bei 37 °C angeimpft und Uber Nacht schuttelnd
inkubiert. Mittels photometrischer Messung der optischen Dichte (OD) bei einer
Messwellenlange von 600 nm wurde die Phase logarithmischen Wachstums der Kultur
bestimmt und anschlielend das Wachstum durch Abklhlen auf Zimmertemperatur
gestoppt. Zur Isolierung der Plasmide wurde eine MaxiPrep (MaxiPrep Kit, Qiagen,
Hildern, Deutschland) durchgefuhrt. Die Konzentrationsbestimmung wurde mittels
Nanodrop (Nanodrop 2000, Peglab Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland) bei
einer Wellelange von 260 nm durchgeflhrt. Die Aufreinigung der Plasmide wurde eine
Agarose Gelelektrophorese mit 5 % Agarose und 95 % Tris-Acetate-EDTA,
durchgefuhrt. Zur Farbung der DNA wurde Ethidiumbromid verwendet. Die Gel
Extraktion wurde mit Gel-Extraktionskits der Firma Qiagen durchgefuhrt.
Endkonzentration sowie Reinheit der Plasmidsuspension wurde mittels Nanodrop
2000 und den Wellenlangen 260 nm und 280 nm bestimmt. Hierbei wird aus dem
Verhaltnis der Ergebnisse dieser Dichtemessung die Bestimmung der Proteinfreiheit
der Suspension maglich (Abbildung 34). Reine DNA sollte sich hierbei zwischen einem
Wert von A260/A280 = 1,8 -2,0 bewegen. Detaillierte Protokolle zur Durchfihrung

einer Plasmid-Vervielfaltigung sind im Anhang einzusehen.
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Abbildung 34: Graphische Darstellung der Absorptionsspektren von Zelllysatbestandteilen wie DNA (260nm),
Proteine  (280nm) und Zucker, Salzen und Phenole (230nm) zur photometrischen bestimmung der DNA-
Konzentration. Aufgetragen ist die Absorbtion gegen die Detektionswellenlénge.

Far die Transfektion wurden Reagenzien der Firma Lipocalyx GmbH (Halle (Saale),
Deutschland), genauer, ,Viromer-RED® verwendet. Nach ungefahr zweimonatiger
Kultivierung und Antibiotika gesteuerter Selektion (Puromycin; Hela 0,4ug/ml; U20S
0,8ug/ml) der erfolgreich transfizierten Zellen (Transfektion anhand des mitgelieferten
Protokolls, welches im Anhang zu finden ist), wurden die Zellen auf ihre Qualitat

gepruft.

6.3.2 Zelllinientests

Eine erste Klassifizierung der Zellinien wurde anhand fixierter Zellen auf Deckglaschen
durchgefuhrt. Jeweils 200 000 Zellen pro Zelllinie wurden am Vortag wie in Kapitel
,ourchfuhrung der Zellaussaat“ auf Deckglaschen ausgesat und mit 1,2 Gy a-Teilchen
bestrahlt. Die Fixierung fand nach 1 h Reparaturzeit bei 37 °C statt. Die
Datenaufnahme wurde mittels STED Mikroskopie (63x VergroRerung) durchgefuhrt.
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Tabelle 5: Liste der aus Transfektion entstandenen Zelllinien mit den Ergebnissen zur Transfektionseffizienz und
Qualitét der Zelllinie. Bei allen Zelllinien wurden Fluoreszenzfarbstoffe an 53BP1 gekoppelt.

U20S m Apple_53BP1_Trunc
#2
U20S m Apple_53BP1_Trunc
#3
U20S m Apple_53BP1_Trunc
#7

U20S m Apple_53BP1_Trunc

#11

U20S m Apple_53BP1_Trunc

#15

U20S m Apple_53BP1_Trunc
#16

U20S pMC16_GFP_53BP1 #2

U20S pMC16_GFP_53BP1
#12

HeLa pMC16_GFP_53BP1 #2
subklon2

29 %

32 %

56 %

0%

100 %

97 %

0%
0%

95 %
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10 um
[ ]

Klon #7 Klon #11

10 pm
[ ]

Klon #15 Subklon #16

Abbildung 35: STED-Mikroskopie-Aufnahmen der aus Transfektion entstandenen Zelllinien  zur
Lebendzellmikroskopie. Die Eigenschaften der einzelnen Zelllinien sind in Tabelle 4 einsehbar.
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Hela pMC16 GFP_53BP1 1Gy Alpha Bestrahlung
Unbehandelt

U20S_53BP1_apple_trunc_#15 1Gy AlphaBestrahlung
Unbehandelt

10pm 10 pm
| ]

Abbildung 36: STED Mikroskopieaufnahme der transfizierten Zelllinien in Endauswahl zur Lebendzellmikroskopie.
Die Zellen wurden hierfiir Unbehandelt (links) und nach 1 Gy a-Bestrahlung gemessen (rechts).

Auf Grund der erhaltenen Ergebnisse, konzentrierten sich die weiteren Experimente
auf die Zelllinie HeLa pmc16 53BP1-GFP (siehe Abbildung 35 und Abbildung 36). Die
Bestrahlung wurde an der a-Quelle der UniBw in Neubiberg durchgefuhrt. Fur die
Bestrahlung mit anschlieBender Lebendzellbeobachtung am Leica TCS SP8 3X
Mikroskop wurde eine speziell angepasste Lebendzellkammer entwickelt (Abbildung
37). Die Zellen wurden aufderhalb der Kammer auf Deckglasern aus Glas und mit
definierter Starke kultiviert. Hierflr eigneten sich, auch aufgrund der gesteigerten
Bruchunempfindlichkeit, runde Deckglaschen mit einem Durchmesser von 25 mm und
einer Starke von (170,00 + 0,05) um. Da die Reichweite der a-Teilchen beschrankt ist,

der Abstand zwischen Zellen und Folie 3 mm nicht Uberschreiten darf, fand die
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Bestrahlung der Zellen auRerhalb der Kammer statt. Um die zeitliche Diskrepanz
zwischen Bestrahlung und Datenaufnahme so gering wie mdglich zu halten, wurde die
Bestrahlungskammer mit einem Drehspannsystem zur Fixierung des Deckglaschens
ausgestattet, welches durch die Verwendung von zwei gegeneinander orientierten
Gummidichtungen die Kammer mit dem Deckglas als Boden flussigkeitsdicht
abdichtet. Durch einen glasernen Deckel kann auch wahrend Datenaufnahmen tUber
mehrere Stunden die Verdunstung von Medium vermieden und der p.H-Wert der
Probe Uberwacht werden. Um den p.H.-Wert effektiv durch CO2-Spullung konstant
puffern zu konnen, war es notig den Deckel nicht komplett zu verschlie3en. So wurde
zwar zu rasches Verdunsten des Mediums verhindert, jedoch Verdunstung nicht
komplett gestoppt. Die Verwendung von leichtem Aluminium resultierend in einem
Endgewicht von 82g ermodglicht die Verwendung des  Z-Galvo
Feinjustiermechanismus des STED-Mikroskops. Die verwendeten Komponenten zur

LCI-Mikroskopie sind in Kapitel ,Lebendzellmikroskopie mittels STED* einsehbar.
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Abbildung 37: Abbildung der im Laufe dieser Arbeit entwickelten LCIl-Kammer zur Lebendzellmikroskopie von
Zellen auf Deckgldsern. Die Kammer besteht aus drei Teilen (oben rechts, mitte) und kann durch einen
Schraubmechanismus zusammengebaut werden. Nach Einsetzen des Deckglases und Befiillung mit Medium kann
die LCI-Kammer in den Z-Galvo-Feinfahrmechanismus des Leica-Mikroskops eingebaut werden (unten).
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7 Datenaufnahme

7.1 STED-Mikroskopie fixierter Zellen

Die Datenaufnahme wurde mittels STED-Mikroskopie durchgefuhrt. Hierbei wurde ein
Leica TCS SP8 CW STED 3X Mikroskop verwendet. Das Mikroskop ist mit drei STED-
Lasern mit den Wellenlangen 592 nm (CW (continuous wave)), 660 nm (CW) und
775 nm (pulsed) ausgestattet und ermdoglicht mit den in dieser Arbeit verwendeten
Fluorophore eine Auflésung von ca. 105m$m in lateraler Ebene. Die
Ausléschungswellenlangen wurden spezifisch fur das zu mikroskopierende Fluorophor
so definiert, dass die Wellenlange des verwendeten STED-Lasers in der abfallenden

Flanke des Emissionsbereichs des Fluorophors lag.

Die Anregung fand Uuber einen einstellbaren Weilllicht-Laser statt, welcher
Wellenlangen definiert zwischen 470 nm und 670 nm erzeugen kann. Die Detektion der
Fluoreszenzsignale wurde mit so genannten Hybrid-Detektoren (HyD) durchgeflhrt.
HyD bestehen hierbei aus einer Kombination von Photomultiplier und Avalanche
Photodiode. Hierbei wird eine hohe Sensitivitat gegenlber wenigen emittierten
Photonen bei reduziertem unspezifischen Hintergrundsignal mdglich. Um die
Entfaltung der Aufnahmen zu erméglichen, werden von jeder Probe Bilderstapel mit
mindestens 5 Segmenten in Z-Richtung aufgenommen. Die Auflésung in Z-Richtung
dieser Bilder ist durch die Verwendung eines Z-STED-Lasers, also einem in der Z-
Ebene erzeugten Doughnut-formigen Laserstrahls, auf ca. 200 nm reduziert. Die
Pixelgrofie bei samtlichen Aufnahmen mittels STED Mikroskopie und der Verwendung
der 100x VergrolRerung lag bei einer Seitenlange von 40nm. Die verwendeten

Fluorophore sind in Tabelle 6 einsehbar.

7.2 Lebendzellmikroskopie mittels STED

Fir Vorexperimente zur Chromatinbeweglichkeit wurde LCI mittels STED
durchgefuhrt. Hierzu wurde das kommerzielle Leica TCS SP8 CW STED 3X Mikroskop
verwendet. Um eine definierte Temperatur von 37 °C fur die Dauer der Messung
gewabhrleisten zu konnen, wurde eine LCI-Box mit Heizung und COz2 Spulung der Firma
Life Imaging Services (Basel, Schweiz) verwendet. Die CO2-Spulung hielt hierbei den
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COz2 Gehalt der Umgebungsluft in der LCI-Box bei 5 % konstant. Die p.H.-Stabilitat
konnte im Laufe der Messung durch die glaserne Abdeckung der LCI-Kammer anhand
der Farbung des Phenolrots im Medium Uberwacht und neutral gehalten werden. Zur
Datenaufnahme wurde die Leica-eigene Imaging Software LASX verwendet. Die
verschiedenen Laserlinien wurden entsprechend der verwendeten Fluorophore
(ersichtlich in Tabelle 6) verwendet. Fir STED und konfokal LCI Experimente kamen
die Objektive 100x und 63x zum Einsatz. Ein wichtiger Faktor, welcher die
Datenaufnahme zeitlich begrenzte, war die Verdunstungsrate des Mediums. Da ohne
CO2-Spulung, keine Pufferung des p.H.-Werts des Mediums stattfinden konnte, durfte
der Deckel der Probengefalde nicht komplett verschlossen werden. Um jedoch eine
Verschiebung der Fokusebene zu verhindern, konnte kein zusatzliches Medium

zugegeben werden.

7.3 Lebendzellmikroskopie an SNAKE

Bei dem an SNAKE verwendeten Mikroskop handelt es sich um ein Zeiss
(Oberkochen, Deutschland) Axiovert 200M Epifluoreszenzmikroskop. Zur
VergroRerung wurde ein LCI Plan-Neofluar Objektiv (Carl Zeiss Oberkochen,
Deutschland) mit einer 63x Vergdlerung (mit Immersionsdl) sowie ein Plan
Apochromat (Carl Zeiss, Oberkochen, Deutschland) Objektiv mit einer 40x
Vergrof3erung verwendet. Fur den SiR Farbstoff wurde spezifisch fur Cy5 Farbstoffe
das Reflektormodul 50 (siehe Abbildung 38, Carl Zeiss, Oberkochen, Deutschland)
verwendet und GFP-Signale wurden mit Reflektormodul 38 HE gefiltert (siehe
Abbildung 39, Carl Zeiss, Oberkochen, Deutschland). Die Spektren der
Reflektormodule sind in Abbildung 38 und Abbildung 39 einsehbar. Zur Beleuchtung
der Probe wurden zwei LEDs mit Wellenlangen von 590 nm fur den SiR-Farbstoff und
470 nm fir GFP verwendet. Die vewendeten Fluorophore sind in Tabelle 6 einsehbar.

Zur Datenerfassung diente die AxioVision Software der Firma Zeiss.
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Abbildung 38: Abbildung der Filtereigenschaften/Spektren des Reflektormoduls 50 Firma Zeiss. Aufgetragen ist die
Effizienz der Filter ftir Anregung (blau), Emission (rot) und der auszufilternden Wellenléngenbereiche (grau). Die
Daten entstammen den Produktangaben der Firma Zeiss.
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Abbildung 39: Abbildung der Filtereigenschaften/Spektren des Reflektormoduls 38 HE Firma Zeiss. Aufgetragen ist
die Effizienz der Filter flir Anregung (blau), Emission (rot) und der auszufilternden Wellenldngenbereiche (grau).
Die Daten entstammen den Produktangaben der Firma Zeiss.
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7.4 Fluorophore

Tabelle 6: Liste der in dieser Arbeit verwendeten Fluorophore, sowie der zugehdrigen Eigenschaften und
Anwendungen. Eine Beschreibung der einzelnen Produkte ist in Tabelle 2 einsehbar.

Bezeichnung Anregung Emission Verwendung

Abberior STAR440SXP 400-470 nm 510 nm Foci-Migration

Alexa Fluor 488 488 nm 520 nm Chromatinorganisation
Alexa Fluor 532 532 nm 550 nm Chromatinorganisation
EGFP 488 nm 510 nm Chromatinbeweglichkeit
SiR Far Red 620-640 nm 690 nm Chromatinorganisation/
Foci-Migration
OregonGreen 488 488 nm 520 nm Chromatinorgansiation
Chromeo 505 480 nm 530 nm Foci-Migration
Alexa Fluor 647 647 nm 670 nm Chromatinorganisation

7.5 Entfaltung

Wie in Kapitel ,Auflosungsverbesserung durch Entfaltung® erwahnt, konnen Bilder
resultierend aus beugungsbedingten optischen Systemen mit einer Auflésung unter
dem Abbe Limit nicht ohne Weiteres zur Analyse verwendet werden. Im Laufe dieser
Arbeit wurde die Entfaltung anhand der Software Huygens Professional (Scientific
Volume Imaging B.V., Hilversum, Niederlande) durchgefihrt. Das Programm
verwendet eine aus den Metadaten der Mikroskopiebilder bestimmte theoretische PSF
zur Entfaltung. Die Entfaltung selbst erfolgt iterativ mittels einer klassischen Maximum-
Likelyhood Schatzung. Fir eine verlassliche Entfaltung ist es essentiell wichtig die
Werte bezlglich des Signal zu Rauschen Verhaltnis (SNR) auf die Mikroskopie
angepasst zu definieren. Hierbei konnte im Laufe dieser Arbeit auf Werte von J. Reindl
(Dissertation 2017) zurtckgegriffen werden, welche den SNR Wert auf 5 definierten.
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8 Direktes Zahlen von DNA Doppelstrangbruchen

Wie einleitend erwahnt, ist es flr die strahlenbiologische Forschung essentiell eine
moglichst genaue Charakterisierung von DNA-Schaden durchzufuhren. Hierfur ist
jedoch eine exakte Quantifizierung von DSB durch direkte Markierung des Schadens
erforderlich. Die Schwierigkeit DSB direkt zu detektieren, liegt in der grof3en Variation
ihres Auftretens. Je nach Art der Strahlung und verwendeter Energie entstehen DNA
Enden mit unterschiedlicher Komplexitat. Einzelstranguberhange mit einer Grolle
zwischen 10 und 100 Basen entstehen oft LET-abhangig wobei hoch-LET Strahlung
komplexere DSB verursacht als niedrig LET Strahlung. Dicht ionisierende Strahlung
erhoht gleichzeitig die Rate an lonisationsevents umliegender Molekille, welche als
reaktive Radikale wie z.B. ROS zu weiteren lonisationen der DNA und zu hoherer
Komplexitat der DSB fuhren kdnnen. Hohere Energien gehen wiederum mit kiirzeren
Uberhéngen und einfachen Briichen einher. Ein weiterer Grad an Komplexitat wird
erreicht durch die Moglichkeit der Nukleotidschadigung. Basen kdénnen in ihrer
Molekulstruktur geschadigt sein, Ladungsverschiebungen fuhren zum Verlust von
Phosphatverbindungen und auch ein beschadigtes Riboseriuckrat fuhrt zu
Konformationsanderungen und somit zu undefinierten ungleichmaRigen DNA.Enden
mit zufalliger Struktur. DNA-Enden mit zufalliger Struktur kénnen nicht durch

Gemeinsamkeiten in ihrer Ausbildung definiert werden.

Eine Mdoglichkeit trotz undefinierter DNA-Enden ein gemeinsames Bindemotiv fir die
Anlagerung eines fluoreszenten Markers zu ermoglichen ist, dieses Motiv am
Schadensort selbst zu erstellen. Fur diesen Zweck eignet sich besonders der glatte
DNA-Bruch ohne Einzelstranguberhang, auch ,blunt end“ genannt. Er kommt
natlrlicherweise nur als molekulares Signal fir Apoptose in Bakterien vor und bedeutet
Caspase3, den Zelltod einzuleiten. Diese biologische Seltenheit ermdoglicht die
einheitliche Markierung von DSB [108].
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8.1 In Situ Ligation

Die Generierung dieser blunt end-Strukturen aus willkurlich ausgepragten DSB wird
durch eine Mischung aus ,T4 Polymerase Editing“ und ,In Situ Ligation“ erreicht.
Hierfir wird T4 DNA-Polymerase aus T4-Bakteriophagen verwendet. Die DNA-
Polymerase besitzt 5°>3' Polymerasefunktion sowie 3'->5° Exonukleasefunktion.
Diese zwei Funktionen ermdglichen es in fixierten und permeabilisierten Zellen, durch
die Zugabe von Enzymen, 3‘ Einzelstranguberhange zu ,blunt ends” aufzufillen und
im Anschluss 5° Uberhdnge selektiv bis zum ,blunt end“ abzuverdauen (siehe
Abbildung 40). T4-Polymerase wird gewodhnlich zur Adapterherstellung bei Next

Generation Sequencing Analysen Verwendung findet.

> NER-Komplex

DNA-Polymerase

@» ligase

Abbildung 40: Schematische Darstellung der DSB-Detektion mittels DNA-Oligonukleotid-Sonden und den
involvierten Proteinen fiir DNA-Blunting und In Situ Ligation. DNA erleidet durch Strahlung einen DSB. Der sofort
aktivierte NER-Komplex entfernt beschédigte Nukleotide und T4 DNA Polymerase sorgt fiir die Generierung von
,blunt“ DNA Enden. Im letzten Schritt findet die Kopplung einer Oligo-Sonde durch T4-DNA Ligase statt.
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Um die selbst erzeugten ,blunt ends” lokalisieren zu kdnnen, werden durch In Situ
Ligation fluoreszente so genannte, Hairpin-loop Oligo-Sonden an den glatten DSB
gekoppelt (siehe Abbildung 40: Schematische Darstellung der DSB-Detektion mittels
DNA-Oligonukleotid-Sonden und den involvierten Proteinen fir DNA-Blunting und In
Situ Ligation. DNA erleidet durch Strahlung einen DSB. Der sofort aktivierte NER-
Komplex entfernt beschadigte Nukleotide und T4 DNA Polymerase sorgt fur die
Generierung von ,blunt” DNA Enden. Im letzten Schritt findet die Kopplung einer Oligo-
Sonde durch T4-DNA Ligase statt. Bei dieser Methode wird die thermostabile T4 DNA
Ligase aus T4-Bakteriophagen, welche DNA-Doppelstrange, in diesem Fall
Oligonukleotid-Sonden (Kurzform im Folgenden ,0ligo®), insbesondere mit ,,blunt® und
,Sticky“ DNA-Enden verbindet. Die in dieser Arbeit verwendeten Oligo-Sonden
bestehen aus einzelstrangiger DNA mit definierten Eigenschaften um eine
Auflésungsverbesserung zur IRIF Quantifizierung unter STED-Mikroskopie zu
erhalten. Sie falten sich in Losung zu Haarnadelstrukturen mit ,blunt ends®. Der
entstandene Kopfteil der Haarnadel besitzt ein, selektiv markierbares, Nukleotid an
exponierter Stelle. Der grofite Vorteil dieser Methode liegt in der geringen Grofke der
Oligo Sonden von nur ca. 100 bp oder 340 A (Lange des Oligos ohne Fluorophor). Die
Sonden sind damit klein genug, um effizient die Zell- und Nukleusmembran zu
durchdringen, sich im dichten Chromatingeflecht an den DSB zu heften und sich nicht
gegenseitig sterisch zu hindern. Des Weiteren ermdglicht der geringe Abstand von

Schadensstelle zu Fluorophor eine realistische Messung der DSB-Position.
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8.2 Etablierung der Oligonukleotid Sonden Farbung zur DSB
Detektion

Zur Etablierung der Oligonukleotid-Sonden-Farbung wurden im Laufe dieser Arbeit
mehrere Prototypen mit verschiedenen DNA Sequenzen getestet. Ein erster
vielversprechender Kandidat war Oligo1, welcher eine Weiterentwicklung der Sonden
von A. Galbiati et al. 2017 darstellt [63].

Mit der DNA Sequenz

S5‘GACTACCTTGAGAGTTACGCTAGGGATAACAGGGTAATATAGTTT
[BtndT|TTTCTATATTACCCTGTTATCCCTAGCGTAACTCTCAAGGTA

GTC 3

wird durch einen hohen Guanin/Cytosin Gehalt von ca. 66 % in der Stammregion eine
stabile Faltung und ,blunt ends® gewahrleistet. Ein Purin-Triplett am Hals des Loops
und repetitive Thymin-Sequenzen im Loop selbst sichern die saubere Ausbildung
eines Haarnadelkopfes. Im Zentrum des Kopfes wurde eine biotinylierte Thyminbase
intergriert, welche es ermdglicht durch die starke natirliche Bindung zwischen Biotin
und Streptavidin, ein Streptavidin-gebundenes Fluorophor, im Falle dieser Arbeit ein
Alexa488-Farbstoff, zu koppeln. Die Bindung der Fluorophore an Biomolekule wie in
diesem Fall Streptavidin, wird iber Amin-reaktive Crosslinking Gruppen bewerkstelligt.
Hierbei werden primare Amine (-NH2), welche durch ihre hydrophile
Ladungscharakteristik bei den meisten aminosaurebasierten Biomolekilen nach
aulen prasentiert werden, durch funktionelle Gruppen im zu verbindenden Molekdl,
meist NHS-Ester, gebunden. Die Produktion der ersten Oligo-Sonden mittels
Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) wurde durch die Firma Eurofins Scientific
(Ebersberg, Deutschland) durchgefihrt.
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Zur Etablierung effizienter Farbeprotokolle wurden Permeabilisationszeiten und
Permeabilisationsmittelkonzentrationen sowie verschiedene Pufferlésungen und
Inkubationszeiten getestet. Ein ebenfalls kritischer Punkt war die Definition der
richtigen Enzyme fur DNA-Blunting und Ligation der Sonden sowie deren optimales

Arbeitsumfeld. Zum Test der Oligo-Sonden wurden Zellen wie in Kapitel ,oc-

Bestrahlung“ bestrahlt und mit PFA fixiert weiterbearbeitet. Die Zellen wurden 5 mal
gewaschen um PFA-Reste vollstandig zu entfernen. Um den Oligo Sonden die
Passage in das Zytoplasma der Zelle und in den Zellkern zu ermdglichen, wurde ein
Permeabilisationsschritt mit 0,2 % Triton-Losung durchgefuhrt. Um unspezifische
Hintergrundsignale durch fehlerhaft gebundene Oligos zu reduzieren, wurden die
Zellen abschlief3end fur 30 min mit 2 % PBS* (100 ml PBS + 2 g BSA + 0,15 g Glycin)
geblockt. Das optimale Reaktionsmilleu der T4-Polymerase, wurde mit 1X ,CutSmart®
Puffer erreicht (New England Biolabs) und die Zellen mit 5 min Inkubationszeit bei 25
°C inkubiert. Im Gegensatz zur kommerziell erwerbbaren Varianten des ,CutSmart*-
Puffers wurde die Lésung im Zuge dieses Experiments mit PBS angesetzt, um
ladungsbedingte Membrantransitbehinderungen zu minimieren. Nach einem kurzen
Waschschritt mit ,Blunting® Puffer wurden die Zellen in einer Mischung aus 38
sterilgefiltertem H20, 5pl ,Blunting® Puffer 10X, 5 yl ANTP 1 mM, 0,5ul BSA (hochreine
20 mg/ml) und 1 pl ,Blunting® Enzym Mix (New England Biolabs), bestehend aus T4
Polymerase und T4 Polynukelotid Kinase, fur 60 min bei 25°C inkubiert.

Anschliellend wurden die Proben kurz mit 1X ,CutSmart“ Puffer gewaschen und das
Arbeitsmillieu fur die Ligation der Sonden mit einem zweimaligen Waschschritt mit 1X
T4-Ligationspuffer (New England Biolabs) vorbereitet. Die In-Situ Ligation fand in einer
H20 gesattigten Atmosphare bei 21 °C Uber Nacht statt. Hierfur wurden die Zellen in
einer Mischung aus 83 ul steril gefiltertem H20, 10 yl T4-Ligasepuffer 10X, 1 yl BSA
(hochreine 20mg/ml), 1 pldATP Lésung 100 mm (New England Biolabs), 2 ul T4 Ligase
(New England Biolabs) und 2,5 ul der Oligo Sonden in einer Konzentration von 10 uM
inkubiert. Um die Enzymreaktion zur Sonden Ligation zu unterbrechen wurden die
Zellen zweimalig mit PBS gewaschen. Da Biotin und Streptavidin physiologisch weit
verbreitet sind, muss, um starkes Hintergrundsignal durch unspezifische
Verbindungen des Streptavidins zu vermeiden, ein weiterer Bindestellen-Blockier-
Schritt durchgefuhrt werden. Hierfur wurde der von Thermo-Fischer hergestellte
Streptavidin-Biotin Blocking Reagent Kit (Thermo Fischer, E21390) nach beigefligtem

Protokoll verwendet. Nach abgeblockten Sterptavidin- bzw. Biotinbindestellen, wurde
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ein weiterer Blockierschritt mit 6 % BSA (6 g BSA in 100 ml PBS) durchgefuhrt und
anschlie3end alle Uberschissigen Proteine durch einen dreiteiligen Waschschritt mit
PBS entfernt. Die Kopplungsreaktion zwischen Streptavidin-Fluorophor-Adapter und
Biotin fand durch 60 min Inkubation des Adapters in einer 40 nM Verdunnung mit PBS
statt. Nach einmaligem Permeabilisationsschritt mit 0,2 % Triton-Losung und dreier
Waschschritte mittels PBS wurden die zellbedeckten Deckglaser mittels ProlongGold
(New England Biolabs) auf Glas Objekttragern positioniert und Uber Nacht bei
Zimmertemperatur getrocknet.

Bei der Etablierung dieser Farbetechnik stellten sich zwei Limitierungen heraus.
Anfangs wurde, um die Signalstarke des Oligos und somit das Signal zu Hintergrund
Verhaltnis so grol} wie moglich zu halten, die Kopplung von vier Fluorophoren versucht
(Abbildung 41)

. HEIE
protein
A

Streptavidin Biotin Konjugat

Abbildung 41: Schematische Darstellung der Kopplungssstrategie betreffend der Kopplung von 4 Fluorophoren
(Protein B) an jeweils eine Oligo-Sonde (Protein A). Bewerkstelligt wurde die Kopplung Uber Straptavidin (S) und
Biotin (B).

Da vier Fluorophore, gekoppelt jeweils an Streptavidin und Biotin in molekularem
Maldstab mit ca. 217 kDa Masse, viel Raum in Anspruch nehmen, war die Zell- und
Nukleus-Membrangangigkeit deutlich beeintrachtigt was in sehr unbefriedigenden
Farbeergebnissen resultierte (siehe Abbildung 42). Die Farbung war nicht spezifisch
fur DSB. Vielmehr wurde die Zelle gleichmalig mit Fluorophoren versehen, welche
sich auch durch die angewendeten Waschschritte nicht entfernen lieRen und somit

keine Identifizierung von DSB maoglich machten.
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10 pm

Abbildung 42: Exemplarische Fluoreszenzmikroskopieaufnahme der ersten Féarberesultate mittels DNA-
Oligonukleotid-Sonden. Deutlich zu sehen, ist eine unspezifische Farbung des Zellkerns sowie des Zytoplasmas.
Durch zu starke Hintergrundsignale, ist es kaum méglich, existierende DSB zu identifizieren. Bestrahlung fand mit
1 Gy a-Teilchen statt

Eine zweigeteilte Farbung durch nachtragliche Kopplung der Fluorophore in Situ
verbesserte die Farbeeffizienz nur geringflgig. Erst die Kopplung nur eines einzigen
Fluorophors pro Sonde, kombiniert mit einer zweigeteilten Farbung, ermdglichte einen
effizienten Membrantransit und eine stabile Farbung mit reduziertem Signal im
Zytoplasma (siehe Abbildung 43). Die Kopplung nur eines einzelnen Fluorophors
wurde hierbei gewahrleistet durch die Eigenschaft von Biotin, nur eine Verbindung zu
jeweils einem Streptavidin eingehen zu kénnen. Die Zuweisung von Streptavidin an
das Fluorophor, also umgekehrt wie in Abbildung 41 zu sehen ist, gewahrleistet, dass

nur ein Fluorophor pro Oligo-Sonde verbaut wird.
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Abbildung 43: Mikroskopische Abbildung der DSB-Lokalisation in HelLa-Zellkernen mittels Oligonukleotid-Sonden
(griin) und 53BP1 (rot). Die oberen vier Abbildungen zeigen Uberblicke (ber die Farbeeffizienz der
Oligonukleotidtechnik im Vergleich zur Immunfluoreszenzférbung von 53BP. Die Unteren vier Abbildungen zeigen

exemplarisch an Hand zweier Zellkerne, die gesteigerte Detailldarstellung durch Farbung mit Oligonuklotid Sonden.
Die Bilder konnten auf Grund ihrer Zweidimensonalitét nicht entfaltet werden.
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Obwohl die Ergebnisse der co-Bestrahlung eine sehr vielversprechende und fein
aufgeldste Detektion der DSB dokumentieren, war die Methode auf andere
Strahlenarten nicht anwendbar. Das Verhaltnis zwischen Signal und Hintergrund war
ausreichend, um die grol3e Zahl der durch oo-Teilchen induzierten DSB zu detektieren.
Eine Detektion von DSB in IRIF mit geringerer Dichte (Schragbestrahlung mit

Protonen) war jedoch nicht moglich.

Es ging also darum, das Problem der schwachen Signalstarke und der starken
Hintergrundfarbung zu beheben. Ein einziges anorganisches Fluorophor und ein
einzelner DSB allein im Schadenscluster besitzt eine zu geringe Photonenausbeute
um von unspezifisch gebundenen Signalen mittels STED-Mikroskopie unterschieden
zu werden. Diese Limitierung wurde versucht durch einen Wechsel des
Kopplungsmechanismus und der Verwendung von sogenannten Quantum Dots an
Stelle der anorganischen Fluorophore, welche eine um Uber 100% hdhere

Photonenausbeute als herkdmmliche Fluorophore erreichen kénnen, zu umgehen.

Quantum Dots sind, molekular betrachtet, sehr kleine (ca. 10* Atome GesamtgroRe
ohne Funktionalisierung) anorganische Halbleiterkristalle, welche durch ihre
Kristallstruktur Fluoreszenz-Eigenschaften bei grofl3er Bleichresistenz besitzen. Dabei
bestimmt ihre GroRe und Struktur die emittierenden Wellenlangen. Wie im Kapitel
-2 1 ED-Mikroskopie® beschrieben, ist die Auflosung der STED-Mikroskopie an die
Intensitat des STED und Anregungslasers gebunden. Durch die Bleichresistenz der
Quantum Dots sollte es also nicht nur mdglich sein einzelne Oligo Sonden zu
detektieren, sondern diese auch besser aufzulosen. Eine Liste der verwendeten
Quantum-Dots ist in Tabelle 7 einsehbar.
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Tabelle 7: Lister der in dieser Arbeit verwendeten Quantum Dot-Produkte.

Quantum Dots Hersteller

Qdot™ 705 ITK™ Carboxyl Quantum Thermo Fisher Scientific,
Dots Massachusetts, USA

Qdot 525 ITK Amino (PEG) Quantum Thermo Fisher Scientific,
Dots Massachusetts, USA

DotsQdot 705 ITK Amino (PEG) Thermo Fisher Scientific,
Quantum Dots Massachusetts, USA

Qdot 565 ITK Streptavidin Quantum Thermo Fisher Scientific,
Dots Massachusetts, USA

Qdot 705 ITK Streptavidin Quantum Thermo Fisher Scientific,
Dots Massachusetts, USA

Wie in Abbildung Abbildung 44 zu sehen, weisen die verwendeten Quantum Dots auch
in der Realitat eine sehr hohe Resistenz gegen lichtinduziertes Bleichen auf. Bei 100
% STED-Laser Intensitat Uber eine Belichtungszeitspanne von 5 min und 232 Bildern,
verlieren die Quantum Dots in diesem Experiment lediglich ca. 3,8 % ihrer Intensitat.
Das organische Fluorophor Atto488 zeigt im Vergleich bei gleichen
Aufnahmebedingungen eine Reduktion des Fluoreszenzsignals um 42%. Die
Signalhdhen im Hintergrund zeigten dabei keine Veranderungen, womit ein globaler

Effekt ausgeschlossen werden kann.
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Abbildung 44:STED Mikroskopie Zeitserie tber 5 min mit 100% STED Laserintensitdt. Quantum Dots mit
unspezifischem Bindeverhalten im Zytoplasma (rot). Alexa488 markiertes Histon H2B (griin). Graph (ber die
Fluoreszenzintensitatsentwicklung lber die Messzeit von 5min und 232 Bildern (unten).

Eine unerwartete Problematik stellte die Membrangangigkeit der Quantum Dots dar.
Trotz der Oberflachenoptimierung mit amphiphilen Polymerhullen und ihrer geringen
Grolde war kein Transit der Quantum Dots in den Zellkern moglich [147]. Selbst der
Versuch die Quantum Dot markierten Adapter mittels Lipid-Vesikeln und
Verschmelzung der Zellbiomembran ins Innere der Zelle zu schleusen scheiterte. Dies

liegt entweder an der groRen Affinitat der Quantum Dot-Oberflache, sich mit
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verschiedenen zellularen Strukturen zu verbinden, oder der Bindefreudigkeit des
Streptavidinadapters. Ersichtlich wird dies aus Abbildung 45. Diese zeigt die
Lipidvesikel der Fuse-it Reagenz der Firma Ibidi (Martinsried-Planegg, Deutschland),
gefullt mit rot fluoreszenten Quantum Dot-Streptavidin-Konjugaten. Im Laufe der
Aufnahme wird ersichtlich, dass die Quantum Dots bei der Verschmelzung des
Lipidvesikels mit der Zellbiomembran an diese gebunden wird und nicht in das Innere
der Zelle vordringt. Somit werden die Quantum Dots bei jedem Waschschritt von der

Probe entfernt und kbnnen nicht detektiert werden.

Hela Zelle

)

Lipidvesikel
an Membran
gebunden

Lipidvesikel
vorgelagert

Abbildung 45: Lebendzellmikrokopische Aufnahme einer HelLa-Zelle und die versuchte Lipidvesikel gesteuerte
Einbringung von Quantum Dot-Streptavidin (rot) Konjugaten in das Zytoplasma der Zelle. Zu erkennen ist, dass
tber die Zeit von 20 min keine Verschmelzung der Lipidvesikel mit der zelluldren Biomembran stattfindet und die
Konjugate nicht aufgenommen werden. Vielmehr ist zu beobachten, dass die Lipidvesikel sich an die Oberfldche
der Zellmembran haften und akkumulieren.

Ein Versuch herauszufinden, an welcher Komponente die unspezifischen Bindungen
entstanden sind, und den Fehler einzugrenzen oder eventuell die prominenten
Hintergrundsignale bei Kopplung mit anorganischen Fluorophoren wie dem Alexa488
aus den Erstversuchen zu minimieren, lag darin, den Kopplungsmechanismus zu

wechseln. Hierflr wurde ein Click-Chemie-System als Ersatz gewahlt.

Bei dieser Art von kovalenter Kopplung handelt es sich um einen Mechanismus,
welcher physiologisch nicht verbreitet aul3erdem biologisch inert ist und aus diesem
Grund vielversprechend unspezifische Verbindungen unterbunden sein sollten. Die
Kopplung durch Klick-Chemie ist hocheffizient mit einer sehr grollen Ausbeute an
Kopplungsprodukten, und die beteiligten Molekule sind so klein, dass sie selten
Inakzeptanz der gebundenen Biomoleklle auslésen. Fir die Anwendung in dieser
Arbeit wurde ein Thymin der Oligo Sonden zentral am Haarnadelkopf an ein Azid

gebunden. Die Kopplung an einen alkingebundenen Fluorophor-Adapter (Atto488
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bzw. Quantum Dots) wurde durch Azid-Alkin-Cycloaddition bewerkstelligt (siehe
Abbildung 46).

@, Cu(l) - Ny
+ + —_— —’ —
N\\ ( ——
NH
Azid Alkin Triazol

Abbildung 46: Azid-Alkin-Cycloaddition. Reaktionsgleichung der Click-Chemie Reaktion zur kupferkatalysierten
Bindung von Azid an ein Alkin.

Die hierfur verwendeten individuell konstruierten Oligo-Sonden wurden von der Firma

Integrated DNA Technologies (Coralville, lowa, USA) gefertigt.

Die Basensequenz wurde wie folgt verwendet:

5TACTACCTCGAGAGTTACGCTAGGGATAACAGGGTAATATAGTTT[iAzideN]

TTTCTATATTACCCTGTTATCCCTAGCGTAACTCTCGAGGTAGTA 3

Crosslinking des Azids wurde Uber NHS-Ester bewerkstelligt.

Die Fluorophor-Adapter stammen von der Firma Thermo Fisher Scientific (Waltham,
Massachusetts,USA). Folgende Produkte wurden nach beiliegenden Protokollen

verwendet (siehe Tabelle 8).

Tabelle 8: Liste der, flir die Konstruktion der Klick Chemie Oligo Sonden, benétigten Produkte.

ALEXA FLUOR 488 ALKYNE (A10267) Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts,USA)

CLICK-IT CELL REACTION Thermo Fisher Scientific, Waltham,
BUFFER (C10269) Massachusetts,USA)
Qdot™ 655 ITK™ Amino (PEG) Thermo Fisher Scientific, Waltham,

Quantum Dots (Q21521MP)
Alkyne-PEG5-N-hydroxysuccinimidyl
ester

Massachusetts,USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA
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Ein erster Test der Click-Chemie Oligo-Sonden mit gekoppeltem Atto488-Farbstoff
wurde nach Kohlenstoff-Schragbestrahlung an SNAKE durchgeflhrt. Leider sind keine
Foci-Spuren, sondern eine gleichmalige Farbung der Zellmembran zu sehen. (siehe
Abbildung 47). Es ist anzunehmen, dass die intrazellulare Kopplung nicht erfolgreich
war oder sogar der Zellmembrantransit fehlgeschlagen ist.

10 pm

Abbildung 47: Mikroskopische Abbildung von Hela-Zellen mittels Click-Chemie basierter DNAQligonukleotid
Sonden. Unspezifische Bindung der Sonden mit der Zellmembranoberflache fiihrt zu seiner gleichméfBigen aber
ungewollten Markierung der Zellmembran.
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Demnach war es bisher mit dieser Methode noch nicht moglich, IRIF mit geringer DSB

Dichte zu detektieren.

Um die genauen Mechanismen zu enthullen, welche fur die fehlerhafte Click-Chemie
Farbung verantwortlich sind und, warum mit ihr keine spezifische Markierung der DSB
mdglich war, bedarf es weiterer Experimente. Ein erster Schritt zur Problemlésung
ware eine Anpassung des Farbeprotokolls und der Prufung der einzelnen
Komponenten. Leider war die weitere Entwicklung dieser Farbemethode im Zuge
dieser Arbeit nicht weiter moglich. Bis zu diesem Punkt ist die Detektion von DSB durch
Oligo-Sonden ein fahiges Werkzeug zur Markierung von DSB in grofzeren Clustern
(oo —Strahlungsinduziert) und der genaueren Lokalisation des IRIF Zentrums
(Abbildung 43). Es konnten erfolgreich mehrere Oligo Kandidaten getestet und die
allgemeine Funktionalitat der Methode mittels a-Bestrahlungsexperimenten bewiesen
werden. Das Ziel, eine verbesserte Auflosung fur die Mikroskopie von
Reparaturstellen zu erhalten und auch vereinzelte Reparaturstellen (induziert durch
Low-LET Bestrahlung an SNAKE) eindeutig zu definieren, konnte leider bisher nur
teilweise erreicht werden. Jedoch bergen die bis zu diesem Zeitpunkt erlangten
Ergebnisse viele Erkenntnisse, die den Grundstein fur weitere zielorientierte
Experimente legen konnen. Ein nachster Schritt ware die Optimierung des
Farbeprotokolls fur die Farbung der Alexa488 Click-Chemie Sonden mit alternativen
Permeabilisationsmethoden. Ebenso kdnnte versucht werden, die hohe Affinitat der
Sonden gegenuber der Zellmembran durch alternative Click-9Chemie Kopplungen zu

unterbinden.
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9 Chromatinmobilitat und Foci Migration

Wie in Kapitel ,Chromatinmobilitdt und DNA-Reparatur® erlautert, spielt die
Beweglichkeit des Chromatins und auch der DSB eine grof3e Rolle zum Schutz des
Genoms. Fur eine effiziente Reparatur ist es fur die Zelle noétig, die Rekrutierung von
Reparaturproteinen zur Schadensregion zu ermoglichen und das Chromatin
zuganglich zu machen. Ebenso ist ein gewisses Mal an Beweglichkeit des Chromatins

notig, um eine fur jeden DNA-Schaden optimale Reparaturumgebung zu schaffen.

Fir Hefezellen und menschliche Zellen ist bisher bewiesen, dass bei DSB in schwer
zuganglichen DNA-Strukturen, zumindest ein Abwandern des DSB zum Rand ihrer
Chromatin-Territorien moglich ist [117]. Eine gezielte Wanderung in Richtung der
inneren Zellmembran zu spezialisierten Reparaturzentren konnte bei menschlichen
Zellen bisher nicht bestatigt werden. Ebenso ist nicht bewiesen, ob es sich bei diesen
Bewegungsvorgangen um passive Prozesse Uber Diffusion und Subdiffusion in
Subkompartimenten des Zellkerns handelt oder ob aktive, Zytoskelett ahangige
(Tubulin bzw. Aktin) Prozesse beteiligt sind.

Im Verlauf dieser Arbeit wurden zwei Ansatze zur Aufklarung der offenen Fragen in
dieser Forschungsthematik unternommen. Um die allgemeine Fokusbildungsdynamik
in Bezug auf Chromatinbeweglichkeit nach Induktion eines DSB zu testen und zu
uberprifen, ob die DSB Reparatur direkt an der Schadensinduktionsstelle
durchgefuhrt wird, wurden Zellen gezielt mit Kohlenstoff-lonen in Kreuzmustern
bestrahlt und im Anschluss die Chromatinbewegung mittels Fluoreszenz-
Lebendzellmikroskopie dokumentiert.

Die Frage wie weit DNA-Reparaturstellen im Laufe der DSB-Reparatur von der
Induktionsstelle abwandern und wohin, wurde durch die Induktion von DSB in Hela-
Zellen mittels «<- Bestrahlung und einer Dokumentation der zu unterschiedlichen
Reparaturzeiten fixierten Zellen beantwortet. Hierfir wurde das Migrationsverhalten
der Foci fur BRCA1 und Rad51 in einem Zeitraum von 0 h bis 24 h mittels STED-
Mikroskopie beobachtet.
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9.1 Reparaturstellenbildung und Chromatinbeweglichkeit

Die Zellen zur Untersuchung der Chromatinbeweglichkeit wurden mit Kohlenstoffionen
in Kreuzmustern an SNAKE, wie in Kapitel ,Lebendzellbestrahlung® beschrieben,
bestrahlt (siehe Abbildung 30). AnschlieRend wurden vier Zellen auf ihre Reaktion
hinsichtlich der Chromatinauflockerung naher untersucht. Aus den folgenden
Ergebnissen wird ersichtlich, dass in drei Zelle, eine Veranderung der Chromatindichte
im Bestrahlungsbereich feststellbar war (siehe Abbildung 48). Als Mal® der Dichte
wurde die Intensitat des Fluoreszenzsignals, berechnet aus den Bilddaten mit
Grauwerten zwischen 0 und 255, verwendet. Die Dichteveranderung, tritt wie aus
Abbildung 48 ersichtlich wird, schon vor Beginn des Uberwachungszeitraumes t1= 0 s,
also unmittelbar nach Bestrahlung, auf. Dies wird spater durch die Berechnung der
Anderung der Chromatindichte Uber die Beobachtungszeit mittels der Amplituden der
verschiedenen Gauss Anpassungen gestutzt (Abbildung 52). Eine Gauss-formige
Ausweitung des Chromatinauflockerungsbereichs wird aufgrund der Verteilung der
lonendichte im Bestrahlungsbereich vermutet. Im Laufe des Uberwachungszeitraums
bis 540s nach to ist eine fortschreitende Lockerung des Chromatins im

Bestrahlungsbereichs feststellbar.
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In 73 % der bestrahlten Zellen (n=70) fand eine Chromatinauflockerung nach
Bestrahlung statt. Zellen, welche trotz gleicher Bestrahlungsbehandlung wie Zelle 1, 2
und 3, keine Reaktion in Form einer Chromatinauflockerung aufwiesen, waren hilfreich
um auszuschlieBen, dass die Fluoreszenzsignalreduktion durch Zerstorung der
Fluorophore ausgelost wird (siehe Zelle 4 Abbildung 48). Selbst eine Bestrahlung mit
doppelter Kohlenstoffionendosis flhrte zu keiner Ausléschung des Fluoreszenzsignals
(siehe Abbildung 49). Daraus wird jedoch auch ersichtlich, dass nicht jede Zelle durch
Bestrahlung zur Chromatinlockerung angeregt werden kann. In Abbildung 49 wird
vielmehr deutlich, dass es auch zu einer lokalen Erhdhung der Chromatindichte durch
Bestrahlung kommen kann. Eine ausbleibende Lockerung konnte jedoch nur in 27 %
(n=70) der bestrahlten Zellen beobachtet werden. Die lokale Uberhéhung im

Bestrahlungsbereich wurde nur bei 4 % der Zellen nachgewiesen.

Chromatin

Abbildung 49: Lokale Uberhdhung der Chromatindichte im Bestrahlungsbereich, nach doppelt induzierter
Strahlendosis. Uberwachungszeitraum von to-ts4o.

Um genauere Aussagen uber die Kinetik der Chromatinbeweglichkeit machen zu
kénnen, wurde entlang der vertikalen Achse des bestrahlten Bereichs eine Region of
Interest (ROI) definiert (siehe Abbildung 50), der Verlauf der Fluoreszenzintensitat
orthogonal zur Achsenrichtung Uber eine definierte Flache gemessen und die
Ergebnisse gemittelt. Bei der Definition der ROl wurde darauf geachtet, hauptsachlich
Bereiche dichten Chromatins einzuschlieBen und Nukleoli- sowie vermehrt

Euchromatin-enthaltene Bereiche zu vermeiden.
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Abbildung 50: Definition der ROl im Zellkern der untersuchten Zellen.

Bei allen drei Zellen ist an Hand Abbildung 51 deutlich zu erkennen, dass die
Chromatindichte der unbestrahlten Zelle Uber die Messstrecke keine ersichtliche
Bildung eines lokalen Minimums aufweist. Die Graphen wurden auf die mittlere
Chromatindichte des untersuchten Zellkerns normiert. Dabei ist, wie angestrebt, das
Chromatin aller Messbereiche dichter als die mittlere Chromatindichte im Zellkern
(siehe Tabelle 9).

Tabelle 9: Ubersicht der mittleren Chromatindichten im Zellkern und der ROI der jeweiligen Zellen 1-3. Das Mal3
flir Chromatindichte wird aus der Signalintenistéat (0-255) gebildet. Der angegebene Fehler entspricht der
Standardabweichung.

# Zelle Chromatindichte
Zellkern ROI
Zelle 1 209+12,645 229+8,377
Zelle 2 17819,236 19046,453
Zelle 3 200+11,254 212+47,247
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Abbildung 51: Graph der Chromatindichten der
Zellen 1-3, in der ROI von t.15-tsso0, (ber die
Breite der ROI (Punkte); Gaussangleichungen
der Intensitdtsmessungen liber die
Beobachtungszeit (durchgéngige Linie).
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Nach Bestrahlung der Zellen ist eine signifikante Anderung des Intensitatsverlaufs zu
beobachten. Schon bis Zeitpunkt 0 s nach Bestrahlung bildet sich in allen drei Graphen
ein lokales Minimum der Chromatindichte im Bestrahlungsbereich, welche sich Uber
die Dauer der Bestrahlung weiter auflockert. Beim direkten Vergleich der
Ubersichtsgraphen in Abbildung 51 mit fortlaufender Zeit nach Bestrahlung ist zu
sehen, dass es an den Randern des Bestrahlungsbereichs zu einer lokalen
Uberhdhung der Chromatindichte kommt, die Dichte global im Zellkern (iber die Zeit
jedoch um ca 33 % abnimmt. Die Breite des Chromatinauflockerungsbereichs weist
auf einen zweistufigen Prozess, einmal bis 15 s und ab 15 s hin, erfahrt jedoch keine
weitere Anderung innerhalb to-t1s und tis-tsso. Der Mittelwert der Breite des
Auflockerungsbereichs, gemessen an der Halbwertsbreite bis 15s, liegt bei
(603+103) nm sowie einer maximalen Breite ab 15 s von (1200+230) nm. Innerhalb des
Beobachtungszeitraums wurde keine anschlielende Wiederverdichtung des
Chromatins festgestellt. Eine Messung der Anderung der Zellkernflaiche (iber den
Beobachtungszeitraum fand im Zuge dieser Arbeit nicht statt. Ersichtlich aus den
Graphen Uber die Anderung der Chromatindichte im Bestrahlungsbereich (Abbildung
52) ist eine zweistufige Lockerung des Chromatins, namlich bis 15 s und ab 15 s bis
Beobachtungsende, zu erkennen, welche jedoch durch weitere Experimente auf
Signifikanz gepruft werden muss. Ausgehend von einer maximalen Chromatindichte
im Sattigungsniveau von 255 (Grauwerte) und einer minimalen Chromatindichte mit
dem Grauwert 0 und der Vorraussetzung eines annahernd linearen Modells, kann eine
Lockerung der DNA von, im Mittel 27 £4,7 Grauwertstufen, beobachtet werden, was
einer Chromatindichtereduktion von 10 % entspricht. Wird angenommen, dass die
minimale Chromatindichte durch die maximale Dichteanderung bis 540 s definiert wird
(27 Grauwertstufen), entsteht eine Lockerungsgeschwindigkeit des Chromatins von
0,124%s™.
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Abbildung 52: Graph Liber die Lockerung der Chromatindichte in der ROl der Zellen 1-3 (iber die Beobachtungszeit.
Gemessen wurde die Anderung der Chromatindichte vom lokalen Maximum der Flanken der jeweiligen Gausskurve
bis zum jeweiligen absoluten Minimum.
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9.2 Foci Migration

Fir die Untersuchung der Foci Migration wurden Zellen in zufalliger Verteilung mit a-
Teilchen bestrahlt. Das Experiment wurde zweimal durchgefuhrt. Aufgrund der
Varianzahnlichkeit wurden die beiden Wiederholungen gepoolt (ANOVA-Analyse;
Signifikanzniveau=0,5; p=0,357264). Zur Analyse herangezogen, wurden 20 Zellen
pro Zeitpunkt mit Zeiteinheiten zwischen 13 min und 1440 min. Von Interesse war
hierbei der Abstand einzelner IRIF zur Membran des Nukleus. Als IRIF wurden Foci
gezahlt, welche positive Signale bezulglich der Proteine Rad51 und BRCA1 zeigten.
Somit ist die Anzahl der gemessenen Foci pro Zeitpunkt je nach Reparaturstatus der
Zelle unterschiedlich und bewegt sich zwischen 50 und 250 IRIF pro Zeitpunkt. Da
Rad51 und BRCA1 inflationar im Zellkern jedoch nicht im Zytoplasma vorkommen
wurde die Nukleusmembran Uber die BRCA1- bzw. Rad51-positiven Bereiche
definiert. Gemessen wurde jeweils der Abstand des Mittelpunkts des IRIF und dem
aulersten Ende des ,nuklear envelopes® also der Zellkernhulle. Hierbei wurde stets
der kurzest mogliche Abstand gemessen. Die Datenaufnahme wurde mittels STED
Mikroskopie mit einer Auflosung von ~100nm durchgefihrt. Da die
Mittelpunktsbestimmung pixelgenau erfolgt ist, kann eine Genauigkeit unterhalb der
Auflésungsgrenze von angenommen werden. Der hierbei entstandene Fehler (in

PixelgroRe = 40 nm) kann somit vernachlassigt werden.

Um die erhaltenen Ergebnisse in einem passenden Malistab bewerten zu kdnnen,
wurden anhand 123 HelLa-Zellen, die durchschnittliche Zelldicke (Messschema siehe
Abbildung 53) der HeLa-Zellen und damit die maximale Migrationsstrecke bestimmt.
Mit einer durchschnittlichen Zellkerndicke von (14,34 +2,4)um liegt der maximal
mdgliche Abstand eines IRIF zur Zellkernhtlle bei ~(7,17 +2,4) um (siehe Abbildung
54).
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Abbildung 53: STED-Mikroskopische Aufnahme eines HelLa-Zellkerns mit Markierungen der Proteine Rad51
(rot) und BRCA1 (griin). Eingezeichnet in den Zellkern ist die Definition der Dicke des Zellkerns (gelber Pfeil).
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Abbildung 54: Blot der unterschiedlichen HelLa-Zellkerndicken. n=123.
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Wie in Abbildung 55 beispielhaft ersichtlich, sind die IRIF in der fruhen Phase der DNA-
Reparatur noch bestrahlungsbedingt zufallig verteilt (Bsp. 60 min Reparaturzeit). Zu
spateren Beobachtungszeitpunkten, wie hier beispielsweise bei 480 min Reparaturzeit,

scheint eine gerichtete Umorganisation stattgefunden zu haben.
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Abbildung 55: STED Mikroskopische Aufnahme von HelLa-Zellen 15 min-24 h nach a-Bestrahlung. Markierungen
der Proteine Rad51 (grtin) und BRCAT1 (rot). Zu erkennen ist die noch zuféllige Verteilung der IRIF im Zellkern und

die Verlagerung der Foci und Orientierung am Verlauf der Zellkernhiille. Zu spéten Zeitpunkten sind hauptsédchlich
nicht verlagerte Foci zu sehen.
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Die Messergebnisse zeigen eine deutliche, gerichtete Anderung der IRIF-
Zellkernmembranabstande Uber die Reparaturzeit. Zu Beginn betragt der mittlere
Abstand 3,28 +0,13 ym. Bis 20 min folgt eine signifikante Reduktion der Abstande auf
2,4 £0,14 ym. Von 20 min Reparaturzeit bis 360 min verandern sich die Foci-Abstande
unmerklich und Pendeln um einen Wert von ca. (2,5 %0,13) um. Ab 360 min
Reparaturzeit reduziert sich der mittlere Abstand bis 480min auf (1.92 £0,1) yum. Von
480 min bis 1440 min und damit bis zum Ende des Beobachtungszeitraums, steigt der
mittlere Abstand wieder stark an, klettert auf bis zu (3,37 £0,17) ym und orientiert sich
damit wieder an den Werten der ersten 13 min der DNA Reparatur (siehe Abbildung
56).
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Abbildung 56: Graph der Focimigration im Laufe der DNA-Reparaturzeit von 13min bis 1440min gemessen am
mittleren Abstand der Foci zur Zellkernmembran. Farbig hinterlegt ist die Unterteilung der Migration in verschiedene
Aktivitatsphasen.

Um eine zufallige Verteilungsanderung von gerichteter Focimigration unterscheiden zu
kénnen, wurde zusatzlich eine zufallige Bestrahlung eines Zellkerns simuliert (siehe

Abbildung 57). Der Zellkern mit den Mallen eines Hela-Zellkerns von ~14pm
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Zellkerndicke wurde uber ein Matlab (MathWorks, Inc., Natick, Massachusetts,
Vereinigte Staaten) basiertes Programm zur Zufallsverteilung von Foci mit einer
simulierten Dosis von 1 Gy bestrahlt und anschliellend mittels ImagedJ bezuglich der
Foci Abstande zur Zellkernmembran ausgewertet. Die Abstande wurden gemessen
ausgehend von der inneren Zellkernhullengrenze bis zum per Auge bestimmten
Mittelpunkt des Focus (siehe Abbildung 57, gruner Pfeil). Somit sind die Groe der
sowie die Dicke der Zellkernhlle nicht relevant fur die weitere Auswertung. Messfehler

unter 105 nm Auflésungsgrenze konnen, wie zuvor, vernachlassigt werden.

Nukleusmembran

Abbildung 57: Simulierte a-Bestrahlung eines Zellkerns mit 1,2Gy Strahlendosis. Die Simulation folgt einer
Zufallsverteilung der Foci auf dem gesamten Bildausschnitt. Gemessen wurde hierbei der Abstand von innerer
Zellkernhiille zum per Auge bestimmten Mittelpunkt des Focus (griin). An die Kernhiille angrenzende Foci wurden
von der Analyse ausgeschlossen.

Wie in Abbildung 58 zu sehen ist, sind die gemessenen Abstande im Mittel
(2,3+1,7) um grof3. Der Grolteil (~60%) der Abstande bewegt sich in einem Bereich
zwischen 0,86 pm und 4,3 ym. In diesem Bereich scheint eine gleichmalige Verteilung
der Absténde gegeben zu sein. Uber einem Abstand von 4,3 um reduziert sich die Zahl
der gemessenen Abstande deutlich, obwohl die maximal moégliche Abstandsgrdfie von
7um noch nicht erreicht wurde. Insgesamt wurden 100 simulierte Zellkerne
ausgewertet.
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Abbildung 58: Plot der Absténde von Zellkernhiille und Foci von 100 simulierten Zellkernen nach simulierter a-
Bestrahlung mit 1,2Gy (ca.7 Foci/Zellkern)

Anhand der Daten ist demnach eine deutliche Anderung in den mittleren Abstéanden
der Foci zur Zellkernhtlle Gber den Verlauf der Reparaturzeit zu beobachten. Nach
Vergleichen mit simulierter Zufallsverteilung grenzt sich die Entwicklung teilweise

stark von einer zufalligen Fociverteilung ab.
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9.3 DSB-Reparatur im Kontext der Chromatin-Struktur

Viele Studien der letzten Jahre unterstutzen die Modelle der strukturellen und
funktionellen Chromatin-Organisation und ihren regulativen Einfluss auf DNA-
bezogene Prozesse. Jedoch ist das Puzzle, welches das Chromatin in Bezug zur DNA-
Reparatur darstellt, noch nicht vollends zusammengesetzt. Offen bleiben Nachweise
Uber die tatsachliche Verteilung des ICs im Chromatin und auch die Funktion als
Transitkanalsystem fir Reparatur- und Transkriptionsproteine ist bis heute nicht
eindeutig bewiesen. Des Weiteren ist unklar, wie die Chromatin-Organisation auf
auldere Einflusse wie ionisierende Strahlung reagiert, welche unabhangig von aktiver
und inaktiver DNA die Anlagerung von wichtigen Reparaturproteinen erfordert, um das
Uberleben der Zelle zu sichern. Ebenso fehlen eindeutige Studien, welche die
Reparaturprozesse ortlich in die bestehenden Chromatinmodelle eingliedern. Im Laufe
dieser Arbeit wurde die DNA-Reparatur in den Kontext der Chromatinorganisation
innerhalb des Zellkerns gesetzt und mittels Schragbestrahlung (siehe Kapitel
~oupraleitendes Nanoskop flir angewandte Kernphysikalische Experimente (SNAKE))
und anschlieRender hochstauflosender STED Mikroskopie nicht nur die Topographie
der DNA Reparatur im Chromatin aufgedeckt, sondern auch die Verantwortlichkeiten

verschiedener Reparaturproteine neu beleuchtet.

Um einen Uberblick (ber die Zusammenhange der verschiedenen zellularen
Strukturen im Zellkern zu erhalten, wurden Analysen zur Uberschneidung der
Chromatinstrukturen durchgefuhrt. Hierfur wurde computergestutzt verglichen wie
viele Pixel einer Struktur mit der jeweils anderen, gegengefarbten Struktur co-
lokalisiert sind. Verglichen wurden die DNA-Reparaturproteine Rad51, yH2AX, 53BP1
sowie das Chromatin anhand DNA-interkalierender Marker (SiR-DNA Kit, siehe Kapitel
.Lebendzellbetrahlung®) und die IC-Bereiche, markiert durch das Splicing Protein
SC35. Zur Auswertung wurden pro Co-Lokalisationsexperiment jeweils 50 Zellen
untersucht. Den Rahmen um die hier erhaltenen Ergebnisse einzuordnen, bildet der
Vergleich des Chromatins mit den IC-Regionen des Zellkerns. In diese beiden
Strukturen, ordnet sich die DNA-Reparatur nach Induktion von DNA-Schaden durch
Bestrahlung ein. Diese Verknupfung wird ermdéglicht durch den Vergleich von 53BP1
mit Chromatin sowie 53BP1 mit IC. Zur Ortlichen exakteren Eingrenzung des
Strahlenschadens und der DNA-Schadensantwort wurde zusatzlich Rad51 mit yH2AX

sowie Rad51 zusammen mit Heterochromatin untersucht.
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Abbildung 59: Ubersicht iiber die Ergebnisse der Uberschneidungsanalyse. Dargestellt ist der Anteil an
liberlagerten Pixel der untersuchten Strukturen. Hierbei bezieht sich die Angabe auf die Fldche der erst genannten
Struktur mit der Fldche der zweitgenannten Struktur.

Anhand der Uberschneidungsanalyse ist zu erkennen, dass sich Chromatin und IC zu
(2949) % uberschneiden (Abbildung 59). Auf den Bilddaten ist ersichtlich, dass
scheinbar kein Abstand zwischen Chromatinstrukturen sowie Strukturen des ICs
besteht. Augenscheinlich ist zu bemerken, dass das Chromatin und der IC-Bereich
sich groRtenteils gegenseitig ausschlieBen und die Uberschneidung als saumartig
bezeichnet werden kann. Durch die Verwendung des Skeletonize-Plugins fur die
Bildanalysesoftware ImageJ kann bei Betrachtung der beiden Strukturen ein fein
verzweigtes, ineinandergreifendes Netzwerk festgestellt werden (siehe Abbildung 60),
welches jeden Abschnitt des Chromatins mit der Zellkernhulle verbindet und scheinbar
von Kanalen des IC durchwachsen ist. Hierfur wurde iterativ jede Struktur um mehrere
randstandige Pixel (Pixel mit fehlendem Nachbarpixel) reduziert, ohne Verbindungen
innerhalb der Struktur zu kappen. Die zweidimensionale Darstellung des
Chromatingeflechts verhindert leider eine genauere Charakterisierung der IC
Netzwerkstruktur.
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Chromatin

Abbildung 60: STED mikroskopische Aufnahme eines Hela-Zellkerns markiert durch Chromatinmarker (rot) und
SC35 als Interchromatinmarker (rot)(links). Reduktion des Chromatins auf ein zu Grunde liegendes Strukturskelett
(rechts).

Die detailliertere Betrachtung der Uberschneidungsdaten des DNA-Reparaturbereichs
definiert durch 53BP1 und des Chromatins bestatigt den Eindruck des feinmaschigen
Netzwerksystems seitens des Chromatins (Abbildung 61). Wie der
Uberschneidungsanalyse der zwei Strukturen zu entnehmen ist, sind die Strukturen
jedoch zu einem groReren Teil, namlich zu (38%+14) %, miteinander verwoben
(Abbildung 59). Augenscheinlich wirken 53BP1 und das Chromatin zwar als wurden
sie sich gegenseitig ausschlieRen, Uberlappen jedoch punktuell, indem Aste des
Chromatinnetzwerks in die Bereiche des 53BP1 hineinragen, wie auch der

Netzwerkanalyse in Abbildung 61 zu entnehmen ist.
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Abbildung 61: STED mikroskopische Aufnahme eines Hela-Zellkerns markiert durch Chromatinmarker (rot) und
53BP1 (rot) nach Kohlenstoffionen-Schrdagbestrahlung (oben). Reduktion des Chromatins auf ein zu Grunde
liegendes Strukturskelett (unten).

Ein klarer gegenseitiger Ausschluss ist beim Vergleich zwischen 53BP1 und dem IC
zu erkennen. Der durch die Uberschneidungsanalyse gemessene Wert betragt (1+0,2)
% (Abbildung 59), was auch durch die Bilddaten bekraftigt wird. Das feinmaschige
Netzwerk der IC-Kanale, welches beinahe jeden Bereich des Zellkerns mit der
Zellkernmembran verbindet (Abbildung 62) wird durch den Track von 53BP1 verdrangt

und kategorisch ausgeschlossen.
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Abbildung 62: STED-mikroskopische Aufnahme eines Hela-Zellkerns markiert durch 53BP1 (rot) und SC35 als
Interchromatinmarker (rot)(oben). Reduktion des Interchromatins auf ein zu Grunde liegendes Strukturskelett
(unten).

Die zwei Strukturen sind jedoch nicht einfach getrennt voneinander, sondern weisen
eine Art Pufferzone auf. Jeweils um die lonenspur, definiert durch 53BP1, ist ein
(270+41) nm starker Bereich zu beobachten, welcher von keinem der beiden Proteine
besetzt wird. Zur Vermessung dieser Pufferzone wurde bei 134 Foci mittels der
linearen Intensitatsmessfunktion von Imaged ein Fluoreszenzintenistatsprofil von
Struktur 1 bis Struktur 2 gemessen (Abbildung 63, siehe gelbe Linie) und die

Halbwertsbreiten der an die Profile angeglichenen Gaul3kurven berechnet.
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Abbildung 63: Darstellung der Pufferzonenvermessung bei STED-mikroskopischen Aufnahmen von HelL a-
Zellkernen markiert mit 53BP1 (rot) und SC53 als Interchromatinmarker (griin). Die Messgerade zur Erstellung
eines Intensitétsprofils, welches die zwei markierten Strukturen (iberspannt, ist in Gelb abgebildet. Der
abgebildete Graph verdeutlicht die Breitenmessung der Pufferzone anhand einer Gaul3 Anpassung des
Intensitétsprofils.

Weiter eingegrenzt wird die Loklisation des induzierten DNA-Doppelstrangbruchs
durch den Vergleich des Chromatins und Rad51. Auf den ersten Blick scheint Rad51
das Chromatin am Schadensort auszuschlieRen. Die Uberschneidungsanalyse misst
jedoch einen Co-lokalisationswert von (60+15) %. Bei genauerer Untersuchung fallt
auf, dass die Foci von Rad51 zwar in gelichteten Bereichen des Heterochromatins,
welche den Tracks von 53BP1 ahneln, lokalisiert sind, dort jedoch groftenteils
randstandig auf Heterochromatinasten sitzen und in die Lichtungen hineinragen (siehe
Abbildung 64) [85, 87, 161]. Dabei befindet sich ein kleiner Teil von (10+2) % des
Rad51 Focus im dichten Heterochromatin und der Rest auf weniger dichtem
Euchromatin.
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Abbildung 64: STED-mikroskopische Aufnahme eines HelLa-Zellkerns markiert mit einem Heterochromatinmarker
(griin) und Rad51 (rot)(links). Heterochromatinlichtungen, welche in ihrer Form und Gré3e den Foci von 53BP1
&hneln, sind mit Grau umrandet dargestellt (rechts).

Um fur diese Aussage Heterochromatin von Euchromatin zu trennen, wurde ein in der
Literatur bestatigter Faktor zur Dichte des Heterochromatins verwendet [83]. Hierbei
wurden Fluoreszenzsignale, welche sich unterhalb des 6,5 fach reduzierten
Chromatinsignals abhangig vom Maximum der Signalintensitat befanden aus der
Analyse ausgeschlossen und als Euchromatin betrachtet. Dies bedeutet, dass durch
die Bildanalyse-Software Imaged die maximale Signalintensitat als starkstes
Heterochromatinsignal definiert und somit mittels des Faktors 6,5 ein Schwellenwert
fur Euchromatin gesetzt wurde. Die Bilddaten wurden demnach um die Signale des
Euchromatins reduziert. Wie in Abbildung 65 zu beobachten ist findet wie schon in den
Ergebnissen des Kapitels ,Reparaturstellbildung und Chromatinbeweglichkeit"
bestatigt, die Lockerung des Chromatins durch lonendurchgange und
Schadensinduktion nur im Heterochromatin statt und reduziert dieses auf eine fur

Euchromatin typische Dichte.
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Abbildung 65: Abbildung des gesamten Chromatins eines HelLa Zellkerns mittels interkalierender SiR Farbstoffe
(links). Nach Anwendung der Heterochromatinisolierung mit Faktor 6,5 wird die Heterochromatinlichtung am
lonendurchgang sichtbar (rechts).

Genauere Aussagen konnten Uber den Vergleich zwischen Rad51 und yH2AX
erhalten werden (siehe Abbildung 66). Der Uberschneidungsanalyse zu Folge,
befinden sich (36+£15) % des Rad51 Focus auf Chromatinbereichen, welche mit yH2AX
zur DNA-Reparatur und zur Lockerung aktiviert wurden [29]. Die yH2AX-Foci im
lonenspurtrack scheinen ebenfalls an geklarte Chromatinbereiche anzugrenzen.
Diese Aussage jedoch, und auch die Frage, ob diese durch 53BP1 verursacht wurden,
bedarf weiterer Untersuchungen. Es ist jedoch auffallig, dass die Flache der
Uberschneidungsbereiche des Chromatins mit 53BP1 mit durchschnittlich (43+29) px
(n=100 Uberschneidungsbereiche) sowie die Fociflichen von Rad51 mit
durchschnittlich (48+21) px (n=100 Foci) sehr ahnlich sind. Hierbei GUberschreitet keine
Uberlagerungsflache eine maximale GroRe von 320 px und kein Rad51 Focus die
Flache von 283 px (Abbildung 67).
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Abbildung 66: STED-mikroskopische Aufnahme eines Hela-Zellkerns markiert mit Markern fiir yH2AX (griin) und
Rad51 (rot) nach Kohlenstoff-Schrédgbestrahlung (links). Die vermuteten Lichtungen des Heterochromatins mit
53BP1-Foci &hnlicher Form und Gré8e wurden mit Grau umrandet dargestellt (rechts).

Uberlagerung

Durchschn. Uberlagerungsflache: 43 px
Max: 320 px
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Abbildung 67: STED mikroskopische Aufnahme eines Rad51 Focus (rot) iiberlagert mit einem Focus von yH2AX
(griin) (links). STED mikroskopische Aufnahme eines 53BP1 Focus (rot) liberlagert mit Bereichen des Chromatins
(griin) (rechts). Punktuelle Uberlagerungen sind mit gelben Pfeilen markiert. Die Proportionen zum Vergleich der
Uberlagerungsfiéchen von 53BP1 und Chromatin, sowie Rad51 und yH2AX sind grau hinterlegt (in Pixel).
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9.4 Diskussion der Ergebnisse

9.4.1 Chromatinbeweglichkeit

Die durch diese Experimente entstandenen Ergebnisse fugen sich gut in die aktuell
gultige Anschauung der Chromatin Umformung nach DNA-
Dopplestrangbruchinduktion ein. Die erste Chromatinveranderung, ausgelost durch
strahlungsbedingte Schaden, ist anhand der Daten schon bis 15 s nach Bestrahlung
zu erkennen. Dies gleicht sich mit Ergebnissen von Kruhlak et al. 2006 [98], welche
nach UV Laserbestrahlung von Saugetier-Zellkernen eine Lockerung des Chromatins
friher als 20 s beobachten konnten. Die Beobachtungen bestatigen die Ahnlichkeit der
Dynamik der Schadensantwort nach Schaden, ausgeldst durch UV-Laserbestrahlung
und hoch-LET Bestrahlung wie durch V. Hable et al. 20012 durch Mdc1 Kinetiken
postuliert wurde. Obwohl die Schadensstruktur von UV-Laserbestrahlung nicht in die
ursprungliche Definition des LET eingeschlossen werden kann, kbnnen demnach
Vergleiche Uber die Komplexitat von UV-Laser induzierten DSB gezogen werden.
Jedoch muss bedacht werden, dass durch UV-Laserbestrahlung globale Effekte als
Artefakte der Hoechst-Sensibilisierung moglich sind. Im Unterschied zu den
Erkenntnissen der Literatur ist es uns jedoch erstmals mdglich zu zeigen, dass eine
solche beinahe sofortige Aktivierung der DNA Schadensantwort nicht nur bei relativ
niedriger Dosis (85 DSB im bestrahlten Bereich; ca. 1 DSB/0,96 Mb durch UV-
Laserbestrahlung), sondern auch bei Hoch-LET Strahlung (Kohlenstoffionen LET=
(500 + 80) keV/um) mit einer Dosis von >10000 Gy geschieht. Ebenso konnte auch
gezeigt werden, dass eine derart hohe Strahlendosis lokal induziert, nicht zu sofortiger
Inaktivierung der zellularen Reparaturprozesse fuhrt. Die basalen Mechanismen zur
Reparaturstellenbildung durch  PARP1 und yH2AX sind weiterhin aktiv und die
Reparatur des Schadens wird versucht. Dies wird auch von Studien gestutzt, welche
bei Bestrahlung mit Uber 6 Gy zwar die Bildung von Foci beobachten konnten, die
Zellen diese jedoch Uber Monate nicht auflésten oder nicht in Apoptose gingen, bevor
die geschadigte DNA-Sequenz nicht abgelesen wurde oder die Zelle in Zellteilung
gehen sollte [131]. Ebenso passen die Ergebnisse in die Messungen von Liu et al.
2017, welche eine PARP1 Rekrutierung nach ungefahr 500 ms beobachten konnten
und ca. 20 s nach DSB-Induktion die Phosphorylierung von H2AX gemessen werden

konnte. Dies steht im direkten Zusammenhang mit Chromatinumformungen [110]. Es
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kann vermutet werden, dass erst die PARP1 induzierte Chromatinlockerung zur
Bildung von yH2AX fuhrt, es also ATM erst nach einer initialen Chromatinlockerung
mdglich ist an H2A zu gelangen. Im Unterschied zur extrem schnellen Detektion des
DSB durch PARP1 und der ebenfalls schnellen Initiation der Chromatinauflockerung
nach den Messungen dieser Arbeit, dauert der Prozess der Chromatinauflockerung
mit einer Lockerungsgeschwindigkeit von 0,124%s" jedoch erheblich langer und lasst
darauf schlief3en, dass, wie zuvor erwahnt, eine Proteinkaskade mit einer Vielzahl an
Proteinen involviert ist. Ein bedeutender Unterschied in der Kinetik der
Chromatinauflockerung durch hoch-LET Bestrahlung und UV-Bestrahlung, also im
Vergleich zu den Experimenten von Kruhlak et al. 2006, welche die vollstandige
Lockerung des Chromatins im Bestrahlungsbereich nach 180 s als abgeschlossen
beobachteten, ist, dass der Auflockerungsprozess, durch Hoch-LET Strahlung initiiert,
bis 450s andauerte. Gehen wir von ahnlich komplexen DSB aus, kann dies im
Zusammenhang mit der Anzahl der induzierten DSB sowie der Grolie des bestrahlten
Bereichs stehen. Wie Kruhlak et al. 2006 durch Bestrahlungsexperimente unter ATP-
Ausschluss festgestellt haben, findet die anfangliche Chromatinauflockerung unter
Verbrauch von ATP statt. Je groRer der Schadensbereich ist, desto hoher der Bedarf
an limitiert vorkommendem ATP im Zellkern. Somit lassen die Ergebnisse vermuten,
dass ATP eine stark limitierte Ressource im Zellkern darstellt, welche Einfluss auf die
Dauer der DNA-Reparatur besitzt. Diese Aussage kann gestutzt werden durch
Untersuchungen von Wright et al. 2017. Messungen der ATP-Level im Zellkern lieRen
darauf schlief’en, dass die Menge an vorratigem ATP im Zellkern nicht fur PARP1-
abhangige, grol¥flachige Chromatinumformungen ausreichen kann [191].
Mitochondriale ATP-Produktionsraten sind jedoch deutlich zu gering um den kurzfristig
hohen Bedarf zu decken. Lediglich die Umwandlung von ADP-Ribose mit PPi
(Pyrophosphat) zu ATP im Zellkern kann den erforderlichen ATP Bedarf decken,
bendtigt hierfur jedoch mehrere Minuten [131, 191]. Um definitive Aussagen uber
diesen Zusammenhang treffen zu kdnnen und somit eventuell die Strahlensensibilitat
Uber die Konzentration von ATP im Zellkern regulieren zu kdnnen, ware jedoch eine
Untersuchung mit definieten ATP Konzentration und Bestrahlungsbereichen
unterschiedlicher Grofe notig. Ein weiterer Punkt, welcher sich von den Aussagen in
der Literatur unterscheidet, ist die Begrenzung der Chromatinumformung auf den
bestrahlten Bereich. Der hauptsachliche Auflockerungsprozess findet zwar im

bestrahlten Bereich mit einer Breite von ca. 1,2 ym, also der Breite des lonenstrahls,
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statt, es kann anhand der Daten jedoch auch eine leichte Reduktion der globalen
Chromatindichte im Zellkern festgestellt werden. Dies wiederspricht den Aussagen von
Kruhlak et al. 2006, welche keine Veranderung der Chromatinkomposition mittels
GFP-markierter Glucocortoid-Rezeptoren gebunden an Chromatin-Strukturen
feststellen konnten. Neuere Studien jedoch werden von den Daten dieser Experimente
gestutzt [163]. Sharma et al. 2010 beobachteten eine Acetyltransferase MOF
abhangige globale posttranslationale Modifikation (PTM) nach DSB-Induktion. MOF
dient hierbei dazu, im gesamten Chromatin, die Konzentration an H4K16ac zu erhdhen
und somit zu seiner leichten Konformationsanderung des Chromatins zu fuhren. Da
ohne MOF keine Fociformation am DSB mdglich ist, deuten die Ergebnisse im
Zusammenhang mit den Beobachtungen dieser Arbeit darauf hin, dass, das Chromatin
im Zellkern zwar global auf eine einzuleitende DNA-Reparatur vorbereitet wird und die
Diffusionsrate der zur Foci-Initiierung benotigten Proteine (zB. Ku70/80) erhoht wird
[78], die letztlich endgultige Chromatinauflockerung jedoch, genau wie die
darauffolgende Focusbildung, TIP60 abhangig im Bestrahlungsbereich stattfindet
[129]. Ebenso kann sich die, Uber den kompletten Beobachtungszeitraum
stattfindende, Auflockerung der Peripherie des Bestrahlungsbereichs auch positiv auf
eine eventuelle Homologiesuche im Falle von HR oder auch der Foci-Migration
auswirken [122]. Eine Reduktion der Signalintensitat durch Bleichen der
Flureszenzfarbstoffe konnte anhand Vergleichen mit unbestrahlten Zellen
ausgeschlossen werden. Es handelt sich also bei der Lockerung des Chromatins im
Bestrahlungsbereich und der globalen Lockerung um unterschiedlich motivierte
Prozesse. Im Bestrahlungsbereich wandelt sich die Lockerung von einer initialen
Lockerung durch MOF in eine DSB-abhangige vollstandige Auflockerung. Dies deckt
sich mit der zu bestatigenden zweistufigen Lockerung des Chromatins, welche in
dieser Arbeit beobachtet werden konnte. Daflir spricht auch, dass die Lockerung der
DNA global und im Fokusbereich zuerst ohne Involvierung von H2AX stattfinden kann
und eventuell durch die hydrotrope Wirkung von ATP katalysiert wird [191]. Die
Rekrutierung  von  Reparaturproteinen im  Fokusbereich  beginnt.  Die
Reparaturstellenstruktur ~ bei  nicht-phosphoryliertem H2AX aullerhalb des
Reparaturbereichs kann jedoch nicht aufrecht erhalten werden, denn
Reparaturproteine fallen nach Kruhlak et al. 2006 ohne yH2AX wieder vom DSB ab.
Die hier gewonnenen Daten regen ebenfalls zu Vermutungen an bezuglich der Frage,

ob es sich bei der Chromatinumformung am DSB lediglich um eine Lockerung des
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Chromatins handelt, oder ob auch eine ortliche Lichtung durch mechanische Prozesse,
wie z.B. Verdrangung durch weitere Proteine, stattfindet. Auf Grund der Uberhdhung
der Flanken bei den Intensitatsmessungen wird ersichtlich, dass das Chromatin an den
Grenzen des Bestrahlungsbereichs verdichtet wird. Dies bedeutet, dass der Zustand
der Chromatin-Lichtung eventuell durch die Anlagerung von Reparaturproteinen
mechanisch aktiv gehalten wird oder/und Randbereiche zur Schadensregion durch
mechanische Verdichtung von falschen Rekombinationsereignissen geschitzt werden
[124]. Dabei muss es sich jedoch um Reparaturproteine handeln, welche innerhalb der
ersten 15 s nach Bestrahlung rekrutiert werden, da teilweise bereits bei Zeitpunkt t=0
eine Erhdhung der Flanken feststellbar ist. Um jedoch definitive Aussagen daruber
treffen zu koénnen, waren auch hier genauere Strukturuntersuchungen mittels
nanoskopischer Bildgebungsverfahren notig. Da bei den Experimenten dieser Arbeit
sowohl Heterochromatinbereiche sowie auch weniger dichtes Chromatin und Nukleoli
bestrahlt wurden, kénnen auch Aussagen uUber die strukturspezifischen Reaktionen
bezlglich der Chromatinumformung gemacht werden. Auffallend hierbei war, dass die
Chromatinlockerung in samtlichen Chromatinstrukturen, jedoch aber nicht in jedem
Chromatindichtebereich gleich stark durchgefuhrt wird, sondern das Chromatin
lediglich bis zu einer Grunddichte aufgelockert werden kann. Es ist jedoch
anzunehmen, dass diese Grunddichte sich in verschiedenen Strukturen nicht
unterscheidet und die hochste Erreichbarkeit der DNA strukturibergreifend einer
Konformation entspricht. Dieser Effekt konnte augenscheinlich auch in Nukleoli
beobachtet werden. Dichtebezogene Aussagen Uber Nukleoli sind jedoch mit Vorsicht
zu betrachten, da Nukleoli als dichteste Struktur im Zellkern Farbstoffe nicht wie
gewohnliches Chromatin aufnehmen und somit ein widersprichliches Resultat erlangt
werden kann. Des Weiteren mussten Analysen mittels konfokaler Mikroskopie
durchgefuhrt werden, da der reale Signalwert des Grundniveaus durch
Fluoreszenzsignale aus nicht im Fokus liegenden Ebenen maskiert werden kann.
Grundlegend erlauben die hier erhaltenen Ergebnisse die Aussagen, dass die DNA
Reparatur am Ort der DSB Induktion stattfindet.
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9.4.2 Foci Migration

Bezlglich der Mobilitat der DSB im Laufe der DNA-Reparatur, fugen sich die
Ergebnisse dieser Arbeit in die aktuelle Literatur ein. Ursprunglich bewiesen wurde die
Fahigkeit von DSB zu subnuklearen Strukturen zu wandern von Nagai et al. 2008
[130], jedoch lediglich fur Hefezellen. Weitere Studien wiesen auch bei Saugerzellen
eine Wanderungscharakteristik von Chromatinstrukturen, wie beispielsweise Telomer-
Enden, in Richtung Zellkernhalle auf [159]. Auch DSB von menschlichen Zellen
konnten mittlerweile mit der Zellkernhtille in Verbindung gebracht werden, indem z.B.
durch High Throughput Verfahren nachgewiesen wurde, dass Nup84, eine
Untereinheit der Zellkernporen-Komplexe (NPC) und Msp3 [152], als Teil des
Spindelapparates, Bindemotive fur DSB besitzen [90, 130, 133]. Anhand der
Ergebnisse ist es jedoch erstmals mdglich, die Foci-Migrationsvorgange in einen
zeitlichen Kontext zu setzen und somit Rickschlisse auf die involvierten Proteine bzw.
Reparaturprozesse zu ziehen. So lassen sich die Kinetiken zur Foci-Migration in vier
Phasen unterteilen. Vor Eintritt der Reparatur Phase 1, deuten die Ergebnisse auf eine
Uberzahl an Foci in weiterer Entfernung von der Zellkernhiille hin. Es kénnte hierdurch
vermutet werden, dass zu Beginn der Reparatur die Foci-Bildung zuerst im genreichen
Zellkerninnern, und weniger in den genarmeren Peripherie-Bereichen, stattfindet [99,
119, 171, 174]. Dies wurde im Einklang stehen mit Untersuchungen von Jakob et al.
2011, welche beobachten konnten, dass Foci im genarmen Heterochromatin vor
Anlagerung des Reparaturapparates eine bis zu 20 minutige ATM unabhangige
Transition vom Heterochromatin in Euchromatin erfahren [85]. Aul3erdem konnte damit
auch erklart werden, weshalb die erste Phase der Reparatur frihestens 13 min nach
DSB-Induktion beginnt [161]. Beginnend nach der maximal 13-minttigen
Chromatinumformung und Anlagerung diverser Reparaturfaktoren, lasst sich eine
starke Reduktion der Foci-Zellkernhullendistanz feststellen, welche bis 20 min nach
Bestrahlung anhalt. Da die Foci dieser Studie anhand der Proteine BRCA1 und Rad51
untersucht wurden, welche eine Rekrutierungszeit von mindestens 13 min besitzen
[161], kann diese Reduktion also durch die zeitverzogerte Bildung der einzelnen
Reparaturstellen erklart werden, sowie durch die allmahliche Bildung von
umgelagerten Reparaturstellen in der heterochromatinreichen Zellkernhulle. Dies
wurde auch Studien von Caridi et al. 2017 bekraftigen, welche einen Ausschluss von

Rad51 aus Heterochromatin Bereichen und somit eine Reparaturverzégerung bis nach
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der Heterochromatin-Euchromatin Transition dokumentieren [22]. In der zweiten
Phase der Foci-Migration, welche von 20 min bis 6 h nach Bestrahlung anhalt, pendeln
die Werte um etwa die Halfte des mdglichen Maximalabstands und damit um die Werte
der simulierten Zufallsverteilung. Nach Studien von Girst et al. 2013 Gber Subdiffusion
von Mdc1 Foci, kann jedoch angenommen werden, dass in dieser Phase die Foci
gerichtete Subdiffusion (d.h. die Fociverteilung im Diffusionsraum folgt keiner
Normalverteilung) im Nanometerbereich erfahren. Da die Dauer der zweiten Phase,
der Interaktionszeit zwischen Rad51, BRCA1 und 53BP1 stark ahnelt, kann
angenommen werden, dass die Zelle in dieser Phase versucht samtliche DSB mittels
HR vor Ort zu reparieren [161]. Nach 6h, in Phase 3, kann eine starke Reduktion der
mittleren Fociabstande beobachtet werden. Dies kdnnte bedeuten, dass Foci entweder
zur Kernhulle abwandern oder dass die Reparatur im Zentrum des Zellkerns effizienter
ist und erfolgreich reparierte Foci I6sen sich dort friher auf und verschieben somit das
Verhaltnis in Richtung Zellkern Peripherie. Dies wirde sich gut mit Studien von Nadine
Schulz et al. 2017 decken [160], welche eine Reduktion von yH2AX Foci nach 6 h
Reparaturzeit beobachten konnten und somit die Reparaturdauer auf 6h
beschrankten. Jedoch wirde diese Theorie gegen den, nach 8h, in Phase 4
eintretenden Trend sprechen, dass sich das Verhaltnis der Fociabstande bis zum Ende
der Beobachtungszeit wieder in Richtung Zellkernzentrum verlagert. Dies deutet
vielmehr auf ein gemischtes Modell flir die Focimigration hin. Nach 6h beginnen
schwer reparierbare Foci zur Zellkernhllle abzuwandern um dort spezifischere
Reparaturmoglichkeiten zu erhalten. Die Wanderung wird moglich, da in den ersten
Sekunden der Reparatur, laut den Ergebnissen dieser Arbeit, eine globale Reduktion
der Chromatindichte erfolgt ist. Leicht reparierbare DSB werden repariert und l6sen
sich auf. Nicht-reparierbare Foci verbleiben im Zellkern verteilt. Nach 8 Stunden I6sen
sich vermehrt schwer reparierbare Foci im Peripheriebereich auf. Man wirde nun eine
Verschiebung des Abstandsverhaltnisses orientiert am Wert zufallsverteilter Foci
annehmen. Jedoch ist anhand der Datenlage eine Verlagerung der Fociabstande in
weitere Entfernung von der Zellkernhille zu beobachten. Dies kdnnte bedeuten, dass
DSB im Heterochromatin langere Zeit bendtigen, um eine Reparatur zu initiieren und
auch die Reparaturzeit fur solche Schaden verlangert ist [22, 64], die Reparatur
jedoch, im Vergleich zu Schaden im Euchromatin, vermehrt zur Auflésung der Foci
fuhrt. Diese unreparierbaren Foci bleiben im Zellkern bestehen, bis die Zelle durch

Komplikationen durch den Doppelstrangbruch gezwungen ist in Apoptose zu gehen.
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Dies kann sich im Falle von sich selten replizierenden Zellen Uber Jahre erstrecken
[131].

138



9.4.3 DSB Reparatur im Kontext der Chromatin Struktur

Das Gebiet der Chromatin-Organisation besteht aus einer Vielzahl unterschiedlicher
Theorien. In dieser Arbeit wurde versucht mit deskriptiven Mikroskopiemethoden,
weitere Puzzleteile an die vorhandenen biochemischen Erkenntnisse anzufligen um
ein eindeutigeres Gesamtbild der DNA-Reparatur im Zusammenhang mit der
Chromatinorganisation zu erhalten. Mit dem konzeptuellen Rahmen beginnend,
stimmen die Ergebnisse dieser Arbeit gut mit den Erkenntnissen von Rouquette et al.
2009 [150] uberein. Die Daten bezeugen ebenfalls einen hohen Anteil (> 50%) an IC
im Zellkern, definieren das Kernvolumen jedoch nicht als Entweder CT oder IC. Auf
Grund der groRen saumartigen Uberlappung und der sehr fein verastelten
Netzwerkstruktur der zwei Kompartimenten kann davon ausgegangen werden, dass
die Abgrenzung der beiden nicht ohne weiteres moglich ist. Dies wirde sich sehr gut
mit dem CT-IC Modell von Cremer et al. 2010 [33] und dem Vorhandensein einer
aktiven PR-Perichromatin Region (PR) in Chromosomenperipherie vereinen lassen
[34, 51]. Daraus ware folgendes Modell ableitbar. Die DNA in Nachbarschaft eines
DSB wird dekondensiert und wickelt sich von ihren Histonen ab [58, 127]. Der
dekondensierte DNA-Strang ist durch seine erhdhte Mobilitat in der Lage in
Peripheriebereiche des Heterochromatins zu migrieren [32, 96, 166]. Die
entstandenen DNA Schleifen ragen in das angrenzende IC ein und werden dort vor
Ort repariert. Die Grenzschicht wird definiert das PR [4, 51]. Die Reparatur findet also
in direkter Nachbarschaft zur Induktionsstelle, an mobilen Reparaturstellen statt [120].
Fir eine Lokalisation der Reparatur im Uberschneidungsbereich des CTs und ICs und
der Definition dieses Bereichs als PR, wurde auch sprechen, dass selbst Bestrahlung
durch einen exakt gerader UV Laserstrahl, nach 1h DNA Reparatur, nicht in einer
geraden Foci Spur resultiert [85, 117]. Die Anlagerung markierten yH2AX wird durch

Heterochromatinbereiche beeinflusst und ein gewellter Track entsteht.

Den Bezugspunkt von Chromatinorganisation zu DNA-Reparatur bildet der Vergleich
von 53BP1 mit Chromatin. Die beiden Strukturen scheinen sich im Zellkern gegenseitig
auszuschlief3en und keine enzymatische Interaktion untereinander zu betreiben, was
fur eine mechanische Reparaturstellenerhaltung sprechen konnte und auch in der
Literatur hypothetisiert wird [68, 140, 161]. Obwohl 53BP1 mehrheitlich nicht mit dem
Chromatin tiberlappt und lediglich eng anliegt, wird durch die Uberschneidungsanalyse

sichtbar, dass Uber ein Drittel der Flache von 53BP1 mit Bereichen des Chromatins
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Uberlagert. Da die Uberschneidung ausschlielich aus sehr punktuellen, astartigen
Einwiichsen des Chromatins in den Reparaturbereich besteht, kann in diesen Asten
eine genauere Lokalisation der Schadensstelle vermutet werden. Um die ssDNA vor
Endenschruckschnitt durch CtIP zu schutzen und Rif1 zu kontrollieren, wirde jedoch
nicht die groRe Menge an 53BP1 um die komplette Reparaturstelle notwendig seinF
[193, 199]. Der verhaltnismafig grole Focusbereich, welcher die Astenden umgibt,
dient folglich 53BP1 auch zum Schutz der Reparaturstelle und verdrangt mdgliche,

schadhafte Rekombinationspartner des DSB.

Auch die Untersuchungen zum Uberschneidungsbereich von 53BP1 und des ICs
sprechen flr eine mogliche Funktion als Tursteher der Schadensregion. 53BP1 und
das IC schlieBen sich komplett gegenseitig aus und besitzen keine
Uberschneidungsbereiche. Obwohl vermutet werden kénnte, dass der
Reparaturproteintransit in den Reparaturstellenbereich von 53BP1 Uber das von NPC
bis zu allen Bereichen des Chromatins reichenden Netzwerk des ICs ablauft [4],
bestehen keine BerUhrungspunkte zwischen den zwei Strukturen. In der Literatur ist
bekannt, dass einige Proteine der PTM zwar direkt an der Reparatur beteiligt sind,
jedoch keine Splicing-Faktoren mit der Schadensstelle interagieren durfen und
Transkription unterbunden sein muss [11, 162]. Der Mechanismus hinter dieser
Sortierung ist bisher komplett unbeleuchtet. In  Kombination mit der
zwischengelagerten Pufferzone lasst sich jedoch schlussfolgern, dass 53BP1 dafur
sorgt, reparaturfremde Proteine von der Reparaturstelle fern zu halten. Die Breite der
Pufferzone deutet allerdings darauf hin, dass 53BP1 diese Aufgabe nicht alleine
verrichtet. 53BP1 liegt also dicht am Chromatin des geschadigten CTs an, nimmt die
Schadensstelle in sich auf und schutzt somit das komplette sich in Reparatur
befindliche, PR. Fur zukunftige Experimente ware es jedoch interessant zu wissen,
welches Protein eine grolRere Focusflache besitzt als 53BP1, nicht Chromatin-

assoziiert ist und in Frage kommt, zwischen 53BP1 und dem PTM Apparat zu stehen.

Die groRen Uberschneidungsbereiche zwischen Chromatin und Rad51 ergeben eine
weitere Erhdhung der Lokalisationsgenauigkeit der Schadensstelle. Da Rad51 zur
Homologiesuche den DSB direkt flankiert [9, 65, 141], kann anhand der Ergebnisse
angenommen werden, dass die Reparatur sich in der Grenzregion von dichtem
Chromatin und weniger dichtem Chromatin ansiedelt [111], wobei der Grofteil der
Reparatur, wie auch anhand der Untersuchungen zur Chromatinauflockerung

feststellbar war, in aufgelockertem Chromatin stattfindet. Diese Randstandigkeit wird
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auch gestutzt von Untersuchungen von Albiez et al. 2006, welche jedoch vermuteten,
dass der nicht auf dichtem Chromatin angelagerte Teil des Focus lediglich dem Rad51-
Nachschub zugeordnet werden kann [4]. In die bisherigen Erkenntnisse eingegliedert,
sitzt das Zentrum der Reparaturstelle also randstandig auf dichten
Chromatinbereichen und ragt, auf DNA-Schleifen sitzend, in den von 53BP1
geschutzten Bereich hinein. Eine Bestatigung, dass die Reparatur in re-modellierten
Chromatinbereichen stattfindet, bietet auch die Untersuchung der Uberlagerung von
Rad51 und yH2AX, da yH2AX fur die, zur Auflockerung fihrenden, Signalkaskade
zustandig ist [127] und laut Untersuchungen von Lafon-Hughes et al. 2013 [100],
yH2AX vornehmlich in Bereichen geringer Chromatindichte lokalisiert ist. Die Daten
suggerieren, dass yH2AX sich ebenfalls mehrheitlich randstandig an
Chromatinlichtungen lokalisiert und somit die Grenzregion zwischen dichtem
Chromatin und gelockertem Chromatin bildet. Da gelockertes Chromatin gegen
unerwunschte Interaktionen mit Proteinen aus der Umgebung geschitzt werden muss,
ware der Schutz durch 53BP1 auch fur yH2AX plausibel. Zu den Daten flugt sich die
Uberlagerung von Rad51 und yH2AX mit ungefahr einem Drittel von Rad51 im yH2AX
Bereich und dem verbleibenden Teil im dichteren Chromatin sowie Bereichen, die in
dieser Arbeit nicht weiter definiert wurden. Den letztenendes genauesten Hinweis
darauf, dass sich der DSB auf yH2AX modulierten Chromatinasten innerhalb des PRs
im Einflussbereich von 53BP1 befindet, ist der Vergleich der Rad51-Foci mit den
Uberschneidungsregionen zwischen Chromatin und 53BP1. lhre &hnliche GroRke
festigt noch einmal die genaue Lokalisation des DSB im Kontext der
Chromatinstruktur. Die erhaltenen Ergebnisse wurden im Laufe dieser Arbeit genutzt
um ein detailliertes Modell der Chromatinorganisation im Zellkern aufzustellen. Die
daraus resultierenden Erkenntnisse sind in Abbildung 68 dargestellt. Hierbei ist klar zu
erkennen, wie eine Reraraturproteinakkumulation entlang eines strahlungsinduzierten
DNA Schadenstracks aufgebaut ist. Grundsatzlich ist der netzwerkartige Aufbau des
Heterochromatins die Grundlage dieses Arrangements. In diesem Geflecht entstehen
nach Bestrahlung Lichtungen, welche der Gro3e des 53BP1 Focus entsprechen. Der
Wirkungsbereich von 53BP1 Uberdeckt jedoch auch randstandig Bereiche des
Heterochromatins und bildet somit den strukturellen Rahmen der Reparaturstelle. Die
Schnittmenge der durch yH2AX aktivierten Schadensregionen und 53BP1, bildet die
mogliche Lokalisierung der Schadensstelle wobei die genaue Bestimmung des DNA
Schadens, durch die in 53BP1 und yH2AX ragenden Aste des Heterochromatins
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definiert wird. Das Resultat ist die genaue Lokalisation des DNA Schadens in Form
von Rad51 Foci. (Siehe Abbildung 68).

142



K

} 1;1’]'
N

o7
G

O s

O Heterochromatin . Rad51

. Interchromatin O Euchromatin /Perichromatin
. TH2AX . Nukleoli

Abbildung 68: Aus den Ergebnissen dieser Arbeit resultierendes Modell der Chromatinorganisation im Bezug auf
die Lokalisation des DNA Reparaturapparates im Falle eines DSB Tracks nach Schrédgbestrahlung eines HelLa
Zellkerns.
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10 Ausblick

FUr die Strahlenbiologie ist eine madglichst genaue Lokalisation des DSB und der
Reparaturmaschinerie nach hoch-LET Bestrahlung unerlasslich. Die Ergebnisse
dieser Arbeit tragen einen grolen Teil dazu bei, die Mechanismen der zellularen
Strahlenantwort zu verstehen. Um zukulnftigen Experimenten eine genaue Lokalisation
der DSB zu ermdglichen und damit hoch-LET induzierte DSB Cluster in einzelnen DSB
aufzulésen, konnten erfolgreich In-Situ Ligationsverfahren mit In-Situ DNA-Blunting
Verfahren kombiniert, etabliert und mit der Entwicklung von DNA-Oligo Sonden
begonnen werden. Die Ergebnisse dieser grundlegenden Arbeit versprechen die
direkte Markierung von DSB und eine erste Reduktion der Lokalisationsungenauigkeit
der strahleninduzierten DSB. Somit ware es moglich, in zukunftigen Experimenten,
auch aus hoch-LET strahlungsinduzierten Foci eine verlassliche Dosimetrie zu
erhalten. Angewandt in medizinischen Therapiemethoden kdnnte die erhohte
Genauigkeit dieser Methode unter Anderem helfen, spezifischere und schonendere
Strahlentherapieanwendungen zu entwickeln. Um die Methodik der DNA-Oligo-
Sonden basierten Markierung von DNA-Schaden weiter zu optimieren und eine
schnelle und verlassliche Abdeckung aller mdglichen Bindestellen einer
Schadensregion zu gewahrleisten, ist im nachsten Schritt die Erprobung
verschiedener Kopplungsmechanismen zwischen Farbstoff und Oligonukleotid
essentiell. Die Abhebung des gewunschten Signals zur Hintergrundfluoreszenz bildet
ein kritisches Nadeldhr, denn die Bindung des Fluorophors an unspezifische
Bindestellen macht eine genau Trennung der Strukturen unmdglich. Aus diesem
Grund bieten hochspezifische Kopplungsmechanismen die Mdoglichkeit in Zukunft

vollig neue Level an Detektionsgenauigkeit zu liefern.

Doch auch die Lokalisation der an der Reparatur beteiligten Proteine ermdglicht
detailliertere Forschung im Bereich der Medizin und des Strahlenschutzes. Durch die
Untersuchung der Chromatinbeweglichkeit konnte in dieser Arbeit bewiesen werden,
dass DSB-Reparatur zu Beginn ein lokal begrenzter Mechanismus ist und die Zelle
eine Ortliche Reparatur, mittels HR oder NHEJ, stets bevorzugt. Jedoch konnte ebenso
gezeigt werden, dass ein solcher Schaden auch globale Auswirkungen in Form der
Lockerung des Chromatins im gesamten Zellkern hat. Die globale Lockerung des
Chromatins férdert die Chromatinmobilitat und ermdéglicht es schwer reparierbaren

DSB nach missgluckter Reparatur vor Ort, zu spezialisierten Reparaturzentren in Uber
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7 um Entfernung zu migrieren. In der Zellkernhdlle ist es Zellen daraufhin moglich die

Foci aufzulésen oder eventuell Notsignale in das Zytoplasma zu senden.

Ein nachster Schritt um auf diese Erkenntnisse aufzubauen, ware die Migration der
Foci mit der Progression des Zellzyklus in Verbindung zu bringen. Die ausgebliebene
Focimigration mancher, bestrahlter Zellen in dieser Arbeit, kdnnte ein Indiz dafir sein,
dass Zellen in bestimmten Phasen des Zellzyklus nicht in der Lage sind diese
drastischen Schritte zur Reparatur von DSB durchzufuhren. Es konnte auch madglich
sein, dass sich diese Zellen in Zellzyklusphasen mit gesteigerter Reparatureffizienz

befinden und keine Migration bendétigen.

Der Ort und die Zeit der Reparatur spielen demnach eine grof3e Rolle bezuglich der
Effizienz der DNA Reparatur. Das im Laufe dieser Arbeit entstandene Modell zur DSB
Reparatur im Kontext der Chromatinorganisation lokalisiert die Reparatur in der PR
Region des Chromatins und verfeinert die bisherigen Erkenntnisse der
strahlenbiologischen Forschung. Mit diesen weiteren Puzzleteilen, welche das Ratsel
um die Organisation der DNA Reparatur und die Organisation von Schadensregionen
im Chromatin, Teil um Teil der Aufklarung naher ricken, ist ebenso eine Grundlage fur
weitere Forschung geschaffen worden. Das wachsende Verstandnis Uber diese
Prozesse ermoglicht es, Strahlung als positives Werkzeug der modernen Medizin zu
instrumentalisieren und gezielt mit steigender Effizienz epidemiologisch relevante
Krankheitsbilder zu behandeln. Fur zukinftige Experimente ware es interessant, eine
Verbindung zu anderen Reparaturproteinen herzustellen und das Mosaik der DNA-
Reparatur in seinem vollen Umfang zu dokumentieren. Hierfur ware der zeitliche
Faktor von groRem Interesse. Kann durch die Betrachtung der Reparaturstruktur zu
unterschiedlichen Reparaturzeiten eine Dynamik im Zusammenspiel der
Reparaturproteine und der Umgebung festgestellt werden? Eventuell kdnnte somit ein
Zusammenhang zwischen den verschiedenen kursierenden Theorien zur DNA-
Reparatur entstehen und ein unscharfes und dunkles Bild der zellularen Antwort auf
DNA-Schaden beleuchtet werden.
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11 Anhang

Herstellerprotokoll Click-iT™ EdU Alexa Fluor™ 488 Imaging Kit
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA)

e Zellen am Vortag des Experiments in gewlnschter Dichte auf Deckglasern
aussahen.

e Zellkultivierung bei 37 °C und 5 % COz2 in 2 ml Kultivierungsmedium tber
Nacht.

e Deckglaser in 6-Well Platten Ubertragen.

e 20 pM EdU Losung mit vorgewarmten Kultivierungsmedium vorbereiten.

e 2 ml EdU Loésung pro Well hinzuflgen.

e Inkubation der Zellen fur 4 h im Brutschrank.

e Medium entfernen und Zellen mit PFA laut Kapitel ,Zellfixierung® fixieren.

e Zellen mehrmals in PBS waschen und laut Kapitel ,immunfluoreszenzfarbung®
permeabilisieren.

e 1X EdU Click-iT Reaktionspuffer vorbereiten indem 1 ml H20 dem
Reaktionspuffer zugefiugt werden.

e Click-iT Reaktionscocktail vorbereiten indem 100 pl Click-iT Reaktionspuffer,
800 ul CuSO4 und 100 ul 1X Click-iT Reaktionspufferzusatz zu Alexa Fluor
488 Reaktionsgefall zugegeben werden. (Cocktail innerhalb 15 min
verbrauchen).

e Nach der fertigen Permeabilisation 0,5 ml Click-iT Reaktionspuffer pro Well zu
den Zellen geben und durch Inkubationsschittler unter Lichtausschluss flr
30 min mixen.

e Reaktionscocktail nach Inkubation durch zweimaliges Waschen mit 3 % BSA
in PBS waschen.

e Zellen laut Kapitel ,Immunfluoreszenzfarbung” auf Deckglasern eindecken.
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Protokoll zur Zellpraparation

e Medium entfernen und die Probe mit 2ml PBS waschen.

e Zellen 15min bei Raumtemperatur mit 2% PFA inkubieren

e Kurz mit PBS waschen

e 3 x 5min mit 2ml PBS + 0.15% Triton waschen

e 3 x 10min mit 2ml PBS+ blocken

e Die zellbewachsenen Deckglaser mit 95 pl primarer Antikorperlosung in PBS+
versehen.

¢ Inkubation Uber Nacht bei 4°C

e 5min mit 2ml PBS waschen

e 10min mit 2ml PBS + 0.15% Triton waschen

e 5min mit 2ml PBS waschen

e 7min mit 2ml PBS+ blocken

- ab hier unter Lichtausschluss arbeiten

¢ Die zellbewachsenen Deckglaser mit 95 pl sekundarer Antikorperldsung in
PBS+ versehen

e 1-2 h bei Raumtemperatur inkubieren

e 2 x 5min mit 2ml PBS+0.15% Triton waschen

e 2 x schnell mit PBS waschen

e 20 x pl ProlongGold auf einen Objekttrager geben und abgetropftes Deckglas
mit den Zellen nach unten darauflegen (eindecken).

e Uber Nacht trocknen lassen und bei 4°C lagern.
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Herstellerprotokoll SiR-DNA Live Cell Fluorogenic DNA Labelling Probe
(Spirochrome AG, 8260 Stein am Rhein, Schweiz)

Vorbereitung einer 1 mM Stock Losung.

¢ Inhalt des Vials mit SiR-DNA in 50 yL wasserfreiem DMSO auflésen, um eine
1 mM Stammldsung herzustellen.

e LOsung sollte bei -20°C gelagert werden.

Vorbereitung der Farbeldsung.

e SiR-DNA bis auf die gewlnschte Konzentration mit Kulturmedium verdinnen
und kurz vortexen.

e Zugabe von 1-10 uyM Verapamil verbessert die Farbeeffizienz durch die

inhibierung von Efflux Pumpen.

e Stets frisch praparierte Farbelésung verwenden, da sich die Farbeeffizienz mit
der Zeit verringern kann.

Zell Praparation und Farbung
e Zellen auf Glasdeckglaschen wachsen lassen.
e Sobald die Zellen die gewinschte Dichte erreicht haben, Medium mit

Farbeldsung ersetzen, bis alle Zellen bedeckt sind.

e Zellen bei 37°C in Brutschrank bei 5-10% CO2 Gehalt inkubieren (Farbezeit
nach untenstehender Tabelle).

Konzentration der Farbelosung (nM) Farbezeit (h)*

> 1000 0.5-1
500 2-4
200 4-6
<100 6-12
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Herstellerprotokoll VIROMER® RED VIROMER® YELLOW plasmid DNA/mRNA

Transfektion
Herstellung Reaktionsgefal® 1 (-DNA/MmRNA)

e pDNA/mRNA auf 11ng/pl mit mitgeliefertem Stock Solution Puffer verdunnen.
Herstellung Reaktionsgefal’ 2 ( 45 ul Transfektionsreagenz)

e 0.2-pl Tropfen Viromer® an die Wand des Gefalies pipettieren
o Sofort 4.8ul Puffer zugeben und 4-8 Sekunden vortexen.(Immer den Puffer zu

Viromer® geben, nicht andersherum!
Zusammenfuhrung » Gefall 1 —>Gefal} 2

e 45ul der pPDNA/mRNA Losung von Gefal 1 zu den 5ul Viromer® solution in
Gefald 2 geben.

e Schnell mischen und fur 15 min bei Zimmertemperatur inkubieren.
100 ng des Transfektionsansatzes auf ca. 15000 adharente Zellen geben

e Zellen wie Ublich kultivieren. Mediumwechsel ist nicht nétig.

o Transfektionseffizienz alle 24-72 h prufen.
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