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1 Ziel der Untersuchung 

 

Die Quantifizierung von umschriebenen Foci des an Serin 139 phosphorylierten Histons 

H2AX (γ-H2AX) mittels Immunfluoreszenzfärbung stellt eine neue Methode zur 

Quantifizierung von DNA-Doppelstrangbrüchen nach Einwirken von ionisierender 

Strahlung dar. Mit Hilfe dieser Methode konnte die Nachweisgrenze von DNA-

Doppelstrangbrüchen nach Einwirken von ionisierender Strahlung von einigen Gy auf 

einige mGy gesenkt werden (Jakob et al., 2003; Rothkamm und Lobrich, 2003).  

Im Rahmen dieser Arbeit soll  

1. die Immunfluoreszenzfärbung für γ-H2AX in unserem Labor etabliert 

werden, 

2. untersucht werden, ob γ-H2AX-Foci auch durch UV-Strahlung und 

alkylierende Substanzen induziert werden und 

3. evaluiert werden, ob sich diese Methode eignet, um DNA-

Doppelstrangbrüche nach Exposition mit diesen Agenzien zu quantifizieren. 

 

Zu diesem Zweck soll anhand von CHO-Zelllinien 

1. die aus der Literatur bekannte Dosiswirkungsbeziehung von γ-H2AX-Foci 

nach Bestrahlung mit ionisierender Strahlung nachvollzogen werden, 

2. die Induktion von γ-H2AX in CHO-Zellen nach Anwendung genotoxischer 

Substanzen in Abhängigkeit von der eingesetzten Dosis und im zeitlichen 

Verlauf untersucht werden, 

3. die gewonnenen Daten mit bekannten Daten anderer Methoden zur 

Quantifizierung von DNA-Strangbrüchen verglichen werden. 

 



Nachweis von DNA-Doppelstrangbrüchen über γ-H2AX-Immunhistochemie 

2 

2 Einleitung 

Die DNA einer Zelle stellt den Bauplan für alle von der Zelle für ihren Stoffwechsel 

benötigten Proteine dar und ermöglicht die Aufrechterhaltung des zellulären 

Stoffwechsels. Gleichzeitig dient sie als Träger des Erbgutes zur Weitergabe dieses 

„Bauplans“ an folgende Generationen. Beide Funktionen erfordern die Sicherung der 

Stabilität der DNA und der von ihr kodierten Information. 

 

2.1 DNA unterliegt intra- und extrazellulären Einflüssen  

Die DNA einer Zelle liegt nicht isoliert vom übrigen Stoffwechselgeschehen vor: Sie ist 

innerhalb des Zellkerns ständig den direkten oder indirekten Einflüssen von 

Stoffwechselvorgängen ausgesetzt, die geeignet sind, ihre molekulare Struktur zu 

verändern (Friedberg et al., 1995). Teilweise sind solche Veränderungen für die 

Aufrechterhaltung oder Erfüllung der Funktion der DNA notwendig, zum Beispiel bei 

der kurz nach der Replikation durchgeführten Methylierung einzelner Basen (Holliday 

und Ho, 2002), der Einfügung von (transienten) Strangbrüchen bei der Reifung von 

antikörper-produzierenden Zellen (Schrader et al., 2005) oder durch Topoisomerasen 

bei der Replikation (Degrassi et al., 2004). Die weit überwiegende Zahl solcher 

Veränderungen entstehen jedoch nicht als notwendige oder vorgesehene Ereignisse, 

sondern sind als Grundlage von Mutationen potentiell für die Zelle oder den 

Gesamtorganismus bedrohlich und stellen daher einen DNA-Schaden dar (Lindahl und 

Nyberg, 1974; Nakamura et al., 1998; Rydberg und Lindahl, 1982). 

 

2.2 Quellen von DNA-Schäden 

DNA-Schäden können sowohl exogen, d.h. durch äußere Einflüsse auf die DNA, z.B. 

Strahlung oder mutagene Chemikalien, als auch endogen, z.B. durch 

Stoffwechselprodukte entstehen (Friedberg et al., 2006). Dies wird im Weiteren näher 

betrachtet. 
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2.2.1 Endogene Ursachen für DNA-Schäden 

Beispiele für endogen entstehende DNA-Schäden sind die Basenfehlpaarung im 

Rahmen der Replikation, spontane Desaminierung von Basen, der Verlust ganzer Basen 

durch spontane Hydrolyse oder durch Sauerstoff verursachte Schäden. 

Die DNA-Replikation erfolgt durch Proteine, die neben der reinen DNA-Synthese auch 

Funktionen für die Denaturierung der DNA-Doppelhelix in Einzelstränge, sowie die 

direkt an die DNA-Synthese anschließende Korrektur fehlerhaft eingebauter Basen 

erfüllen (Friedberg et al., 2006). Zwar erfolgt die Replikation relativ genau und wird 

durch die direkte Korrektur falsch eingebauter Basen noch genauer, aber bei mehreren 

Milliarden Basen pro Genom stellt bereits eine geringe Fehlerhäufigkeit bei der 

Replikation eine Quelle zahlreicher Fehlpaarungen und damit DNA-Schäden dar 

(Kunkel und Bebenek, 2000). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 2-1:  Desaminierung von Cytidin zu Uridin (nach Friedberg et al., 2006) 

 

DNA liegt, wie alle Moleküle einer Zelle, in wässriger Umgebung vor und ist daher 

ständig der Möglichkeit spontaner Hydrolysen in Form von Desaminierungen oder 

Basenverlusten ausgesetzt. Dabei verdrängt bei der Desaminierung das angreifende 

Wassermolekül die Aminogruppe (siehe Abbildung 2-1) und verursacht damit ein 

geändertes Bindungsverhalten mit komplementären Basen (Poole et al., 2001; Radany 

et al., 2000, siehe Abbildung 2-2). So paart Cytosin bei Replikation und Transkription 

mit Guanin, während das Reaktionsprodukt der oben angegebenen Reaktion, Uracil, mit 
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Adenin paart. Spontane Desaminierungen entstehen bevorzugt an Cytosin-Basen, 

allerdings können auch Adenin und Guanin spontan desaminieren (siehe 

Abbildung 2-3), dies geschieht jedoch um einige Größenordnungen seltener als bei 

Cytosin (Lindahl, 1979). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 2-2:  Die Desaminierung von Cytosin (C) zu Uracil (U) und von Adenin (A) zu 

Hypoxanthin (HX) kann Ursache von Basenaustauschmutationen sein (aus 

Friedberg et al., 2006) 

 

Findet eine solche Hydrolyse an einer N-glykosylischen Bindung zwischen der Base 

und der Desoxyribose statt, so wird die entsprechende Base entfernt und es entsteht eine 

abasische Stelle in der DNA (in der Literatur auch als apurinische/apyrimidinische 

Stelle, AP-Stelle, bezeichnet). Von einer solchen Hydrolyse sind bevorzugt Purine 

betroffen, während Pyrimidine seltener durch spontane Hydrolyse aus der DNA entfernt 

werden (Loeb und Preston, 1986). An AP-Stellen liegt die Desoxyribose in einem 

Gleichgewicht zwischen ihrer geschlossenen Furanoseform und ihrer offenen 

Aldehydform. Die 3’-Phosphodiester-Bindung an der Aldehydform der Desoxyribose 

ist äußerst labil und kann im Rahmen einer β-Elimination hydrolysieren und dadurch 

DNA-Strangbrüche verursachen (Lindahl und Andersson, 1972, siehe Abbildung 2-4). 
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Abb. 2-3:  Desaminierungsprodukte von DNA-Basen (nach Friedberg et al., 2006) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 2-4:  Bildung eines Einzelstrangbruches an einer AP-Stelle (nach Friedberg et al., 

2006) 

AP-Stelle 
(Aldehydform) 

 
β-Eliminierung 

Strangbruch an 
3’- Position der 

AP-Stelle 
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Für Zellen mit aerobem Stoffwechsel stellt Sauerstoff einen essentiellen Grundstoff für 

die Aufrechterhaltung des Stoffwechsels dar. Gleichzeitig werden als Nebenprodukte 

des aeroben Stoffwechsels und auch im Rahmen von ungerichteten Abwehrreaktionen 

so genannte reaktive Sauerstoffspezies (ROS) - z. B. Superoxidradikale (•O2
-), 

Wasserstoffperoxid (H2O2) und Hydroxylradikale (•OH) - gebildet. Diese stellen 

aufgrund ihres starken Redoxpotentials (siehe Abbildung 2-5) eine Hauptquelle von 

endogenen Schäden an allen intrazellulären Makromolekülen dar (Ames und Gold, 

1991; Imlay und Linn, 1988). 

 

 

 

 

 

 

Abb. 2-5:  Reaktive Sauerstoffspezies mit Angabe der Redoxpotentialen (nach 

Friedberg et al., 2006) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 2-6: Oxidation von Thymin zu Thyminglykol (nach Friedberg et al., 2006) 
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Abb. 2-7:  Oxidationsprodukte von Adenin und Guanin (nach Friedberg et al., 2006) 

 

Greifen ROS an DNA an, so entstehen eine Vielzahl von möglichen Produkten 

(Bjelland und Seeberg, 2003). Typische Produkte von Reaktionen mit Basen sind in 

Abbildungen 2-6 und 2-7 dargestellt (Friedberg et al., 2006). Bei Reaktionen von ROS 

mit der Desoxyribose kann es darüber hinaus zu DNA-Einzelstrangbrüchen kommen 

(Mello Filho et al., 1984). 

 

2.2.2  Exogene Ursachen für DNA-Schäden 

Neben den oben exemplarisch dargestellten endogenen Ursachen für DNA-Schäden 

kommen auch eine Vielzahl von Umweltfaktoren für die Verursachung von 

DNA-Schäden in Frage. Beispiele hierfür sind diverse Strahlenarten oder alkylierende 

Substanzen, was im Folgenden näher erläutert werden soll. 

 

2.2.2.1  DNA-Schäden durch Alkylantien 

Es gibt eine Vielzahl von alkylierenden Substanzen, die an verschiedenen 

Angriffspunkten an der DNA Alkylierungen verursachen. Im Rahmen dieser Arbeit 

wurden beispielhaft N-Methyl-N’-Nitro-N-Nitroso-Guanidin (MNNG) und 

Methylmethansulfonat (MMS) verwendet (siehe Abbildung 2-8). MNNG und MMS 

unterscheiden sich in ihrem vorwiegenden Angriffspunkt an der DNA. MNNG wirkt 

bevorzugt durch O-Alkylierung, während MMS vorwiegend durch N-Alkylierung zu 

DNA-Schäden führt (Richardson und Richardson, 1990, Friedberg et al., 1995). 
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Abb. 2-8:  Strukturformeln von MMS und MNNG (nach Friedberg et al., 2006) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 2-9:  Reaktion von MNNG mit einem Cysteinrest unter Bildung eines 

Methyldiazonium-Kations (nach Friedberg et al., 2006) 

 

MNNG wirkt nicht direkt alkylierend auf DNA. Wie in Abbildung 2-9 dargestellt, 

reagiert MNNG zunächst mit einem Thiol, in der Regel einem Cysteinrest, welcher zum 

Beispiel Bestandteil des ubiquitär in Zellen vorhandenen Glutathions ist. Das dabei 

entstehende Methyldiazonium-Kation stellt die tatsächlich alkylierende Struktur dar. 

(Niknahad und O'Brien, 1995). Die biologisch wichtigste durch MNNG verursachte 



Nachweis von DNA-Doppelstrangbrüchen über γ-H2AX-Immunhistochemie 

9 

DNA-Läsion ist O6-Methylguanin (O6-MeG) (Beranek, 1990; Kaina, 1998). Verbleibt 

O6-MeG unrepariert in der DNA, so paart es bei der Replikation mit Thymin und kann 

im Rahmen der DNA-Replikation zu Mutationen führen. Derartige Fehlpaarungen 

unterliegen der Reparatur durch Fehlpaarungsreparatur-Mechanismen (MMR), wie 

weiter unten ausgeführt wird. Im Fall von O6-MeG-T-Paaren kann es zu fehlerhaften 

MMR-Zyklen kommen, bei denen wiederholt statt dem O6-MeG Thymin entfernt und 

wieder insertiert wird. Auf diesem Wege kann es zum Zelluntergang durch Nekrose 

oder Apoptose kommen (Kaina et al., 1997). Außerdem kann es dabei zur 

Beeinträchtigung der chromosomalen Stabilität und zu DNA-Strangbrüchen kommen, 

welche wiederum zu chromosomalen Aberrationen führen. Diese Effekte sind bei 

Einwirken von MNNG in der zweiten auf die Exposition folgenden Replikation stärker 

ausgeprägt als in der ersten Replikationsrunde nach Behandlung (Kaina et al., 1997). 

Im Unterschied zu MNNG erzeugt MMS vorwiegend N-Alkylierungen (Beranek, 1990; 

Kaina, 1998; Natarajan et al., 1984). Daher sind die wichtigsten durch MMS 

verursachten Läsionen N-alkylierte Basen wie N7-Methylguanin und N3-Methyladenin 

(Pegg, 1984). Diese Veränderungen blockieren die DNA-Replikation direkt, so dass die 

zu beobachtenden Effekte bereits bei der ersten auf die Schädigung folgenden 

Replikation maximal sind. Hierbei kommt es sowohl zur Behinderung der Initiation der 

Replikation, als auch - bei bereits begonnener Replikation - zur Blockade von 

Replikationsgabeln an den Läsionsstellen (Kaina, 1998). An solchen blockierten 

Replikationsgabeln können letztlich DNA-Doppelstrangbrüche entstehen, die 

möglicherweise zum Untergang der Zelle oder nach fehlerhafter Reparatur zu 

chromosomalen Veränderungen führen (Higgins et al., 1976; Kuzminov, 2001; Michel 

et al., 2004). 

 

2.2.2.2  DNA-Schäden durch ultraviolette Strahlung (UV) 

UV-Strahlung stellt eine der wichtigsten toxischen Umwelteinflüsse auf lebende 

Organismen dar. Durch sie können alle zellulären Makromoleküle verändert werden, 

wodurch es eine große Anzahl deletärer Effekte von UV-Strahlung gibt (Peak et al., 

1987; Zhang et al., 1997). Während die langwelligen UV-Strahlen der UVA und UVB 

Bereiche (320-400 nm bzw. 295-320 nm Wellenlänge) in stärkerem Ausmaß 

Veränderungen an Proteinen verursachen, fallen deren Wirkungen auf die DNA 

quantitativ geringer aus als bei UVC (100-295 nm Wellenlänge) (Friedberg et al., 1995, 

Mitchell et al., 1991, Setlow, 1974). Die kurzwellige UV-Strahlung des UVC Bereichs 
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liegt dagegen sehr nahe am Absorbtionsmaximum der DNA bei 254 nm, so dass diese 

Strahlung beinahe selektiv DNA-Veränderungen verursacht (Friedberg et al., 2006). 

Die Hauptveränderungen an der DNA, die durch kurzwellige UV-Strahlung verursacht 

werden, sind Cyclobutan-Pyrimidin-Dimere (CPD) und Pyrimidin(6-4)-Pyrimidon-

Photoprodukte (6-4-PP) (Friedberg et al., 2006, siehe Abbildung 2-10). Diese 

Veränderungen beeinträchtigen den zellulären Stoffwechsel durch Behinderung  sowohl 

der DNA-Replikation als auch der Transkription, da sie zu einer Verzerrung der DNA-

Doppelhelix und damit zu einem erschwerten Zugriff der für diese Vorgänge 

notwendigen Proteinkomplexe führen (Moore und Strauss, 1979; Setlow et al., 1963; 

Swenson und Setlow, 1966). Zusätzlich können diese Veränderungen, wenn sie nicht 

repariert werden, Quelle von Basenfehlpaarungen und so die Ursache tumoröser 

Veränderungen sein (Otoshi et al., 2000; Yagi et al., 1991). Werden CPDs nicht 

entfernt, können sie während der Replikation dazu führen, dass Replikationsgabeln 

arretiert werden. Dies kann wie oben bereits erwähnt zur Entstehung von DNA-

Strangbrüchen und letztlich zum Zelltod führen. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 2-10: Darstellung von CPD bzw. 6-4-PP (aus Friedberg et al., 2006) 
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2.2.2.3  DNA-Schäden durch ionisierende Strahlung (IR) 

Die durch ionisierende Strahlung verursachten DNA-Schäden können in direkte und 

indirekte Schäden unterschieden werden (Friedberg et al., 2006). Indirekte Schäden 

entstehen dadurch, dass die einfallende Strahlung von Wassermolekülen, oder in 

geringerem Maße durch andere Moleküle, z.B. Proteine, absorbiert wird. Da Wasser das 

in einer Zelle bei weitem häufigste Molekül darstellt, wird geschätzt, dass beinahe die 

gesamte absorbierte Energie von ionisierender Strahlung in der Radiolyse des Wassers 

verbraucht wird (Riley, 1994; Ward, 1988). Dabei laufen zwei Vorgänge ab: Ist die 

Energie der einfallenden Photonen hoch genug, um direkt ein Elektron aus dem 

Wassermolekül herauszuschlagen, so entsteht ein hochreaktives und kurzlebiges 

Wasser-Radikalkation: 

 

 

 

Beinahe 80% der absorbierten Energie in einer Zelle entfällt auf diese Reaktion. Im 

Folgenden kommt es zur Bildung verschiedener reaktiver, aber relativ langlebiger 

Produkte wie OH•, O2
•- oder H2O2

•, die dann mit anderen Molekülen, z.B. mit DNA, 

reagieren können: 

 

 

 

 

 

 

 

 

Die restlichen 20% der absorbierten Energie entfallen wiederum auf die Aktivierung 

von Wassermolekülen und den erst in einem zweiten Schritt erfolgenden Verfall in zwei 

Radikale: 

 

 

 

Bei direkten Schäden wird die Strahlungsenergie direkt auf die DNA übertragen und 

führt zur Ionisierung von Basen oder Zuckern der DNA (Ward, 1988). Die entstehenden 
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Schäden können identisch mit denen sein, die auf indirektem Wege entstehen. Nur ein 

geringer Teil der in einer Zelle deponierten Energie führt zu direkten DNA-Schäden, 

während der größte Teil, wie oben beschrieben, auf die Radiolyse von Wasser entfällt. 

Die relative Verteilung der DNA-Schäden auf direkte und indirekte Mechanismen ist 

allerdings deutlich zur Seite der direkten DNA-Schäden verschoben, da der größte Teil 

der Radiolyseprodukte des Wassers nicht mit der DNA, sondern mit anderen zellulären 

Molekülen, etwa Proteinen oder Lipiden, weiterreagiert. Während annähernd 99% der 

Strahlenenergie auf die Radiolyse des Wassers entfallen, entstehen nur etwa zwei 

Drittel der DNA-Schäden auf diesem Weg. Das übrige Drittel der Schäden wird durch 

direkte Wirkung der ionisierenden Strahlung auf die DNA verursacht (Friedberg et al., 

2006). Ionisierende Strahlung verursacht Veränderungen an allen Bestandteilen der 

DNA. Beispiele für durch ionisierende Strahlung verursachte Basenveränderungen sind 

in Abbildung 2-11 dargestellt. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 2-11: Typische Reaktionsprodukte nach Einwirken von ionisierender Strahlung 

auf DNA-Basen (nach Friedberg et al., 2006) 
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Neben der Veränderung einzelner Basen, die letztlich entweder die Transkription und 

Replikation behindern oder durch Basenfehlpaarungen zu Mutationen führen können, 

kann durch ionisierende Strahlung die Integrität des gesamten DNA-Moleküls 

beeinträchtigt werden. Ionisierende Strahlung kann direkt zu Einzel- oder 

Doppelstrangbrüchen führen (Lobrich et al., 1996). Die durch ionisierende Strahlung 

verursachten Veränderungen treten in höchst unterschiedlichem Maße auf. So 

verursacht 1 Gy γ-Strahlung in einer Zelle etwa 250 Thyminveränderungen, ca. 

600-1000 DNA-Einzelstrangbrüche und ca. 16-40 DNA-Doppelstrangbrüche (Ward, 

1988). 

 

2.3 DNA-Reparaturmechanismen 

DNA-Reparaturmechanismen kann man grob in drei Bereiche unterteilen. Zunächst gibt 

es Mechanismen, die den entstandenen Schaden direkt rückgängig machen, wie dies 

beispielsweise durch DNA-Photolyasen oder die O6-Methyluanin-DNA-

Methyltransferase geschieht. Einer weiteren Gruppe von Mechanismen - wie der 

Nukleotid-Exzisionsreparatur oder der Basen-Exzisionsreparatur - ist gemein, dass sie 

die schadhafte Stelle und teilweise ihre direkte Umgebung aus dem betroffenen Strang 

herausschneiden und ersetzen. Darüber hinaus gibt es eine Gruppe von 

Reparaturmechanismen, die Strangbrüche repariert. Eine weitere Methode von Zellen, 

mit DNA-Schäden zu verfahren, ist die so genannte Schadenstoleranz. Dies sind 

Mechanismen, die DNA-Schäden bei der Transkription und Replikation überspringen 

helfen und so unter Inkaufnahme von Basenfehlpaarungen einen etwaigen Block an der 

betreffenden Stelle übergehen (Friedberg et al., 2006, siehe Abbildung 2-12). 
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Abb. 2-12: DNA-Schädigung und Reparatur (aus Hoeijmakers, 2001) 

 

2.3.1  Direkte Umkehr von DNA-Schäden 

Direkte Umkehr von schädigenden Reaktionen gibt es beispielsweise bei UV-

abhängigen Schäden und Alkylierungen, wie im Folgenden beschrieben wird. 

 

2.3.1.1 Direkte Reparatur von UV-induzierten Läsionen 

Sowohl 6-4-PPs als auch CPDs können nicht-enzymatisch oder enzymatisch durch 

Photolyasen entfernt werden. Dabei werden die durch UV-Licht dimerisierten Basen 

direkt monomerisiert.  

Nicht-enzymatisch verläuft die Monomerisierung dadurch, dass bei kontinuierlicher 

Einstrahlung von UV-Licht Dimere und Monomere in einem wellenlängen-abhängigen 

Gleichgewicht zueinander vorliegen. Bei größeren Wellenlängen (größer 280 nm) liegt 

dabei bevorzugt das Dimer vor, während bei Wellenlängen kleiner als 235 nm 

bevorzugt das Monomer vorliegt (Setlow, 1968).  
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Enzymatisch werden diese Photoprodukte durch Photolyasen direkt monomerisiert. 

Photolyasen binden an DNA-Stellen, an denen die entsprechenden Photoprodukte 

vorliegen und katalysieren bei Einwirken von langwelligem Licht (Wellenlängen von 

größer als 300 nm) die Monomerisierung der vorliegenden Dimere (Friedberg et al., 

2006, siehe Abbildungen 2-13 und 2-14) Während Photolyasen in vielen Organismen 

nachgewiesen wurden (Todo, 1999), fehlen sie bei Säugetieren (Garinis et al., 2006; Li 

et al., 1993). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 2-13: Reparatur von CPD (aus Friedberg et al., 2006) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 2-14: Reparatur von 6-4-PP (aus Friedberg et al., 2006) 
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Abb. 2-15: Wirkungsmechanismus von MGMT (aus Friedberg et al., 2006) 

 

2.3.1.2  Direkte Reparatur von alkylierten Basen 

O6-alkylierte - insbesondere O6-methylierte - Basen können durch das Protein O6-

Methylguanin-DNA-Methyltransferase (MGMT, auch als O6-Alkylguanin-DNA-Alkyl-

transferase (O6-AGT) bezeichnet) repariert werden. Dieses Protein stellt dabei ein so 

genanntes „suicide enzyme“ dar, da es in der entsprechenden Reaktion inaktiviert wird. 

MGMT bewirkt dabei die Übertragung des Alkylrestes von der entsprechenden Base 

auf einen eigenen Cysteinrest. Da hierbei eine kovalente Bindung des Alkylrests an das 

MGMT-Protein erfolgt und das Protein dadurch inaktiv wird, kann ein MGMT-Protein 

die Reparatur lediglich einer alkylierten Base durchführen (Demple et al., 1982; Foote 

et al., 1980; Margison et al., 2003, siehe Abbildung 2-15). 
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2.3.2  Reparatur durch Exzision des Schadens 

Durch Exzision des Schadens wirken Mechanismen wie die Missmatch-Reparatur 

(MMR), die Nukleotid-Exzisionsreparatur (NER) oder die Basen-Exzisionsreparatur 

(BER). Dies wird im Weiteren erläutert. 

 

2.3.2.1  Fehlpaarungsreparatur (MMR) 

Die MMR ist Teil der während der DNA-Replikation ablaufenden 

Korrekturmechanismen, die für eine äußerst fehlerarme DNA-Replikation 

verantwortlich sind. Im Rahmen der MMR erkennt der Reparaturkomplex den neu 

synthetisierten Strang und ersetzt in diesem etwaige im Vergleich zu dem älteren Strang 

fehlgepaarte Basen. Dabei wird zunächst das fehlpaarende Nukleotid mittels einer 

Endonukleaseaktivität entfernt und direkt im Anschluss mittels einer DNA-Polymerase 

durch das korrekte Nukleotid ersetzt. Es werden sowohl fehlerhaft eingebaute Basen als 

auch eine Reihe von geschädigten Basen, wie beispielsweise einige Photoprodukte und 

alkylierte Basen, erkannt und entfernt (Friedberg et al., 2006; Wagner und Meselson, 

1976, siehe Abbildung 2-16). So kann es beispielsweise bei O6-alkylierten Basen zu 

erfolglosen Exzisionsversuchen kommen, die schließlich nach mehreren Zyklen zu 

DNA-Strangbrüchen führen können (Kaina, 1998; Rasmussen und Samson, 1996). 

 

2.3.2.2 Basen-Exzisionsreparatur (BER) 

Die BER kann einzelne veränderte - beispielsweise alkylierte oder desaminierte - Basen 

aus der DNA entfernen und durch die korrekte Base ersetzen. Dabei wird im ersten 

Schritt die Base durch eine DNA-Glycosylase entfernt und eine abasische Stelle (AP) 

erzeugt wie sie auch spontan entstehen kann (Lindahl, 1976). Nachfolgend wird durch 

eine DNA-Endonuklease oder eine DNA-Lyase zunächst ein Einzellstrangbruch auf der 

5`-Seite der AP-Stelle erzeugt (Boiteux und Guillet, 2004). Der verbleibende 

Desoxyribosephosphat-Rest der AP-Stelle wird dann durch eine Exonuklease oder die 

DNA-Desoxyribophosphodiesterase-Aktivität einer Polβ-DNA-Polymerase entfernt 

(Friedberg et al., 2006; Prasad et al., 1998). Anschließend wird das fehlende Nukleotid 

durch die Polβ-DNA-Polymerase eingebaut und mittels einer DNA-Ligase die Integrität 

des entsprechenden Strangs wieder hergestellt (Friedberg et al., 2006, siehe 

Abbildung 2-17). 
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Abb. 2-16: Übersicht über MMR (aus Hoeijmakers, 2001); auf die Erkennung einer 

fehlpaarenden Base folgt die Entfernung eines die fehlerhafte Base 

einschließenden DNA-Abschnitts und darauf die Resynthese der fehlenden 

DNA 
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Abb. 2-17: Übersicht über BER (aus Hoeijmakers, 2001) 

 

2.3.2.3  Nukleotid-Exzisionsreparatur (NER) 

Durch NER werden Schäden repariert, die die DNA in stärkerem Maße deformieren. 

Beispiele hierfür sind CPDs und 4-6-PPs (Grossman und Thiagalingam, 1993). Dabei 

wird nach erfolgter Erkennung der schadhaften Stelle innerhalb des DNA-Stranges 

zunächst ein Komplex aus mehreren Reparaturproteinen an diese Stelle gebunden. 

Anschließend erfolgt durch Endonukleaseaktivitäten einiger an dem Reparaturkomplex 

beteiligter Proteine eine Inzision sowohl auf der 3`- als auch der 5`-Seite der Schadstelle 

im Abstand von einigen Basen von der Läsion. In einem anschließenden Schritt wird 

ein Oligonukleotid von 12 bis 32 Basen Länge, welches die Läsion beinhaltet, 

herausgeschnitten und die entstandene Lücke mittels einer DNA-Polymerase aufgefüllt. 
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Der neu synthetisierte Oligonukleotidstrang wird mittels einer DNA-Ligase wieder in 

den DNA-Strang eingefügt (Friedberg et al., 2006; Grossman und Thiagalingam, 1993; 

Sancar, 1996, siehe Abbildung 2-18). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 2-18: Übersicht über NER (aus Hoeijmakers, 2001) 
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2.3.2.4  Reparatur und Transkription 

BER und NER sind Mechanismen, von denen es in den meisten Organismen mehrere 

Varianten gibt. Einige davon sind transkriptionsabhängig, sind also nur an Stellen der 

DNA aktiv, die transkribiert werden. Andere sind transkriptionsunabhängig und im 

gesamten Genom aktiv. Diese transkriptionsabhängigen und transkriptions-

unabhängigen Varianten unterscheiden sich teilweise erheblich in ihrer Effizienz bei der 

Entfernung von bestimmten DNA-Schäden. Dadurch kann es beispielsweise zu einer 

Persistenz von CPDs in nicht-transkribierten Bereichen der DNA kommen, während 

diese durch die transkriptionsabhängige NER effizient entfernt werden (Mellon et al., 

1987). 

 

2.3.3  Reparatur von DNA-Strangbrüchen 

Für die Reparatur von DNA-Einzelstrangbrüchen (SSB für „single-strand break“) ist 

von Bedeutung, dass der nicht unterbrochene Strang zum einen den unterbrochenen 

Strang in Position hält und zum anderen gleichzeitig als Matrize für die Synthese etwaig 

fehlender Basen fungieren kann. Tritt ein SSB auf, so bindet nach erfolgter Erkennung 

der Läsion ein Reparaturkomplex, bestehend unter anderem aus PARP und XRCC1, an 

den Läsionsort. Im Folgenden werden weitere Proteine wie PNK und Polβ rekrutiert. 

Zunächst wird der SSB durch PNK so prozessiert, dass anschließend Polβ etwaige 

Lücken schließen kann und der SSB durch die DNA-Ligase 3 ligiert werden kann 

(Friedberg et al., 2006, siehe Abbildung 2-19). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 2-19: Einzelstrangbruchreparatur (aus Leppard et al., 2003) 
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Bei der Reparatur von DNA-Doppelstrangbrüchen besteht zunächst das Problem, dass 

beide Stränge durch die Durchtrennung auseinander diffundieren und so 

möglicherweise nicht korrekt zusammengefügt werden können. Mögliche 

Mechanismen, die dies verhindern sollen, sind weiter unten beschrieben. Für die 

Reparatur solcher Schäden existieren unterschiedliche Mechanismen. Zu diesen gehören 

die homologe Rekombination (HR) und die Verbindung nicht-homologer Bruchenden. 

 

2.3.3.1  Homologe Rekombination (HR) 

Wenn die jeweiligen Bruchenden genügend Homologien zu einem anderen DNA-Strang 

(in der Regel das jeweils entsprechende Schwesterchromatid) aufweisen, so kann ein 

Doppelstrangbruch durch homologe Rekombination repariert werden. Dabei wird 

(analog zu Vorgängen während der Meiose) die intakte Schwesterchromatide 

herangezogen, um die Bruchenden zu binden, etwaige fehlende Anteile zu 

resynthetisieren und die defekte Chromatide zu komplettieren (Friedberg et al., 2006). 

Während dieses Vorganges kommt es zu einem Austausch von DNA-Strängen 

zwischen den beiden beteiligten Chromosomen, so dass dieser Vorgang als so genannter 

Schwesterchromatid-Austausch („sister chromatid exchange“ [SCE]) nachgewiesen und 

als Marker für stattgefundene homologe Rekombination genutzt werden kann. 

Gleichzeitig bedeutet dies in der Regel, dass keine genetische Information verloren 

geht, wenn tatsächlich die Schwesterchromatide als Matrize verwendet wird (Paques 

und Haber, 1999).  

 

2.3.3.2  Non-Homologous-End-Joining (NHEJ) 

Anders als bei der homologen Rekombination ist für das direkte Verbinden der 

Bruchstücke durch „Non-Homologous-End-Joining“ (NHEJ) nicht die Verwendung des 

Schwesterchromosoms notwendig, da hierbei die Enden direkt miteinander verbunden 

werden (Paques und Haber, 1999). Dies hat den Vorteil, dass eine Bindung von großen 

homologen Bereichen an ein anderes Chromosom nicht erforderlich ist. Gleichzeitig 

bedeutet dies aber, dass dieser Reparaturmechanismus gerade in einem Genom mit 

mehreren eng beieinander liegenden DNA-Doppelstrangbrüchen stärker zu 

Fehlverbindungen und damit zu chromosomalen Umlagerungen neigt, als dies bei der 

HR der Fall ist. Eine Übersicht über HR und NHEJ ist in Abbildung 2-20 zu sehen. 
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Abb. 2-20: Übersicht über HR (links) und NHEJ (rechts) (aus Hoeijmakers, 2001) 

 

2.3.4 Schadenstoleranz 

Wird ein DNA-Schaden, der die DNA-Replikation beeinträchtigt, nicht behoben, so 

kann die betroffene Zelle entweder durch Apoptose aus dem Organismus entfernt 

werden, durch Seneszenz die Fähigkeit zur weiteren Proliferation verlieren, oder den 

Schaden tolerieren und trotz dieses Schadens weiter proliferieren. Diese verschiedenen 
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Wege werden durch das Zusammenwirken verschiedener Checkpointproteine reguliert. 

Dabei hängt die Entscheidung für einen dieser Wege unter anderem von der Art des 

Schadens, der Art der Zelle, der Anzahl an Schäden im gesamten zellulären Genom und 

dem Zeitpunkt im Zellzyklus ab (Friedberg et al., 2006; Hussain und Harris, 2006). 

Neben der oben beschriebenen homologen Rekombination, die außer der Reparatur von 

DNA-Strangbrüchen auch für die Umgehung von unreparierten DNA-Schäden 

bedeutsam ist, ist die Transläsionssynthese („trans lesion synthesis“) ein weiterer 

Mechanismus der Schadenstoleranz (Friedberg et al., 2006). Dabei fungieren besonders 

unselektive DNA-Polymerasen als „Rettungsproteine“, die es ermöglichen, an Läsionen 

vorbei zu synthetisieren, die die normale DNA-Replikation blockieren. Diese 

Polymerasen der Pol-Y Familie sind in der Lage, die DNA-Replikation über eine Läsion 

hinweg fortzuführen. Dies geschieht, indem sie durch ihre unselektive Bindung an die 

DNA auch stark deformierende Läsionen des Matrizenstranges binden und im 

Tochterstrang Basen einbauen können, die nicht unbedingt den komplementären Basen 

der geschädigten Basen des Matrizenstranges entsprechen. Gleichzeitig binden sie DNA 

nur schlecht und können daher nur einige Basen synthetisieren, bevor sie wieder von 

der DNA abfallen. Dies sichert, dass diese DNA-Polymerasen nicht mit der normalen 

DNA-Replikation interferieren und nur dort in größerem Maße aktiv werden, wo die 

normale, sehr viel fehlerärmere Replikation aufgehalten wird (Wang, 2001). 

 

2.4 DNA-Schäden und Chromatinstruktur 

Die Schädigung und Reparatur von DNA findet, wie der gesamte DNA-Stoffwechsel, 

im Kontext des Chromatins statt. Das Chromatin besteht neben der DNA auch aus einer 

großen Anzahl von Proteinen und stellt letztlich in seiner Gesamtheit die strukturelle 

Basis des Zellkerns dar. Die Chromatinstruktur wird durch die Nukleosomen bestimmt, 

die als kleinste Untereinheit der Chromatinstruktur betrachtet werden können 

(Takahashi und Ohnishi, 2005). Ein Nukleosom besteht aus einem etwa 100 kDa großen 

Proteinkomplex aus jeweils zwei Kopien von vier verschiedenen Histonproteinen, um 

die die DNA in zwei superhelikalen Schleifen von insgesamt 146 bp Länge gewickelt 

ist. Jedes Nukleosom wird durch einen kurzen Abschnitt von so genannter 

Verbindungs-DNA („linker DNA“, die mit einem Verbindunghiston [„linker-histone“] 

komplexiert ist), mit dem nächsten Nukleosom verknüpft (Hansen, 2002, Luger, 2003). 

Diese niedrige Stufe der DNA-Packung im Kern wurde von Foster und Downs, 2005 als 
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Perlenkette beschrieben. Von dieser Packungsstufe ausgehend wird die DNA dann noch 

dichter gepackt. Die Packung von DNA in Form von Nukleosomen erlaubt einerseits 

eine Verdichtung dieses anionischen Polyelektrolyten, andererseits behindert sie 

notwendige Stoffwechselvorgänge der DNA, wie die Replikation, Transkription und die 

DNA-Reparatur. Neben der reinen „Verpackungsfunktion“ spielen Histone daher auch 

eine Rolle bei der Modulation dieser Vorgänge. Die vier Histone, die in einem 

Nukleosom vorliegen sind die Histone H2A, H2B, H3 und H4, während das 

Verbindungshiston der Histonfamilie H1 angehört (Redon et al., 2002, siehe Abbildung 

2-21). 

Um die Funktion von Replikations-, Transkriptions- und Reparaturproteinen zu 

erleichtern, gibt es mehrere Mechanismen, mit deren Hilfe lokal die Chromatinstruktur 

verändert werden kann. Dazu gehören kovalente Veränderungen von Histonen, z.B. 

Acetylierung, Deacetylierung, Phosphorylierung, ATP-abhängige 

Strukturveränderungen und der Austausch von Histonvarianten derselben Histonfamilie 

(Mersfelder und Parthun, 2006; West und Bonner, 1980). 

Ein Beispiel für kovalente Veränderungen stellt die Phosphorylierung des Histons 

H2AX an Serin 139 in der Umgebung von DNA-Doppelstrangbrüchen dar. Die an 

Serin 139 phosphorylierte Form von H2AX wird in der Literatur als γ-H2AX, in einigen 

Veröffentlichungen auch als H2AXS139ph oder phopho-H2AX, bezeichnet (Foster und 

Downs, 2005; Pilch et al., 2003; Rogakou et al., 2000; Ward und Chen, 2001). Im 

Folgenden wird die üblichere Bezeichnung γ-H2AX verwendet. 

H2AX macht etwa 10% der H2A Population innerhalb des Chromatins aus und scheint 

innerhalb des Chromatins gleichmäßig verbreitet zu sein (Mannironi et al., 1989). 

Entsteht in einem DNA-Strang ein Doppelstrangbruch, so werden innerhalb einiger 

Minuten mehrere Tausend H2AX-Proteine zu γ-H2AX phosphoryliert (Pilch et al., 

2003; Rogakou et al., 1998; Rothkamm und Lobrich, 2003). Dabei scheint die 

Phosphorylierung in der unmittelbaren Umgebung des Strangbruches initiiert zu werden 

und sich dann radial auszubreiten, so dass schließlich H2AX-Moleküle bis zu einigen 

Megabasen Entfernung von dem Strangbruch phosphoryliert werden (Rogakou et al., 

1999). γ-H2AX bildet zusammen mit Reparaturproteinen und Proteinen, die den 

Zellzyklus als Checkpointproteine regulieren, als nukleäre Foci nachweisbare 

Komplexe (siehe Abbildung 2-22). 
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Abb. 2-21: Chromatinstruktur (nach Lehninger et al., 1993) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 2-22: Phosphorylierung von H2AX mehrere Megabasen um einen 

Doppelstrangbruch herum führt zur Bildung sichtbarer Foci (aus Fernandez-

Capetillo et al., 2004)). 
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Zu den beteiligten Proteinen gehören 53BP1, der Mre11/Rad50/Nbs1-Komplex, Mdc1, 

Rad 51 und BRCA1 (Furuta et al., 2003; Pilch et al., 2003). Dabei scheint γ-H2AX 

einerseits die Funktion eines Ankers zu haben, der für die Rekrutierung und korrekte 

sterische Anordnung dieser Reparaturkomplexe in der Umgebung des DNA-Schadens 

notwendig ist, andererseits vermittelt γ-H2AX über die oben genannten 

Checkpointproteine auch das Signal, dass eine potentiell letale Läsion vorhanden ist. 

Als weitere Funktion wird die Fixierung der beiden Bruchenden und die Lenkung der 

Reparatur in Richtung der fehlerfreieren homologen Rekombination beschrieben 

(Fernandez-Capetillo et al., 2004). 

 

2.5 Quantifizierung von DNA-Doppelstrangbrüchen 

DNA-Doppelstrangbrüche können durch eine Reihe von Methoden quantifiziert 

werden. Zu diesen gehören der neutrale Comet Essay (Fairbairn et al., 1995), die 

Pulsfeldgelelektrophorese (Whitaker et al., 1991) oder die TUNEL Methode (Hewitson 

et al., 2006). All diesen Methoden ist gemeinsam, dass sie nicht sehr sensitiv im 

Bereich von wenigen Doppelstrangbrüchen pro Zelle sind. So liegt die Grenze, ab der 

Doppelstrangbrüche sicher vom Hintergrund unterschieden werden können, beim 

neutralen Comet Essay, bei einer Strahlendosis von etwa 4 Gy (Kaina, unpublizierte 

Daten, Lobrich und Kiefer, 2006). Bei dieser Strahlendosis werden pro Zelle bereits 

etwa 160 DNA-Doppelstrangbrüche verursacht (Friedberg et al., 2006). Durch die 

Arbeiten von Rothkamm und Lobrich, 2003 und anderen konnte gezeigt werden, dass 

eine Quantifizierung von DNA-Doppelstrangbrüchen durch Darstellung von γ-H2AX 

Foci mittels Immunfluoreszenz möglich ist. Dabei stimmen die darstellbaren Foci nach 

Bestrahlung mit ionisierender Photonenstrahlung und nach Bestrahlung mit schweren 

Ionen sowohl mit der erwarteten Anzahl als auch mit dem erwarteten Ort der DNA-

Doppelstrangbrüche überein (Jakob et al., 2003; Lobrich und Kiefer, 2006; Rothkamm 

und Lobrich, 2003). Diese Methode zur Quantifizierung von DNA-

Doppelstrangbrüchen ist sensitiv genug, um bereits im mGy Bereich DNA-

Doppelstrangbrüche zu detektieren. In diesem Bereich liegt die Zahl der zu erwartenden 

DNA-Doppelstrangbrüche bei etwa 0,05 pro bestrahltem Zellkern (Lobrich und Kiefer, 

2006; Rothkamm und Lobrich, 2003; Ward, 1988). Im Rahmen dieser Arbeit wurde 

diese Methode verwendet, um DNA-Schäden nach Einwirkung gentoxischer Agenzien 

zu beurteilen. 
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3 Materialien 

3.1 Feinchemikalien und Chemikalien 

1,4-diazabicyclo[2.2.2]octan (DABCO) Sigma-Aldrich, München 
1-Methyl-3-nitro-1-nitrosoguanidin 
(MNNG) 

Sigma-Aldrich, München 

4-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-1-
ethansulfonsäure, 4-(2-Hydroxyethyl)-
piperazin-N'-2-ethansulfonsäure 
(HEPES) 

Roth, Karlsruhe 

Aphidicolin Sigma-Aldrich, München 
Coffein Sigma-Aldrich, München 
Dimethylsulfoxid (DMSO) Fluka, Neu Ulm 

Dinatriumhydrogenphosphat (Na2HPO4) Roth, Karlsruhe 
Dithiothreitol (DTT) Sigma-Aldrich, München 
Ethanol Roth, Karlsruhe 
Glycerin Roth, Karlsruhe 
Hoechst 33258 Farbstoff Invitrogen, Karlsruhe 
Kalilauge (KOH) Roth, Karlsruhe 
Kaliumchlorid (KCl) Roth, Karlsruhe 
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4) Roth, Karlsruhe 
Kalziumchlorid (CaCl2) Roth, Karlsruhe 
Kochsalz (NaCl) Roth, Karlsruhe 
Magnesiumchlorid (MgCl2) Roth, Karlsruhe 
Methylmethansulfonat (MMS) Sigma-Aldrich, München 
Paraformaldehyd Roth, Karlsruhe 
Propidiumjodid (PI) Serva, Heidelberg 

Rinderserumalbumin (BSA) Roth, Karlsruhe 
Salzsäure (HCl) Roth, Karlsruhe 
Triton X-100 Sigma-Aldrich, München 
Trypsin/ Ethylendiamintetraessigsäure 

 (EDTA)-Konzentrat 
Biochrom, Berlin 

Vectashield H-1000 Eindeckmedium Vectorlabs, vertrieben durch Axxora 
Deutschland, Grünberg 

 

3.2  Antikörper und Enzyme 

Anti-Histon 2A.X Antikörper (Upstate 
Polyclonal Rabbit anti-human H2A.X) 

Upstate, vertrieben durch Biomol, 
Hamburg 

Fluoreszenzmarkierter 
Sekundärantikörper (Alexa Fluor 488 
Goat anti-Rabbit F(AB)2-Fragment) 

Invitrogen, Karlsruhe 

Pankreatische Ribonuklease (RNAse A), 
EC-Nummer: 2326466 

Sigma-Aldrich, München 
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3.3  Zelllinien 

CHO-43-3B Im Institut für Toxikologie, Johannes-
Gutenberg-Universität Mainz, 
vorhandene Zelllinie 

CHO-9 Im Institut für Toxikologie, Johannes-
Gutenberg-Universität Mainz, 
vorhandene Zelllinie 

 

3.4  Zellkulturmedien und Medienzusätze 

Dulbeccos/F12 Medium Cambrex, Verviers 

Fetales Rinderserum (FCS) Biochrom, Berlin 

Glutamin GibcoLifeTechnologies, Karlsruhe 

Natriumpyruvat GibcoLifeTechnologies, Karlsruhe 

 

3.5  Lösungen und Puffer 

Antikörperpuffer für Immunfluoreszenz 1 µl Antikörperlösung in 200 µl 
Blockierungspuffer 

Blockierungspuffer 1 g BSA in 100 ml PBS 
Eindeckmedium modifiziert nach Ono et 

al., 2001 
1 ml Glycerin 
1 ml PBS 
2.5 % DABCO 
mit HCL auf pH 8.6 eingestellt 
1µM PI 
100 µg/ml RNase A 

Einfriermedium Dulbeccos/F12 Medium 
10 % FCS 
1 % Glutamin 
1 % Natriumpyruvat 
10 % DMSO 

Fixierungspuffer 4 g Paraformaldehyd in 100 ml PBS 
HEPES Puffer, modifiziert nach Jakob et 

al., 2000 
10 mM KCl 
10 mM HEPES 
1.5 mM MgCl2 
0.1 % Triton X-100 
0.5 mM DTT 
mit KOH auf pH 7.9 eingestellt 

Kulturmedium Dulbeccos/F12 Medium 
10 % FCS 
1 % Glutamin 
1 % Natriumpyruvat 

Phosphatgepufferte Kochsalzlösung 
(PBS) 

137 mM NaCl 
2,7 mM KCl 
6,5 mM Na2HPO4 

1,5 mM KH2PO4 
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0,7 mM CaCl2 

0,6 mM MgCl2 

pH 7,4 
Serumfreies Kulturmedium Dulbeccos/F12 Medium 

1 % Glutamin 
1 % Natriumpyruvat 

Trypsin/EDTA-Medium Dulbeccos/F12 Medium 
0.25 % Trypsin 
0,025 % EDTA 

 

3.6  Mikroskopier- und Zellkulturverbrauchsmaterialien 

Deckgläser (10x10 mm) Roth, Karlsruhe 
Kryoröhrchen Nunc, Wiesbaden 
Objektträger Roth, Karlsruhe 
Polypropylenröhrchen (50 ml, bzw. 15 
ml) 

Greiner, Frickenhausen 

Zellkulturflaschen Easy Flask 25 V/C Nunc, Wiesbaden 

Zellkulturflaschen TC Flask 80CM2 VE Nunc, Wiesbaden 
Zellkulturschalen (Durchmesser 5 cm, 
bzw. 2,5 cm) 

Greiner, Frickenhausen 

 

3.7  Geräte 

60Co-γ-Strahlungsquelle Atomic Energy of Cananda Ltd. 
Brutschrank (B5060 EK/CO2) Heraeus, München 

Brutschrank NUAIRE (NU-4500E) Zapf, Sarstedt 
Feinwaage Satorius, Göttingen 

Fluoreszenzmikroskop BX 50 Olympus, Hamburg 

Konfocales Laser-Scanning-Mikroskop Leica, Bensheim 
Neubauer-Zählkammer Roth, Karlsruhe 

Sterilbank CLASSII A/B3, NUAIR Zapf, Sarstedt 
Tischzentrifuge 5402 Eppendorf, Hamburg 

UVB-Lampe Heraeus, München 
UVC-Lampe Heraeus, München 
Zentrifuge Megafuge 1.0, Rotor 3360 Heraeus, München 

Zentrifuge Sorvall RC513, Rotor GSA Heraeus, München 

 

3.8  Wissenschaftliche Software 

Microsoft Office Excel 2003 Microsoft, Unterschleißheim 
Data Master 2003 Dr. Alex Pronin, General Physics 

Institute, Russian Academy of Sciences, 
Moskau 

MDL Isis/Draw 2.5 Elsevier MDL, Köln 
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4  Methoden 

4.1  Zellbiologische Methoden 

4.1.1  Zellkultur 

CHO-Zellen wurden in Dulbeccos/F12 Medium mit 10 % hitzeinaktiviertem FCS, 1 % 

Glutamin und 1 % Natriumpyruvat kultiviert. Die Kultivation erfolgte in 

Plastikkulturflaschen bzw. Plastikkulturschalen bei 37 °C in CO2-Inkubatoren unter 

wasserdampfgesättigter Atmosphäre mit 7 % CO2.  

CHO-9 und CHO-43-3B-Zellen wurden ein- bis zweimal wöchentlich passagiert. Für 

alle Experimente wurden Zellen mit 5 bis 10 Passagen verwendet. Für die Passage 

wurde zunächst das Kulturmedium entfernt, die Kulturschale bzw. die Kulturflasche 

einmal mit 37°C warmem PBS gespült und anschließend mit Trypsin/EDTA-Medium 

für ca. 3 min bei 37°C inkubiert. Anschließend wurden die abgelösten Zellen in 

frischem, 37°C warmem Medium aufgenommen und in einer Neubauer-Zählkammer 

ausgezählt. Die gewünschte Zellzahl wurde dann in einer neuen Kulturschale bzw. 

Kulturflasche ausgesät. 

Zum Einfrieren von Zellen wurden exponentiell wachsende Zellen wie oben 

beschrieben abgelöst und in frischem Medium aufgenommen. Anschließend wurden sie 

bei 1000 U/min für 4 min zentrifugiert, das Medium abgenommen und der Zellpelett in 

Einfriermedium resuspendiert. Die Zellsuspension wurde dann in Kryoröhrchen 

überführt und in Zellstoff verpackt. Anschließend wurden sie in einer Styroporbox bei 

-80°C eingefroren. 

Tiefgefrorene Zellen wurden bei 37°C in einem Wasserbad aufgetaut und in 

Kulturmedium aufgenommen. Anschließend wurden sie bei 1000 U/min für 4 min 

zentrifugiert, das noch DMSO-haltige Kulturmedium entfernt und der Zellpellet in 

frischem Kulturmedium aufgenommen. Daraufhin wurden die Zellen wie oben 

beschrieben ausgesät. 

 

4.1.2  Aussaat von Zellen auf Deckgläsern 

Für die Immunfluoreszenz-Experimente wurden die Zellen wie folgt auf Deckgläsern 

ausgesät. Die Deckgläser wurden für 1 bis 2 Stunden in 2 M HCl vorbehandelt, 

anschließend mit deionisiertem Wasser gewaschen und in 70 % Ethanol aufbewahrt. 

Vor der Aussaat von Zellen wurden jeweils zwei Deckgläser in eine Kulturschale mit 
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2,5 cm Durchmesser gegeben. In diese Kulturschale wurden 105 Zellen in 5 ml 

Kulturmedium ausgesät und für 48 Stunden bei 37°C in wasserdampfgesättigter 

Atmosphäre mit 7 % CO2 inkubiert. Anschließend wurde das jeweilige Experiment wie 

unten beschrieben durchgeführt. 

Für Experimente mit ruhenden Zellen wurden 106 Zellen in 5 ml Kulturmedium 

ausgesät und für 24 Stunden inkubiert. Anschließend wurde das Kulturmedium entfernt 

und mit 37°C warmem PBS gespült. Daraufhin wurden 5 ml serumfreies Kulturmedium 

in die Kulturschale gegeben und die Zellen für weitere 48 Stunden inkubiert, 

anschließend wurde das jeweilige Experiment wie unten beschrieben durchgeführt. 

 

4.1.3  Bestrahlung von Zellen mit ionisierender Strahlung 

Für Experimente, bei denen eine Bestrahlung der Zellen mit ionisierender Strahlung 

(IR) vorgesehen war, wurde eine 60Co-Quelle mit einer Dosisleistung von 4 Gy/min 

verwendet. Die Zellen wurden bei Raumtemperatur bestrahlt und anschließend für 

30 min bei 37°C inkubiert. Daraufhin wurden sie wie unten beschrieben weiter 

behandelt. 

 

4.1.4  Bestrahlung von Zellen mit ultravioletter Strahlung 

Für Experimente, bei denen eine Bestrahlung der Zellen mit ultravioletter Strahlung 

(UV) vorgesehen war, wurde das Kulturmedium aus der Kulturschale entfernt und die 

Zellen mit 37°C warmem PBS gewaschen. Sofort anschließend wurden die Zellen mit 

einer UV-Lampe bestrahlt; es wurde sofort darauf neues Kulturmedium zugegeben. 

Anschließend wurden die Zellen für die jeweils angegebene Zeit bei 37°C inkubiert und 

wie unten beschrieben weiter behandelt. 

 

4.1.5  Behandlung von Zellen mit alkylierenden Substanzen 

Für Experimente, bei denen eine Behandlung der Zellen mit MMS oder MNNG 

vorgesehen war, wurde die jeweilige Substanz in der vorgesehenen Konzentration in 

Kulturmedium verdünnt. Das Kulturmedium aus der Kulturschale wurde entfernt und 

durch die vorbereitete MMS- oder MNNG-Lösung ersetzt. Anschließend wurden die 

Zellen für 1 Stunde bei 37°C inkubiert. Daraufhin wurde das Kulturmedium entfernt, 

die Zellen mit 37°C warmem PBS gespült und frisches Kulturmedium zugegeben. Im 
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Anschluss daran wurden die Zellen für die weiter vorgesehene Zeit bei 37°C inkubiert 

und daraufhin wie unten beschrieben weiter behandelt. 

 

4.1.6  Behandlung von Zellen mit Enzyminhibitoren 

Für Experimente, bei denen eine Vorbehandlung der Zellen mit Aphidicolin oder 

Coffein vor der Anwendung von UV-C vorgesehen war, wurde die jeweilige Substanz 

in Kulturmedium auf die vorgesehene Konzentration verdünnt. Das Kulturmedium aus 

der Kulturschale wurde entfernt und durch die vorbereitete Lösung ersetzt. 

Anschließend wurden die Zellen für 60 min (180 min für Aphidicolin) bei 37°C 

inkubiert, das Kulturmedium wurde entfernt und die Zellen wurden mit 37°C warmem 

PBS gewaschen. Direkt im Anschluss wurde die vorgesehene Behandlung wie oben 

beschrieben durchgeführt. Anschließend wurde das Coffein- bzw. Aphidicolinhaltige 

Kulturmedium wieder zugefügt und die Zellen darin bis zum Ende der vorgesehenen 

Inkubationszeit gehalten. 

 

4.2  Immunfluoreszenz 

 

4.2.1  Immunfluoreszenzfärbung für Fluoreszenzmikroskopie 

Die Quantifizierung von γ-H2AX-Foci erfolgte gemäß einer modifizierten Version des 

von Jakob et al., 2000 publizierten Protokolls. Im Einzelnen wurden die behandelten 

Zellen nach Abschluss der jeweiligen Behandlung auf Eis gestellt und zunächst das 

Nährmedium entfernt. Anschließend wurden die Zellen mit eisgekühlter PBS 

gewaschen und dann 20 Minuten mit eisgekühltem HEPES-Puffer auf Eis inkubiert. 

Nach Entfernung des HEPES-Puffers wurde einmal 5 Minuten mit eisgekühlter PBS auf 

Eis inkubiert und anschließend 20 Minuten mit eisgekühltem Fixierungspuffer auf Eis 

fixiert. 

Im Anschluss an die Fixierung wurden die Präparate 3x für jeweils 5 Minuten mit PBS 

gewaschen und anschließend für mehrere Stunden mit Blockierungspuffer bei 4°C 

geblockt. Nach dem Blocken wurden die Präparate eine Stunde mit dem 

Primärantikörper (Upstate Polyclonal Rabbit anti-human-H2A.X) in dem 

entsprechenden Antikörperpuffer inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit PBS 

(jeweils 5 Minuten) wurden die Präparate für eine Stunde mit dem Sekundärantikörper 
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(Alexa Fluor 488 Goat anti-Rabbit F(AB)2-Fragment) in dem entsprechenden 

Antikörperpuffer im Dunkeln inkubiert. Anschließend wurde erneut dreimal jeweils 5 

Minuten mit PBS gewaschen und die Deckgläser mit den gefärbten Zellen auf 

Objektträger unter Verwendung des Eindeckmediums übertragen. 

Die Präparate wurden im Anschluss innerhalb von höchstens 3 Tagen im 

Fluoreszenzmikroskop unter Verwendung des 100x-Objektivs ausgewertet. 

 

4.2.2  Immunfluoreszenzfärbung für konfokale Laser-Scanning-

Mikroskopie 

Einzelne Kontrollexperimente zur Visualisierung von γ-H2AX-Foci wurden in 

Zusammenarbeit mit der Gesellschaft für Schwerionenforschung in Darmstadt 

durchgeführt. Hierzu wurde das von Jakob et al., 2000 publizierte Protokoll verwendet. 

Im Einzelnen wurden die behandelten Zellen nach Abschluss der jeweiligen 

Behandlung auf Eis gestellt und zunächst das Nährmedium entfernt. Anschließend 

wurden die Zellen mit eisgekühlter PBS gewaschen und dann 20 Minuten mit 

eisgekühltem HEPES-Puffer auf Eis inkubiert. Nach Entfernung des HEPES-Puffers 

wurde einmal 5 Minuten mit eisgekühlter PBS auf Eis inkubiert und anschließend 

20 Minuten mit eisgekühltem Fixierungspuffer auf Eis fixiert. 

Im Anschluss an die Fixierung wurden die Präparate 3x jeweils 5 Minuten mit PBS 

gewaschen und anschließend für mehrere Stunden mit Blockierungspuffer bei 4°C 

geblockt. Nach dem Blocken wurden die Präparate für eine Stunde mit dem 

Primärantikörper (Upstate Polyclonal Rabbit anti-human-H2A.X) in dem 

entsprechenden Antikörperpuffer inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit PBS 

(jeweils 5 Minuten) wurden die Präparate für eine Stunde mit dem Sekundärantikörper 

(Alexa Fluor 488 Goat anti-Rabbit F(AB)2-Fragment) in dem entsprechenden 

Antikörperpuffer im Dunkeln inkubiert. Anschließend wurde erneut zweimal jeweils 

5 Minuten mit PBS gewaschen. Abschließend wurde eine Kernfärbung mit 

Hoechst 33258-Farbstoff durchgeführt. Hierzu wurde der Farbstoff zu einer 

Konzentration von 0,2 mg/ml in PBS verdünnt und die Präparate 5 min im Dunkeln 

damit inkubiert. Anschließend wurde die Lösung entfernt und die und die Deckgläser 

mit den gefärbten Zellen auf Objektträger unter Verwendung eines für die konfokale 

Laser-scanning-Mikroskopie geeigneten Eindeckmediums übertragen. 
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Die Präparate wurden unverzüglich unter Verwendung eines konfokalen Laser-

Scanning-Mikroskops ausgewertet und fotografiert. Die Routine-Auswertung der 

Präparate erfolgte mit einem Binokular-Mikroskop bei einer Vergrößerung von 100x, 

wie in Kapitel 4.2.1. beschrieben. 

 

4.3  Statistische Methoden und Auswertung 

In allen Experimenten wurden je Präparat 40 Zellkerne ausgezählt. Jedes Experiment 

wurde im Duplikat durchgeführt und zwei bis viermal unabhängig voneinander 

wiederholt. 

Für die statistische Analyse der Ergebnisse wurden der statistische Mittelwert (Mean) 

und die Standardabweichng des Mittelwertes (SEM) berechnet. Zur Untersuchung, ob 

zwischen den beobachteten Behandlungsgruppen oder Zelllinien statistisch signifikante 

Unterschiede bestehen, wurde der Student’s t-Test als zweiseitiger Test auf die Daten 

angewendet. Als statistisch signifikant wurde ein p < 0,01 betrachtet. Alle statistischen 

Berechnungen wurden wie aus der Literatur bekannt (Bland, 1995; Papoulis, 1991) 

durchgeführt, für die Berechnungen wurde die Excel-Software verwendet.  

Zur Bestimmung von Kurvenfunktionen aus den vorhandenen Daten wurde die 

Methode der kleinsten Quadrate (Bland, 1995; Papoulis, 1991), für nicht-lineare 

Funktionen in der Modifikation nach Levenberg-Marquardt (Marquardt, 1963), 

verwendet. Zur Durchführung der Analysen diente das Programm Data Master 2003. 
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5 Ergebnisse 

 

5.1  γ-H2AX-Focus Bildung nach Einwirken von 

ionisierender Strahlung auf CHO-Zellen 

Zur Quantifizierung von DNA-Doppelstrangbrüchen wurde im Rahmen dieser Arbeit 

die Darstellung von γ–H2AX-Foci mittels Immunfluoreszenz verwendet. 

 

 

Abb. 5-1: γ-H2AX-Foci bei CHO-9 Zellen; A: Unbehandelte CHO-9 Zelle im 

Fluoreszenzmikroskop (rot: Kernfärbung); B: CHO-9 Zelle 30 min nach 

Bestrahlung mit 0,67 Gy im Fluoreszenzmikroskop (grün: γ-H2AX) 

 

Im Rahmen der Etablierung dieser Methode in unserem Labor wurde zunächst die 

durchschnittliche Anzahl von γ–H2AX-Foci nach Einwirkung von 0 bis 1,67 Gy γ-

Strahlung auf CHO-9- Zellen bestimmt (siehe Abbildung 5-1). Dazu wurde eine halbe 

Stunde nach Bestrahlung die Zahl der induzierten γ-H2AX-Foci ausgezählt. Hierbei 

ergab sich eine lineare Dosis-Wirkungsbeziehung, wie in Abbildung 5-2 dargestellt. 

Durchschnittlich wurden dabei pro 1 Gy applizierter γ-Strahlung 33,8 ± 2,1 

(Mittelwert ± SEM) γ-H2AX-Foci induziert. Die lineare Dosiswirkungsbeziehung und 

die beobachtete Anzahl an γ-H2AX-Foci pro 1 Gy ionisierender Strahlung entspricht 

der erwarteten Bildung von DNA-Doppelstrangbrüchen in diem verwendeten 

Dosisbereich. 
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Abb. 5-2: Dosiswirkungskurve für CHO-9 Zellen 30 min nach Bestrahlung mit γ-

Strahlung einer 60Co-Quelle. Jeder Messpunkt ist der Mittelwert aus 

3 unabhängigen Experimenten ± Standardfehler des Mittelwertes (SEM). 

 

5.2  γ-H2AX-Focus-Bildung nach Einwirken von 
ultravioletter Strahlung auf CHO-Zellen 

 

5.2.1 γ-H2AX-Focus-Bildung nach Einwirken von UVC-Strahlung 

auf exponentiell wachsende CHO-9-Zellen 

Um festzustellen, ob UVC-Strahlung die Bildung von γ-H2AX-Foci in CHO-Zellen 

induziert und um eine etwaige Zeitabhängigkeit einer solchen Induktion festzustellen, 

wurden CHO-9-Zellen mit 20 J/m² UVC bestrahlt und in festen Zeitintervallen bis zu 

vierundzwanzig Stunden nach der Bestrahlung mittels Immunfluoreszenz auf die 

Bildung von γ-H2AX Foci untersucht.  

UV-Bestrahlung induziert in CHO-Zellen die Phosphorylierung von H2AX zu γ-H2AX 

und die Bildung diskreter nukleärer Foci (siehe Abbildung 5-3). Die entsprechende 

Zeit-Wirkungskurve ist in Abbildung 5-4 gezeigt. UVC induziert bereits eine Stunde 

nach Bestrahlung die Bildung von γ-H2AX-Foci, dabei liegt der Anteil der Zellen, die 

eine Stunde nach Bestrahlung γ-H2AX Foci aufweisen bei ca. 54% (siehe Abbildung 

5-17). Die Anzahl dieser Foci nimmt im weiteren zeitlichen Verlauf zunächst auf 
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beinahe Kontrollniveau ab, um dann erneut auf ein Maximum zwölf Stunden nach 

Bestrahlung anzusteigen. Die Anzahl der nachweisbaren γ-H2AX-Foci nimmt nach 

diesem zweiten Anstieg innerhalb der nächsten sechzehn Stunden kontinuierlich ab, 

erreicht aber auch vierundzwanzig Stunden nach Bestrahlung nicht das Kontrollniveau. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 5-3: γ-H2AX-Foci nach Bestrahlung mit UVC; A: Unbehandelte CHO-9 Zelle; 

B: CHO-9 Zelle 60 min nach Bestrahlung mit 20 J/m² UVC; 

C: Unbehandelte CHO-9 Zellen im konfokalen Laserscanning Mikroskop 

(blau: Kernfärbung); D: CHO-9 Zellen 60 min nach Bestrahlung mit 20 J/m² 

UVC im konfokalen Laserscanning Mikroskop (grün: γ-H2AX). 

Vergrößerung 1000x. 

 

Im folgenden wurden Dosis-Wirkungsbeziehungen im zeitlichen Abstand von einer 

Stunde und acht Stunden nach Bestrahlung untersucht. In Abbildung 5-5 ist die Dosis-
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Wirkungsbeziehung für UVC-Strahlung nach einer Stunde zusammengefasst. Bei 

höheren Dosen steigt die durchschnittliche Anzahl von γ-H2AX-Foci dosisabhängig an, 

bis ein Plateau bei ca. 40 J/m² erreicht wird. Die Dosiswirkungsbeziehung lässt sich hier 

durch die Funktion F(X) = a + b(1 - e
cx

)+d·x darstellen. Dabei entspricht F(x) der 

Anzahl der Foci und x der applizierten UVC-Dosis. Der exponentielle Anteil der 

Funktion b(1-e
cx

) überwiegt deutlich.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 5-4: Zeitwirkungskurve für mit 20 J/m² UVC bestrahlte exponentiell wachsende 

CHO-9 Zellen; die Zeitachse stellt die Inkubationszeit nach Bestrahlung dar, 

der Wert für 0 h ist der Wert für unbestrahlte CHO-9 Zellen. Jeder 

Messpunkt stellt den Mittelwert aus 3 bis 4 unabhängigen Experimenten 

± SEM dar. 

 

Die Bildung von γ-H2AX acht  Stunden nach Bestrahlung ist bei allen applizierten 

UVC- Dosen dosisabhängig. Ein Plateau, an dem eine erhöhte UVC-Dosis keine 

Steigerung der γ-H2AX-Foci-Anzahl bewirkte, wurde bis zu einer Dosis von 100 J/m² 

nicht beobachtet. Wie in Abbildung 5-6 gezeigt wird, verläuft der Anstieg zunächst 

linear und geht bei Dosen größer ca. 20 J/m² in ein Plateau über (Sättigung). Die 

Dosiswirkungsbeziehung lässt sich dabei ebenfalls durch die Funktion 

F(X) = a + b(1 - e
cx

)+d x darstellen. Die jeweiligen Konstanten sind in Tabelle 5-1 

zusammengefasst. 



Nachweis von DNA-Doppelstrangbrüchen über γ-H2AX-Immunhistochemie 
 

40 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 5-5: Dosiswirkungskurve für CHO-9 Zellen 60 min nach Bestrahlung mit UVC. 

Jeder Messpunkt stellt den Mittelwert aus 3 bis 4 unabhängigen 

Experimenten ± SEM dar. 

 

 

Abb. 5-6: Dosiswirkungsbeziehung für CHO-9 Zellen 8 h nach Bestrahlung mit UVC. 

Jeder Messpunkt stellt den Mittelwert aus 3 unabhängigen Experimenten 

± SEM dar. 
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Dosiswirkungsfunktion 

F(X) = a + b(1 - e
cx

)+d·x 

a b c d 

Eine Stunde nach Bestrahlung 

von CHO-9 Zellen 

0,39 14,50 -0,11 0,01 

Acht Stunden nach Bestrahlung 

von CHO-9 Zellen 

0,44 12,01 -0,19 0,07 

Tab. 5-1: Dosiswirkungsfunktionen eine und acht Stunden nach UVC Bestrahlung 

von CHO-9 Zellen 

 

5.2.2 γ-H2AX-Focus-Bildung nach Einwirken von UVC-Strahlung 

auf in serumfreiem Medium gehaltene CHO-9-Zellen 

Um festzustellen, wie weit die beobachtete Bildung von γ-H2AX-Foci 

replikationsabhängig verläuft, wurden CHO-9-Zellen in serumfreiem Medium ausgesät 

und mit einer UVC-Dosis von 20 J/m² bestrahlt. Wie der Abbildung 5-7 zu entnehmen 

ist, fehlt hier das bei exponentiell wachsenden Zellen beobachtete Maximum eine 

Stunde nach Bestrahlung völlig. Nach zwei Stunden beginnt die Zahl der γ-H2AX-Foci 

anzusteigen, um nach acht Stunden ein Maximum zu erreichen. Anschließend nimmt 

die Zahl der γ-H2AX-Foci über mehrere Stunden hin wieder ab. Insgesamt findet man 

maximal 25% der γ-H2AX-Foci, die bei exponentiell wachsenden Zellen erreicht 

wurden.  

Wie aus Abbildung 5-8 zu ersehen ist, gleicht sich die Zahl der induzierten γ-H2AX-

Foci in beiden Behandlungsgruppen sowohl vier Stunden nach Behandlung, als auch 

vierundzwanzig Stunden nach Behandlung einander an. Die beiden bei exponentiell 

wachsenden CHO-9 Zellen beobachteten Maxima fehlen allerdings in Zellen, die in 

serumfreiem Medium gehalten wurden, oder sind nur schwach ausgeprägt. 

Unabhängig von der applizierten Dosis werden innerhalb der ersten Stunde nach 

Exposition mit UVC keine γ-H2AX Foci induziert (siehe Abbildung 5-9). Der 

Unterschied zu exponentiell wachsenden CHO-9 Zellen ist hier bei allen applizierten 

Dosen mit p<0,01 signifikant. 

Die hier dargestellten Ergebnisse zeigen, dass die Bildung von γ-H2AX-Foci nach 

Einwirken von UVC replikationsabhängig erfolgt. Dies ist mit der Bildung von DNA-

Doppelstrangbrüchen an stellen blockierter Replikation vereinbar 
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Abb. 5-7: Zeitwirkungskurve für CHO-9 Zellen, die in serumfreiem Medium gehalten 

wurden, nach Bestrahlung mit 20 J/m² UVC; der Wert für 0 h ist für 

unbestrahlte ruhende CHO-9 Zellen. Jeder Messpunkt stellt den Mittelwert 

aus 3 unabhängigen Experimenten ± SEM dar. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 5-8: Vergleich zwischen exponentiell wachsenden und in serumfreiem Medium 

gehaltenen CHO-9 Zellen; blau: exponentiell wachsende CHO-9 Zellen; rot: 

in serumfreiem Medium gehaltene CHO-9 Zellen; an mit * markierte 

Zeitpunkten ist der Unterschied mit p<0,01 signifikant. Jeder Messpunkt 

stellt den Mittelwert aus 3 bis 4 unabhängigen Experimenten ± SEM dar. 
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Abb. 5-9: Dosiswirkungskurve für CHO-9 Zellen, die in serumfreiem Medium 

gehalten wurden, 60 min nach Bestrahlung mit UVC. Jeder Messpunkt stellt 

den Mittelwert aus 3 unabhängigen Experimenten ± SEM dar. 

 

 

5.2.3 γ-H2AX-Focus-Bildung nach Einwirken von UVC-Strahlung 

auf exponentiell wachsende CHO-43-3B-Zellen 

Um den Einfluss der Reparatur von UVC-induzierten Schäden auf die γ-H2AX-Bildung 

genauer zu untersuchen, wurden UVC-hypersensitive CHO-43-3B Zellen mit UVC 

bestrahlt und die daraus folgende Bildung von γ-H2AX-Foci beobachtet (siehe 

Abbildung 5-10).  

 

Wie Abbildung 5-11 zu entnehmen ist, werden auch bei CHO-43-3B-Zellen bereits eine 

Stunde nach Bestrahlung γ-H2AX-Foci in ähnlichem Umfang wie bei CHO-9-Zellen 

gebildet. Anders als bei den nicht reparaturdefizienten CHO-9-Zellen erfolgt hier jedoch 

kein Abfall der γ-H2AX-Foci-Anzahl, sondern die Zahl der Foci nimmt kontinuierlich 

über vierundzwanzig Stunden zu. 
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Abb. 5-10: γ-H2AX-Foci nach Bestrahlung mit UVC; A: Unbehandelte CHO-43-3B 

Zellen; B: CHO-43-3B Zelle 60 min nach Bestrahlung mit 20 J/m² UVC 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 5-11: Vergleich der Zeitwirkungskurven nach Bestrahlung mit 20 J/m² UVC; die 

Werte für 0 h sind für unbestrahlte Zellen; an mit * bezeichneten 

Zeitpunkten ist der Unterschied mit p<0,01 signifikant; blau: CHO-9 Zellen; 

orange: CHO-43-3B Zellen. Jeder Messpunkt stellt den Mittelwert aus 3 bis 

4 unabhängigen Experimenten ± SEM dar. 
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Zunächst nimmt die Zahl der γ-H2AX-Foci, die eine Stunde nach Bestrahlung 

beobachtet werden können, ähnlich wie bei CHO-9 Zellen zu (siehe Abbildung 5-12). 

Der auch bei CHO-9-Zellen beobachtete starke Anstieg an induzierten γ-H2AX-Foci bei 

Dosen größer 20 J/m² ist bei CHO-43-3B Zellen jedoch deutlich ausgeprägter. Die 

Dosiswirkung lässt sich auch bei diesen Zellen mit einer Funktion der Form 

F(X)=a+b(1-e
cx

)+d·x darstellen (siehe Tabelle 5-2).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 5-12: Vergleich der Dosiswirkungskurven 60 min nach Bestrahlung mit UVC; an 

mit * markierten Dosen ist der Unterschied mit p<0,01 signifikant; blau: 

CHO-9 Zellen; orange: CHO-43-3B Zellen. Jeder Messpunkt stellt den 

Mittelwert aus 3 bis 4 unabhängigen Experimenten ± SEM dar. 

 

Acht Stunden nach Bestrahlung zeigen die CHO-43-3B-Zellen einen nicht-

dosisabhängigen Zuwachs an Foci. Dabei nimmt jedoch die Zahl der vollständig 

durchgefärbten und daher nicht quantitativ auswertbaren Zellen dosisabhängig auf bis 

zu 30 % zu (siehe Abbildung 5-13).  
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Abb. 5-13: Der Auswertung nicht zugängliche CHO-43-3B Zellen 8 h nach UVC 

Bestrahlung 

 

Die in Abbildung 5-14 dargestellten Werte für hohe UVC-Dosen basieren daher nur auf 

den Zellen, die einer Auswertung zugänglich waren. Auch hier erscheint die Dosis-

Wirkungsbeziehung mit einer der Form F(X)=a+b(1-e
cx

)+d·x darstellbar. Aufgrund der 

oben angegebenen Einschränkungen in der Auswertung lässt sich die genaue Form der 

Funktion allerdings nicht angeben. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 5-14: Dosiswirkungskurve für CHO-43-3B Zellen 8 h nach Bestrahlung mit UVC. 

Jeder Messpunkt stellt den Mittelwert aus 3 unabhängigen Experimenten 

± SEM dar. 
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5.2.4 γ-H2AX-Focus-Bildung nach Einwirken von UVC-Strahlung 

auf in serumfreiem Medium gehaltene CHO-43-3B-Zellen 

Um zu überprüfen, ob die Bildung von γ-H2AX-Foci bei CHO-43-3B-Zellen 

replikationsabhängig verläuft, wurden CHO-43-3B-Zellen in serumfreiem Medium 

gehalten und mit UVC bestrahlt. Auch bei in serumfreiem Medium gehaltenen CHO-

43-3B-Zellen induziert eine UVC-Bestrahlung γ-H2AX Foci (Abbildung 5-15). Vier 

Stunden nach Einwirken von UVC ist die Zahl der induzierten Foci maximal. 

Anschließend nimmt die Zahl der Foci über ca. acht Stunden wieder auf Kontrollniveau 

ab. Die Anzahl der induzierten γ-H2AX-Foci ist zu jedem Zeitpunkt signifikant 

geringer als bei exponentiell wachsenden CHO-43-3B Zellen. Wie bei exponentiell 

wachsenden Zellen lässt sich hier die Dosis-Wirkungsbeziehung eine Stunde nach 

Exposition ebenfalls mit einer Funktion der Form F(X)=a+b(1-e
cx

)+d·x darstellen (siehe 

Abbildung 5-16 und Tabelle 5-2); dabei ist die Anzahl der induzierten γ-H2AX-Foci bei 

jeder verwendeten Dosis signifikant geringer als bei exponentiell wachsenden CHO-43-

3B Zellen. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 5-15: Vergleich der Zeitwirkungskurven von exponentiell wachsenden und in 

serumfreiem Medium gehaltenen CHO-43-3B Zellen nach Bestrahlung mit 

20 J/m² UVC; Werte für 0 h sind für unbestrahlte Zellen; an mit * 

markierten Zeitpunkten ist der Unterschied mit p<0,01 signifikant; orange: 

exponentiell wachsende CHO-43-3B Zellen; gelb: in serumfreiem Medium 

gehaltene CHO-43-3B Zellen. Jeder Messpunkt stellt den Mittelwert aus 3 

unabhängigen Experimenten ± SEM dar. 
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Die Ergebnisse für CHO-43-3B-Zellen zeigen, dass die Bildung von γ-H2AX-Foci bei 

eingeschränkter Reparatur von UVC-induzierten Läsionen deutlich gesteigert ist. Dies 

ist mit der Bildung von DNA-Doppelstrangbrüchen an, die Replikation blockierenden, 

UVC-induzierten Läsionen vereinbar, da diese bei Zellen mit einem Reparaturdefekt 

vermehrt vorhanden sind. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 5-16: Dosiswirkungskurve für in serumfreiem Medium gehaltene CHO-43-3B 

Zellen 60 min nach Bestrahlung mit UVC. Jeder Messpunkt stellt den 

Mittelwert aus 3 unabhängigen Experimenten ± SEM dar. 

 

 

Dosiswirkungsfunktion 

F(X) = a + b(1 - e
cx

)+d·x 

a b c d 

Eine Stunde nach Bestrahlung 

von CHO-43-3B Zellen 

0,60 46,29 -0,03 -0,06 

Eine Stunde nach Bestrahlung 

von in serumfreiem Medium 

gehaltenen CHO-43-3B Zellen 

0,53 1,00 -0,10 0,01 

Tab. 5-2: Dosiswirkungsfunktionen eine Stunde nach UVC Bestrahlung von 

CHO-43-3B Zellen 
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5.2.5 γ-H2AX-Focus-Bildung nach Einwirken von UVC-Strahlung auf 

exponentiell wachsende mit Aphidicolin vorbehandelte 

CHO-Zellen 

 

Um zu überprüfen, ob die Unterdrückung der DNA-Replikation einen Einfluss auf die 

Bildung von γ-H2AX-Foci hat, wurden exponentiell wachsende Zellen mit dem DNA-

Polymerase-α-Inhibitor Aphidicolin vorbehandelt und anschließend mit UVC bestrahlt. 

Wie in Abbildung 5-18 dargestellt, erhöht Aphidicolin sowohl bei CHO-9 als auch bei 

CHO-43-3B Zellen die basal detektierbare Anzahl an γ-H2AX-Foci und reduziert 

gleichzeitig in CHO-43-3B Zellen die UVC-induzierbare Erhöhung an γ-H2AX-Foci 

signifikant. Dies bestätigt die Replikationsabhängigkeit der beobachteten γ-H2AX-

Focusbildung. 

 

5.2.6 γ-H2AX-Focus-Bildung nach Einwirken von UVC-Strahlung auf 

exponentiell wachsende, mit Coffein vorbehandelte CHO-9-

Zellen 

 

Um zu überprüfen, ob die beobachtete Bildung von γ-H2AX-Foci von den ATM/ATR 

Kinasen abhängig ist, wurden CHO-9-Zellen vor Bestrahlung mit UVC mit dem 

ATM/ATR-Inhibitor Coffein vorbehandelt. Dabei nimmt die Zahl der eine Stunde nach 

UVC-Einwirkung detektierbaren γ-H2AX-Foci je nach Coffein-Dosis ab, oder liegt auf 

Kontrollniveau (siehe Abbildung 5-19). Gleichzeitig nimmt die basal detektierbare 

Anzahl an γ-H2AX-Foci nach Zugabe von Coffein zunächst zu, wird jedoch bei 

Erhöhung der Coffein-Dosis wieder reduziert. Eine vollständige Aufhebung der Bildung 

von γ-H2AX-Foci ist auch nach Einwirkung von 5 mM Coffein nicht zu beobachten, 

allerdings sind nach Zugabe von 5 mM Coffein keine durch UVC induzierbaren γ-

H2AX-Foci mehr nachzuweisen. Dies zeigt, dass die hier beobachtete Induktion von γ-

H2AX-Foci ATM/ATR abhängig verläuft. 
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Abb. 5-17: Anteil an γ-H2AX-positiven Zellen eine Stunde nach Bestrahlung mit 

20 J/m² UVC, jeweils Mittelwert aus 3-4 unabhängigen Experimenten. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 5-18: Effekt von Aphidicolin Vorbehandlung bei Bestrahlung mit 20 J/m² UVC; 

Werte für 0 h sind für unbestrahlte Zellen; mit * markierte Werte sind für 

CHO-9 Zellen signifikant unterschiedlich; mit ** markierte Werte sind für 

CHO-43-3B Zellen signifikant unterschiedlich. Jeder Messpunkt stellt den 

Mittelwert aus 2 unabhängigen Experimenten ± SEM dar 
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Abb. 5-19: Effekt von Coffein Vorbehandlung 60 min nach Bestrahlung mit UVC; 

*: der Wert für 0,1 mM Coffein ist signifikant unterschiedlich zu 

unbehandelten CHO-9 Zellen; **: die Werte für alle 

Coffein-Konzentrationen sind signifikant unterschiedlich zu unbehandelten 

CHO-9 Zellen. Jeder Messpunkt stellt den Mittelwert aus 3 unabhängigen 

Experimenten ± SEM dar. 

 

 

5.2.7 γ-H2AX-Focus-Bildung nach Einwirkung von UVB-Strahlung auf 

exponentiell wachsende CHO-9-Zellen 

Um zu untersuchen, ob auch UVB geeignet ist, γ-H2AX-Foci zu induzieren, wurden 

CHO-9-Zellen mit UVB bestrahlt. UVB induziert γ-H2AX-Foci eine Stunde nach 

Bestrahlung (siehe Abbildungen 5-20 und 5-21). Die Anzahl dieser Foci nimmt über die 

folgenden 24 Stunden kontinuierlich ab. Die erforderliche Strahlendosis ist dabei um 

etwa eine Größenordnung höher als bei UVC. Dies zeigt, dass UVB ebenfalls in der 

Lage ist, γ-H2AX-Foci zu induzieren. 
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Abb. 5-20: γ-H2AX-Foci 60 min nach Bestrahlung mit 250 J/m² UVB 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Abb. 5-21: Zeitwirkungskurve nach Bestrahlung von CHO-9 Zellen mit 250 J/m² UVB; 

der Wert für 0 h ist für unbestrahlte Zellen. Die Datenpunkte entsprechen X 

unabhängigen Experimenten ± SEM. Jeder Messpunkt stellt den Mittelwert 

aus 2 unabhängigen Experimenten ± SEM dar. 
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5.3  γ-H2AX Focus-Bildung nach Einwirkung von Methyl-
methansulfonat (MMS) 

 

5.3.1 γ-H2AX-Focus-Bildung nach Einwirken von MMS auf 

exponentiell wachsende CHO-9-Zellen 

 

Um zu untersuchen, ob MMS zur Phosphorylierung von H2AX führen kann, wurden 

exponentiell wachsende CHO-9-Zellen mit MMS behandelt. MMS induziert γ-H2AX-

Foci (siehe Abbildung 5-22). Werden exponentiell wachsende CHO-9-Zellen eine 

Stunde mit MMS behandelt, so sind bereits bei Ende der Einwirkzeit eine erhöhte 

Anzahl an γ-H2AX-Foci nachzuweisen. Die Zahl an Foci erreicht nach acht Stunden ein 

Maximum, um anschließend über zwölf Stunden wieder abzufallen. Das Kontrollniveau 

wird auch vierundzwanzig Stunden nach Ende der MMS-Behandlung nicht erreicht 

(siehe Abbildung 5-23). 

Die Zahl der eine Stunde nach Ende der Exposition nachweisbaren γ-H2AX-Foci nimmt 

dosisabhängig wie in Abbildung 5-24 dargestellt zu. Die Dosis-Wirkungsabhängigkeit 

eine Stunde nach Ende der Exposition ist linear, wobei die Dosis von 1 mM MMS 

(60 min Exposition) durchschnittlich 3,7 ± 0,5 (Mittelwrt ± SEM) γ-H2AX-Foci 

induziert. Dies zeigt dass MMS in der Lage ist γ-H2AX-Foci zu induzieren, dabei 

werden in dem beobachteten Dosisbereich weniger γ-H2AX-Foci gebildet als bei UVC 

beobachtet wurde. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 5-22: γ-H2AX-Foci nach Behandlung mit MMS; A: unbehandelte CHO-9 Zellen; 

B und C: CHO-9 Zellen 60 min nach Ende der einstündigen Pulsbehandlung 

mit 1,5 mM MMS (B: Konfokales Laserscanning Mikroskop; C: 

Fluoreszenzmikroskop). 
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Abb. 5-23: Zeitwirkungskurve nach einstündiger Pulsbehandlung mit 1,5 mM MMS; 

der Kontrollwert ist für unbehandelte CHO-9 Zellen. Jeder Messpunkt stellt 

den Mittelwert aus 3 unabhängigen Experimenten ± SEM dar. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 5-24: Dosiswirkungskurve für CHO-9 Zellen 1 h nach Ende der einstündigen 

Pulsbehandlung mit MMS. Jeder Messpunkt stellt den Mittelwert aus 3 

unabhängigen Experimenten ± SEM dar. 
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5.3.2 γ-H2AX-Focus-Bildung nach Einwirken von MMS auf in 

serumfreiem Medium gehaltene CHO-9-Zellen 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 5-25: Vergleich der Zeitwirkungskurven von in serumfreiem Medium gehaltenen 

und exponentiell wachsenden CHO-9 Zellen nach einstündiger 

Pulsbehandlung mit 1,5 mM MMS; *: der Wert für exponentiell wachsende 

CHO-9 Zellen sofort nach Beendigung der Pulsbehandlung ist signifikant 

unterschiedlich zu unbehandelten CHO-9; **: die markierten Werte für in 

serumfreiem Medium gehaltene CHO-9 Zellen sind signifikant 

unterschiedlich zu exponentiell wachsenden CHO-9 Zellen. Jeder 

Messpunkt stellt den Mittelwert aus 3 unabhängigen Experimenten ± SEM 

dar. 

 

Um zu überprüfen, inwieweit die Bildung von γ-H2AX-Foci nach Einwirken von MMS 

replikationsabhängig erfolgt, wurden in serumfreiem Medium gehaltene CHO-9-Zellen 

mit MMS behandelt. Bei diesen Zellen, lässt sich nach Behandlung mit MMS ebenfalls 

bereits unmittelbar nach Ende der Exposition eine Bildung von γ-H2AX-Foci 

nachweisen. Diese Anzahl ist jedoch deutlich niedriger als bei exponentiell wachsenden 

Zellen (siehe Abbildung 5-25). Die Dosis-Wirkungsbeziehung eine Stunde nach Ende 

der Exposition ist, wie bei exponentiell wachsenden Zellen, linear (siehe Abbildung 
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5-26), wobei 1 mM MMS (60 min Exposition) durchschnittlich 2,1 γ-H2AX-Foci 

induziert. Somit ist die Bildung von γ-H2AX-Foci nach Einwirken von MMS 

replikationsabhängig, diese Replikationsabhängigkeit ist nicht so strikt wie es bei UVC 

beobachtet wurde. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 5-26: Vergleich der Dosiswirkungskurven 1 h nach Ende der Pulsbehandlung mit 

MMS; mit * markierte Werte sind signifikant unterschiedlich; blau: 

exponentiell wachsende CHO-9 Zellen; rot: in serumfreiem Medium 

gehaltene CHO-9 Zellen. Jeder Messpunkt stellt den Mittelwert aus 3 

unabhängigen Experimenten ± SEM dar. 

 

5.4  γ-H2AX-Focus-Bildung nach Einwirken von 1-Methyl-
3-nitro-1-nitrosoguanidin (MNNG) 

 

5.4.1 γ-H2AX-Focus-Bildung nach Einwirken von MNNG auf 

exponentiell wachsende CHO-9-Zellen 

Für die Untersuchung ob MNNG in der Lage ist die Bildung von γ-H2AX zu 

induzieren, wurden exponentiell wachsende CHO-9-Zellen mit MNNG behandelt. 
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Diese zeigen bereits unmittelbar nach Beendigung einer einstündigen Behandlung mit 

10 µM MNNG γ-H2AX-Foci (siehe Abbildung 5-27).  

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 5-27: γ-H2AX-Foci nach Behandlung mit MNNG; A: unbehandelte CHO-9 

Zellen; B und C: CHO-9 Zellen 1 h nach Ende der Pulsbehandlung mit 

10 µM MNNG (B: Konfokales Laserscanningmikroskop; C: Fluoreszenz-

mikroskop). 

 

Die Anzahl der Foci erreicht dabei eine Stunde nach Beendigung der Behandlung ein 

Plateauniveau, auf dem sie einige Stunden verbleibt. Anschließend steigt die Zahl der 

Foci an, um nach acht Stunden ein Maximum zu erreichen. Über die folgenden 

sechzehn Stunden sinkt die Zahl der Foci dann wieder ab, erreicht aber auch 

vierundzwanzig Stunden nach Beendigung der Behandlung nicht das Kontrollniveau 

(siehe Abbildung 5-28). Eine Stunde nach Beendigung der Behandlung mit MNNG 

zeigen die Zellen eine dosisabhängige Induktion von γ-H2AX-Foci. Diese Dosis-

Wirkungsabhängigkeit ist ganz oder überwiegend durch ein exponentielles Verhältnis 

beschreibbar. Dabei wird ein Plateau nach Behandlung mit ca. 30 µM MNNG erreicht, 

von dem aus die Zahl der Foci auch durch deutliche Erhöhung der Dosis nicht erhöht 

werden kann (siehe Abbildung 5-29). Die Dosis-Wirkungsbeziehung folgt einer 

Funktion der Form F(X)=a+b(1-e
cx

)+d·x., wobei x  hier für die applizierte 

MNNG-Dosis steht (siehe Tabelle 5-3). 

MNNG ist somit in der Lage, γ-H2AX-Foci zu induzieren, wobei die Bildung sättigbar 

ist. Dies wäre mit der sekundären Bildung von DNA-Doppelstrangbrüchen im Rahmen 

von Reparatur und/oder Replikation vereinbar. 
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Abb. 5-28: Zeitwirkungskurve für CHO-9 Zellen nach Pulsbehandlung mit 

10 µM MNNG; der Kontrollwert ist für unbehandelte CHO-9 Zellen. Jeder 

Messpunkt stellt den Mittelwert aus 3 unabhängigen Experimenten ± SEM 

dar. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 5-29: Dosiswirkungskurve für CHO-9 Zellen 1 h nach Ende der Pulsbehandlung  

mit MNNG. Jeder Messpunkt stellt den Mittelwert aus 3 unabhängigen 

Experimenten ± SEM dar. Wie im Inset gezeigt, ergibt sich durch 

halblogarithmische Auftragung (Anzahl der Foci vs. log[Dosis]) eine 

Gerade mit einem Bestimmheitsmaß (R²) von 0.97. 
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5.4.2 γ-H2AX-Focus-Bildung nach Einwirken von MNNG auf in 

serumfreiem Medium gehaltene CHO-9-Zellen 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 5-30: Vergleich der Zeitwirkungskurven von in serumfreiem Medium gehaltenen 

und exponentiell wachsenden CHO-9 Zellen nach einstündiger 

Pulsbehandlung mit 10 µM MNNG; *: der Wert für exponentiell wachsende 

CHO-9 Zellen sofort nach Beendigung der Pulsbehandlung ist signifikant 

unterschiedlich zu unbehandelten CHO-9; **: die markierten Werte für in 

serumfreiem Medium gehaltene CHO-9 Zellen sind signifikant 

unterschiedlich zu exponentiell wachsenden CHO-9 Zellen. Jeder 

Messpunkt stellt den Mittelwert aus 3 unabhängigen Experimenten ± SEM 

dar. 

 

 

Um den Einfluss von DNA-Replikation auf die Induktion von γ-H2AX-Foci nach 

Einwirken von MNNG zu untersuchen, wurden in serumfreiem Medium gehaltene 

CHO-9-Zellen mit MNNG behandelt. Bei CHO-9-Zellen, die in serumfreiem Medium 

gehalten wurden, induziert die Behandlung mit 10 µM MNNG bereits eine Stunde nach 

Beendigung der Behandlung eine Anzahl von γ-H2AX-Foci, die über dem 
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Kontrollniveau liegt. Über die folgenden vierundzwanzig Stunden zeigt sich keine 

deutliche Änderung der Anzahl an γ-H2AX-Foci (siehe Abbildung 5-30). Eine Stunde 

nach Beendigung der Behandlung mit MNNG zeigt sich eine Dosis-

Wirkungsabhängigkeit der γ-H2AX-Fociinduktion, die sich ebenfalls durch eine 

kombinierte exponentielle und lineare Funktion der Form F(X)=a+b(1-e
cx

)+d·x 

beschreiben lässt (siehe Abbildung 5-31 und Tabelle 5-3). γ-H2AX-Foci werden somit 

durch MNNG durch einen überwiegend replikationsabhängigen Mechanismus induziert. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 5-31: Vergleich der Dosiswirkungskurven 1 h nach Ende der Pulsbehandlung mit 

MNNG; mit * markierte Werte sind signifikant unterschiedlich; blau: 

exponentiell wachsende CHO-9 Zellen; rot: in serumfreiem Medium 

gehaltene CHO-9 Zellen. Jeder Messpunkt stellt den Mittelwert aus 3 

unabhängigen Experimenten ± SEM dar. 
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Dosiswirkungsfunktion 

F(X) = a + b(1 - e
cx

)+d·x 

a b c d 

Eine Stunde nach Beendigung 

der MNNG-Behandlung CHO-9 

Zellen 

0,60 8,67 -0,21 0,02 

Eine Stunde nach Beendigung 

der MNNG-Behandlung in 

serumfreiem 

Mediumgehaltene CHO-9 

Zellen 

0,14 2,5 -0,25 0,045 

 

Tab. 5-3: Dosiswirkungsfunktionen eine Stunde nach Beendigung der Behandlung 

von CHO-9 Zellen mit MNNG. 
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6  Diskussion 

 

6.1 Quantifizierung von durch ionisierende Strahlung 

verursachten DNA-Doppelstrangbrüchen durch 

γ-H2AX-Foci 

Im Rahmen der Etablierung der Methode zur Bestimmung von γ-H2AX-Foci mittels 

Immunfluoreszenz in unserem Labor konnte gezeigt werden, dass es eine lineare 

Abhängigkeit zwischen der Anzahl an γ-H2AX-Foci und der applizierten Dosis an 

γ-Strahlung gibt. Dabei werden pro 1 Gy Strahlung 33,8 γ-H2AX-Foci induziert. Dies 

entspricht den bereits zuvor (beispielsweise von Rothkamm und Lobrich, 2003) 

veröffentlichten Daten für Dosen zwischen 0,001 und 90 Gy ionisierender Strahlung 

(siehe Abbildung 6-1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 6-1: γ-H2AX-Foci nach Bestrahlung mit ionisierender Strahlung; A: Ergebnisse 

für menschliche Fibroblasten (aus: Rothkamm und Lobrich, 2003); B: 

eigene Ergebnisse,  erhalten nach Bestrahlung von Zellen des Chinesischen 

Hamsters (Zelllinie CHO-9) 

 

Die Anzahl der induzierten γ-H2AX-Foci ist dabei im Bereich der bei Einwirken von 

ionisierender Strahlung zu erwartenden Anzahl an DNA-Doppelstrangbrüchen 

(Friedberg et al., 2006). Es ist bekannt, dass γ-H2AX nach Bestrahlung mit 

ionisierender Strahlung mit Proteinen kolokalisiert ist, die an der Reparatur von DNA-

Doppelstrangbrüchen beteiligt sind (Paull et al., 2000). Bei Versuchen, bei denen 
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gezielt DNA-Doppelstrangbrüche erzeugt wurden, konnte gezeigt werden, dass sich die 

γ-H2AX-Foci an diesen Doppelstrangbrüchen bilden [z.B. mit in zelluläre DNA 

eingebauten 125I-Nukliden (Sedelnikova et al., 2002), mit Bestrahlung durch schwere 

Ionen (Jakob et al., 2003) und mit UV-A Lasern in Gegenwart von BrdU (Rogakou et 

al., 1999)]. Daher ist allgemein akzeptiert, dass die Quantifizierung von γ-H2AX-Foci 

eine sehr sensitive Methode zur Quantifizierung von DNA-Doppelstrangbrüchen nach 

Einwirken von ionisierender Strahlung darstellt (Fernandez-Capetillo et al., 2004; Jakob 

et al., 2003; Pilch et al., 2003). 

 

6.2 γ-H2AX-Foci nach Bestrahlung von CHO-Zellen mit 

ultraviolettem Licht 

 

6.2.1 UVC-Strahlung induziert deutlich mehr γ-H2AX-Foci als 

durch direkte Bildung von DNA-Doppelstrangbrüchen 

erklärbar ist 

Der zeitliche Verlauf der Induktion von γ-H2AX nach Bestrahlung von CHO-9 Zellen 

mit UVC (gemessen 8, 16 und 24 Stunden nach Bestrahlung) stimmt mit bereits 

publizierten Daten über DNA-Doppelstrangbrüche nach UVC-Bestrahlung (Dunkern 

und Kaina, 2002, siehe Abbildung 6-2) überein. Ähnliche Ergebnisse sind bereits früher 

für andere Zellsysteme publiziert worden (Kiefer und Feige, 1993; Peak und Peak, 

1990) Für die früheren Zeitpunkte lassen sich in der Literatur keine Vergleichszahlen 

finden. Die frühe Bildung von γ-H2AX-Foci lässt sich nicht wie bei ionisierender 

Strahlung mit direkter Bildung von DNA-Doppelstrangbrüchen erklären. Zwar kann 

UV-Strahlung, insbesondere die kurzwellige UVC-Strahlung, DNA sowohl in vitro als 

auch in vivo fragmentieren, aber die Anzahl von direkt verursachten Strangbrüchen ist 

bei den hier verwendeten Strahlendosen nicht ausreichend hoch, um die beobachtete 

Zahl an γ-H2AX-Foci zu erklären (Friedberg et al., 1995; Friedberg et al., 2006). 

Zudem werden γ-H2AX-Foci auch durch UVB-Strahlung induziert, für welche eine 

direkte Bildung von DNA-Doppelstrangbrüchen nicht bekannt ist. Für UVB (und UVA) 

ist allerdings eine indirekte Bildung von DNA-Einzelstrangbrüchen nach UV-

induzierter Bildung von Sauerstoffradikalen bekannt (Friedberg et al., 2006). Die hier 

und in einigen veröffentlichten Studien (Limoli et al., 2002a; Ward und Chen, 2001) 
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gezeigte Induktion von γ-H2AX nach Einwirken von UV-Strahlung auf Säugerzellen 

kann daher nicht durch direkte Bildung von DNA-Doppelstrangbrüchen erklärt werden. 

Wie im Folgenden erläutert wird lässt sich diese Induktion von γ-H2AX-Foci allerdings 

durch die Bildung von DNA-Doppelstrangbrüchen an arretierten Replikationsgabeln 

erklären. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 6-2: Zeitlicher Verlauf von γ-H2AX-Foci und DNA-Doppelstrangbrüchen nach 

Einwirkung von UVC auf CHO-9-Zellen. blau: eigene Daten nach 20 J/m² 

UVC (siehe auch Abb. 5-4), pink: Daten für neutralen Comet-Assay 

nach10 J/m² UVC (aus Dunkern und Kaina, 2002). 

 

6.2.2 DNA-Doppelstrangbrüche können an blockierten 

Replikationsgabeln entstehen 

Wie bereits in der Einleitung erwähnt, können DNA-Doppelstrangbrüche entstehen, 

wenn eine aktive Replikationsgabel auf eine Läsion trifft, die die weitere DNA-

Synthese verhindert. Dabei können die meisten derartiger Blockaden durch 

verschiedene Mechanismen umgangen werden, zu diesen Mechanismen (Friedberg et 

al., 2006). Zu solchen Mechanismen gehören die Transläsionssynthese (Friedberg et al., 

2006) sowie sekundäre Umgehungsmechanismen („secondary bypass mechanisms“). In 

Zellen mit funktionslosem p53, wie den hier verwendeten CHO-Zelllinien (Dunkern 

und Kaina, 2002; Orren et al., 1995), ist letzterer Vorgang eingeschränkt (Cleaver, 

2002; McGregor, 1999). Gleichzeitig ist in p53-defizienten Zellen die Stabilität von 
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blockierten Replikationsgabeln reduziert. Dabei treten in Abwesenheit von p53 an 

arretierten Replikationsgabeln gehäuft DNA-Doppelstrangbrüche auf. Dieser Effekt ist 

deutlich verstärkt in Zellen mit eingeschränkter Kapazität für die Reparatur der 

blockierenden Läsionen (Squires et al., 2004). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 6-3: Bildung und Auflösung einer Holliday-Struktur im Rahmen der homologen 

Rekombination (aus: Christmann et al., 2003) 

 

Trifft die Replikationsgabel auf eine Läsion, die die Form der DNA stark beeinträchtigt 

und dadurch die Replikation verhindert (beispielsweise durch UVC-induzierte CPDs 

und/oder 6-4 PPs), so wird die Replikationsgabel zunächst arretiert. Wird die 

entsprechende Läsion weder repariert noch durch Transläsionssynthese oder andere 

Umgehungsmechanismen umgangen, so kann es zur Bildung einer so genannten 

„chicken foot“ Struktur, einer Sonderform der als Zwischenschritt der homologen 

Rekombination entstehenden Holliday-Struktur kommen (Postow et al., 2001; Robu et 
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al., 2004). Holliday-Strukturen entstehen während der homologen Rekombination, 

wenn es nach einer initialen Inzision in den beteiligten Strängen und einer folgenden 

Ligation zu einer Überkreuzung der homologen DNA-Stränge kommt (Lehninger et al., 

1993, siehe Abbildung 6-3). Im Falle der als „chicken foot“ beschriebenen Sonderform 

der Holliday-Struktur entsteht die Kreuzung nicht unter Beteiligung zweier DNA-

Stränge, sondern durch Regression der Replikationsgabel und Ligation der beiden 

neusynthetisierten DNA-Stränge miteinander (Postow et al., 2001, siehe Abbildung 6-

4). 

Eine solche „chicken-foot“-Struktur kann durch Reparatur der blockierenden Läsion 

aufgelöst werden und eine Wiederaufnahme der Replikation ermöglichen (Friedberg et 

al., 2006). Geschieht dies nicht, so kann diese Struktur unter Erzeugung eines DNA-

Doppelstrangbruches aufgelöst (McGlynn und Lloyd, 2002, siehe Abbildung 6-5) und 

nachfolgend die weitere DNA-Synthese durch homologe Rekombination mit dem 

komplementären Schwesterchromatid repariert werden (Rodriguez-Reyes und Morales-

Ramirez, 2003; Sonoda et al., 1999). Die dabei entstehenden DNA-Doppelstrangbrüche 

wiederum führen wahrscheinlich zu der beobachteten Phosphorylierung von H2AX zu 

γ-H2AX und zur nachfolgenden Rekrutierung des für die Doppelstrangbruchreparatur 

notwendigen RAD50/MRE11/NBS1 Komplexes (Furuta et al., 2003). 

Eine weitere in der Literatur diskutierte Möglichkeit für die Entstehung von DNA-

Doppelstrangbrüchen verläuft ohne den oben beschriebenen Kollaps von „chicken-

foot“-Strukturen. Je länger eine Replikationsgabel blockiert bleibt, desto eher ist sie 

Angriffen von Endo- und Exonukleasen ausgesetzt, die direkt zu Bildung eines DNA-

Doppelstrangbruchs führen können, indem sie die an der Replikationsgabel 

vorliegenden DNA-Einzelstränge denaturieren (siehe Abb. 6-6). In E. coli wird dies 

u. a. durch den RuvABC Komplex verursacht, für Eukaryonten sind spezifische hierfür 

verantwortliche Nukleasen nicht identifiziert (Hyrien, 2000; Michel et al., 1997; Scully 

et al., 2000) . 

 

 

 

 

Abb. 6-4: Bildung einer „chicken foot“ Struktur an einer arretierten Replikationsgabel; 

rot: blockierende Läsion (aus: Cox, 2002) 
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In Anbetracht der oben zitierten Ergebnisse können die in dieser Arbeit erhaltenen 

Daten wie folgt interpretiert werden: Die beobachteten γ-H2AX-Foci nach Bestrahlung 

mit UV-Licht, vor allem die früh beobachteten Maxima, stimmen mit DNA-

Doppelstrangbrüchen überein, die nach dem oben dargestellten Mechanismus durch 

Kollaps von arretierten Replikationsgabeln entstehen. Dies wird unterstützt durch die 

weiter unten ausgeführten Beobachtungen, dass die γ-H2AX-Induktion streng 

replikationsabhängig ist, dass Agenzien, die Replikationsgabeln arretieren ohne DNA-

Schäden zu verursachen (beispielsweise Hydroxyharnstoff oder Aphidicolin), ebenfalls 

zur Bildung von γ-H2AX-Foci führen und dass Zellen, die arretierte Replikationsgabeln 

nicht oder nur eingeschränkt reparieren können mehr γ-H2AX-Foci aufweisen. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 6-5: Bildung eines DNA-Doppelstrangbruches an einer arretierten Replikations-

gabel; die „chicken foot“ Struktur wird durch Wirkung einer Endonuklease-

aktivität aufgelöst (in E. coli RecAB, in Eukaryonten Mus81); rot: 

blockierende Läsion (nach: Branzei und Foiani, 2005; Friedberg et al., 

2006) 

Mus8

Mus8
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Abb. 6-6: Bildung eines DNA-Doppelstrangbruches an einer die Replikation 

blockierenden  Läsion; die an der Replikationsgabel vorliegenden DNA-

Einzelstränge werden durch Nukleasen abgebaut (aus: Scully et al., 2000). 

 

6.2.3 γ-H2AX-Foci entstehen nach UV-Bestrahlung replikations-

abhängig und sind an blockierten Replikationsgabeln nach-

weisbar 

Exponentiell wachsende CHO-9 Zellen haben eine Generationszeit von 12-14 Stunden 

(Burki und Aebersold, 1978; Tomicic, 2001), wobei die S-Phase etwa 50% der 

Generationszeit einnimmt (Burki und Aebersold, 1978). Somit befinden sich in nicht 

synchronisierten, exponentiell wachsenden CHO-9-Zellkulturen zu jedem Zeitpunkt ca. 

50% der Zellen in der S-Phase des Zellzyklus. Dies entspricht auch dem Anteil der 

Zellen, die bei dem früh auftretenden Maximum γ-H2AX-Foci aufweisen (siehe 

Abbildung 5-17). Dies deutet bereits auf eine Replikationsabhängigkeit der Bildung von 

γ-H2AX-Foci hin. Auch weist die sättigbare Dosis-Wirkungsbeziehung (siehe 

Abbildungen 5-5 und 5-6) auf eine endliche Anzahl möglicher Schädigungsstellen hin, 

wie dies bei einer Beteiligung der aktiven Replikationsgabeln zu erwarten wäre. Wie 

bereits sowohl in unserem Labor (Dunkern und Kaina, 2002, siehe Abbildung 6-7) als 

auch von anderen Gruppen (Orren et al., 1995) gezeigt wurde, lässt sich die Replikation 

von CHO-Zellen beinahe vollständig unterdrücken, indem diese Zellen für mehr als 48 

Stunden in serumfreiem Medium kultiviert werden. Wie im Rahmen dieser Arbeit 

gezeigt werden konnte, induzieren selbst hohe Dosen an UVC eine Stunde nach 

Bestrahlung in solchen Zellen keine γ-H2AX-Foci (siehe Abbildungen 5-8 und 5-9), so 
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dass für diesen Zeitpunkt von einer strengen Replikationsabhängigkeit der γ-H2AX-

Induktion ausgegangen werden kann. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 6-7: DNA-Synthese in CHO-Zellen in unterschiedlichen Kulturmedien; 

+: mit 10 % Serum; - ohne Serum (aus: Dunkern und Kaina, 2002) 

 

Wie bereits für die auf Replikationsgabeln inhibitorisch wirkenden Stoffe 

Hydroxyharnstoff und Aphidicolin publiziert wurde, erhöht die direkte Blockade von 

Replikationsgabeln die Anzahl an induzierten γ-H2AX-Foci (Kurose et al., 2006a; 

Kurose et al., 2006b; Liu et al., 2003). Dies konnte im Rahmen dieser Arbeit für 

Aphidicolin bestätigt werden. Gleichzeitig reduziert die Inhibition der DNA-Synthese 

durch Aphidicolin die Anzahl an durch UVC induzierbaren γ-H2AX-Foci (siehe 

Abbildung 5-18). 

 

6.2.4 Eingeschränkte Reparatur führt zu höherer Induktion von 

γ-H2AX-Foci 

Einer der Mechanismen, mit denen „chicken foot“-Strukturen an blockierenden 

Läsionen repariert werden können, verwendet das Heterodimer ERCC1/XPF. Dieser 

Enzymkomplex ist sowohl zur Entfernung von Läsionen, die der NER unterliegen 

(Araujo und Wood, 1999; Park und Choi, 2006), als auch zur Auflösung von 

Interstrangvernetzungen notwendig (Niedernhofer et al., 2004). Dabei wird die Läsion 

wie in Abbildung 6-8 gezeigt unter Beteiligung von ERCC1/XPF exzidiert und eine 

Wiederaufnahme der DNA-Synthese ermöglicht (Friedberg et al., 2006). Dadurch wird 

die Auflösung der „chicken-foot“-Struktur durch Einfügen von Doppelstrangbrüchen 
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vermieden. Wie gezeigt werden konnte, nimmt die Anzahl an nachweisbaren γ-H2AX-

Foci bei ERCC1-defizienten CHO-43-3B-Zellen direkt nach UVC-Exposition ebenso 

rapide oder sogar stärker zu wie bei CHO-9-Zellen; einen Abfall der γ-H2AX-Foci-

Anzahl kann man jedoch auch innerhalb von 24 Stunden nicht beobachten. Der gezeigte 

deutliche Anstieg nach 24 Stunden ist wahrscheinlich das Resultat der etwa 20 Stunden 

nach UVC Bestrahlung einsetzenden Apoptose (Dunkern und Kaina, 2002; Orren et al., 

1997) in den behandelten Zellen, die, wie bereits publiziert wurde, ebenfalls zur 

Bildung von γ-H2AX-Foci führt (Lu et al., 2006; Rogakou et al., 2000). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 6-8: Exzision einer Läsion unter Beteiligung des ERCC1/XPF Komplexes 

(aus: McHugh et al., 2001) 

 

6.2.5 Die späte Induktion von γ-H2AX-Foci nach UV-Bestrahlung 

ist durch Bildung von DNA-Doppelstrangbrüchen erklärbar 

Auch der zeitlich gestreckte zweite Anstieg der Anzahl an γ-H2AX-Foci in CHO-9- 

Zellen lässt sich durch den in Kapitel 6.2.2 dargestellten Mechanismus erklären. Nach 

Exposition mit UVC erfahren CHO-Zellen für etwa 6-8 Stunden einen G1-Arrest (Orren 

et al., 1995); und auch in Zellen, die bereits in der S-Phase sind, wird die Initiation der 

Replikation für einige Stunden reduziert (Orren et al., 1995; Orren et al., 1997). Der in 
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Abbildung 5-4 dargestellte zeitliche Verlauf der γ-H2AX-Induktion lässt sich daher 

damit erklären, dass zunächst γ-H2AX-Foci nur in Zellen induziert werden, in denen 

zum Zeitpunkt der Exposition aktive Replikationsgabeln auf blockierende Läsionen 

treffen. Die danach folgende Pause von ca. 6 Stunden, während der durch Reparatur die 

entstandenen Läsionen des ersten Maximums teilweise repariert werden und keine 

neuen Läsionen hinzukommen, lässt sich durch den oben erwähnten Zellzyklusarrest 

erklären. Im Anschluss daran gehen auch Zellen mit noch nicht reparierten 

UVC-induzierten Läsionen in die S-Phase, bzw. nehmen die DNA-Replikation wieder 

auf (Orren et al., 1995), wodurch es wahrscheinlich zu dem zweiten Maximum kommt. 

Gleichzeitig nehmen auch nicht replikationsabhängige γ-H2AX-Foci zu.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 6-9: Bildung eines DNA-Doppelstrangbruchs an überlappenden 

Einzelstrangbrüchen (nach: Friedberg et al., 2006; Theron et al., 2005). 

 

Diese entstehen in einem geringeren Umfang als die replikationsabhängigen γ-H2AX-

Foci. Als Erklärung hierfür können Doppelstrangbrüche, die ähnlich wie bei der 

Replikation durch blockierte Transkriptionsstellen entstehen, dienen (Theron et al., 

NER 

NER 



Nachweis von DNA-Doppelstrangbrüchen über γ-H2AX-Immunhistochemie 
 

72 

2005). Gleichzeitig kann auch die NER an Stellen, an denen auf den beiden Strängen 

der DNA eng benachbart Läsionen vorliegen, bei dem Versuch der Reparatur 

DNA-Doppelstrangbrüche einfügen (Friedberg et al., 2006). Dies geschieht, wenn 

durch NER Einzelstrangbrüche in überlappenden Stellen auf den beiden DNA-Strängen 

eingefügt werden und somit die Stabilität der DNA-Doppelhelix zerstört wird (siehe 

Abbildung 6-9). Insbesondere letzterer Mechanismus führt umso häufiger zu 

Doppelstrangbrüchen, je mehr Läsionen in der DNA vorhanden sind, da dann die 

Wahrscheinlichkeit direkt benachbarter Läsionen auf beiden DNA-Strängen steigt. Dies 

führt dazu, dass neben der sättigbaren Dosis-Wirkungsbeziehung der 

replikationsabhängigen Komponente hier auch eine Komponente nachzuweisen ist, die 

nicht sättigbar ist (siehe Abbildung 5-6).  

 

6.2.6 Zellzykluskontrolle und Reparaturkompetenz beeinflussen 

die Induktion von γ-H2AX-Foci 

Die hier beschriebenen Ergebnisse spielen offensichtlich insbesondere in Zelllinien eine 

Rolle, in denen entweder die Zellzykluskontrolle, insbesondere durch Mutation von 

p53, eingeschränkt oder die NER beeinträchtigt ist. So gibt es Berichte über γ-H2AX-

Foci nach Einwirken von UV-Strahlung insbesondere für diverse 

Xeroderma Pigmentosum Varianten (XP A-G), bei denen verschiedene Bestandteile des 

NER-Systems beeinträchtigt sind (Limoli et al., 2002a; Limoli et al., 2002b). Darüber 

hinaus gibt es entsprechende Untersuchungen aus Zellsystemen, in denen p53 entweder 

mutiert oder in seiner Funktion eingeschränkt ist (Cleaver, 2002; Liu und Chen, 2006; 

Rappold et al., 2001; Yu et al., 2006). In anderen Zellsystemen ist die Induktion von 

γ-H2AX-Foci nach Einwirken von UVC nicht so ausgeprägt, wird aber ebenfalls 

berichtet (Halicka et al., 2005). Hier kommt stattdessen offensichtlich eine andere 

Funktion von γ-H2AX stärker zum Tragen.  

Neben der Bildung von nukleären Foci nach Ausbildung von DNA-

Doppelstrangbrüchen kann H2AX auch diffus im Nukleus phosphoryliert werden, wenn 

andere Läsionen vorliegen. In diesem Fall zeigen Immunfluoreszenzverfahren statt der 

diskreten Foci eine diffuse Anfärbung des Zellkerns, welche nicht ATM abhängig ist 

und vor allem in der G1-Phase des Zellzyklus nachweisbar ist (Marti et al., 2006). 

Durch die im Rahmen dieser Arbeit verwendete Kernfärbung mit Propidiumiodid und 

die verwendete Wellenlänge im Fluoreszenzmikroskop war eine derartige diffuse 
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nukleäre Färbung hier nicht darstellbar. Anders als die oben beschriebene, ATM-

unabhängige, diffuse nukleäre Induktion von γ-H2AX, ist die im Rahmen dieser Arbeit 

nachgewiesene Induktion von γ-H2AX-Foci ATM-abhängig. Dies konnte dadurch 

gezeigt werden, dass die Induktion von γ-H2AX-Foci durch Zugabe des ATM/ATR-

Inhibitors Coffein unterdrückt werden konnte (siehe Abbildungen 5-19 und 6-10). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 6-10: Coffein unterdrückt die UV-abhängige Induktion von γ-H2AX-Foci in 

CHO-9 Zellen(eigen Daten, siehe auch Abb. 5-19) 

 

6.3 γ-H2AX-Foci nach Einwirken von Methylmethan-

sulfonat auf CHO-Zellen 

Nach Behandlung von CHO-Zellen mit MMS werden γ-H2AX-Foci induziert. Die 

Anzahl dieser γ-H2AX-Foci ist proportional zu der verwendeten Dosis an MMS und ist 

teilweise replikationsabhängig (siehe Abbildung 5-26). MMS verursacht 3,7 ± 0,5 

(Mittelwert ± SEM) γ-H2AX-Foci pro 1 mM. Diese Beobachtung lässt sich dadurch 

erklären, dass MMS zu unterschiedlichen Arten von Läsionen führt, welche teilweise 

direkt, teilweise replikationsabhängig zu DNA-Doppelstrangbrüchen führen. 

MMS verursacht, wie bereits in der Einleitung zu dieser Arbeit dargestellt, vor allem 

N-Alkylierungen an DNA-Basen (Friedberg et al., 1995; Kaina et al., 1993). Diese 

Läsionen können, wenn sie nicht zuvor repariert werden, die DNA-Replikation sterisch 
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behindern und zur Blockade von Replikationsgabeln führen (Friedberg et al., 2006; 

Kaina et al., 1997; Kaina, 2004). Analog zu den Vorgängen bei durch UV-induzierte 

Läsionen arretierten Replikationsgabeln (siehe oben) kann die sterische Blockade durch 

N-alkylierte Basen ebenfalls zu DNA-Doppelstrangbrüchen führen (Kaina, 2004). Da 

dieser Mechanismus nicht ohne Einwirken des Replikationsapparates zu 

Doppelstrangbrüchen führt, lässt sich damit die (teilweise) Replikationsabhängigkeit der 

beobachteten γ-H2AX-Foci erklären. 

Die durch MMS verursachten Läsionen werden durch den BER-Mechanismus repariert 

(Christmann et al., 2003; Friedberg et al., 2006). Dabei wird, wie in der Einleitung zu 

dieser Arbeit beschrieben, die geschädigte Base entfernt und eine abasische Stelle in 

dem betreffenden DNA-Strang erzeugt, welche in weiteren Schritten repariert wird. 

Erfolgt diese Reparatur der abasischen Stelle nicht, so kann diese durch Ringöffnung 

der Desoxyribose zu einem DNA-Einzelstrangbruch führen (Friedberg et al., 2006).  

Trifft eine Replikationsgabel auf einen nicht reparierten DNA-Einzelstrangbruch (der 

als Intermediat während einer Exzisionsreparatur auftreten kann) oder eine andere 

blockierende Läsion, so kann diese Replikationsgabel, wie in Abbildung 6-11 

dargestellt, kollabieren, was zu einem DNA-Doppelstrangbruch führt (Friedberg et al., 

2006; Kuzminov, 2001). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 6-11: Kollaps einer Replikationsgabel an einem DNA-Einzelstrangbruch 

(nach: Friedberg et al., 2006); A: Einzelstrangbruch am Verzögerungs-

strang; B: Einzelstrangbruch am Führungsstrang 

 

Die Bildung von reparaturabhängigen Einzelstrangbrüchen ist in CHO-Zellen bereits 

unmittelbar nach Beendigung der MMS-Exposition nachweisbar. Sie ist 4 Stunden 
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danach stark ausgeprägt und kann auch in unmittelbarer räumlicher Beziehung zu 

Replikationsgabeln nachgewiesen werden (Nikiforov et al., 2004). Wie von Pascucci et 

al., 2005 beschrieben wurde, entstehen aus solchen reparaturabhängigen DNA-

Einzelstrangbrüchen, wenn sie nicht zuvor repariert wurden, während der Replikation 

DNA-Doppelstrangbrüche. Der replikationsabhängige Anteil an den im Rahmen dieser 

Arbeit beobachteten γ-H2AX-Foci lässt sich durch DNA-Doppelstrangbrüche erklären, 

die auf dem hier beschriebenen Weg entstanden sind. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 6-12: Entstehung von DNA-Doppelstrangbrüchen aus anderen einander 

benachbarten Läsionen (aus: Terato und Ide, 2004) 

 

Neben den oben dargestellten replikationsabhängigen Mechanismen können 

MMS-induzierte Läsionen auch replikationsunabhängig DNA-Doppelstrangbrüche 

verursachen. Da wie oben erwähnt im Rahmen von Reparaturvorgängen intermediär 

DNA-Einzelstrangbrüche verursacht werden. Wenn mehrere Läsionen auf beiden DNA-
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Strängen vorliegen, so können mehrere Exzisionsschritte zur Bildung von 

überlappenden DNA-Einzelstrangbrüchen führen, den Zusammenhalt des gesamten 

Strangs kompromittieren und zur Bildung eines DNA-Doppelstrangbruches führen kann 

(Coquerelle et al., 1995; Friedberg et al., 2006, siehe Abbildung 6-12). Auf diese Weise 

lassen sich auch die bei nichtproliferierenden Zellen nachweisbaren γ-H2AX-Foci 

erklären. 

 

6.4 γ-H2AX-Foci nach Einwirken von N-methyl-N'-nitro-

N-nitrosoguanidine auf CHO-Zellen 

Auch nach Exposition von CHO-Zellen mit MNNG lassen sich bereits kurz nach 

Beendigung der Exposition γ-H2AX-Foci nachweisen. Bei den hier verwendeten 

Konzentrationen von MNNG zeigt sich dabei eine dosisabhängige, sättigbare 

Dosiswirkungsbeziehung (siehe Abbildung 5-29). Dies ließe sich dadurch erklären, dass 

MNNG hauptsächlich nach Aktivierung durch zelluläre Thiole wirkt (Friedberg et al., 

2006), wie in der Einleitung zu dieser Arbeit beschrieben. Im zeitlichen Verlauf 

verhalten sich die MNNG-induzierten γ-H2AX-Foci ähnlich wie die durch MMS 

induzierten (siehe Abbildungen 5-25 und 5-28). 

Die wichtigste mutagene Läsion, die durch MNNG induziert wird, stellt das 

O6-Methylguanin (O6-Meg) dar. Diese Läsion kann, wie in Kapitel 2 beschrieben, durch 

das Reparaturprotein MGMT zu Guanin demethyliert und damit repariert werden 

(Kaina und Christmann, 2002). Geschieht dies nicht, so kann O6-Meg im Rahmen der 

DNA-Replikation mit T fehlpaaren (siehe Abbildung 6-13). Diese Fehlpaarung 

unterliegt den Mechanismen der Fehlpaarungsreparatur (MMR). O6-Methylguanin 

verursacht dabei fehlerhafte MMR-Zyklen, bei denen statt des O6-Meg das fehlerhaft 

eingebaute T entfernt und wieder eingefügt wird (Drablos et al., 2004; Kaina, 1998). 

Nach mehreren derartigen Zyklen kann es dann zur Bildung von Einzelstrangbrüchen 

kommen (Friedberg et al., 2006; Kaina, 2004). Diese wiederum können wie oben 

beschrieben Ursache von DNA-Doppelstrangbrüchen sein, wobei diese sehr 

wahrscheinlich replikationsabhängig entstehen (Roos et al., 2004).  

Die mutagene und toxische Wirkung von MNNG ist im zweiten auf die Exposition 

folgenden Zellzyklus deutlich ausgeprägter als in dem Zyklus, in dem die Exposition 

erfolgt (Kaina und Aurich, 1985; Kaina et al., 1993). Durch MNNG induzierte 

γ-H2AX-Foci lassen sich allerdings bereits kurz nach Beendigung der einstündigen 
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MNNG-Exposition nachweisen (siehe Abbildung 5-28, Stojic et al., 2004). Diese 

γ-H2AX-Foci lassen sich mit durch oben dargestellte Mechanismen verursachten 

DNA-Doppelstrangbrüchen erklären. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 6-13: Bildung von DNA-Doppelstrangbrüchen (dsb) als Folge von wiederholten 

MMR-Zyklen nach Bildung von O6-MeG durch MNNG. Dies geschieht 

replikationsabhängig und hauptsächlich im zweiten auf die Exposition 

folgenden Zellzyklus (aus: Kaina et al., 1997) 

 

6.5 Abschließende Bewertung 

Die Darstellung von γ-H2AX-Foci eignet sich zur Darstellung von DNA-Schäden nach 

Einwirken verschiedener gentoxischer Agentien. Wie im Rahmen dieser Arbeit bestätigt 

werden konnte, induziert ionisierende Strahlung γ-H2AX-Foci in einem der applizierten 

Dosis proportionalen Umfang. Dabei entspricht die beobachtete Anzahl an γ-H2AX-

Foci pro 1 Gy applizierter Strahlung der erwarteten Anzahl an DNA-

Doppelstrangbrüchen. Es ist in der Literatur allgemein akzeptiert, dass γ-H2AX-Foci 

nach Einwirken von ionisierender Strahlung in der Umgebung von DNA-

Doppelstrangbrüchen entstehen (siehe Kaptel 6-1).  

Andere gentoxische Agentien, wie UV-Strahlung, MMS und MNNG induzieren 

ebenfalls die Bildung von γ-H2AX-Foci. Wie oben diskutiert wurde, ist die Bildung 
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dieser γ-H2AX-Foci durch die Bildung von DNA-Doppelstrangbrüchen im Rahmen von 

Reparaturvorgängen und in größerem Maße an arretierten Replikationsgabeln erklärbar. 

Während diese Erklärung von einem großen Teil der vorliegenden Literatur unterstützt 

wird (beispielsweise in: Burma et al., 2001; Fernandez-Capetillo et al., 2004; Foster 

und Downs, 2005; Furuta et al., 2003; Halicka et al., 2005; Huang et al., 2005; Paull et 

al., 2000; Redon et al., 2002; Stucki und Jackson, 2006; Takahashi und Ohnishi, 2005; 

Ward und Chen, 2001), gibt es einige Autoren, die bezweifeln, dass γ-H2AX 

ausschließlich durch DNA-Doppelstrangbrüche induziert wird. Marti et al., 2006 

konnten zeigen, dass UVC neben der replikationsabhängigen Induktion von 

abgrenzbaren nukleären Foci auch ein anderes Verteilungsmuster der Phosphorylierung 

von H2AX verursacht. Während replikationsabhängig die auch im Rahmen dieser 

Arbeit beobachteten nukleären Foci gebildet werden, konnten Marti et al., 2006 

während der G1-Phase eine diffuse Phosphorylierung von γ-H2AX beobachten. Stojic et 

al., 2004 diskutieren die von ihnen beobachtete Bildung von γ-H2AX-Foci nach 

MNNG-Exposition als durch nichtreparable Läsionen verursacht, die nicht als DNA-

Doppelstrangbrüche gedeutet werden könnten. 

Die Quantifizierung von γ-H2AX eignet sich daher zur Darstellung von durch 

ionisierende Strahlung, UV-Strahlung sowie Alkylantien erzeugten Effekten. Eine 

abschließende Klärung, ob durch die hier angewandte Methode selektiv DNA-

Doppelstrangbrüche detektiert werden, steht aber weiterhin aus. 
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7 Zusammenfassung 
 

Wie im Rahmen dieser Arbeit bestätigt werden konnte, eignet sich die Quantifizierung von γ-

H2AX-Foci mittels Immunfluoreszenz zur Quantifizierung von DNA-Doppelstrangbrüchen, 

welche durch ionisierende Strahlung erzeugt werden. Dabei erzeugt ein Gy Strahlung der 

verwendeten 60Co-Quelle 33,8 ± 2,1 DNA-Doppelstrangbrüche. 

Durch UV-Strahlung sowie alkylierende Substanzen wie MMS und MNNG werden in 

CHO-Zellen γ-H2AX-Foci induziert. Die Anzahl der induzierten γ-H2AX-Foci ist Dosis- und 

replikationsabhängig. Die im Rahmen dieser Arbeit erhobenen Daten sprechen für eine 

Phosphorylierung von H2AX an Läsionen, welche die DNA-Replikation beeinträchtigen und 

insbesondere aktive Replikationsgabeln blockieren. Diese Läsionen können zu 

DNA-Doppelstrangbrüchen an blockierten Replikationsgabeln führen 

H2AX wird in der unmittelbaren Umgebung von DNA-Doppelstrangbrüchen zu γ-H2AX 

phosphoryliert und eignet sich damit zur Quantifizierung dieser Läsionen. Ob γ-H2AX 

ausschließlich an DNA-Doppelstrangbrüchen phosphoryliert wird, oder auch an anderen 

Läsionen ist in der Literatur umstritten. Die bis dato publizierte Literatur geht mehrheitlich 

davon aus, dass γ-H2AX einen ausschließlichen Marker von DNA-Doppelstrangbrüchen 

darstellt (Burma et al., 2001; Fernandez-Capetillo et al., 2004; Foster und Downs, 2005; 

Furuta et al., 2003; Halicka et al., 2005; Huang et al., 2005; Paull et al., 2000; Redon et al., 

2002; Stucki und Jackson, 2006; Takahashi und Ohnishi, 2005; Ward und Chen, 2001). 

Neuere Arbeiten postulieren jedoch, dass H2AX auch durch andere, bisher nicht genau 

klassifizierte, Störungen der Chromatinstruktur phosphoryliert wird (Marti et al., 2006; Stojic 

et al., 2004). Die im Rahmen dieser Arbeit dargestellten Ergebnisse mit UV-Strahlung und 

den Alkylantien MMS und MNNG lassen sich gut durch die teils direkte, größtenteils jedoch 

replikationsabhängige Bildung von DNA-Doppelstrangbrüchen an blockierten 

Replikationsgabeln erklären. Ausschließen lässt sich die Hypothese, dass die beobachteten γ-

H2AX-Foci auch aufgrund anderer Läsionen entstehen, auf Grundlage der erhaltenen Daten 

nicht.  

Die Quantifizierung von γ-H2AX eignet sich zur Darstellung von durch ionisierende 

Strahlung, UV-Strahlung sowie Alkylantien erzeugten Effekten. Eine abschließende Klärung, 

ob durch die hier angewandte Methode selektiv DNA-Doppelstrangbrüche detektiert werden, 

steht aber weiterhin aus. 
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