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8. Anhang

8.1. Glossar ausgewahlter Begriffe
Compton-Effekt: Der Compton-Effekt tritt bei mittleren Energien zwischen 100 keV und 10 MeV

auf. Dabei Ubertragt das Photon nur einen Teil seiner Energie auf ein Hillenelektron. Das

Elektron wird dabei aus dem Verband geldst und das Photon aus seiner urspriinglichen Bahn
gelenkt.

Coulomb-Wechselwirkung: Die Quelle der Coulomb-Wechselwirkung ist die Ladung. Das

Coulombsche Gesetz beschreibt die elektrostatische Kraft zwischen zwei Punktladungen, die
Coulomb-Kraft. Es besagt, dass diese Kraft proportional zum Produkt dieser Ladungen und
umgekehrt proportional zum Quadrat ihres Abstands ist. Zwei gleichnamige Ladungen stol3en
sich ab, wahrend solche mit ungleichnamigem Vorzeichen sich anziehen. Durch Ladungen
verursachte Krafte, die auch dann auftreten, wenn ein geladener Korper ruht, hei3en
elektrische Krafte oder Coulomb-Krafte.

CR-39: Polymerplatte fur den Spurnachweis energiereicher lonen. Treten geladene Teilchen mit
dem Polymer in Wechselwirkung, erfahren die Makromolekile beim Durchgang des lons
Veranderungen, die sich als Kettenbriche und durch Bildung geladener Radikale darstellen.
Diese Radikale kénnen sich anschlieRend wieder mit dem Nachbarpolymerketten vereinigen.
Als Ergebnis treten Veranderungen der Dichte in der Struktur der 500-1000 ym dicken Folie
auf, die durch chemische Atzverfahren sichtbar gemacht werden kénnen.

Gray (Gy): Einheit flir die Energiedosis (Energiedosis (D) = Energie /Masse). lonisierende
Strahlen besitzen eine Energiedosis von 1 Gray, wenn pro Kilogramm beliebiger Materie eine
Energie von 1 Joule Ubertragen wird. Benannt nach dem englischen Physiker Louis H. Gray
(1905-1965).

Hadronen: Subatomare Teilchen (Quarks), die unter der starken Wechselwirkung im Atomkern
gebunden sind. Typische Vertreter der Hadronen sind Neutronen und Protonen.

Hybridisierung: Anlagerung basenkomplementarer Nukleinsduresequenzen

Modalzahl: Haufigste, gemeinsame Chromosomenzahl in einer Tumorzelllinie

Myonen: Bei Zusammenstdssen hochenergetischer Protonen aus der primaren kosmischen
Strahlung mit Atomkernen der Erdatmosphare entstehen geladene Pionen, die Uber die
schwache Wechselwirkung mit einer mittleren Lebensdauer von 26 ns in ein Myon und ein
Neutrino zerfallen. Das Myon zerfallt dabei in zwei Neutrinos und ein Positron bzw. Elektron.
Die Myonen werden in etwa 10 km Hohe erzeugt und bewegen sich mit nahe
Lichtgeschwindigkeit.

Oligo-DT-primer: Primer fur die reverse Transkription , die sich an das Poly-A-Ende der mRNA

anlagern, Oligonukleotid aus 16-20 Thyminen
Paarbildung: Die Paarbildung ist der dominierende Effekt bei Energien > 10 MeV. Dabei kann das

Photon in einem Feld eines Atomkerns die Bildung eines Elektron-Positron-Paares
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veranlassen, wobei die Energie des Photons in zwei Teilchen umgewandelt wird. Die
Photonenenergie muss dabei mindestens 1,022 MeV betragen (Ruhemasse eines Elektrons
511 keV). Nach der Paarbildung kann sich das Positron frei bewegen und formt dann mit dem
Elektron eines Atoms ein so genanntes Positronium. Dieses vernichtet sich anschliefiend und
es werden zwei Photonen (y-Quanten) emittiert (Vernichtungsstrahlung).

Photoeffekt: Der Photoeffekt ist der dominierende Effekt bei Photonenenergien <200 keV. Das
Photon (bertragt seine gesamte Energie auf ein Hillenelektron, wobei es vollstandig absorbiert
wird. Die Absorption steigt mit der Ordnungszahl des durchstrahlten Materials.

Pionen: andere Bezeichnung flr Pi-Mesonen, die aus Quark und Antiquark bestehen. Pionen
entstehen vornehmlich bei der Kollision von Atomkernen und werden in gigantischer Zahl bei
Schwerionen-StoRen in Teilchenbeschleunigern erzeugt.

Ploidiegrad: Eine somatische, menschliche Zelle besitzt mit 46 Chromosomen einen doppelten
Chromosomensatz (= zweifacher, diploider Chromosomensatz, 2n). Chromosomenséatze mit 69
Chromosomen werden als triploid und Satze mit 92 Chromosomen als tetraploid bezeichnet.
Bewegt sich die Chromosomenzahl mit +/- 11 um ein ganzzahliges Vielfaches des haploiden
Satzes, wird dies z.B. mit ,nahezu diploid“ bezeichnet. Einteilung der Ploidiegrade: ,nahezu
haploid“ = <34 (hypohaploid <23; hyperhaploid 24-34; ,nahezu diploid“ = 35-57 (hypodiploid 35-
45; hyperdiploid 47-57; ,nahezu triploid“ = 58-80 (hypotriploid 58-68; hypertriploid 70-80;
,nahezu tetraploid“ = 81-103 (hypotetraploid 81-91; hypertetraploid 93-103

Random primer, random hexamers: kurze, nach dem Zufallsprinzip synthetisierte

Oligonukleotide, die statistisch verteilt die gesamte Fraktion der RNA hybridisieren (meist
Hexamere)

Reverse Transkription: Umschreiben von RNA in DNA durch Synthese einer komplementaren

DNA (cDNA) mittels des Enzyms Reverse Transkriptase

RT-PCR: Reverse Transkription und anschlieRende Polymerase-Kettenreaktion zur
Vervielfaltigung einer RNA-Sequenz in multiple DNA-Kopien

Sievert (Sv): Einheit fur die biologisch relevante Dosis, die so genannte Aquivalentdosis. Dieser
Dosisbegriff berlicksichtigt die von der jeweiligen Strahlenart abhangige lonisationsdichte. Die
Aquivalentdosis ist das Produkt aus der Energiedosis und einem effektiven dimensionslosen
Qualitatsfaktor (H = D x g). Benannt nach dem schwedischen Physiker Rolf M. Sievert (1896-
1966).

Sonde: Markierte DNA- oder RNA-Sequenz, die eine komplementdre Basenabfolge zu der
gesuchten DNA- oder RNA-Sequenz aufweist

Trajektorie: bezeichnet eine Ortsraumkurve, entlang der sich ein punktférmiger Kérper oder der

Schwerpunkt eines starren Kdrpers mit einer bestimmten Geschwindigkeit v bewegt.
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8.5. (gRT-PCR Ergebnisse der Gene GADD45f, NFKBIA und BRCA2

8.5.1. GADDA45
Eine Bestrahlung mit UV-C induzierte in den untersuchten Zelllinien A549, MCF-7 und NHF keine

signifikante Erhdhung der GADD45R Transkriptmenge. Die relativen Expressionswerte
schwankten um das Expressionsniveau unbestrahlter Zellen innerhalb des Untersuchungs-
zeitraums (Abb. 8-1, 8-2 und 8-4). In der Zelllinie AGS hingegen wurde iber den gesamten Unter-
suchungszeitraum von 9 Stunden eine statistisch hoch signifikante UV-C vermittelte Initiation der
Transkription detektiert (Abb. 8-3). Das Maximum der Induktion mit einer 17,7 fachen Erhéhung
der Expression (log> = 4,15) wurde 6 Stunden nach Bestrahlung detektiert. Diese starke
Erhéhung weist auf die Uberexpression des GADD45R Gens in dieser Zelllinie hin. Die relative
Expression von GADD45[ nach Réntgenbestrahlung zeigte in allen untersuchten Zelllinien keine
signifikante Anderung um mehr als einen Faktor von 2 relativ zur unbestrahlten Kontrolle (Abb. 8-
5 bis 8-8). Nach Bestrahlung mit Alpha-Teilchen zeigte die Analyse in A549 Zellen eine nahezu
einheitliche Herunterregulierung der Trankriptmenge Uber den gesamten Untersuchungszeitraum
von 24 Stunden (Abb. 8-9). Bestrahlung mit dicht-ionisierenden Blei-lonen fiuhrte bei Exposition
mit einer hohen Partikeldichte von 1 x10° Teilchen/cm? zu einer maRigen, 1,77fachen Induktion
zwei Stunden nach Bestrahlung mit anschlielRender Herunterregulierung der Expression Uber den
gesamten Untersuchungszeitraum. Nach Exposition der Zellen mit der geringeren Teilchendichte
von 5 x10° Partikeln/cm? konnte keine signifikante Anderung der Genexpression gefunden
werden (Abb. 8-10). Die Analyse in MCF-7 Zellen nach Exposition mit Argon-lonen zeigte zum
frihen Untersuchungszeitpunkt von zwei Stunden eine deutliche Repression der GADD45R
Genexpression, die im spateren Analysezeitpunkt von 12 Stunden wieder auf Basalwerte der
unbestrahlten Kontrollpopulation zurtickkehrte (Abb. 8-11).
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Abb. 8-1: GADD45R nach Bestrahlung mit UV-C Abb. 8-2: GADD45R nach Bestrahlung mit UV-C
in A549 Zellen. E= 1,77; Normalisierung gegen in MCF-7; E=1,72. Normalisierung gegen GAPDH
B2M (E=1,98), HPRT (E=1,72) und PBGD (E=1,67)

(E=1,62)
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Abb. 8-5: GADD45B in A549 Zellen nach
Bestrahlung mit Rontgenstrahlen. Exp. 1: E=1,98;
Normalisierung gegen B2M (E=2,07), ACTB
(E=1,91) und HPRT (E=1,88); Exp. 2: E=1,80;
Normalisierung gegen B2M (E=1,92), ACTB
(E=1,93); PBGD (E=1,81) und GAPDH (E=1,90)
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Abb. 8-7: GADD45R in AGS Zellen nach
Bestrahlung mit  Rdntgenstrahlen; E=1,85;
Normalisierung gegen HPRT (E=1,94) und B2M
(E=1,91)
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Abb. 8-4: GADD45R nach Bestrahlung mit UV-C
in Fibroblasten; E=1,69; Normalisierung gegen
B2M (E=1,94) SDHA (E=1,88) und GAPDH
(E=1,66)
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Abb. 8-6: GADD45R in MCF-7 Zellen nach
Bestrahlung mit Roéntgenstrahlung; E= 1,74.
Normalisierung gegen GAPDH (E=1,67)
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Abb. 8-8: GADD453 in Fibroblasten nach

Bestrahlung mit Roéntgenstrahlen; E=1,97;
Normalisierung gegen B2M (E=1,87), SDHA
(E=2,03) und PBGD (1,88)
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Abb. 8-9: GADD45R in A549 Zellen nach Abb. 8-10: GADD45R in A549 Zellen nach
Bestrahlung mit Alpha-Teilchen. Exp. 1: E=1,87; Bestrahlung mit Blei-lonen. E=1,83; Norma-
Normalisierung gegen PBGD (E=1,90) und B2M lisierung gegen B2M (E=1,96)
(E=1,95); Exp. 2: E=1,93; Normalisierung gegen
GAPDH (E=1,81)
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Abb. 8-11: GADD45R in MCF-7 Zellen nach
Bestrahlung mit Argon-lonen E=1,80
Normalisierung gegen HPRT (1,81)

8.5.2. BRCA2
Eine Bestrahlung mit UV-C flihrte, mit Ausnahme der Analyse in AGS Zellen (Abb. 8-14), in allen

untersuchten Zelllinien zu einer zeitabhangigen Verminderung der Expression des
Tumorsuppressors BRCA2 (Abb. 8-12, 8-13 und 8-15). Wahrend die relative mRNA-Expression
von BRCA2 nach Bestrahlung mit 15 J/m? UV-C Schwankungen im Bereich des Kontrollniveaus
aufwies, zeigten alle anderen Zelllinien vier Stunden nach Bestrahlung eine dosisabhangige,
zunehmende Inhibition der mRNA Transkription Uber den gesamten Verlauf der untersuchten
Zeitkinetik.

Auch nach Bestrahlung mit Rontgenstrahlen zeigte die Analyse in allen untersuchten Zelllinien
Schwankungen um den Grundlevel der unbestrahlten Kontrollpopulation bzw. eine tendenzielle,
dosisabhangige Herunterregulierung der Genexpression (Abb. 8-16 bis 8-19). Eine Repression
der Genexpression war in den Zelllinien MCF-7 (Abb. 8-17) und NHF (Abb. 8-19) innerhalb der
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untersuchten Zeitkinetik zum Analysezeitpunkt von 24 Stunden nach Bestrahlung mit -2,17 (MCF-
7,6 Gy) und -4,55 (NHF, 4 Gy) besonders deutlich.

Exposition mit dicht-ionisierenden Alpha-Teilchen flhrte in A549 Zellen nach anfanglichen

Schwankungen um das Grundniveau unbestrahlter Zellen 2zu einer deutlichen
Herunterregulierung der BRCA2 Transkriptmenge um das -5fache (log,= -2,33) nach 16 Stunden

und -2,87fache (log,= -1.5) 24 Stunden nach Bestrahlung (Abb. 8-20).

Nach einer frihen (zwei Stunden), dosisabhangigen Hochregulierung konnte auch in A549 Zellen
nach Bestrahlung mit Blei-lonen eine Herunterregulierung der Expression nachgewiesen werden
(Abb. 8-21), die auch in der Analyse in MCF-7 Zellen zum Untersuchungszeitpunkt 12 Stunden
nach Exposition mit Argon-lonen gefunden wurde (Abb. 8-22).
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Abb. 8-16: BRCA2 in A549 Zellen nach
Bestrahlung  mit  Rdntgenstrahlen. E=2,06;
Normalisierung gegen B2M (E=2,07), ACTB

(E=1,91) und HPRT (E=1,88). Experiment 2:
E=2,10; Normalisierung gegen B2M (E=1,92),
ACTB (E=1,93); PBGD (E=1,81) und GAPDH
(E=1,90)
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Abb. 8-18: BRCA2 in AGS Zellen nach

Bestrahlung  mit  Rdntgenstrahlen; E=1,74;

Normalisierung gegen HPRT (E=1,94) und B2M

(E=1,91)
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Abb. 8-20: BRCAZ2 in A549 Zellen, Bestrahlung mit
Alpha-Teilchen. Exp. 1. E=1,87; Normalisierung
gegen PBGD (E=1,90) und B2M (E=1,95); Exp. 2:
E=1,99; Normalisierung gegen GAPDH (E=1,81)
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Abb. 8-17: BRCA2 in MCF-7 Zellen nach
Bestrahlung Rontgenstrahlung, E= 1,89.
Normalisierung gegen GAPDH (E=1,67)
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Abb. 8-19: BRCA2 in Fibroblasten nach
Bestrahlung mit  Rdntgenstrahlen; E=1,97;
Normalisierung gegen B2M (E=1,87), SDHA
(E=2,03) und PBGD (1,88)
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Abb. 8-21: BRCA2
Bestrahlung mit Blei-lonen.
lisierung gegen B2M (E=1,96)

in A549 Zellen nach
E=1,87; Norma-
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Abb. 8-22: BRCA2 in MCF-7 Zellen nach
Bestrahlung mit Argon- lonen E=1,82 Normali-
sierung gegen HPRT (1,81)

8.5.3. IkBa
In der Zelllinie A549 wurde die transkriptionelle Aktivitat des anti-apoptotischen NF-xB

Signalwegs nach Bestrahlung mit nicht-ionisierender Strahlung Uber eine Quantifizierung der
mRNA-Transkriptmenge des Inhibitors IkBa untersucht. Dabei wurde im Verlauf der Zeitkinetik
eine maRige Herunterregulierung der IxBa-Transkriptmenge bis 8,5 Stunden nach Bestrahlung
beobachtet. Im weiteren zeitlichen Verlauf der Kinetik bis 48 Stunden kehrten die Werte auf das
Expressionsniveau der unbestrahlten Kontrolle zuriick (Abb. 8-23). Bestrahlung mit dinn-
ionisierender Strahlung fuhrte in der Zelllinie A549 zu einer moderaten Induktion der
Transkriptmenge bei Bestrahlung mit hohen Dosen von 4 Gy (Abb. 8-24). Exposition mit Alpha-
Teilchen fihrte zu einer deutlichen Herunterregulierung der IkBa Transkriptmenge zwei und vier
Stunden nach Bestrahlung. Die Analyse der spateren Zeitpunkte zeigten Schwankungen um das
Grundniveau unbestrahlter Zellen (Abb. 8-25). Im Gegensatz dazu zeigte die Expressionsanalyse
nach Bestrahlung mit Blei-lonen eine maRige Erhéhung der Transkriptmenge zwei Stunden nach

Bestrahlung, die im weiteren Verlauf auf Kontrollwerte zurlickkehrte (Abb. 8-26).
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Abb. 8-23: IkBa in A549 Zellen nach Bestrahlung
mit UV-C; E= 1,81; Normalisierung gegen B2M
(E=1,98), HPRT (E=1,72) und PBGD (E=1,62)
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Abb. 8-25: IkBa in A549 Zellen nach Bestrahlung
mit Alpha-Teilchen. Exp. 1: E=2,05; Normalisierung
gegen PBGD (E=1,90) und B2M (E=1,95); Exp. 2:
E=2,08; Normalisierung gegen GAPDH (E=1,81)
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Abb. 8-24: IkBa nach Bestrahlung mit
Roéntgenstrahlen in A549 Zellen. Exp. 1: E=2,05;
Normalisierung: B2M (E=2,07), ACTB (E=1,91)
und HPRT (E=1,88). Exp. 2: E=2,08;
Normalisierung B2M (E=1,92), ACTB (E=1,93);
PBGD (E=1,81) und GAPDH (E=1,90
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Abb. 8-26: IkBa in A549 Zellen nach Bestrahlung
mit Blei-lonen. E=1,84; Normalisierung gegen
B2M (E=1,96



Anhang

161

8.6. Vektorkarten

Abb. 8-27: Schematische Darstellung des promotorlosen Expressionsvektors
pd2EGFP mit destabilisierter EGFP-Variante (Clontech).

Abb. 8-28: Schematische Darstellung des Vektors pNFkB-d2EGFP
(Clontech), dessen Thymidinkinase-Minimalpromotor (TK) zur Konstruktion
des induzierbaren Vektors pRRM2b-EGFP verwendet wurde.

— 1 {+) ori

ampicillin | rlacZ
Sac |
pBluescript Il KS+ J§ MCS
3.0kb T Kpn |
\ P lac
pUC ori

Abb. 8-29: Klonierungsvektor pBSIIKS (Stratagene) fir die Subklonierung
PCR-generierter Fragmente.
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