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1. Einleitung 

1.1. UV-Strahlung 

Ultraviolette Strahlen gehören zum Spektrum der elektromagnetischen Strahlung. Es 

sind elektromagnetische Wellen, deren Frequenzen oberhalb derer des sichtbaren 

Lichtes liegen (� � 400 nm) und die bis hin zu den Frequenzen weicher Röntgenstrahlen 

reichen (� � 30 nm). Quelle dieser Strahlung auf der Erde ist in erster Linie die Sonne. 

UV wird in vier Wellenlängenbereiche unterteilt; UVA (315-400 nm), UVB (280-315 nm), 

UVC (200-280 nm) und VUV (100-200 nm). Der größte Teil der Solarstrahlung wird von 

der Ozonschicht der Stratosphäre absorbiert oder in den Weltraum zurück reflektiert, so 

dass nur etwa 5 % des solaren UV-Lichts die Erdoberfläche erreichen. Bei der 

Absorption findet eine Spaltung des Ozon in Sauerstoff und ein Sauerstoffradikal statt. 

Hieraus ergibt sich, daß der Ozongehalt der Stratosphäre die UV-Transmission direkt 

beeinflußt. In der auf die Erdoberfläche auftreffenden Strahlung entfallen 95% auf UVA 

und 5% auf UVB-Strahlung, wogegen die energiereiche, kurzwellige UVC-Strahlung 

komplett absorbiert wird. Die Stärke der auf die Erde auftreffenden UV-Strahlung wird 

von mehreren Faktoren beeinflußt: je höher der Sonnenstand, je geringer der 

Ozongehalt in der Stratosphäre und je geringer der Bewölkungsgrad, desto mehr UV-

Licht erreicht die Erdoberfläche (Frederick, 1993).  

1.2. UV-Strahlung und ihre Einflüsse auf Zellen und den Organismus 

Die Einflüsse der UV-Strahlung auf die Gesundheit des Menschen werden auf direktem 

Weg durch zwei Organ-Systeme vermittelt, welche die Bestrahlung erhalten: durch die 

Haut und die Augen. Diese Systeme sind im allgemeinen entweder an die Strahlung gut 

angepaßt (Haut) oder vor ihr gut geschützt (Augen). In der Haut entsteht unter 

Einwirkung des UV-Lichts Vitamin D3, ohne diese Bestrahlung resultiert eine gestörte 

Calciumhomeostase mit Folgen bis zur Rachitis oder Osteomalazie. Desweiteren wirkt 

UV-Strahlung immunmodulierend (Finlay-Jones und Hart, 1998), sie hat Einfluß auf die 

Hautalterung (Scharffetter-Kochanek et al., 2000) und sie kann Neoplasmen induzieren. 

Am Auge vermag sie Katarakte und Retinaschäden zu verursachen.  
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Für die schädlichen Wirkungen der UV-Strahlung auf zellulärer Ebene ist die selektive 

Absorption durch Chromophore verantwortlich. Das wichtigste Chromophor ist hierbei 

das menschliche Erbmaterial, die Desoxyribonukleinsäure (DNA), deren 

Absorptionsmaximum bei 254 nm liegt. Im Wellenlängenbereich von 200 bis 260 nm 

bestimmen die Basen das Absorptionsverhalten der DNA, während unter 200 nm die 

Zuckerphosphate des DNA-Rückgrats die UV-Strahlung absorbieren. Auf eine 

Schädigung der DNA kann die betroffene Zelle je nach applizierter Dosis, Grad der 

Schädigung, Reparaturkapazität und proliferativer Aktivität der Zelle unterschiedlich 

reagieren. So kann die geschädigte DNA repariert werden und die Zelle sich erholen 

oder die Schäden werden nicht rechtzeitig repariert sondern während folgender 

Zellteilungen als Mutation fixiert. Eine weitere Möglichkeit ist, daß die Zelle zwar die 

Bestrahlung überlebt, sich jedoch nicht mehr teilen kann (Reproduktionsinaktivierung) 

oder die Bestrahlung zum unmittelbaren Zelltod (Apoptose) führt. 

Die durch ein Ausdünnen der Ozonschicht vermehrte Zunahme auf die Erde 

auftreffender UVB-Strahlung wird allgemein für das prognostizierte Auftreten erhöhter 

Hautkrebsraten bis zum Jahre 2020 verantwortlich gemacht. Allerdings spielt nicht allein 

diese Erhöhung der potentiell gefährlichen Strahlung eine bedeutende Rolle, vielmehr 

kommen in der westlichen Welt ein besonderes Schönheitsideal und ein geändertes 

Freizeitverhalten der Menschen hinzu, was durch Reisen in tropische Länder, intensives 

Sonnenbaden und Besuche im Solarium zu hohen UV-Expositionen hellhäutiger 

Menschen führt. In den letzten Jahren hat sich das Bewußtsein des Menschen für die 

Risiken, denen er in seiner natürlichen Umwelt ausgesetzt ist, geschärft, und 

Schlagworte wie Ozonverlust, UV-Index, Sonnenbrand und Lichtschutzfaktoren sowie 

Hautkrebs sind in aller Munde. 

Der häufigste Hautkrebs ist das Basaliom. Seine Inzidenz beträgt 90 Fälle pro 100.000 

Einwohner jährlich. Das Spinaliom hat eine Inzidenz von 15 Fällen pro 100.000 und das 

maligne Melanom schließlich zeigt 10 Neuerkrankungen pro 100.000 Einwohner jährlich. 

Dennoch gilt dem Melanom die wohl größte Aufmerksamkeit unter den genannten 

Erkrankungen, da seine Mortalität 25% beträgt und seine Inzidenz in den letzten 40 

Jahren um das Zehnfache gestiegen ist (Rauterberg und Jung, 1993). 

Das Spinaliom tritt deutlich häufiger bei Menschen auf, die einerseits einen hellen 

Hauttyp haben (Hauttyp I) und andererseits in ihrem Leben z.B. berufsbedingt eine hohe 
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Gesamt-UV-Exposition erhalten. Auch tritt dieser Tumor vor allem an Stellen des 

Körpers auf, die dem Sonnenlicht besonders stark ausgesetzt sind, wie z.B. auf den 

Schultern oder an den Händen (Lear et al., 1998). Das Basaliom tritt bevorzugt am Kopf 

auf. Hier scheint ein Zusammenhang mit häufigen Sonnenbränden gerade im 

Kindesalter zu bestehen (Scotto und Fears, 1987). Während bei den erstgenannten 

Neoplasmen die Beziehung zwischen UV-Exposition und Krebsentstehung weitgehend 

unstrittig scheint, bleiben beim malignen Melanom Fragen offen (De Gruijl, 1999; Green 

et al., 1999). Für diesen Tumor wurden bislang Spekulationen dahingehend angestellt, 

daß weniger die insgesamt absorbierte UV-Dosis oder ausschließlich UVB die 

entscheidende Rolle spielen. Vielmehr stellen einzelne, hohe Dosen und das Alter bei 

Absorption sowie eine genetische Disposition wesentliche Faktoren dar (Woodhead et 

al., 1999). Statistisch ist gesichert, daß das Melanom häufiger an stark 

sonnenexponierten sowie an schwach pigmentierten Körperregionen auftritt. Ebenfalls 

steigt die Inzidenz der Erkrankung mit der Nähe zum Äquator. Ein weiterer Hinweis auf 

einen Zusammenhang zwischen dem malignen Melanom und UV-Strahlung ist das 

Ansteigen der Inzidenz des Tumors 9 bis 12 Jahre nach einer Phase besonders starker 

Sonneneinstrahlung (Houghton et al., 1981). Wenn man diese Daten berücksichtigt, ist 

ein Einfluß der UV-Strahlung auf die Entstehung des malignen Melanoms nicht zu 

bestreiten. Man geht heute allerdings eher von einer Mitwirkung der UV-Strahlung im 

Sinne eines Kofaktors oder Promoters denn als einer initialen Ursache aus (Lee, 1992). 

Im übrigen wird vermehrt diskutiert, daß nicht nur der steigende Anteil an kurzwelliger 

UVB-Strahlung für die erhöhte Inzidenz der Hautneoplasien verantwortlich zu machen 

ist, sondern daß der Effekt von UVA sowie eventuell sogar sichtbarem Licht bislang 

unterschätzt wurde (Woodhead et al., 1999). So wurden bereits Hinweise auf ein 

Ansteigen der Karzinogenese unter UVA bei haarlosen Mäusen gefunden (de Laat et 

al., 1997). Dies würde auch die schützende Wirkung von handelsüblichen 

Sonnenschutzmitteln in Frage stellen, da diese überwiegend einen Schutz im UVB-

Bereich darstellen ( Seite et al., 2000). 

1.3. DNA Schäden und ihre Reparatur  

Um das karzinogene Potential der UV-Strahlung besser zu verstehen, ist es notwendig, 

die Prozesse zu untersuchen, die auf zellulärer Ebene und insbesondere am Erbgut, der 
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DNA, ablaufen, wenn Strahlung auftrifft. Die Einwirkung energiereicher Strahlung auf die 

DNA des Menschen führt zu deren Schädigung, wobei Art und Ausmaß der Schäden 

sowohl von der Qualität (UVC, UVB, UVA) als auch von der Menge der Strahlung 

abhängig sind. Als induzierte photochemische Veränderungen an der DNA gelten z. B. 

Brüche der Nukleotidketten, Veränderungen der Basen sowie intra- und intermolekulare 

Verknüpfungen (Slieman et al., 2000). Diese Schäden können zu Störungen der DNA-

Replikation führen, weil sie die DNA-Polymerase in ihrer Funktion blockieren. Im Bereich 

von UVC und UVB dominieren Cyclobutandimere (CPDs) und (6-4)-Photoprodukte 

(Yoon et al., 2000), während im UVA-Bereich eine Dominanz oxidativer Schäden 

feststellbar ist (McBride et al., 1991). Bei der Bestrahlung mit simuliertem Sonnenlicht 

zeigt sich ein Überwiegen der Cyclobutan-Pyrimidin-Dimere, hier sind (6-4)-

Photoprodukte selten (Yoon et al., 2000). Die Bestrahlung mit UV oder natürlichem 

Sonnenlicht kann also entweder direkt zu Strangbrüchen führen, oder über die 

oxidativen Schäden und das Entfernen der Cyclobutan-Pyrimidin-Dimere Strangbrüche 

verursachen.  

Abbildung 1.1: Mögliche Schäden an der DNA durch Einwirkung energiereicher 

Strahlung oder anderer Agentien 
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Die DNS stellt das Target für die Wirkung energiereicher Strahlung dar. 

Dominierende Schäden nach Exposition mit UVC und UVB-Strahlung sind DNS-

Strangvernetzungen und Vernetzungen mit den die DNA umgebenden Proteinen. Im 

Wellenlängenbereich des UVA wird die Wirkung oxidierender Radikale, deren Angriff 

auf die DNA zu Brüchen in den Nukleotidketten führen kann, diskutiert. 

Vorherrschend, auch bei Bestrahlung mit ionisierender Strahlung, sind 

Einzelstrangbrüche, die, wenn sie in hoher Zahl vorkommen und auf den 

gegenüberliegenden Strängen nah benachbart sind, auch zur Bildung von 

Doppelstrangbrüchen führen können. Die Entstehung dieser Schäden ist nicht nur 

nach Strahlenexposition zu erwarten; sie treten auch nach Kontakt mit einer Reihe 

von chemischen Agentien und als Folge einer spontanen genetischen Instabilität auf. 

In gewissem Maße entstehen auch einige der DNA-Veränderungen, z.B. 

Einzelstrangbrüche, durch DNA-abhängige Stoffwechselreaktionen.  

 

Menschliche Zellen sind, wie auch Bakterienzellen, in der Lage, induzierte DNA-

Schäden aus ihrem Genom zu entfernen, bevor diese durch eine DNA-Replikation 

manifest werden. Notwendig dazu sind die entsprechenden enzymalen Mechanismen, 

da für die bestrahlte Zelle die fehlerfreie Wiederherstellung der DNA von fundamentaler 

Bedeutung ist. Diese immense Bedeutung, die den Reparaturmechanismen zur 

Erhaltung der Stabilität der Erbinformation zukommt, wird durch einen hohen 

Homologiegrad der einzelnen Enzyme der unterschiedlichen Reparaturwege von 

Bakterien und Hefen bis zum Menschen unterstrichen (Batty et al., 2000). Nur einige 

wenige Enzyme erkennen einen spezifischen Schaden, wie z.B. die O6-Methylguanin-

DNA Methyltransferase das Vorliegen von O6-Methylguanin, und eliminieren ihn. Die 

Mehrzahl der DNA-Veränderungen werden auch nicht von einzelnen Enzymen sondern 

über komplexe enzymatisch gesteuerte Reparaturwege beseitigt. Im Zuge der 

Basenexzison (BER) wird die N-glycosidische Bindung zwischen einer fehlerhaften Base 

und der Deoxyribose durch eine Glycosylase, z.B. eine Uracilglycosilase, hydrolysiert. 

Die dadurch entstandene Fehlstelle wird von einer AP-Endonuklease erkannt, daraufhin 

wird das DNA-Rückgrat eingeschnitten, worauf die Polymerase � das fehlende Nukleotid 

in die entstandene Lücke einpaßt, eine Desoxyribophosphodiesterase den überzähligen 

Phosphatrest entfernt und eine DNA-Ligase die Lücke endgültig schließt. Alternativ 

 11



können auch längere Reparatursequenzen von den Polymerasen � oder � und PCNA 

als deren Co-Faktor generiert werden (Hunting et al., 1991). Ein biologisch besonders 

bedeutsamer Vorgang ist die Nukleotidexzisonsreparatur (NER). Dies ist ein komplexer 

Reparaturvorgang, bei dem ein Multienzymkomplex den DNS-Schaden erkennt, die 

DNS zu beiden Seiten des Schadens einschneidet und zwischen diesen beiden 

Schnitten ein Oligonukleotid entfernt. Die entstandene Lücke wird auch hier durch eine 

Polymerase gefüllt und durch eine Ligase verschlossen. Ein Bestandteil des 

Multienzymkomplexes ist u.a. der aus neun Untereinheiten bestehende basale 

Transkriptionsfaktor TFIIH, der in ungeschädigter DNA seine Funktion in der frühen 

Stufe der Proteinsynthese, nämlich der DNA-Transkription, erfüllt (Schultz et al, 2000). 

Bei Vorliegen von DNA-Veränderungen wird TFIIH modifiziert und erlangt seine 

Reparaturaktivität. Die Verwendung des gleichen Faktors an zentraler Stelle sowohl in 

Transkription und Reparatur vermeidet eine Neusynthese von Reparaturenzymen und 

erklärt die schnelle Reaktivität der Zellen auf das Vorliegen von DNA-Schädigungen, 

speziell in aktiv transkribierter DNA.  

Neben den genannten Reparaturwegen existieren weitere Mechanismen, welche die 

Beseitigung von DNA-Schäden nach einer DNA-Replikation ermöglichen. Allerdings sind 

alle diese Mechanismen nicht unbedingt fehlerfrei, konsequenterweise können 

Mutationen (also Fehler) im Genom verbleiben. So werden Mutationen in verschiedenen 

Proto-Onkogenen und Tumorsuppressorgenen für die Entstehung maligne entarteter 

Zellen verantwortlich gemacht. 
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Abbildung 1.2: Reparaturmechanismen nach Schädigung der DNA durch Bestrahlung 

 

Einige seltene humane Erbkrankheiten gehen mit Mutationen in Genen des 

Nukleotidreparaturwegs einher. Die Erkrankung Xeroderma pigmentosum (XP), die mit 
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einer Sonnenlichtempfindlichkeit und erhöhten Rate an Hauttumoren korreliert, wird 

durch Mutation in einem von 7 Genen (XPA-XPG) bestimmt. Von den XP Genprodukten 

stellen XPA, XPC, XPF, und XPG einzelne Proteine des NER-Multienzymkomplexes 

dar; XPB und XPD sind Untereinheiten des Transkriptionsfaktors TFIIH (Coin et al., 

1999). Zwei weitere durch NER-Defekte bedingte Erbkrankheiten sind das Cockayne 

Syndrom (CS) und die Trichothiodystrophie (TTD), beides Erkrankungen die keine 

erhöhte Tumorinzidenz aufzuweisen scheinen (Berneburg et al., 2000). Warum sich die 

verschiedenen Formen der Xeroderma pigmentosum klinisch teilweise deutlich 

voneinander und von Cockayne-Syndrom und Trichothiodystrophie unterscheiden, ist 

derzeit noch nicht abschließend geklärt. Ein eindeutiger Zusammenhang zwischen dem 

Genlocus der Mutation und der klinischen Manifestation konnte bislang zumindest noch 

nicht hergestellt werden (Cleaver, 2000; de Boer und Hoeijmakers, 2000). 

1.4. Veränderungen der terrestrischen UV-Strahlung 

Die Quelle der ultravioletten Strahlung auf der Erde ist die Sonne. Der größte Teil, circa 

95% der Strahlung, werden entweder an der Erdatmosphäre reflektiert oder dort 

absorbiert. Die Menge und die Qualität des auftreffenden UV-Lichts hängt von mehreren 

Einflüssen ab. Die Intensität der Strahlung ist abhängig vom Sonnenstand, vom Grad 

der Bewölkung sowie von der Zusammensetzung der Luft im erdnahen Bereich. Hier 

scheint die durch den Menschen verursachte Luftverschmutzung in städtischen 

Regionen die Transmission der UV-Strahlung zu blockieren (Coldiron, 1996). 

Reflektierende Oberflächen erhöhen dagegen die gemessene Strahlung über der 

Erdoberfläche. 

Ein weiterer Faktor, der für die Intensität der ultravioletten Strahlung von größter 

Bedeutung ist, ist die Konzentration des Ozon in der Stratosphäre. Ozon absorbiert UV-

Licht und wird bei dieser Absorption selbst gespalten. 

In den vergangenen Jahren haben Meßdaten von Stationen an verschiedenen Orten auf 

der Erde den Zusammenhang zwischen der Minderung des Ozon in der Stratosphäre 

und der Veränderung der spektralen Zusammensetzung hin zu kürzeren Wellenlängen 

des UV-Lichts belegt (Moseley, 1997; Coldiron, 1996). 
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Die Ozonkonzentration, welche die Erde vor UV-Strahlung schützt, hat in den letzten 10 

Jahren global um durchschnittlich 3 % abgenommen, ein Phänomenen, das nicht mit 

natürlichen Schwankungen von Sonnenzyklus, Vulkanaktivität, oder atmosphärischen 

Zirkulationen erklärt werden kann. Vielmehr ist der Mensch als Verursacher der 

Ozonzerstörung durch atmosphärische Freisetzungen von langlebigen FCKWs, die in 

der Stratosphäre an der Bildung hoch reaktiver Chlor-Radikale beteiligt sind, zu nennen. 

FCKW werden seit ca. 60 Jahren chemisch hergestellt und haben vielfältige 

Verwendung z.B. als Treibmittel in Sprühdosen oder als Kühlflüssigkeit in 

Kühlschränken gefunden. Daß sie entscheidend an der Zerstörung der Ozonschicht 

beteiligt sind, darf als belegt gelten. 1995 erhielten Crutzen, Rowland und Molina den 

Nobelpreis für ihren Nachweis, daß FCKW durch UV-Licht gespalten werden und daß 

die dabei frei werdenden Radikalen Ozon spalten (Crutzen, 1986). Die chemisch 

äußerst stabilen FCKW gelangen bei Freisetzung auf der Erde bis in die Stratosphäre 

und verbleiben dort für etwa dreißig Jahre. 
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Abbildung 1.3: Ozonkonzentration über der südlichen Hemisphäre am 13.10.2000 

Seit den initialen Untersuchungen des Nobelpreisträgers Paul Crutzen und dem Schock 

der Entdeckung des Ozonloches über der Antarktis mit Ozondichten unter einen Wert 

von 200 Dobson-Einheiten im Jahr 1985 (Farman et al., 1985) wurden zahlreiche 

internationale Vereinbarungen zum Schutz der globalen Ozonschicht getroffen. Auf der 

Konferenz von Montreal wurden 1987 erste Maßnahmen zur Reduktion des FCKW-

Ausstoßes in Form des Montrealprotokolls beschlossen. Eine wesentlich striktere 

Vereinbarung ist der Kopenhagener Vertrag, welcher im Rahmen der Wiener 

Konvention erarbeitet wurde. Wenn dieser umgesetzt wird, sollte im Jahr 2000 das 

Minimum des Ozongehalts erreicht sein. In diesem Fall müßte man davon ausgehen, 

daß die höchste Inzidenz an Neoplasien der Haut im Jahre 2060 erreicht wäre, mit einer 

relativen Steigerung von 10%. Bei Nichtbeachtung des Protokolls kann mit einer 
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Verdopplung bis Vervierfachung der Inzidenz bis zum Jahr 2100 ausgegangen werden 

(Slaper et al., 1996). 

Abbildung 1.4: Geschätzte Entwicklung der Inzidenz von Neoplasien der Haut bei 

verschiedenen Ozonkonzentrationen in der Stratosphäre 

1.5. Biologische Dosimetrie 

Das Abschätzen von Gesundheitsrisiken durch Strahlung oder auch Chemikalien 

konzentriert sich auf die onkogenen, mutagenen und teratogenen Effekte dieser 

Einflüsse. Das Entdecken und Messen von DNA-Strangbrüchen zählt zweifellos zu den 

wichtigsten Feldern der Photobiologie, insbesondere wenn die Induktion und Reparatur 

von Schäden mit biologischen Endpunkten wie Zellinaktivierung oder zellulärer Erholung 

in Verbindung gebracht werden können.(Lett, 1981; Ahnström, 1988; Olive, 1992) In 

diesem Zusammenhang können wichtige Themen angesprochen werden:  

• Ausgangspunkte für Zelltod und Chromosomenaberration müssen identifiziert und 

quantifiziert werden. 
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• Zelltod und Apoptose müssen mit Art und Ausmaß der DNA-Schäden im gleichen 

Dosisbereich korreliert werden. 

Somit werden zur biologischen Dosimetrie und Risikoabschätzung Methoden benötigt,, 

welche dosisabhängige Effekte beschreiben. Die Abhängigkeiten zwischen Dosis, Effekt 

und Reparaturvorgängen, wie sie durch verschiedene Methoden ermittelt werden, sollen 

analysiert werden, um einen besseren Einblick in die Art und das Ausmaß von DNA-

Schäden zu gewinnen. Hierdurch sollte es möglich werden, Informationen über die 

verschiedenen Wirkungsweisen unterschiedlicher Strahlungen und auch über die von 

ihnen induzierten Schäden zu erhalten. Es werden verläßliche Verfahren benötigt, um 

Aussagen über die Photosensitivität und das Risiko, Tumoren zu entwickeln, machen zu 

können.  

Weil DNA-Strangbrüche in der Mutagenese und Onkogenese eine entscheidende Rolle 

spielen sind ihre Dosis-Effekt-Beziehungen und die hiermit zusammenhängenden 

Reparaturprozesse wichtige Indikatoren im Hinblick auf die zelluläre Reaktion auf 

Bestrahlung. Strangbrüche entstehen in diesem Zusammenhang nicht nur unmittelbar 

durch die Strahlenwirkung, sondern auch durch Umwandlung anderer primärer DNA-

Schäden während der ablaufenden Reparaturvorgänge. Diese können somit ebenfalls 

durch die Messung der Strangbrüche erfaßt und quantifiziert werden. Dies alles 

unterstreicht die Bedeutung von Verfahren, die in der Lage sind, DNA-Strangbrüche 

schnell und zuverlässig zu messen. 

Bislang sind eine Vielzahl von Verfahren entwickelt worden, die dazu dienen, eine 

quantitative Messung von Strangbrüchen in Bakterien, Pilzen und auch in Säugerzellen 

zu ermöglichen. Diese Verfahren verwenden entweder neutrale oder alkalische 

Bedingungen zur Zellyse und DNA-Analyse. Unter neutralen Bedingungen verbleibt die 

DNA stets in doppelsträngigem Zustand. In diesem Fall ist es möglich, 

Doppelstrangbrüche zu messen. Die Methoden, die unter alkalischen Bedingungen 

durchgeführt werden, machen sich die Tatsache zunutze, daß es unter diesen 

Bedingungen zu einer Entwindung der DNA-Doppelhelix kommt. In diesem Fall wird es 

möglich, neben den Doppelstrangbrüchen auch die Einzelstrangbrüche und die 

alkalilabilen Läsionen zu messen.  
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Folgende Verfahren zur quantitativen Messung von Strangbrüchen sind in der Literatur 

bislang beschrieben: 

1. Eines der ersten Verfahren zur Messung von DNA-Strangbrüchen war die 

Sucrose-Dichte-Gradienten-Zentrifugation (McGrath und Williams, 1966, Lett, 

1981). Das Verfahren wurde bei Bakterien-DNA mit niedrigem Molekulargewicht 

eingesetzt, ist bei Säugern, deren DNA ein Molekulargewicht von etwa 1012 Da 

aufweist, jedoch anfällig gegen die dabei auftretenden Scherkräfte. Bei der 

Sucrose-Dichte-Gradienten-Zentrifugation werden darum extrem stabile, langsam 

rotierende Zentrifugen benötigt (Blöcher, 1982). Außerdem braucht man für die 

Messung der eingesetzten Radioaktivität einen Szintillationszähler. Das 

Verfahren ist also teuer und relativ anfällig. Der Dosisbereich, in dem das 

Verfahren angewendet wird, beträgt 5-150 Gy bei Säugerzellen (Blöcher und 

Pohlit, 1982). 

2. Das weltweit am häufigsten eingesetzte Verfahren ist die Filter Elution, die 1973 

in ihrer alkalischen Form (Kohn und Grimek-Ewig, 1973) und 1979 in ihrer 

neutralen Form (Bradley und Kohn, 1979) entwickelt wurde. Das Verfahren beruht 

auf der Annahme, daß die Elution von DNA durch einen Filter von der Länge der 

DNA-Fragmente und somit von der Zahl der Strangbrüche abhängig ist. Die Anteil 

der im Filter verbliebenen DNA an der Gesamt-DNA korreliert mit der Zahl der 

Strangbrüche. Bei diesem Verfahren ist ebenfalls eine radioaktive Markierung der 

DNA notwendig. Die Filter Elution ist in einem Dosisbereich von 1-20 Gy 

(alkalische Elution), bzw. 1-150 Gy (neutrale Form) anwendbar (Baumstark-Khan, 

1993). 

3. Die Hydroxyapatit Chromatographie von radioaktiv markierter, entwundener DNA 

mißt den Anteil doppelsträngiger DNA gegen den Anteil einzelsträngiger DNA 

nach Bestrahlung (Ahnström und Erixon, 1973). Hierzu werden verschieden 

konzentrierte Pufferlösungen verwendet. Die Methode ist relativ einfach zu 

handhaben, die Ergebnisse hängen von Temperatur, Pufferkonzentration und -

molarität und Dauer der Ultraschallbehandlung ab. Die Methode kann bei einem 

Dosisbereich von 1-50 Gy angewendet werden (Iliakis et al. 1992). 
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4. Die Pulsed-Field-Gel-Elektrophorese (Schwartz und Cantor, 1984; Carle et al., 

1986) wurde entwickelt, um eine Schwierigkeit zu minimieren, die bei der Filter 

Elution und der Sucrose-Dichte-Gradienten-Zentrifugation auftritt, die Scherkräfte. 

Das Prinzip des Verfahrens beruht auf der Bewegung von großen DNA-

Molekülen in Agarose-Gel. Diese Bewegung läßt sich durch elektrische Felder 

beeinflussen. Nach Fluoreszenz- oder radioaktiver Markierung der DNA läßt sich 

anhand der Wanderungsstrecke der DNA im Gel auf die Zahl der Strangbrüche 

zurückschließen. Die Sensitivität der Methode reicht bis auf 2-5 Gy (Ager und 

Dewey, 1990). 

5. Eine recht neue Methode im Bereich der Messung von Strangbrüchen ist die 

Nukleoid Sedimentation. Hierbei wird berücksichtigt, daß die DNA nicht nur eine 

Anordnung als Doppelhelix, sondern darüber hinaus durch Histone organisiert 

wird (Cook und Brazell, 1975; Pitout et al., 1982). Nach Bestrahlung werden aus 

dem Zellkern Nukleoide freigesetzt. Diese Freisetzung hängt von der Menge der 

Strangbrüche ab und wird durch Sedimentation gemessen. Die Methode ist mit 

einem Dosisbereich von 0,05 bis 5 Gy sehr sensitiv (Warters und Lyons, 1990; 

Warters und Bradley, 1992). 

Häufig werden also Verfahren verwendet, bei denen die DNA radioaktiv markiert wird, 

um die Szintillation zu messen. Bei diesen Verfahren entstehen allerdings Probleme 

durch die langen Halbwertszeiten der Radionuklide und durch den Anfall größerer 

Mengen kontaminierter Lösungen und Laborgeräte. Dies alles führt zu einem deutlich 

erhöhten Aufwand, was den Umgang mit den Substanzen und natürlich auch deren 

Entsorgung angeht. Um diese Schwierigkeiten zu umgehen wurden Methoden 

entwickelt, die die radioaktive Markierung der DNA durch eine Fluoreszenzfärbung 

ersetzen. Als Fluoreszenzfarbstoffe wurden beispielsweise Propidiumiodid und 

Ethidiumbromid verwendet. Ein weiterer Farbstoff ist das Bisbenzimid (Hoechst 

332258), welcher in dieser Arbeit zum Einsatz kam. Ein weiterer Vorteil der 

Fluoreszenzmarkierung im Gegensatz zur radioaktiven Markierung ist die Tatsache, daß 

auch nichtproliferierende Zellen benutzt werden können, die sich in Ruhephase 

befinden.  

 20



1.6. Die Fluoreszenz Analyse der DNA-Entwindung (FADU) 

Die in dieser Arbeit verwandte Methode der FADU (Fluorescent Analysis of DNA 

Unwinding) erfaßt Einzel- und Doppelstrangbrüche sowie alkalilabile Läsionen an DNA-

Strängen (Birnboim.und Jevcak, 1981). 

Das Verfahren beruht auf der zeitabhängigen Entwindung von DNA Doppelsträngen 

durch Lösen der Wasserstoffbrücken in alkalischer Lösung. 

Bereits im Jahr 1966 stellte Davison fest, daß die DNA Doppelhelix von Phagen eine 

zeitabhängige Entwindung zeigt, die quadratisch vom Molekulargewicht der 

untersuchten DNA abhängt (Davison, 1966). Demnach würde die vollständige 

Entwindung der doppelsträngigen DNA eines Säugers, mit einem Molekulargewicht von 

etwa 1011 Dalton, ungefähr ein halbes Jahr dauern, wenn die Entwindung jeweils nur an 

beiden Enden der DNA beginnen würde. 1973 zeigten Ahnström und Erixon, daß 

doppelsträngige Säuger-DNA in alkalischer Lösung einer zeitabhängigen 

Entspiralisierung unterliegt und daß dieser Vorgang durch Induzierung von 

Strangbrüchen mittels Röntgenstrahlung beschleunigt wird (Ahnström, 1973). Die 

Geschwindigkeit, mit der die Entspiralisierung stattfindet, ist hierbei abhängig von der 

Temperatur, der Ionenstärke, dem PH-Wert und der Schadensgröße (Ahnström, 1981). 

Die hier vorliegende Arbeit macht sich diese Erkenntnisse zunutze. Die bestrahlten 

Zellen werden 30 Minuten lang einem alkalischen Milieu ausgesetzt. Hierin werden die 

Zellen lysiert, die DNA von Proteinen befreit und die Denaturierung der DNA eingeleitet. 

Nun werden die DNA-Doppelstränge nur noch durch Wasserstoffbrücken verbunden. 

Deren Spaltung beginnt an den Enden der DNA, an den Einzel- oder 

Doppelstrangbrüchen sowie an den alkalilabilen Stellen, die beispielsweise durch 

Verlust einer Base entstanden sind. Auch Replikationsgabeln dienen als Ansatzpunkte. 

Es besteht also ein direkt proportionales Verhältnis zwischen der Zahl der Strangbrüche 

und der Menge an Einzelstrang-DNA. Abschließend wird durch eine 

Ultraschallbehandlung nach Neutralisation verhindert, daß es zu einer 

Wiederverknüpfung der DNA kommt und so bewirkt, daß der Anteil einzelsträngiger 

DNA konstant bleibt. 
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Abbildung 1.5: Schematische Darstellung einer FADU 

Als Fluoreszenzfarbstoff diente Bisbenzimid (Hoechst 33258). Der Fluoreszenzfarbstoff 

Bisbenzimid wird gewöhnlich zum Anfärben von Chromosomen verwendet. Er lagert 

sich bevorzugt zwischen die Adenin-Thymin Basenpaare der doppelsträngigen DNA. 

Der Adenin-Thymin-Gehalt diploider Zellen ist so gut wie konstant. Deshalb hat die 

Affinität des Bisbenzimid zu ihnen keinen Einfluß auf die Bestimmung der Fluoreszenz, 

sondern nur die Menge der Gesamtstrangbrüche.  
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Abbildung 1.6: Bisbenzimidmolekül eingelagert in doppelsträngige DNA 

1.7. CHO-Zellen 

Um in der biologischen Dosimetrie Aussagen über die Auswirkung von Strahlung auf 

den menschlichen Organismus machen zu können, wurde die Arbeit mit Bakterien und 

Zellkulturen etabliert. Am Anfang der Entwicklung strahlensensibler Mutanten standen 

Mitte der Achtziger Jahre zunächst der Prokaryont E. coli (Walker, 1984) und der 

Hefepilz Saccharomyces cerevisiae zur Verfügung (Friedberg, 1988; Robinson et al., 
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1986; Johnson et al., 1987). Eine Ergänzung durch ein Säugerzellsystem wurde durch 

die aus spontaner Konversion aus der strahlenresistenten Lymphoblasten-Linie L5178Y 

entstandene, strahlensensible Mutante LY/S (Alexander 1961; Beer et al., 1983) 

eingeführt. 

Die aus chinesischen Hamstern gewonnenen Ovarzellen (CHO-Zellen) sind seit langem 

in wissenschaftlichem Gebrauch. 1983 isolierten Jeggo und Kemp aus der CHO-K1 

Zellinie nach Behandlung mit dem Mutagen Ethyl-Methansulfonat (EMS) die CHO-xrs 

Mutantenformen 1 bis 6, die sich durch eine gegenüber dem Parenteralstamm erhöhte 

Strahlenempfindlichkeit und eine erhöhte Empfindlichkeit gegenüber dem 

Radiomimetikum Bleomycin (Jeggo und Kemp, 1983) auszeichnen. 

Die in dieser Arbeit verwendeten Stämme AA8, UV5 und EM9 besitzen folgende 

Eigenschaften: 

Die Linie AA8 ist der Wildtyp mit vollständiger Reparaturprofizienz für DNA-Schäden. 

Die Linie UV5 ist UV-sensibel bedingt durch einen Defekt im ERCC2 Gen, welcher einen 

Defizienz der Exzisionsreparatur bedingt. Die Linie EM9 ist durch einen Defekt im 

XRCC1 Gen röntgensensibel. 

Diese Eigenschaften sowie die leichte Handhabung der Zellen erklären, warum ihr 

Einsatz in dieser Arbeit zur Erforschung des Zusammenhangs zwischen zellulärer 

Strahlenempfindlichkeit und Reparaturprozessen auf molekularer Ebene sinnvoll 

erscheint. Aus denselben Gründen war ihr bisheriger Einsatz in der Forschung auch 

recht vielfältig (Kemp und Jeggo, 1989; Rubin und Whitmore, 1985; Jones et al., 1988; 

Moore und Song, 1986; Bryant et al., 1987). 

1.8. Zielsetzung der Arbeit 

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit soll die FADU-Methode als Verfahren der 

biologischen Dosimetrie angewendet werden. Mit dieser Methode sollen an CHO-Zellen 

die Effekte verschieden gefilterten UV-Lichts mit denen von Röntgenstrahlung, UVC und 

natürlichem Sonnenlicht verglichen werden 

Folgende Strahlenarten waren zu untersuchen: 

• Röntgenstrahlung soll als Vergleichsstrahlung verwendet werden. 

• UVC soll ebenfalls als Vergleichsstrahlung dienen. 
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• Simuliertes Sonnenlicht unterschiedlicher Qualität soll verglichen werden. Dieses 

wird durch den Sonnensimulator Sol 2 erzeugt und durch Verwendung optischer 

Filter modifiziert, so daß jeweils unterschiedlich definierte Bestrahlungsqualitäten 

(Spektren) des UV-Lichts untersucht werden können. 

• Natürliches Sonnenlicht wird mit den vorgenannten Bestrahlungsqualitäten 

verglichen. 

Die Induktion von primären Strangbrüchen wird unmittelbar nach der Bestrahlung 

mithilfe der bereits beschriebenen FADU-Technik gemessen. Die Entstehung 

sekundärer Strangbrüche durch die Aktivität der zellulären Reparaturmechanismen soll 

nach einstündiger Inkubation erfaßt werden. Die zusätzliche Verwendung von 

Aphidicolin, einem spezifischen Hemmstoff der Polymerasen � und � soll dazu dienen, 

den Verschluß von durch die Exzisionsreparatur entstandenen Strangbrüchen zu 

verhindern. Die gemessenen Strangbrüche können also unmittelbar durch die 

Bestrahlung induziert sein, oder sekundär in der Folge von Reparaturvorgängen 

entstehen. 

Die Darstellung der Schäden erfolgt in Form von Dosis-Effekt-Kurven in 

halblogaritmischer Darstellung. 
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2. Material und Methoden  

2.1. Zellkultur 

2.1.1. CHO-Zellen 

In dieser Arbeit wurden drei etablierte Linien der Chinesischen Hamster Ovarien (CHO) 

Zellen verwendet. Die Herkunft und die Eigenschaften dieser Zellinien sind in Tabelle 

2.1 angegeben: 

Tabelle 2.1: Herkunft und Eigenschaften der verwendeten CHO-Zellen: 

Name Quelle, Bestellnummer Eigenschaften 

CHO AA8 ATCC 

CRL-1859 

CHO-Wildtyp, Subtyp von 

CHO-K1, 

Chromosomenzahl: 21

 

CHO UV5 ATCC 

CRL-1865 

Subtyp von CHO-AA8, UV-

sensibel durch einen 

Defekt im ERCC 2 Gen, 

Chromosomenzahl: 21

 

CHO EM9 ATCC 

CRL-1861 

Subtyp von CHO-AA8, 

Röntgensensibel durch 

einen Defekt im XRCC1 

Gen, Chromosomenzahl: 

21 

 

ATCC: American Type Culture Collection, Rockville, Maryland 

Die Morphologie der CHO- Zellen ist abhängig davon, ob sie im Kulturmedium 

suspendiert sind, oder ob sie am Boden einer Petrischale haften. Ersteres ist z.B. nach 
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Trypsinierung der Fall. Frei im Medium haben sie eine rundliche Gestalt, nach Aussaat 

in ein Kulturgefäß verändern die Zellen ihr Aussehen. Nach etwa 8 Stunden zeigten die 

meisten Zellen unregelmäßig gezackte Ränder. Nach 48 Stunden stellen sie sich 

rautenförmig oder dreieckig dar. Nach weiteren 48 Stunden bieten die Zellen das Bild 

eines dichten Zellrasens. Auch in diesem Stadium ist der Anteil von Zellen, die sich in 

Mitose befinden, hoch, da die CHO-Zellen nicht kontaktinhibiert sind. Die in Teilung 

befindlichen Zellen waren nicht am Boden des Kulturgefäßes, sondern frei in der Lösung 

zu sehen und von runder Gestalt. Die verschiedenen Zellreihen lassen sich anhand ihrer 

Morphologie lichtmikroskopisch nicht unterscheiden, der Wildtyp AA8 zeigt allerdings ein 

dichteres Wachstum. 

2.1.2. In der Zellkultur verwendete Plastikmaterialien 

Die folgenden Plastikmaterialien wurden in der Zellkultur benutzt: 

• Gewebekulturflaschen T80  (Nunc 1-53732) 

• Petrischalen PS 3, 30x10 mm  (Nunc 1-5031) 

• Kryoröhrchen  (Union Carbide 510 400) 

• Eppendorfpipetten und dazugehörige Plastikspitzen 

2.1.3. In der Zellkultur verwendete Chemikalien 

Medienstammlösung 

Als Stammlösung wurde ein Pulvermedium der Fa. Biochrom verwendet. Dieses enthält 

alle für das Wachstum der CHO-Zellen wichtigen Substrate wie Aminosäuren, Vitamine 

und Salze. Zugesetzt wurden NaHCO3 und D(+)Glucose. Die Lösung wurde steril filtriert 

und in Literflaschen portioniert. Das Medium wurde bei 4°C verwahrt. Vor Gebrauch 

wurden dem Medium je 500 ml 25 ml fötales Kälberserum und die unten angeführten 

Antibiotika in den genannten Konzentrationen zugesetzt. Nun wurde das Medium mit 

Aqua bidest. auf 1 l aufgefüllt. Dies geschah unter sterilen Bedingungen. 
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Fötales Kälberserum (FCS) 

Vor Gebrauch in der Zellkultur wurde dem Medium fötales Kälberserum zugegeben. 

Dies enthält Wachstumsfaktoren und Metabolite, die für die kultivierten Zellen von 

Bedeutung sind (Frank, 1972; Grinell, 1977). Das FCS wirkt außerdem antagonistisch 

gegenüber dem proteolytisch wirksamen Trypsin und ist durch das in ihm enthaltene 

Glycoproteid Fetuin bedeutsam für die Anheftung der Zellen an eine Oberfläche. 

Es wurde vor der Verwendung steril portioniert, bei -20°C gelagert und schließlich im 

Wasserbad aufgetaut. 

Antibiotika 

Um zu verhindern, daß Bakterien oder Pilze, die das Medium ebenfalls für ihr Wachstum 

benutzen können, die CHO-Zellen beeinträchtigen, wurden dem Medium Antibiotika 

zugegeben. Folgende Substanzen kamen hierbei in den in Tabelle 2.2 genannten 

Konzentrationen zur Wirkung. 

Tabelle 2.2: In der Zellkultur verwendete Antibiotika 

Substanz Mikrobielles Spektrum Zytotoxische 

Konzentration * 

Verwendete 

Konzentration 

Amphotericin B 

Biochrom KG 

A 2610 

Pilze , Hefen, Mycoplasmen 30 µg/ml  2.5 µg/ml 

Penicillin/ 

Streptomycin 

Biochrom KG 

A 2210 

Grampositive Bakterien/ 

Gramnegative+Grampositive 

Bakterien 

10000 µg/ml 

20000 µg/ml 

100 µg/ml 

100 µg/ml 

Neomycinsulfat/

Bacitracin 

Biochrom KG 

A 2410 

Grampositive Bakterien/ 

Gramnegative+Grampositive 

Bakterien 

3000 µg/ml 

50-100 µg/ml 

10 µg/ml 

5 µg/ml 

Cytotoxizität: Konzentration, durch die die Zellproliferation um 50% reduziert wird 
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PBS-Lösung 

Die PBS-Lösung setzt sich wie folgt zusammen:  

80 g NaCl 

2 g KCl 

14,4 g Na2HPO4*H2O 

2 g KH2PO4 

gelöst in 1000 ml aqua dest. 

Die Lösung wurde portioniert, autoklaviert und bei –20 °C gelagert. Zum Gebrauch 

wurde sie aufgetaut und mit sterilem Wasser im Verhältnis 1:10 verdünnt. 

Trypsin-Lösung 

Das Trypsin wurde  0,05%ig in PBS-Lösung der Fa. Serva (2143) gelöst. Damit ergab 

sich folgende Zusammensetzung: 

8000 mg NaCl 

200 mg KCl 

1150 mg Na2HPO4 

200 mg KH2PO4 

200 mg EDTA-Na2 

500 mg Trypsin 

Diese Mischung wurde in 1000 ml aqua dest. gelöst. 

2.1.4. Zur Kultivierung der Zellen verwendete Sterilbank und Brutschrank 

Die Zellen wurden in einem Brutschrank der Firma Heraeus inkubiert. Hierin herrschten 

eine Temperatur von 37°C, eine Luftfeuchtigkeit von 95% sowie ein CO2-Anteil der Luft 

von 5%. Der Brutschrank wurde regelmäßig mit 70%igem Ethanol gereinigt. Das 

Wasser in der Wasserwanne des Inkubators wurde einmal monatlich erneuert. 
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Außerdem wurde regelmäßig Kupfersulfat zugegeben, um einen Befall der Zellkultur 

durch Bakterien oder Pilze zu verhindern. 

Alle Arbeiten mit der Zellkultur fanden unter sterilen Bedingungen statt. Verwendet 

wurde eine sterile Arbeitsbank der Fa. Heraeus (Herasafe HS 12/2, Bestellnr.: 

50046302). Die Arbeitsbank wurde vor und nach jeder Benutzung mit 70%igem Ethanol 

gereinigt. 

Alle zur Kultivierung verwendeten Lösungen wurden vor Benutzung in einem 37°C 

warmen Wasserbad vorgewärmt. Das Wasser wurde hier wie in den übrigen 

Wasserbädern des Labors monatlich erneuert. 

2.1.5. Routinemethoden in der Zellkultur 

Gefrierkonservierung der Zellen 

Die CHO-Zellen wurden in flüssigem Stickstoff gelagert und bei Bedarf aufgetaut und 

kultiviert. Da bei der Gefrierkonservierung in flüssigem Stickstoff die Gefahr besteht, daß 

die Zellen durch Umkristallisierungen im Eis Schäden davontragen können, wurden 

Vorsichtsmaßnahmen ergriffen: 

Erstens wurde dem Medium Dimethylsulfoxid (DMSO) in einer Konzentration von 10% 

zugesetzt, zweitens erfolgte ein stufenweises Absenken der Temperatur. Das 

zytotoxische DMSO wirkt beim Einfrieren kryoprotektiv auf die Zellen, indem es die 

Ausbildung von Kristallen in der Eisphase I verhindert. 

Das Gefrierkonservieren wurde wie folgt durchgeführt: 

Zunächst wurden die Zellen geerntet, gezählt und dann für eine Dauer von zehn 

Minuten bei 1200 Umdrehungen/min zentrifugiert. Die Zellen im Pellet wurden in einer 

Dichte von 1x106 Zellen/ml in vorgekühltes Konservierungsmedium resuspendiert. 

Jeweils 1 ml dieser Zellsuspension wurde nun in vorgekühlte Kryoröhrchen pipettiert.  

Das Einfrieren der Proben erfolgte in zwei Schritten: 

Zunächst wurden die Kryoröhrchen für 24 Stunden bei –80°C in einem 

Zwischenbehälter gelagert, dann erfolgte die Abkühlung auf –195°C in flüssigem 

Stickstoff. Als Behälter wurde hier das Modell GT 140 der Firma Air Liquid verwendet. 
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Auftauen der Zellen 

Das Auftauen der Zellen wurde im Wasserbad bei einer Temperatur von 37°C bis zum 

Flüssigwerden der Proben durchgeführt. Die aufgetaute Zellsuspension (1 ml) wurde 

nun in 20 ml kaltes Zellkulturmedium gegeben. In dieser Konzentration wirkt das DMSO 

nicht mehr zytotoxisch. Die Suspension wurde dann in eine Gewebekulturflasche T80 

gegeben und inkubiert. Die Dichte der Zellen in der Kulturflasche betrug 1,25x104 

Zellen/cm2. Nach 24 Stunden wurde das Medium gewechselt. 

Kultivierung der Zellen 

Die CHO-Zellen wurden in Gewebekulturflaschen T80 kultiviert. Wenn 

lichtmikroskopisch die Ausbildung eines dichten Zellrasens festgestellt wurde, was im 

Regelfall nach ca. 6 Tagen der Fall war, wurden die Zellen passagiert. Dies meint die 

Ablösung der Zellen vom Boden der Kulturflasche und Aussaat in einem neuen 

Behältnis. Der Ablauf einer solchen Passage ist folgender: 

Zunächst wird das Medium mit einer Wasserstrahlpumpe abgesaugt. Anschließend wird 

der Zellrasen zweimal mit jeweils 10 ml PBS gewaschen. Hierauf werden 5 ml Trypsin-

Gebrauchslösung auf den Zellrasen pipettiert und die Kulturflasche für 5 Minuten bei 37° 

inkubiert. Daraufhin werden 5 ml Kulturmedium zugegeben, um die Trypsinierung zu 

beenden und die Zellen durch mehrfaches auf- und abpipettieren dispergiert. Hieran 

schließt sich die visuelle Bestimmung der Zellzahl in der Fuchs-Rosenthal Zählkammer 

an. 

Die Aussaat der Zellen in die neuen Kulturflaschen oder in die Petrischalen erfolgte 

jeweils mit einer Dichte von 5x103 Zellen/cm2. 

Das Medium wurde in den Kulturflaschen T80 alle 3 Tage und in den Petrischalen mit 

Durchmesser 3 cm jeden zweiten Tag gewechselt. 

Lichtmikroskopische Dokumentation  

Die Lebendbeobachtung der Zellen erfolgte an einem umgekehrten Mikroskop (Axiavert, 

Fa. Zeiss) mit Phasenkontrastoptik (Objektivvergrößerungen: 4, 10, 20, und 25 fach).  
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Test auf Mykoplasmenbefall 

Mykoplasmenbefall zählt zu den häufigsten Kontaminationen in Zellkulturen. Bis zu 50% 

der weltweit verwendeten Zellkulturen sollen mit Mykoplasmen befallen sein (Bauer, 

1983). 

Aus diesem Grunde wurden die Zellkulturen regelmäßig mit DAPI (4-6-Diamidino-2-

phenylindol-dihydrochlorid, Boehringer Nr. 236276) behandelt und lichtmikroskopisch 

überprüft. 

Auch wenn die Zellkulturen bei einem Befall mit Mykoplasmen ein normales Wachstum 

zeigen, könnten die Ergebnisse der FADU durch Einbau des Farbstoffes Bisbenzimid in 

die Mykoplasmen-DNA verfälscht werden. Aus diesem Grunde wurden die Zellinien 

routinemäßig in Petrischalen ausgesät und mit DAPI inkubiert, um einen möglichen 

Mykoplasmenbefall nachweisen zu können. Bevor die Kultur konfluent war, wurde das 

Medium abgesaugt, zweimal mit PBS gewaschen und anschließend eine Lösung von 

0,5 µg DAPI/ml PBS hinzugegeben. Nach Inkubation bei 37° für 15 Minuten wurde 

zweimal mit PBS gewaschen und das Präparat mit Deckglas direkt mit einem 

Fluoreszenzmikroskop betrachtet. 

Dieser Test beruht auf der spezifischen Bindung des DAPI an die DNA der Zellen und 

der Mykoplasmen, so daß diese als fluoreszierende Partikel außerhalb des Zellkerns 

nachgewiesen werden können. 

2.1.6. Wachstumskinetik 

Zur Kontrolle des Wachstumsverhaltens der verschiedenen Zellreihen wurden 

Wachstumskurven aufgenommen. Die Wachstumskinetik gibt Aufschluß über die 

folgenden Parameter des zellulären Wachstums: 

• Lag-Phase 

• Verdopplungszeit der Zellen während der exponentiellen Wachstumsphase  

• Zeitpunkt des Eintritts in die durch Kontaktinhibition hervorgerufene Ruhephase 
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Abbildung 2.1: Wachstumskinetik der CHO-Zellen 
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2.2. Verwendete Bestrahlungsquellen und Durchführung der 
Bestrahlungen 

Bei allen Bestrahlungen waren die Zellen in den Petrischalen auf einem Kühlaggregat 

gelagert. Dies gewährleistet eine beständige Kühlung der Zellen und verhindert dadurch 

eine Reparatur aufgetretener DNA-Schäden noch während der Bestrahlungen. 

2.2.1. Röntgenstrahlung 

Die Bestrahlung der Zellen mit Röntgenstrahlung wurde mit einer Röntgeneinrichtung 

der Firma Müller, Modell MG 150, Typ MCN 165, Baujahr 1987 durchgeführt. Die 

verwendete Röhre MR 165 der Fa. Philips wurde mit einer Spannung von 160 kV 

betrieben. Als Dosimeter diente das Modell WK 92 G der Firma Wellhöfer, 

Schwarzenbruck. Die Dosisleistung wurde durch Variation des Abstandes von den 

Zellen zum Strahlungsfenster der Röhre auf 1,5-1,8 Gy/min eingestellt. Dieser Fokus-

Objekt-Abstand (34 cm) wurde bei allen Versuchen konstant gehalten. Die Petrischalen 

wurden im zentralen Strahlungsfeld der Röntgenröhre angeordnet. Das Strahlungsfeld 

wurde durch eine Röntgenaufnahme (Abstand 34 cm, 160 kV, 19 mA, 0,5 s) definiert. 

2.2.2. UVC-Bestrahlung 

Zur Bestrahlung der Zellen mit UVC wurde ein Quecksilber-Niederdruckstrahler NN 8/15 

(Fa. Heraeus) verwendet. Die Hauptemissionslinie des Strahlers liegt bei 253,7 nm und 

wurde spektroradiometrisch bestimmt. Der Strahler war in ein Lampenhaus mit einem 

Schieber eingebaut, mit dem die Bestrahlungszeiten exakt eingehalten werden konnten. 

Die Bestrahlungsstärke wurde vor und nach jeder Bestrahlungsserie mit dem UVX-

Radiometer bestimmt. Innerhalb des verwendeten Bestrahlungsfeldes von 8,6 cm2 war 

mit dem UVX-Radiometer keine Variation (maximal 0,4%) der Bestrahlungsstärke 

meßbar. 
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Abbildung 2.4: Spektrum des Quecksilberniederdruckstrahlers 

2.2.3. Sol 2 mit verschiedenen Filtern 

Als Sonnensimulator diente ein Metallhalogenid-Hochdruckstrahler, das Modell Sol 2 der 

Fa. Dr. Hönle. Dieser produziert ein breites Strahlungsspektrum und hat eine 

gehämmerte Metallbeschichtung der Innenseite, wodurch eine der Globalstrahlung 

ähnliche Strahlung erreicht wird. Auf der Bestrahlungsfläche von 35x25 cm2 schwankt 

die Bestrahlungsintensität nach Angaben des Herstellers um weniger als 10%. Die 

Proben befanden sich also während der Bestrahlung in einem homogen bestrahlten 

Feld. Der Hersteller gewährleistet eine Betriebsdauer von bis zu 1500 h, die Lampe 

wurde zwischen 200 und 400 h benutzt, weshalb ein altersbedingter 

Strahlungsrückgang vernachlässigt werden konnte. In die Sol 2 wurde unter die Lampe 

ein lichtdichter, von außen bedienbarer Schieber eingebaut, der es ermöglicht, 

Bestrahlungen sekundengenau durchzuführen, ohne die Lampe ein- und auszuschalten. 

Die Sol 2 wurde mit verschiedenen Filtern zur Modifizierung der Strahlenqualität als 

Bestrahlungsquelle benutzt. Als Filter dienten die Deckel der Petrischalen sowie die 

Filter WG 280-5 und WG 305-5 der Firma Schott. Die sich aus dem Spektrum der Sol 2 

und den Transmissionen der Filter ergebenden Spektren wurden mit einem 

Spektroradiometer gemessen und in den Abbildungen. 2.5 bis 2.7 dargestellt. 
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Abbildung 2.5: Spektrum der SOL 2 mit dem Filter: WG 280-5 

 

 

Abbildung 2.6: Spektrum der SOL 2 mit dem Filter: Petrischalendeckel 
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Abbildung 2.7: Spektrum der SOL 2 mit dem Filter: WG 305-5 
 

2.2.4. Sonne 

Die Versuche, bei denen die Sonne als Bestrahlungsquelle diente, wurden in der UV-

Meßstation auf dem Dach des DLR durchgeführt. Die Versuche fanden im Zeitraum Mai 

bis September 1998 jeweils zwischen 13.30 und 14.30 MESZ statt, um eine bessere 

Vergleichbarkeit der einzelnen Messungen zu erreichen. Als Dosimeter diente bei 

diesen Versuchen ein Robertson-Berger-Meter, welches die Strahlung kontinuierlich in 

MED mißt.  

 37



 

Abbildung 2.9: Spektrum des Sonnenlichts am 3.7.1996 
 

 

Abbildung 2.8: Robertson-Berger-Meter auf dem Dach des DLR 
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2.3. Induktion von primären DNA-Strangbrüchen 

Nach der Bestrahlung der Zellen wurden diese bis zur Durchführung der FADU-Analyse 

auf gekühlten Aluminiumplatten (0°C) aufbewahrt, um zu verhindern, daß Strangbrüche 

repariert oder sekundär durch Reparaturmechanismen induziert werden. Nach 

Bestimmung des Anteils der doppelsträngigen DNA mittels FADU wurden die Daten 

logarithmisch gegen die Dosis aufgetragen. Der so ermittelte Schaden wird als initialer 

Schaden angesehen, da er nicht durch DNA-Reparaturmechanismen entstanden sein 

kann. 

2.4. Entstehung sekundärer Strangbrüche als Folge der DNA-
Reparatur 

Ein Teil der Zellen wurde für eine Stunde im Brutschrank inkubiert, um diesen Zellen 

Gelegenheit zur Reparatur entstandener Schäden zu geben. Im Anschluß an die 

Inkubation wurden diese Zellen mit PBS gewaschen, trypsiniert und die Strangbrüche 

mit der FADU gemessen. 

2.5. Aphidicolin als Hemmstoff der DNA-Polymerasen 

Ein dritter Versuchsansatz wurde für eine Stunde mit aphidicolinhaltigem Medium 

inkubiert. Aphidicolin, ein tetrazyklisches Diterpentetraol aus Cephalosporium 

aphidicola, ist ein Hemmstoff der DNA-Polymerasen � und �. Aphidicolin hemmt weder 

die mitochondrialen DNA-Polymerasen noch die RNA-oder Proteinsynthese. 

Aphidicolinkonzentrationen von 0,5 bis 5 µg/ml führen bereits bei einer Inkubationszeit 

von 1 Stunde zu einer starken Hemmung der DNA-Synthese exponentiell wachsender 

Zellen. Bei den Versuchen in dieser Arbeit wurde Aphidicolin jeweils in einer 

Konzentration von 1 µg/ml benutzt. Es wurde gezeigt, daß die Anwesenheit von 

Aphidicolin zu einer verminderten Reparaturfähigkeit von Strangbrüchen führt 

(Baumstark-Khan, 1991) und daß dieser Effekt abhängig von der Konzentration des 

Aphidicolin sowie der Dauer der Inkubation ist. Verwendet wurde das Produkt der Firma 

Boehringer, Mannheim, Bestellnr. 724548. 
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2.6. Analyse der DNA-Schäden mit der FADU-Technik 

Auf die Methode und ihr zugrundeliegenden Sachverhalte wurde bereits in der 

Einleitung eingegangen. Die Zahl der DNA-Strangbrüche wurde mittels der im 

Fluoreszenzspektrometer gemessenen Fluoreszenzintensität in Form von relativen 

Zahlen ermittelt. Von den erhaltenen Werten wurde der Mittelwert und die 

Standardabweichung ermittelt und diese in Dosis- Effektkurven graphisch gegen die 

Bestrahlungsdosis aufgetragen. 

Um mit der FADU-Technik quantitativ Strangbrüche zu bestimmen, werden drei 

verschiedene Probengruppen angesetzt. 

P-Proben: 

Diese Proben stellen die eigentlichen Versuchsproben dar. Sie werden mit 

unterschiedlichen Dosen verschiedener Strahlungen behandelt. Die Proben 

werden nach der Bestrahlung zunächst auf Eis gelegt, um die Reparaturvorgänge 

auf ein Minimum zu reduzieren. Den P-Proben wird zunächst 1 ml NaOH 

zugesetzt, nach 30 Minuten wird dies durch 1 ml HCl neutralisiert. Nun erfolgt 

eine Ultraschallbehandlung (100 Watt) von 15 Sekunden Dauer. 

B-Proben: 

Diese Proben sollen vollständig denaturieren und so die minimal mögliche 

Fluoreszenz ermitteln. Sie werden wie folgt behandelt: 

Nach Zugabe von 1 ml NaOH wird diese unbestrahlte Probe direkt 15 Sekunden 

lang mit Ultraschall (100 Watt) behandelt. Nach 30 Minuten erfolgt die 

Neutralisation mit durch 1 ml HCl und eine erneute Ultraschallbehandlung. 

Abschließend werden den B-Proben 1 ml des Farbstoffes Bisbenzimid zugefügt. 

T-Proben: 

Die T-Proben sind die Proben, bei denen keine Denaturierung stattfinden soll und 

die somit die maximal mögliche Fluoreszenz zeigen sollen. Sie werden wie folgt 

behandelt: 

Den unbestrahlten Zellen wird 1 ml NaOH zugegeben, der sofort mit 1 ml HCl 

neutralisiert werden. Nach 30 Minuten werden auch diese Proben 15 Sekunden 
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lang mit Ultraschall (100 Watt) behandelt, bevor 1 ml des Bisbenzimid-Puffer-

Gemisches beigefügt werden. 

 

Abbildung 2.10: Schematische Darstellung einer FADU 
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2.7. Optimierung der Bedingungen bei den FADU-Analysen 

Die Einstellung der Farbstoffkonzentration (5x10-6 mol/l), des PH-Wertes (7,6), der 

Entwindungszeit (30 min) und der Wellenlängen zur Anregung (349 nm) und zur 

Emission (454 nm) erfolgte in der aus den untenstehenden Abbildungen 

hervorgehenden Weise. 

 

Abbildung 2.11: Abhängigkeit der Fluoreszenz der B- und T-Proben von der 

Farbstoffkonzentration 
 

 42



 

Abbildung 2.12: Abhängigkeit der Fluoreszenz der B- und T-Proben vom PH-Wert 
 

 

Abbildung 2.13: Relative Fluoreszenz in Abhängigkeit von den Wellenlängen zur 

Anregung und Emission 
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Der Farbstoff wurde in einer Konzentration von 5x10-6 mol/l benutzt. Der PH-Wert wurde 

mit Sörensen-Puffer auf 7,6 eingestellt. Die Wellenlängen im Photometer wurden auf 

349 nm zur Anregung und 454 nm zur Emission eingestellt. Die Ultraschallbehandlung 

wurde jeweils 15 sec. lang durchgeführt und die Entwindungszeit betrug 30 Minuten. 

2.8. Statistische Behandlung der Daten 

2.8.1. DNA-Strangbrüche 

Zur Verrechnung der Ergebnisse der Fluoreszenzmessungen wurde folgende Formel 

benutzt (Kanter ,1982): 

BT
BPF

�

�

�  

T: T-Probe (nicht denaturiert) 

P: bestrahlte und unbestrahlte Proben (teilweise denaturiert) 

B: B-Probe (vollständig denaturiert) 

F: Verhältnis noch vorhandener doppelsträngiger DNA zur Gesamt-DNA 

Für die B-Probe ist F=0, das heißt, es liegt hauptsächlich einzelsträngige DNA vor. Je 

höher der Wert für F ist, desto mehr doppelsträngige DNA liegt vor, desto weniger 

Strangbrüche wurden induziert, beziehungsweise desto mehr Strangbrüche sind wieder 

verknüpft worden. 

Für jede Zellinie wurden mindestens 3 unabhängige Versuchsreihen durchgeführt, 

innerhalb einer Versuchsreihe wurde jeweils 1 Probe je Dosis gemessen. Da jeder 

Versuch mehrfach durchgeführt worden ist, wurden die Werte jeweils einer Dosis 

zusammengefasst und einer statistischen Auswertung (Mittelwertsberechnung; 

Standardabweichung) unterzogen. 

Die Ergebnisse verschiedener Versuchsreihen wurden einer Varianzanalyse 

unterzogen, um festzustellen, ob zwischen den Gruppen (verschiedene Dosen) 

signifikante Unterschiede bestehen und ob mehrere Versuche Ergebnisse liefern, die 

der gleichen Grundgesamtheit angehören und somit reproduzierbar sind. Wird keine 
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Signifikanz zwischen den Gruppen festgestellt, ist es unwahrscheinlich, dass sich eine 

lineare Regression nachweisen lässt. In diesem Fall ist die Durchführung einer 

Regressionsanalyse wenig aussagekräftig. 

2.8.2. Dosiseffektbeziehungen 

Die Darstellung der durch die Bestrahlung entstandenen Schäden erfolgt in der Form 

von Dosiseffektkurven. Dies ist die einfachste Form der Darstellung der Radiosensitivität 

von Zellen. Im halblogarithmischen Maßstab wird der relative Anteil doppelsträngiger 

DNA (dsDNA) gegen die Bestrahlungsdosis aufgetragen. Die Kenngrößen der 

Dosiseffektkurven errechnen sich nach logarithmischer Transformation der dsDNA-

Werte über eine lineare Regression für den linearen Teil der Kurve. Nach der 

allgemeinen Geradengleichung y = m * x + b lässt sich die Gleichung der 

Regressionsgeraden der Dosiseffektkurve formulieren als: 

� � � �� � nD
D
1FF
0

0DD lnln ���
�

 

Die Ergebnisse wurden einem Test über die F-Verteilung unterzogen, um zu überprüfen, 

ob eine Linearität der Regressionsfunktion gegeben ist. Der F-Test vergleicht die 

Varianz der Spaltenmittelwerte gruppierter Stichproben um die Regressionsgerade mit 

der Varianz innerhalb der Spalten. Damit wird getestet, ob sich der 

Regressionskoeffizient signifikant von Null unterscheidet. Erreicht oder übersteigt der 

Prüfquotient (s1
2/s2

2) die Signifikanzschranke F(�; f1, f2), so ist die Nullhypothese 

abzulehnen und der größte Teil der Varianz der Messwerte ist durch die Regression zu 

erklären (Signifikanzwahrscheinlichkeit 2� = P). Es kann dann angenommen werden, 

dass die Regression linear sei; die Durchführung der Regression ist somit zulässig.  

Spricht der F-Test nicht gegen die Linearität der Regressionsfunktion, so werden die 

Daten der verschiedenen Versuche der einzelnen Zellinien zusammengefasst, und die 

Regressionsparameter wie Regressionskoeffizient und Achsenabschnitt berechnet. Als 

nächster Test erfolgt die Prüfung des Regressionskoeffizienten gegen Null. Der 

Korrelationskoeffizient r ist ein Maß für die stochastische Abhängigkeit der beiden 

Variablen x und y. Sein Wert kann zwischen -1 und +1 variieren. Je näher er an 1 liegt, 

desto mehr fallen die beiden Regressionsgeraden in X- und Y-Richtung aufeinander. 
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Wenn der Korrelationskoeffizient kleiner, gleich oder größer als Null ist, sind auch die 

beiden Regressionskoeffizienten bxy und byx kleiner, gleich oder größer als Null. 

Mit dem Single-Hit-Multi-Target-Modell lassen sich mehrere Parameter beschreiben. 

Bei diesem Modell hat das Reaktionssystem, die Zelle also, n Trefferbereiche, Targets. 

Zur Inaktivierung müssen n Targets mindestens einmal von x (�n) Hits getroffen werden. 

Für n�1 gilt: S=1-(1-e-vD)n  

D: Dosis 

n: Anzahl der Trefferbereiche 

v: Konstante, Empfindlichkeit des Trefferbereiches 

S: N/N0=relatives Überleben 

Diese Kurve hat einen schulterförmigen Verlauf, sie zeichnet sich durch im Bereich 

niedriger Dosen durch eine langsame Abnahme des Anteils doppelsträngiger DNA aus.  

Für den Sonderfall, dass n=1 gilt: S=e-vD 

Die Kenngrößen des Single-Hit-Multi-Target-Modell sind folgende Parameter: 

D0 Wert: 

Er entspricht der Bestrahlungsdosis, bei der der Anteil intakter, doppelsträngiger 

DNA im exponentiellen Teil der Schulterkurve auf 1/e gemindert ist, dies 

entspricht bei rein exponentiell verlaufenden Kurven dem Wert, bei dem noch 

37% der DNA in doppelsträngiger Form vorliegen (D37 Wert). Der Wert entspricht 

dem Kehrwert der Steigung des linearen Abschnitts bei halblogarithmischer 

Auftragung. 

Quasischwellendosis Dq: 

Sie wird ermittelt durch den Schnittpunkt der extrapolierten Geraden mit der 

vollständig intakten DNA. 

Extrapolationszahl n: 

Extrapoliert man den linearen Teil der Kurve, kann über den Schnittpunkt der 

Geraden mit der Ordinate die Extrapolationszahl n bestimmt werden. Sie 

charakterisiert die Breite der Schulter. Desweiteren gibt n Auskunft über die 

Anzahl der Trefferbereiche. 

Zwischen den drei Kenngrößen besteht folgende Beziehung: 

 Dq=D0*ln n 
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Abbildung 2.14:Kenngrößen n, Dq, D0 und D37 zweier Dosiseffektkurven A und B 
 

Die Regressionsgeraden der einzelnen Zellinien wurden über ihre 

Regressionskoeffizienten mittels t-Test auf signifikante Unterschiede geprüft (Woods et 

al. 1982; Weichselbaum et al. 1980). Gegeben sind zwei Stichproben von Wertepaaren 

{x1, x2, ..., xn} und {y1, y2, ..., yn} aus normalverteilten Grundgesamtheiten mit den 

Regressions-koeffizienten b1 und b2. Geprüft wird die Hypothese (b1 = b2) , es wird also 
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Erreicht oder übersteigt der Prüfquotient (t) die Signifikanzschranken der Student-

Verteilung, so ist die Nullhypothese abzulehnen. Der größte Teil der Varianz der 

Messwerte ist dann der Tatsache zuzuschreiben, dass die Regressionskoeffizienten 

signifikant verschieden sind (Signifikanzwahrscheinlichkeit 2� = P). Es kann dann davon 

ausgegangen werden, dass die Messwerte verschiedenen Grundgesamtheiten 

angehören. 

Für die statistische Behandlung der Daten wurde das Signifikanzniveau für 2p � 0.1 als 

nicht signifikant, 2p � 0.1 als schwach signifikant, 2p � 0.05 als signifikant und 2p � 0.01 

als hoch signifikant festgelegt. Die Statistik in dieser Arbeit bezieht sich auf alle 

gewonnenen Daten einer Zellinie bei einer bestimmten Strahlenart sowie Behandlung 

nach der Bestrahlung (sofortige Messung, Inkubation mit, Inkubation ohne Aphidicolin). 
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3. Ergebnisse 

Das Vorgehen während und nach den Bestrahlungen folgte dem unter 2.4 

beschriebenen Schema. 

In den folgenden Abbildungen werden die Dosiseffektkurven für die Zellinien AA8, UV5 

und EM9 dargestellt. Es werden jeweils drei Kurven für eine Zellinie und Bestrahlungsart 

abgebildet. Eine Messung erfolgte unmittelbar nach den Bestrahlungen, eine zweite 

nach einer Stunde Inkubation im Brutschrank, sowie eine dritte nach einstündiger 

Inkubation in Anwesenheit von Aphidicolin. 

 

Legende zu den Ergebnistabellen: 

f: Freiheitsgrade 

b: Steigung 

t(b): Signifikanz von b 

P(b): Signifikanzniveau von b 

a: Achsenabschnitt 

t(a): Signifikanz von a 

P(a): Signifikanzniveau von a 

r: Korrelationskoeffizient 

t(r): Signifikanz von r 

P(r): Signifikanzniveau von r 

R: Bestimmtheitsmaß 

D0: Dosis, bei der noch 37% der DNA in intaktem, doppelsträngigem Zustand 

vorliegen, n: Extrapolationszahl der Regressionsgeraden 

Dq: Quasischwellenwert 
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3.1. Auftreten und Reparatur von DNA-Schäden nach 
Röntgenbestrahlung 

Die Zellen des Wildtyps AA8 zeigen unmittelbar nach Bestrahlung eine dosisabhängige 

Strangbruchhäufigkeit mit einer D0 von 20.018Gy. Beim Vergleich fällt auf, daß die 

Zellen nach einer Stunde Inkubation bei den Dosen bis 16 Gy praktisch keine DNA-

Schäden mehr aufweisen. Nach der Inkubation mit Aphidicolin zeigt sich nach einer 

Stunde ebenfalls eine deutliche, allerdings verminderte Reparatur der Schäden, der 

Unterschied zwischen der Inkubation mit Aphidicolin und der Inkubation ohne 

Aphidicolin ist signifikant.  

In der Untersuchung der Zellinie UV5 zeigt sich ein ähnliches Bild wie beim Wildtyp. Der 

initiale DNA-Schaden ist etwas größer (D0 unmittelbar nach Bestrahlung: 22.51 Gy). Es 

bestehen zwischen den sofort gemessenen und den inkubierten Ansätzen jeweils hoch 

signifikante Unterschiede in der Menge der Strangbrüche. Die Zugabe von Aphidicolin 

hat hier keinen statistisch signifikanten Einfluß auf das Vorhandensein von 

Strangbrüchen nach Inkubation. Die Kurven verlaufen jeweils linear, sie bilden keine 

Schulter, es können keine Quasischwellenwerte definiert werden. 

Bei der Untersuchung der röntgensensiblen Zellinie EM9 ergibt sich ein ähnliches Bild. 

Der D0 Wert beträgt unmittelbar nach der Bestrahlung 11.64 Gy, für die 1 Stunde lang 

inkubierten Zellen liegt er mit 113 Gy deutlich höher. Die mit Aphidicolin inkubierten 

Zellen zeigen zwar eine höhere Dichte von Strangbrüchen, dieser Unterschied ist aber 

lediglich schwach signifikant. Die Röntgensensibilität der EM9 liegt also offenbar nicht in 

ihrer Unfähigkeit begründet, Strangbrüche zu schließen. 

 

Die drei untersuchten Zellinien zeigen unter Röntgenbestrahlung eine sehr ähnliche 

Empfindlichkeit und auch ein ähnliches Reparaturverhalten, indem nach einer Stunde 

die aufgetretenen Strangbrüche jeweils zum größten Teil repariert werden. Die n-Werte 

liegen bei allen Versuchen im Bereich von 1, so daß keine Schulterkurven vorliegen. 

Entsprechend sind die Dq Werte nicht unterschiedlich von Null. 

 50



AA8, Röntgenbestrahlung

Dosis /Gy
0 2 4 6 8 10 12 14 16

A
nt

ei
l i

nt
ak

te
r D

N
A

0,2

0,3

0,4

0,5

0,6

0,7

0,8

0,9

0,1

1,0

sofort
1 h Inkubation
1 h Inkubation + Aphidicolin

 

Abbildung 3.1.1: Der Anteil intakter DNA in den Zellen der Linie AA8 nach 

Röntgenbestrahlung zu den Zeitpunkten sofort, nach einer Stunde und nach einer 

Stunde in Anwesenheit von Aphidicolin 
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Tabelle 3.1.1: Kenngrößen der Dosiseffektkurve: AA8 / Röntgenbestrahlung 

Zeitpunkt sofort 1h 1h+Aphidicolin 

f 70 92 94 

b -0.0541± 0.012 0.00075� 0.00481 -0.0133± 0.0042 

t(b) 7.334041 .227234 4.059835 

P(b) .000001 .820672 .000101 

a 0.0463± 0.106 -0.1135� 0.031 -0.0738± 0.027 

t(a) .646336 4.015599 2.669949 

P(a) .520000 .000120 .008913 

r -.4629 .0164 -.3110 

t(r) 4.369469 .157304 3.172024 

P(r)2�	 .000042 .875298 .002038 

R .2143 .0003 .0967 

D0 20.018± 0.054 -1321.66� 1142.02 100.01± 34.43 

n 1.047± 0.117 0.8927� 0.0286 0.9288± 0.025 

Dq 0.8548± 2.801 150.01� 13530 -5.5243± 0.420 

 

Tabelle 3.1.2: Signifikanz des Single-Hit-Multi-Target Modells berechnet nach T-Test 

 sofort 1h 1h+Aphidicolin 

sofort  hoch signifikant hoch signifikant 

1h T(160)=5.482 

2p<0.001 

 signifikant 

1h+Aphidicolin T(162)=4.141 

2p<0.001 

T(184)=2.212 

2p<0.05 
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 UV5, Röntgenbestrahlung
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Abbildung 3.1.2: Der Anteil intakter DNA in den Zellen der Linie UV5 nach 

Röntgenbestrahlung zu den Zeitpunkten sofort, nach einer Stunde und nach einer 

Stunde in Anwesenheit von Aphidicolin 

 

 53



Tabelle 3.1.3: Kenngrößen der Dosiseffektkurve: UV5 / Röntgenbestrahlung 

Zeitpunkt sofort 1h 1h+Aphidicolin 

f 66 75 61 

b -0.0444± 0.0021 -0.0121± 0.0042 -0.0048± 0.0088 

t(b) 4.844 3.261 0.726 

P(b) .000008 .001661 .470066 

a -0.2124± 0.0609 -0.0923± 0.0229 -0.1424± 0.0500 

t(a) 2.812291 3.437840 2.800822 

P(a) .006453 .000956 .006799 

r -.4827 -.3121 -.0695 

t(r) 4.477457 2.845168 .544301 

P(r)2�	 .000030 .005702 .588062 

R .2330 .0974 .0048 

D0 22.51± 6.47 82.28± 44.59 207.3±-454.9 

n 0.8085± 0.0508 0.9117± 0.0211 0.8672± 0.0445 

Dq -4.782± 0.392 -7.599±-1.204 -29.53± 52.40 

 

Tabelle 3.1.4: Signifikanz des Single-Hit-Multi-Target Modells berechnet nach T-Test 

 sofort 1h 1h+Aphidicolin 

sofort  hoch signifikant hoch signifikant 

1h T(139)=3.018 

2p<0.005 

 nicht signifikant 

1h+Aphidicolin T(125)=2.921 

2p<0.005 

T(134)=0.709 

2p<0.4 
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Abbildung 3.1.3: Der Anteil intakter DNA in den Zellen der Linie EM9 nach 

Röntgenbestrahlung zu den Zeitpunkten sofort, nach einer Stunde und nach einer 

Stunde in Anwesenheit von Aphidicolin 
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Tabelle 3.1.5: Kenngrößen der Dosiseffektkurve: EM9 / Röntgenbestrahlung 

Zeitpunkt sofort 1h 1h+Aphidicolin 

f 47 49 49 

b -0.0859± 0.014 -0.0088± 0.004 -0.0197± 0.004 

t(b) 7.369464 2.868747 6.052147 

P(b) .000001 .006047 .000001 

a 0.0478± 0.095 -0.0098± 0.031 -0.0053± 0.029 

t(a) .462638 .345458 .177601 

P(a) .645619 .731119 .859710 

r -.6541 -.2716 -.5611 

t(r) 5.927744 1.975445 4.744450 

P(r)2�	 .000001 .053773 .000018 

R .2933 .0738 .3148 

D0 11.64± 2.36 113.0± 115 50.57± 13.5 

n 1.049± 0.105 0.9902± 0.031 0.994± 0.029 

Dq 0.5568± 1.45 -1.108± 6.10 -0.2700± 1.81 

 

Tabelle 3.1.6: Signifikanz des Single-Hit-Multi-Target Modells berechnet nach T-Test 

 sofort 1h 1h+Aphidicolin 

sofort  hoch signifikant hoch signifikant 

1h T(94)=4.250 

2p<0.001 

 schwach signifikant 

1h+Aphidicolin T(94)=3.766 

2p<0.001 

T(96)=1.786 

2p<0.1 

 

 56



3.2.  Auftreten und Reparatur von DNA-Schäden nach Bestrahlung mit 
UVC 

Die CHO-Zellen wurden mit Dosen von 15 bis 60 Jm-2 UVC bestrahlt. Das Spektrum des 

Quecksilber-Niederdruckstrahlers ist in Abbildung 2.4 dargestellt. 

Die Linie AA8 zeigt unmittelbar nach der Bestrahlung eine Geradensteigung von  

–0.0075. Nach einer Stunde Inkubation fallen die Geraden wesentlicher deutlicher. In 

der Zeit der Inkubation nach UVC Bestrahlung treten beim Wildtyp also Strangbrüche in 

statistisch hoch signifikantem Ausmaß zusätzlich auf. Auch ist der Einfluß des 

Polymerasehemmers Aphidicolin statistisch hoch signifikant.  

Die Menge der Strangbrüche unmittelbar nach UVC-Bestrahlung liegen bei der Linie 

UV5 in einer geringeren Größenordnung wie beim Wildtyp. Nach einer Stunde liegt bei 

den Zellen der Linie UV5 allerdings kein signifikanter Unterschied in der Häufigkeit der 

Strangbrüche verglichen mit dem Zeitpunkt unmittelbar nach Bestrahlung vor. Lediglich 

unter Inkubation mit Aphidicolin ergibt sich ein signifikanter Unterschied nach einer 

Stunde Inkubation in der Art, daß mehr Brüche vorliegen. Bei der Linie UV5 ist dieser 

Aphidicolineffekt aber schwächer ausgeprägt als bei der AA8. Das Auftreten von 

Strangbrüchen nach Inkubation mit Aphidicolin liegt bei der Linie UV5 in einer 

Größenordnung, die der entspricht, die der Wildtyp AA8 unmittelbar nach der 

Bestrahlung zeigt. 

Die Zellinie EM9 zeigt eine Antwort, die zwischen dem Verhalten der AA8 und dem der 

UV5 liegt. Das Auftreten von Strangbrüchen ist hier unmittelbar nach der Bestrahlung 

noch stärker als bei den beiden anderen Zelltypen, nach einer Stunde Inkubation 

besteht kein signifikanter Unterschied. Erst unter Zugabe des Aphidicolin kommt es zu 

einem deutlichen, statistisch signifikanten Anstieg der Strangbrüche, wobei auch hier 

der Effekt nicht so stark ist wie beim Wildtyp. 

 

Alle Kurven zeigen einen linearen Verlauf, bei dem n jeweils nahe 1 liegt und der 

Quasischwellenwert Dq meist negativ und damit =0 ist 
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Abbildung 3.2.1: Der Anteil intakter DNA in den Zellen der Linie AA8 nach 

Bestrahlung mit UVC zu den Zeitpunkten sofort, nach einer Stunde und nach einer 

Stunde in Anwesenheit von Aphidicolin 
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Tabelle 3.2.1: Kenngrößen der Dosiseffektkurve: AA8 / UVC-Bestrahlung 

Zeitpunkt sofort 1h 1h+Aphidicolin 

f 183 105 110 

b -0.0075± 0.001 -0.0143± 0.002 -0.0307± 0.003 

t(b) 10.262310 9.479276 10.461680 

P(b) .000001 .000001 .000001 

a -0.0572± 0.027 -0.0898± 0.051 -0.1556± 0.102 

t(a) 2.205818 1.721347 1.526029 

P(a) .028578 .088005 .129716 

r -.5101 -.6123 -.6392 

t(r) 8.022626 7.936162 8.716675 

P(r)2��

.000001 .000001 .000001 

R .2602 .3749 .4085 

D0 131.7± 18.75 69.75± 10.05 50.57± 13.50 

n 0.9443± 0.025 0.9140± 0.048 0.8558± 0.092 

Dq -7.537± 3.002 -6.270± 3.198 -5.060± 3.110 

 

Tabelle 3.2.2: Signifikanz des Single-Hit-Multi-Target Modells berechnet nach T-Test 

 sofort 1h 1h+Aphidicolin 

sofort  hoch signifikant hoch signifikant 

1h T(286)=3.629 

2p<0.001 

 hoch signifikant 

1h+Aphidicolin T(291)=7.827 

2p<0.001 

T(213)=4.127 

2p<0.001 
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Abbildung 3.2.2: Der Anteil intakter DNA in den Zellen der Linie UV5 nach 

Bestrahlung mit UVC zu den Zeitpunkten sofort, nach einer Stunde und nach einer 

Stunde in Anwesenheit von Aphidicolin 
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Tabelle 3.2.3: Kenngrößen der Dosiseffektkurve: UV5 / UVC-Bestrahlung 

Zeitpunkt sofort 1h 1h+Aphidicolin 

f 113 48 115 

b -0.0077± 0.001 -0.0087± 0.001 -0.0104± 0.001 

t(b) 11.743400 9.886985 12.110030 

P(b) .000001 .000001 .000001 

a 0.0421± 0.041 0.0746± 0.055 -0.0091± 0.033 

t(a) 1.559063 1.992067 .284741 

P(a) .121626 .051980 .776263 

r -.5490 -.6617 -.6714 

t(r) 6.982862 6.115175 9.716397 

P(r)2�	 .000001 .000001 .000001 

R .3014 .4379 .4508 

D0 128.4± 21.4 114.5± 22.3 95.82± 10.9 

n 1.0430± 0.044 1.0774± 0.06 0.9908± 0.03 

Dq 5.4172± 7.11 8.5482± 9.29 -0.8791± 3.44 

 

Tabelle 3.2.4: Signifikanz des Single-Hit-Multi-Target Modells berechnet nach T-Test 

 sofort 1h 1h+Aphidicolin 

sofort  nicht signifikant signifikant 

1h T(159)=0.485 

2p<0.6 

 nicht signifikant 

1h+Aphidicolin T(226)=1.672 

2p<0.05 

T(161)=0.796 

2p<0.4 
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Abbildung 3.2.3: Der Anteil intakter DNA in den Zellen der Linie EM9 nach 

Bestrahlung mit UVC zu den Zeitpunkten sofort, nach einer Stunde und nach einer 

Stunde in Anwesenheit von Aphidicolin 
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Tabelle 3.2.5: Kenngrößen der Dosiseffektkurve: EM9 / UVC-Bestrahlung 

Zeitpunkt sofort 1h 1h+Aphidicolin 

f 44 49 42 

b -0.0055± 0.001 -0.0066± 0.001 -0.0091± 0.001 

t(b) 5.678915 9.051074 6.904707 

P(b) .000001 .000001 .000001 

a -0.1536± 0.059 -0.0358± 0.040 -0.1901± 0.06 

t(a) 2.180680 .733549 2.183622 

P(a) .034531 .466533 .034561 

r -.6347 -.7641 -.7366 

t(r) 5.448291 8.291079 7.059212 

P(r)2�	 .000002 .000001 .000001 

R .4029 .5838 .5426 

D0 181.69± 40.84 151.16± 20.73 109.76± 18.11 

n 0.8576± 0.052 0.9647± 0.039 0.8268± 0.056 

Dq -27.909± 6.920 -5.4260± 6.194 -20.874± 4.994 

 

Tabelle 3.2.6: Signifikanz des Single-Hit-Multi-Target Modells berechnet nach T-Test 

 sofort 1h 1h+Aphidicolin 

sofort  nicht signifikant signifikant 

1h T(81)=0.872 

2p<0.3 

 signifikant 

1h+Aphidicolin T(84)=2.216 

2p<0.025 

T(89)=1.701 

2p<0.05 
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3.3. Auftreten und Reparatur von DNA-Schäden nach Bestrahlung in 
der Sol 2 mit dem Filter WG 280-5 

Als Bestrahlungsquelle diente die Sol 2 mit dem Filter WG 280-5 (siehe Abbildung 2.5). 

Der Dosisbereich, innerhalb dessen die Wirkung der Strahlung auf die DNA in Form von 

Strangbrüchen bestimmt wird, liegt zwischen 0 und 12000 J/m2. Hier zeigt sich bei der 

Linie AA8 ein verstärktes Auftreten der Strangbrüche nach Inkubation, wobei der Effekt 

sich in Abwesenheit von Aphidicolin deutlicher zeigt. Hier ist er hoch, in Anwesenheit 

von Aphidicolin noch schwach signifikant. Die D0 liegt unmittelbar nach Bestrahlung bei 

27565 J/m2 , nach Inkubation bei 13802 bzw. 17576 J/m2. 

Die Linie UV5 zeigt eine niedrigere D0 von 13998 J/m2 unmittelbar nach der 

Bestrahlung. Die UV sensible Mutante hat nach Inkubation kein statistisch signifikant 

erhöhtes Auftreten von Strangbrüchen. Hier liegt das Niveau der DNA-Schäden noch in 

der gleichen Höhe, es kommt weder zur Reparatur noch zum weiteren Entstehen von 

Strangbrüchen. 

Bei der röntgensensible Mutante EM9 läßt sich ein signifikanter Unterschied zwischen 

der Messung sofort nach Bestrahlung und nach einer Inkubation von einer Stunde 

feststellen. Die eine Stunde mit Aphidicolin inkubierten Zellen unterscheiden sich 

hingegen nicht signifikant von den unmittelbar der FADU zugeführten Zellen. Alle 

Kurven sind linear bei halblogarithmischer Darstellung. 

 

Bei der Bestrahlung mit der Sol unter Filterung durch den WG 280 läßt sich somit für 

zwei der drei Zellinien ein signifikant erhöhtes Auftreten von Strangbrüchen nach 

einstündiger Inkubation feststellen. Die Ausnahme bildet der UV-sensible Typ UV5 Ein 

eindeutiger Aphidicolineffekt wird aus den Daten nicht ersichtlich. Alle Kurven sind linear 

und haben Quasischwellenwerte von ungefähr 0. 
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Abbildung 3.3.1: Der Anteil intakter DNA in den Zellen der Linie AA8 nach 

Bestrahlung in der Sol 2 mit dem Filter WG 280-5 zu den Zeitpunkten sofort, nach 

einer Stunde und nach einer Stunde in Anwesenheit von Aphidicolin 
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Tabelle 3.3.1: Kenngrößen der Dosiseffektkurve: AA8 / Sol 2 mit WG 280-5 

Zeitpunkt sofort 1h 1h+Aphidicolin 

f 51 49 50 

b -0.0036± 0.001 -0.0071± 0.001 -0.0056± 0.0101 

t(b) 4.625416 7.264476 5.098929 

P(b) .000026 .000001 .000005 

a -0.1049± 0.044 -0.0608± 0.057 -0.1083± 0.065 

t(a) 1.991048 .897507 1.443336 

P(a) .051757 .373639 .154997 

r -.4968 -.6769 -.5264 

t(r) 4.087843 6.436561 4.377690 

P(r)2�	 .000154 .000001 .000061 

R .2468 .4581 .2771 

D0 27565 ± 8927 13802 ± 2532 17576 ± 5213 

n 0.9003± 0.041 0.9409± 0.056 0.8973± 0.060 

Dq -2914± 705 -846.4± 796 -1920± 934 

 

Tabelle 3.3.2: Signifikanz des Single-Hit-Multi-Target Modells berechnet nach T-Test 

 sofort 1h 1h+Aphidicolin 

sofort  hoch signifikant schwach signifikant 

1h T(98)=2.532 

2p<0.01 

 nicht signifikant 

1h+Aphidicolin T(99)=1.308 

2p<0.1 

T(97)=0.908 

2p<0.3 
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Abbildung 3.3.2: Der Anteil intakter DNA in den Zellen der Linie UV5 nach 

Bestrahlung in der Sol 2 mit dem Filter WG 280-5 zu den Zeitpunkten sofort, nach 

einer Stunde und nach einer Stunde in Anwesenheit von Aphidicolin 
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Tabelle 3.3.3: Kenngrößen der Dosiseffektkurve: UV5 / Sol 2 mit WG 280-5 

Zeitpunkt sofort 1h 1h+Aphidicolin 

f 49 48 47 

b -0.0071± 0.001 -0.0071± 0.001 -0.0081± 0.001 

t(b) 6.471673 9.893199 8.255556 

P(b) .000001 .000001 .000001 

a 0.0482± 0.078 0.0154± 0.045 0.0027± 0.064 

t(a) .633258 .306202 .039845 

P(a) .529337 .760676 .968372 

r -.5691 -.7742 -.7099 

t(r) 4.844608 8.473664 6.910266 

P(r)2�	 .000013 .000001 .000001 

R .3239 .5993 .5040 

D0 13998± 3641 13949± 1866 12217± 2067 

n 1.0494± 8.52 1.0155± 0.047 1.0027± 6.68 

Dq 675.43± 1552 215.77± 751 33.92± 927 

 

Tabelle 3.3.4: Signifikanz des Single-Hit-Multi-Target Modells berechnet nach T-Test 

 sofort 1h 1h+Aphidicolin 

sofort  nicht signifikant nicht signifikant 

1h T(95)=0.370 

2p<0.7 

 nicht signifikant 

1h+Aphidicolin T(94)=0.055 

2p<0.95 

T(93)=0.363 

2p<0.7 
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Abbildung 3.3.3: Der Anteil intakter DNA in den Zellen der Linie EM9 nach 

Bestrahlung in der Sol 2 mit dem Filter WG 280-5 zu den Zeitpunkten sofort, nach 

einer Stunde und nach einer Stunde in Anwesenheit von Aphidicolin 
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Tabelle 3.3.5: Kenngrößen der Dosiseffektkurve: EM9 / Sol 2 mit WG 280-5 

Zeitpunkt sofort 1h 1h+Aphidicolin 

f 50 51 48 

b -0.0131± 0.001 -0.0154± 0.001 -0.0120± 0.001 

t(b) 9.341027 21.156940 10.973030 

P(b) .000001 .000001 .000001 

a -0.1553± 0.070 -0.0347± 0.036 -0.1583± 0.051 

t(a) 1.666547 .713600 2.172194 

P(a) .101724 .478543 .034744 

r -.7948 -.9470 -.8565 

t(r) 9.259656 21.044010 6.910266 

P(r)2�	 .000001 .000001 .000001 

R .6317 .8967 .7335 

D0 7612± 921 6453± 321 8268± 787 

n 0.8560± 0.062 0.9658± 0.035 0.8535± 0.044 

Dq -1182± 457 -224.5± 234 -1309± 338 

 

Tabelle 3.3.6: Signifikanz des Single-Hit-Multi-Target Modells berechnet nach T-Test 

 sofort 1h 1h+Aphidicolin 

sofort  schwach signifikant hoch signifikant 

1h T(99)=1.492 

2p<0.1 

 nicht signifikant 

1h+Aphidicolin T(96)=0.588 

2p<0.5 

T(97)=2.673 

2p<0.005 
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3.4. Auftreten und Reparatur von DNA-Schäden nach Bestrahlung in 
der Sol 2 mit dem Filter Petrischalendeckel 

Die Bestrahlung der Linie AA8 in der Sol mit dem Filter Petrischalendeckel (siehe 

Abbildung 2.6) innerhalb eines Dosisbereiches von 2000 bis 9000 J/m2 läßt einen 

statistisch signifikanten Unterschied zwischen den Zellen, deren Strangbrüche 

unmittelbar nach Bestrahlung gemessen wurden und den für eine Stunde inkubierten 

Zellen erkennen. Hier zeigt sich ein hoch signifikanter Anstieg der Brüche nach 

Inkubation mit Aphidicolin, während der Unterschied zu den ohne Aphidicolin inkubierten 

Zellen nicht signifikant wird. 

Die Bestrahlung der Linie UV5 in der Sol mit dem Petrischalendeckel als Filter bringt im 

verwendeten Dosisbereich D0-Werte zwischen 55950 und 96075 J/m2. Eine Dosis-

Wirkungsbeziehung läßt sich nur nach Inkubation mit Aphidicolin als statistisch 

signifikant feststellen, bei den beiden weiteren Ansätzen bleibt der Effekt unterhalb des 

Signifikanzniveaus. Auch innerhalb der drei Ansätze unterscheidet sich die Häufigkeit 

der Strangbrüche nicht statistisch signifikant, wenn die drei Ansätze miteinander 

verglichen werden.  

Bei der Linie EM9 ist das Auftreten von Strangbrüchen deutlich ausgeprägter, was sich 

an D0 Werten zwischen 6900 und 8550 J/m2 ablesen läßt. Bei der EM9 sind die 

Korrelationskoeffizienten für alle drei Ansätze signifikant, es zeigt sich also ein 

dosisabhängiges Auftreten von Strangbrüchen. Wie der T-Test zeigt, unterscheiden sich 

die drei Ansätze nicht signifikant voneinander. 

 

Bei der Bestrahlung in der Sol mit dem Deckel der Petrischalen als Filter werden 

Unterschiede zwischen den Zelltypen zum einen dadurch ersichtlich, daß die Linie UV5 

deutlich weniger Strangbrüche ausbildet als die beiden anderen Linien, zum zweiten 

dadurch, daß nur der Wildtyp AA8 bei Inkubation mit Aphidicolin ein signifikant höheres 

Auftreten von Strangbrüchen zeigt. 
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Abbildung 3.4.1: Der Anteil intakter DNA in den Zellen der Linie AA8 nach 

Bestrahlung in der Sol 2 mit dem Filter Petrischalendeckel zu den Zeitpunkten sofort, 

nach einer Stunde und nach einer Stunde in Anwesenheit von Aphidicolin 
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Tabelle 3.4.1 :Kenngrößen der Dosiseffektkurve: AA8 / Sol 2 mit Petrischalendeckel 

Zeitpunkt sofort 1h 1h+Aphidicolin 

f 70 70 73 

b -0.0018± 0.001 -0.0035± 0.001 -0.0048± 0.001 

t(b) 2.733736 3.899330 6.192452 

P(b) .007901 .000218 .000001 

a -0.1001± 0.050 -0.1401± 0.062 -0.1297± 0.045 

t(a) 2.121087 2.204479 2.430490 

P(a) .037385 .030716 .017494 

r -.2306 -.3432 -.5466 

t(r) 1.982646 3.056824 5.577044 

P(r)2�	 .051242 .003155 .000001 

R .0532 .1178 .2988 

D0 41025 ± 41775 20850 ± 10125 15375 ± 3375 

n 0.9047± 0.046 0.8692± 0.056 0.8783± 0.041 

Dq -4050 ± 9.75 - 2850±  525 2025±  375 

 

Tabelle 3.4.2: Signifikanz des Single-Hit-Multi-Target Modells berechnet nach T-Test 

 sofort 1h 1h+Aphidicolin 

sofort  nicht signifikant hoch signifikant 

1h T(138)=1.188 

2p<0.2 

 nicht signifikant 

1h+Aphidicolin T(141)=2.397 

2p<0.01 

T(141)=0.869 

2p<0.3 
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Abbildung 3.4.2: Der Anteil intakter DNA in den Zellen der Linie UV5 nach 

Bestrahlung in der Sol 2 mit dem Filter Petrischalendeckel zu den Zeitpunkten sofort, 

nach einer Stunde und nach einer Stunde in Anwesenheit von Aphidicolin 
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Tabelle 3.4.3: Kenngrößen der Dosiseffektkurve: UV5 / Sol 2 mit Petrischalendeckel 

Zeitpunkt sofort 1h 1h+Aphidicolin 

f 32 27 48 

b -0.0013± 0.001 -0.00084± 0.001 -0.00078± 0.001 

t(b) 3.594176 3.026393 2.748796 

P(b) .001075 .005372 .008382 

a 0.0366± 0.062 0.0471± 0.094 -0.0018± 0.022 

t(a) 1.210131 1.771102 .095309 

P(a) .234904 .087717 .924434 

r -.2724 -.1560 -.2566 

t(r) 1.601266 .820773 1.839062 

P(r)2�	 .119004 .418770 .071987 

R .0742 .0243 .0658 

D0 55950±  93075 88725±   495225 96075±  114525 

n 1.037± 0.066 1.048± 0.104 0.9981± 0.023 

Dq 2025±  12600 4200±  61875 - 180±  4575 

 

Tabelle 3.4.4: Signifikanz des Single-Hit-Multi-Target Modells berechnet nach T-Test 

 sofort 1h 1h+Aphidicolin 

sofort  nicht signifikant nicht signifikant 

1h T(57)=0.359 

2p<0.7 

 nicht signifikant 

1h+Aphidicolin T(78)=0.637 

2p<0.5 

T(73)=0.059 

2p<0.95 
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Abbildung 3.4.3: Der Anteil intakter DNA in den Zellen der Linie EM9 nach 

Bestrahlung in der Sol 2 mit dem Filter Petrischalendeckel zu den Zeitpunkten sofort, 

nach einer Stunde und nach einer Stunde in Anwesenheit von Aphidicolin 
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Tabelle 3.4.5: Kenngrößen der Dosiseffektkurve: EM 9 / Sol 2 mit Petrischalendeckel 

Zeitpunkt sofort 1h 1h+Aphidicolin 

f 32 46 47 

b -0.0096± 0.002 -0.0087± 0.001 -0.0108± 0.001 

t(b) 4.726827 6.939266 10.063990 

P(b) .000044 .000001 .000001 

a -0.3587± 0.15 -0.0350± 0.077 -0.0743± 0.062 

t(a) 2.160174 .409654 .980380 

P(a) .038287 .683834 .331719 

r -.6193 -.6518 -.8122 

t(r) 4.462273 5.828635 9.543441 

P(r)2�	 .000094 .000001 .000001 

R .3836 .4248 .6596 

D0 7800±  2250 8550±  1800 6900±  810 

n 0.6985± 0.120 0.9655± 0.078 0.9283± 0.059 

Dq - 2775±  825 -300± 7500 - 517.5± 420 

 

Tabelle 3.4.6: Signifikanz des Single-Hit-Multi-Target Modells berechnet nach T-Test 

 sofort 1h 1h+Aphidicolin 

sofort  nicht signikant nicht signikant 

1h T(76)=0.318 

2p<0.7 

 nicht signikant 

1h+Aphidicolin T(75)=0.538 

2p<0.5 

T(91)=1.108 

2p<0.2 
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3.5. Auftreten und Reparatur von DNA-Schäden nach Bestrahlung in 
der Sol 2 mit dem Filter WG 305-5 

Die Bestrahlung der Linie AA8 in der Sol mit dem Filter WG 305-5 (siehe auch 

Abbildung 2.7) ergibt keine signifikanten Unterschiede zwischen den Messungen, die 

sofort und nach einstündiger Inkubation durchgeführt wurden. Lediglich beim Vergleich 

der unmittelbar gemessenen mit den nach einer Stunde Aphidicolininkubation 

gemessenen Zellen ergibt sich ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden 

Geraden. Die Zellen haben nach einer Stunde Inkubation mit dem Polymerasehemmer 

eine D0 von 48981 J/m2 gegenüber einer D0 von 87870 J/m2 bei der Sofortmessung.  

Die Linie UV5 zeigt ein dosisabhängiges Auftreten von Strangbrüchen in gleicher Höhe 

wie der Wildtyp AA8. Bei der Linie UV5 unterscheiden sich die gemessenen Werte der 

Zellen, die mit Aphidicolin inkubiert wurden schwach von denen, die ohne Aphidicolin 

inkubiert wurden. Bei letzteren ist die D0 mit 45849 J/m2 am niedrigsten. 

Bei der Bestrahlung der Zellen des Typs EM9 mit der Sol unter Anwendung des Filters 

WG 305-5 zeigt sich ein signifikanter Unterschied zwischen der sofortigen Messung und 

den Zellen, die nach einer einstündigen Inkubation gemessen wurden. Nach einer 

Stunde sind, auch in Anwesenheit von Aphidicolin, deutlich weniger Strangbrüche 

vorhanden als sofort nach Bestrahlung (D0 sofort: 43674 J/m2 , nach einer Stunde: 

201579 J/m2 ). 

 

Bei der Bestrahlung in der Sol 2 mit dem Filter WG 305-5 zeigen die drei Zellinien ein 

Auftreten von Strangbrüchen in vergleichbarem Maß. Bei der Linie AA8 zeigt sich ein 

signifikanter Aphidicolineffekt, der bei der Linie UV5 schwächer ausgeprägt ist. 
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Abbildung 3.5.1: Der Anteil intakter DNA in den Zellen der Linie AA8 nach 

Bestrahlung in der Sol 2 mit dem Filter WG 305-5 zu den Zeitpunkten sofort, nach 

einer Stunde und nach einer Stunde in Anwesenheit von Aphidicolin 
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Tabelle 3.5.1: Kenngrößen der Dosiseffektkurve: AA8 / Sol 2 mit WG 305-5 

Zeitpunkt sofort 1h 1h+Aphidicolin 

f 50 52 34 

b -0.00098± 0.00026 -0.0012± 0.001 -0.00177± 0.001 

t(b) 4.537258 6.216946 10.085430 

P(b) .000036 .000001 .000001 

a -0.0709± 0.040 -0.0134± 0.036 0.1467± 0.068 

t(a) 1.587353 .337075 3.386817 

P(a) .118592 .737310 .001795 

r -.4733 -.5728 -.7085 

t(r) 3.799722 5.039596 5.854768 

P(r)2�	 .000392 .000006 .000001 

R .2241 .3281 .5020 

D0 87870±  31407 70470±  17400 48981±  10092 

n 0.9314± 0.038 0.9866± 0.036 1.158± 0.081 

Dq - 6264±  2610 - 957±  2958 7221±  5481 

 
Tabelle 3.5.2: Signifikanz des Single-Hit-Multi-Target Modells berechnet nach T-Test 

 sofort 1h 1h+Aphidicolin 

sofort  nicht signifikant signifikant 

1h T(100)=0.683 

2p<0.4 

 nicht signifikant 

1h+Aphidicolin T(82)=1.778 

2p<0.05 

T(84)=1.264 

2p<0.2 
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Abbildung 3.5.2: Der Anteil intakter DNA in den Zellen der Linie UV5 nach 

Bestrahlung in der Sol 2 mit dem Filter WG 305-5 zu den Zeitpunkten sofort, nach 

einer Stunde und nach einer Stunde in Anwesenheit von Aphidicolin 
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Tabelle 3.5.3: Kenngrößen der Dosiseffektkurve: UV5 / Sol 2 mit WG 305-5 

Zeitpunkt sofort 1h 1h+Aphidicolin 

f 45 47 50 

b -0.0014± 0.001 -0.0013± 0.001 -0.0018± 0.001 

t(b) 7.654925 4.882626 7.006650 

P(b) .000001 .000012 .000001 

a -0.0235± 0.037 -0.1030± 0.051 -0.0632± 0.047 

t(a) .570868 1.787745 1.139329 

P(a) .570767 .080149 .259800 

r -.7034 -.5267 -.6629 

t(r) 6.638565 4.248275 6.260868 

P(r)2�	 .000001 .000101 .000001 

R .4948 .2775 .4395 

D0 59160±  10440 66120±  20358 45849± 8700 

n 0.9767± 0.037 0.9021± 0.047 0.9387± 0.045 

Dq - 1392±  2349 - 6786±  2349 - 2871±  2001 

 

Tabelle 3.5.4: Signifikanz des Single-Hit-Multi-Target Modells berechnet nach T-Test 

 sofort 1h 1h+Aphidicolin 

sofort  nicht signifikant nicht signifikant 

1h T(90)=0.403 

2p<0.6 

 schwach signifikant 

1h+Aphidicolin T(93)=1.117 

2p<0.2 

T(93)=1.343 

2p<0.1 
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Abbildung 3.3: Der Anteil intakter DNA in den Zellen der Linie EM9 nach Bestrahlung 

in der Sol 2 mit dem Filter WG 305-5 zu den Zeitpunkten sofort, nach einer Stunde 

und nach einer Stunde in Anwesenheit von Aphidicolin 
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Tabelle 3.5.5: Kenngrößen der Dosiseffektkurve: EM9 / Sol 2 mit WG 305-5 

Zeitpunkt sofort 1h 1h+Aphidicolin 

f 50 48 34 

b -0.0019± 0.001 -0.00043± 0.001 -0.00093± 0.001 

t(b) 4.036364 2.783321 5.022550 

P(b) .000185 .007652 .000016 

a -0.0416± 0.104 -0.0431± 0.032 0.0835± 0.091 

t(a) .412093 1.354744 1.818422 

P(a) .681906 .181666 .077708 

r -.3861 -.2858 -.3684 

t(r) 2.959453 2.066293 2.310308 

P(r)2�	 .004686 .044140 .027017 

R .1491 .0817 .1357 

D0 43674±  22272 201579±  188964 92916±  70905 

n 0.9591± 0.105 0.9577± 0.031 1.087± 0.103 

Dq -1827±  6003 -8700±  4611 7743±  20880 

 

Tabelle 3.5.6: Signifikanz des Single-Hit-Multi-Target Modells berechnet nach T-Test 

 sofort 1h 1h+Aphidicolin 

sofort  signifikant nicht signifikant 

1h T(96)=2.176 

2p<0.025 

 nicht signifikant 

1h+Aphidicolin T(82)=1.031 

2p<0.3 

T(80)=1.177 

2p<0.2 
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3.6. Auftreten und Reparatur von DNA-Schäden nach Bestrahlung mit 
natürlichem Sonnenlicht 

Bei der Messung der Strangbrüche nach Bestrahlung mit natürlichem Sonnenlicht diente 

ein Robertson-Berger-Meter als Dosimeter. Die Bestrahlungen fanden an Sommertagen 

mit wolkenfreiem Himmel mittags zwischen 13.30 und 14.30 statt. Anhand des 

physikalischen Spektrums vom 3.7.1996 (siehe Abbildung 2.9) wurde dann die 

Bestrahlungsdosis in J/m2 berechnet. Die Zellen wurden natürlichem Sonnenlicht in 

Dosen bis 48750 J/m2 ausgesetzt. Für den Wildtyp AA8 berechnen sich D0-Werte 

zwischen 34612 J/m2 (=0.71MED), sofort gemessen, und 50700 J/m2 (1.04 MED) nach 

einer Stunde Inkubation. Der Unterschied ist statistisch signifikant. Ein Teil der 

Strangbrüche ist nach einer Stunde nicht mehr nachzuweisen. Ein Einfluß des 

Aphidicolin läßt sich anhand der Daten nicht nachweisen. 

Bei der Linie UV5 findet sich im Laufe der Inkubation ebenfalls eine Verminderung der 

Anzahl der Strangbrüche. Bei dieser UV sensiblen Zellinie ist ein Einfluß des Aphidicolin 

nachzuweisen. Im Gegensatz zu den nur mit Medium inkubierten Zellen zeigen die mit 

Aphidicolin inkubierten Zellen ein signifikant höheres Aufkommen an Strangbrüchen (D0 

nach 1h: 45337.5 J/m2 bzw.0.93 MED, nach 1h mit Aphidicolin 36075 J/m2 bzw. 0.74 

MED). 

Bei der röntgensensiblen Linie EM9 liegen die D0-Werte zwischen 43387 J/m2 bzw. 0.89 

MED und 53625 J/m2 bzw. 1.1 MED. Die Anzahl der entstandenen Strangbrüche liegt 

also in einer ähnlichen Größenordnung wie bei den anderen Linien. Bei Betrachtung der 

drei Ansätze lassen sich keine signifikanten Unterschiede nachweisen. 

 

Vergleicht man das Verhalten der verschiedenen Zelltypen bei Bestrahlung mit 

natürlichem Sonnenlicht ergibt sich eine ähnlich hohe Inzidenz von Strangbrüchen. 

Dieser Effekt ist jeweils durch einen signifikanten Korrelationskoeffizienten 

gekennzeichnet. Auch bei der UV-sensiblen Zellinie UV5 kommt es nicht zu vermehrtem 

Auftreten, vielmehr ist die Zahl hier, ähnlich den Ergebnissen der Bestrahlung mit UVC, 

eher vermindert. 
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Abbildung 3.6.1: Der Anteil intakter DNA in den Zellen der Linie AA8 nach 

Bestrahlung mit natürlichem Sonnenlicht zu den Zeitpunkten sofort, nach einer 

Stunde und nach einer Stunde in Anwesenheit von Aphidicolin 
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Tabelle 3.6.1: Kenngrößen der Dosiseffektkurve: AA8 / natürliches Sonnenlicht 

Zeitpunkt sofort 1h 1h+Aphidicolin 

f 75 102 103 

b -1.400± 0.190 -0.9598± 0.135 -1.389± 0.218 

t(b) 10.089160 7.784732 7.737813 

P(b) .000001 .000001 .000001 

a 0.0525± 0.079 -0.1116± 0.038 -0.0495± 0.064 

t(a) .772157 2.217443 .662588 

P(a) .442257 .028749 .508897 

r -.6477 -.5741 -.5314 

t(r) 7.362002 7.082120 6.366949 

P(r)2�	 .000001 .000001 .000001 

R .4195 .3296 .2824 

D0 34612.5 ± 5362.5 50700 ± 8287.5 34612.5 ± 6337.5 

n 1.053± 0.086 0.8943± 0.035 0.9516± 0.063 

Dq 0.0375± 0.071 -0.1163± 0.028 -0.0356± 0.048 

 

Tabelle 3.6.2: Signifikanz des Single-Hit-Multi-Target Modells berechnet nach T-Test 

 sofort 1h 1h+Aphidicolin 

sofort  signifikant nicht signifikant 

1h T(175)=1.916 

2p<0.05 

 signifikant 

1h+Aphidicolin T(176)=0.034 

2p<0.95 

T(203)=1.664 

2p<0.05 
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Abbildung 3.6.2: Der Anteil intakter DNA in den Zellen der Linie UV5 nach 

Bestrahlung mit natürlichem Sonnenlicht zu den Zeitpunkten sofort, nach einer 

Stunde und nach einer Stunde in Anwesenheit von Aphidicolin 
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Tabelle 3.6.3: Kenngrößen der Dosiseffektkurve: UV5 / natürliches Sonnenlicht 

Zeitpunkt sofort 1h 1h+Aphidicolin 

f 33 50 44 

b -1.440± 0.330 -1.073± 0.099 -1.346± 0.089 

t(b) 6.726438 11.602880 15.641840 

P(b) .000001 .000001 .000001 

a 0.0664± 0.162 -0.0184± 0.034 -0.0137± 0.035 

t(a) .575866 .438307 .329028 

P(a) .568449 .662918 .743591 

r -.6049 -.8371 -.9148 

t(r) 4.363681 10.820210 15.028040 

P(r)2�	 .000118 .000001 .000001 

R .3659 .7007 .8369 

D0 33637.5 ± 9750 45337.5 ± 4582.5 36075 ± 2437.5 

n 1.068± 0.188 0.9816± 0.034 0.9863± 0.035 

Dq 0.0461± 0.159 -0.0172± 0.033 -0.0101± 0.027 

 

Tabelle 3.6.4: Signifikanz des Single-Hit-Multi-Target Modells berechnet nach T-Test 

 sofort 1h 1h+Aphidicolin 

sofort  nicht signifikant nicht signifikant 

1h T(81)=1.289 

2p<0.2 

 signifikant 

1h+Aphidicolin T(75)=0.329 

2p<0.7 

T(92)=2.011 

2p<0.025 
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Abbildung 3.6.3: Der Anteil intakter DNA in den Zellen der Linie EM9 nach 

Bestrahlung mit natürlichem Sonnenlicht zu den Zeitpunkten sofort, nach einer 

Stunde und nach einer Stunde in Anwesenheit von Aphidicolin 
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Tabelle 3.6.5: Kenngrößen der Dosiseffektkurve: EM9 / natürliches Sonnenlicht 

Zeitpunkt sofort 1h 1h+Aphidicolin 

f 66 45 42 

b -0.9734± 0.124 -0.9041± 0.114 -1.112± 0.205 

t(b) 8.891838 10.617450 8.477915 

P(b) .000001 .000001 .000001 

a -0.0407± 0.042 0.0479± 0.057 0.0884± 0.103 

t(a) .813820 1.023582 1.224327 

P(a) .418480 .311305 .227464 

r -.6947 -.7633 -.6403 

t(r) 7.845962 7.925627 5.401916 

P(r)2�	 .000001 .000001 .000003 

R .4826 .5826 .4100 

D0 49725 ± 7312.5 53625 ± 7751.25 43387.5 ± 9750 

n 0.9601± 0.041 1.049± 0.061 1.092± 1.196 

Dq -0.0418± 0.044 0.0530± 0.080 0.0794± 0.132 

 

Tabelle 3.6.6: Signifikanz des Single-Hit-Multi-Target Modells berechnet nach T-Test 

 sofort 1h 1h+Aphidicolin 

sofort  nicht signifikant nicht signifikant 

1h T(109)=0.347 

2p<0.7 

 nicht signifikant 

1h+Aphidicolin T(106)=0.574 

2p<0.5 

T(109)=0.906 

2p<0.3 
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4. Diskussion 

In der aktuellen Forschung konzentriert sich die Untersuchung der Gesundheitsrisiken, 

die durch Exposition der Menschen gegenüber Chemikalien oder Strahlung bestehen, 

vor allem darauf, mutagene, teratogene und onkogene Effekte nachzuweisen und zu 

messen. Durch epidemiologische Studien ist heute bewiesen, daß UV-Strahlung das 

Risiko der Entstehung von Hauttumoren erhöht (Rhainds et al., 1999; Muller et al., 1998; 

Longstreth et al., 1998). Die Wirkung der UV- oder Sonnenstrahlung auf die Zelle bzw. 

den Organismus ist dabei das Resultat des initial verursachten Schadens an der DNA 

und der Fähigkeit der Zelle, diesen Schaden zu beheben. Die Fähigkeit der einzelnen 

Zelle, durch UV entstandene Schäden zu beseitigen ist für den Organismus also von 

größter Bedeutung (Friedberg, 1985). 

In der Muta- und Onkogenese scheinen Strangbrüche der DNA eine entscheidende 

Rolle zu spielen. Die Dosis-Effekt-Beziehungen zwischen Bestrahlung und 

Strangbrüchen sowie deren nach dem schädigenden Ereignis stattfindende Reparatur 

sind Indikatoren, die die zelluläre Antwort auf den Schaden darstellen. Zusätzlich zu den 

direkt entstehenden Strangbrüchen können andere DNA-Schäden durch zelluläre 

Reparaturvorgänge in Strangbrüche umgewandelt werden und somit ebenfalls durch 

Messung der Strangbrüche quantifiziert werden. 

Zur quantitativen Messung von Strangbrüchen an Bakterien- oder Säugerzellen stehen 

verschiedene Verfahren zur Verfügung, von denen einige unter neutralen, andere unter 

alkalischen Bedingungen durchgeführt werden. Die Verfahren, die in neutraler 

Umgebung ablaufen, sind in der Lage, Doppelstrangbrüche zu messen. Im Gegensatz 

dazu können die unter alkalischen Bedingungen durchgeführten Verfahren durch die 

stattfindende Entwindung der DNA auch Einzelstrangbrüche messen. Häufig kommen 

Verfahren zum Einsatz, die auf der radioaktiven Markierung der DNA basieren. Um die 

in diesem Fall auftretenden Schwierigkeiten des Umgangs mit diesen Stoffen und deren 

Entsorgung zu umgehen, wurden solche Methoden entwickelt, die die radioaktive 

Markierung der DNA durch eine Fluoreszenzmarkierung ersetzen.  

Zur Identifizierung der DNA-Strangbrüche wurde die Fluorometric Analysis of DNA-

Unwinding (Fluorometrische Analyse der DNA-Entwindung, FADU) gewählt, diese 
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Methode erfaßt alle Arten von DNA-Schäden, also neben den Doppelstrangbrüchen 

auch die Einzelstrangbrüche und die alkalilabilen Läsionen der DNA. Dieses Verfahren 

wurde erstmals 1981 von Birnboim und Jevcak zur Untersuchung von mit 60Co 
-

Strahlen induzierten DNA-Strangbrüchen in menschlichen Lymphozyten angewandt 

(Birnboim und Jevcak, 1981). Die FADU-Methode stellt eine einfache, schnelle, 

ökonomisch und ökologisch sinnvolle Methode zur Bestimmung der DNA-Strangbrüche 

dar. In Vorversuchen konnte gezeigt werden, daß die mit der Methode der alkalischen 

Elution (Kohn und Grimek-Ewing, 1973) erzielten Ergebnisse mit denen der FADU 

identisch sind. Beide Methoden sind der Hydroxylapatit-Chromatographie oder 

Saccharosegradienten-Technik bezüglich der Sensitivität überlegen. So wiesen 

Birnboim und Jevcak 1981 mit ihrer Methode einen einzigen Strangbruch pro 

Chromosom nach, ein Ergebnis, das mit anderen Methoden zum Nachweis von DNA-

Strangbrüchen nicht hätte erzielt werden können. Zudem ist auch noch eine Wirkung 

von ionisierenden Strahlen bis zu extrem niedrigen Dosis von 0,25 Gy nachweisbar. 

Die eindeutigen Vorteile der FADU-Methode gegenüber der Alkalischen Elution erklären 

sich aus praktischen, ökologischen und damit auch zusammenhängenden 

ökonomischen Gründen. So erlaubt die FADU nach der Zugabe des Farbstoffes eine 

Kryokonservierung und gestattet es, viele Proben gleichzeitig zu messen, während bei 

der alkalischen Elution die Anzahl der zu messenden Proben aus technischen Gründen 

eingeschränkt bleibt. Ein weiterer Vorteil der FADU-Methode besteht darin, daß keine 

radioaktiven Materialien Verwendung finden, die somit nicht erst teuer angeschafft bzw. 

entsorgt werden müssen. Schließlich spricht für die FADU daß bei den angeführten 

Argumenten für dieses Verfahren die gewonnenen Ergebnisse in der Qualität mit denen 

der Alkalischen Elution vergleichbar sind. 

Bei der Alkalischen Elution sind die Ergebnisse in einem nicht geringen Ausmaß von der 

Porengröße des verwendeten Filters abhängig. Bei der Passage der DNA Moleküle 

treten Scherkräfte auf, die ihrerseits eine weitere Zerstörung des Moleküls bewirken. Die 

Scherkräfte werden in ihrer Größe von der Porengröße des Filters bestimmt. So können 

bei sonst gleicher Versuchsdurchführung in Abhängigkeit vom verwendeten Filter 

unterschiedliche, dann nicht mehr miteinander vergleichbare Ergebnisse erzielt werden. 

Bei der FADU treten Scherkräfte in wesentlich geringerem Maße auf, so daß sie das 
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Ergebnis nicht in dem Ausmaß verändern können, wie es bei der Alkalischen Elution der 

Fall ist. 

Ein Nachteil sowohl der FADU als auch der Alkalischen Elution besteht darin, daß eine 

absolute Messung der Anzahl der Einzel- oder Doppelstrangbrüche nicht direkt möglich 

ist. Das Ergebnis ist also immer als eine Aufsummierung zu betrachten. Hier muß man 

anhand der Relation von Einzel- zu Doppelstrangbrüchen, die bei einer Strahlenart 

bekannt ist, auf die absolute Zahl der Läsionen schließen. 

1982 wurde die FADU-Methode in modifizierter Form von Kanter und Schwartz 

angewandt, um dosisabhängige DNA-Schäden nach Röntgenbestrahlung an 

Lymphozyten von Nagetieren nachzuweisen (Kanter und Schwartz, 1982). Das 

Verfahren bei der FADU ist unter Kapitel 1.6 und 2.6 erläutert, das Prinzip beruht auf der 

Entwindung der DNA-Doppelhelix im alkalischen Milieu unter Lösung der dem 

Makromolekül die Form verleihenden Wasserstoffbrücken mit darauf folgender 

Dissoziation der beiden DNA-Stränge. Die Geschwindigkeit dieses Vorganges ist 

umgekehrt proportional zur Länge der DNA-Stränge. So entwindet sich die DNA eines 

Bakteriums in einer Größenordnung von Sekunden bis Minuten, während der gleiche 

Prozeß bei der DNA eines Säugetieres Stunden dauert. Hieraus leitet sich die 

Schlußfolgerung ab, daß eine Beschleunigung der Entwindung erfolgt, wenn zuvor eine 

Fragmentierung des Moleküls beispielsweise durch Bestrahlung stattgefunden hat 

(Ahnström G und Erixon K, 1973). Da die Fragmentierung von der Dosis der Strahlung 

abhängt, besteht eine umgekehrte Proportionalität zwischen der benötigten 

Denaturierungszeit und der Höhe der Strahlendosis. 

In den durchgeführten Versuchen erwies sich die FADU als einfach in der Handhabung 

und verläßlich bei der Ermittlung der Daten. Es erscheint wünschenswert, das Verfahren 

weiter zu vereinfachen, um mehr Proben gleichzeitig bearbeiten zu können, was einen 

breiteren Einsatz in der Dosimetrie ermöglichen würde. 

Über den Mechanismus der Schädigung der DNA auf molekularer Ebene kann mit der 

FADU keine definitive Aussage gemacht werden. Es wird jedoch versucht, die 

Ergebnisse mit den Resultaten anderer Untersuchungen zu korrelieren und die Muster 

der Schäden entsprechend zu erklären. 
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4.1. Vergleich der Ergebnisse der verwendeten Strahlungen 

Es war das Ziel der vorliegenden Arbeit, durch Anwendung der FADU-Methode als 

Verfahren der biologischen Dosimetrie einen Vergleich der biologischen Wirksamkeit 

verschiedener Strahlenarten zu ermöglichen. Es wurden zu diesem Zwecke drei Linien 

der chinesischen Hamster Ovarien Zellen untersucht: 1. Der Wildtyp AA8 mit völliger 

Profizienz in den verschiedenen Reparaturwegen als Antwort auf an der DNA 

entstandene Strahlenschäden, 2. die durch einen Defekt im ersten Schritt der 

Exzisionsreparatur UV-sensible Mutante UV5 und 3. die Mutante EM9, deren defektes 

XRCC1 Gen zu einer erhöhten Röntgensensitivität führt. Der mit der FADU zu 

untersuchende Parameter war das Entstehen von Strangbrüchen bei den 

verschiedenen Bestrahlungen. Dies wurde in Form von Dosis-Effekt-Kurven dargestellt. 

 

4.1.1. Röntgenstrahlung 

Bei den drei Linien werden unmittelbar nach der Bestrahlung hohe Anzahlen von 

Strangbrüchen sichtbar. Diese sofort ermittelten Kurven sind exponentiell von der Dosis 

abhängig. Bei der röntgensensiblen Mutante EM9 liegt der initiale Schaden noch etwas 

höher (D0 EM9: 11,64Gy, . D0 AA8:20 Gy). 

Nach einstündiger Inkubation kommt es zu einer beinahe vollständigen Reparatur der 

entstandenen Schäden. Beim Wildtyp liegen die gemessenen Fluoreszenzen für 

bestrahlte Zellen sogar teilweise höher als ohne Bestrahlung. Dies bedeutet nicht, daß 

das Molekulargewicht der DNA in diesen Zellen größer geworden ist. Die Beobachtung 

läßt sich wohl vielmehr dadurch erklären, daß der Metabolismus der Zellen durch die 

Bestrahlung verändert wird (Verringerung der DNA-Synthese) und so die Minderung der 

Fluoreszenz durch ansonsten stets ablaufende Replikationsprozesse entfällt. Man geht 

normalerweise von einer Anzahl von 3 Einzelstrangbrüchen pro 1010 Dalton aus, diese 

Größe kann aber erheblich variieren. Es finden auch bei der Linie EM9 Reparaturen der 

Strangbrüche statt. Die D0-Werte liegen nach einer Stunde mit 113 bzw. 50 Gy in einer 

Größenordnung, die eine höhere Empfindlichkeit gegenüber der ionisierenden Strahlung 

verrät. Die Empfindlichkeit der Zellen gegenüber Röntgenstrahlen ist also zum Teil auf 

die Defizienz der Zellen zur Verknüpfung von entstandenen Strangbrüchen 
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zurückzuführen. Die FADU-Methode läßt keine Aussage darüber zu, wie die Schäden in 

der Zelle wirksam werden, die Ergebnisse lassen sich aber mit Überlebenskurven 

korrelieren. So kann also mit der verminderten Fähigkeit der EM9, Strangbrüche 

wiederzuverknüpfen, ihre erhöhte Röntgensensitivität erklärt werden (Green et al., 

1992). 
 

4.1.2. UVC-Bestrahlung 

Mit der FADU-Methode lassen sich UVC-induzierte primäre und sekundäre, im Verlauf 

der Exzisionsreparatur durch Inzisionsenzyme verursachte, Strangbrüche nachweisen. 

Unmittelbar nach der Bestrahlung ist die Anzahl der Strangbrüche gering. Zu diesem 

Zeitpunkt lassen sich noch keine Unterschiede zwischen den profizienten AA8 und den 

in der Exzisionsreparatur defizienten UV5-Zellen nachweisen. Bei der Bestrahlung bis 

zu einer Dosis von 60 J/m2 finden sich bei den drei Zellinien nur wenige DNA-Schäden. 

Bei einer Bestrahlungsdosis von 13 J/m2 entspricht die Anzahl der Strangbrüche der 

Anzahl, die durch Röntgenbestrahlung mit 1 Gy erzielt wird. Verschiedene Autoren 

haben die Anzahl der Doppelstrangbrüche nach Röntgenbestrahlung untersucht und 

gemessen. Die Ergebnisse lagen bei 25-70 Doppelstrangbrüchen/Gy, bezogen auf ein 

Säugergenom von 6000 Megabasenpaaren (Erixon und Cedervall, 1995; Baumstark-

Khan, 1993). Da die Anzahl der Einzelstrangbrüche bei Röntgenbestrahlung zehn- bis 

zwanzigmal höher ist, kann von 700 Einzelstrangbrüchen/Gy ausgegangen werden. 

Dies entspricht 1680 freien DNA-Enden pro Zelle pro Gy, wobei 1400 den Einzel- und 

280 den Doppelstrangbrüchen zuzuschreiben sind. Bezieht man die genannten Dosen 

auf Überlebenskurven, so entspricht dies einem 80%igen (1 Gy Röntgen) gegenüber 

einem 20%igem (13 J/m2 UVC) Überleben (Baumstark-Khan et al., 2000). Dies 

unterstreicht, daß bei UVC-Bestrahlung nicht die unmittelbar verursachten DNA-

Strangbrüche die kritischen Läsionen darstellen, sondern daß hier vielmehr Cyclobutan-

Pyrimidin-Dimere und (6-4)-Photoprodukte für das zelluläre Überleben eine 

entscheidende Rolle spielen. Dimere und Photoprodukte selbst sind durch die FADU 

nicht direkt zu entdecken, aber ihre Entfernung aus der DNA kann sehr wohl festgestellt 

werden, insbesondere in Anwesenheit des DNA-Syntheseinhibitors Aphidicolin. Nach 

einstündiger Inkubation zeigt die FADU einen deutlichen Unterschied zwischen den 
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reparaturprofizienten AA8 und den UV5. Der Wildtyp zeigt nach einer Stunde einen 

gegenüber der UV5 signifikanten Anstieg der Strangbrüche, was auf eine Aktivität der 

Reparaturenzyme zurückzuführen sein dürfte. Dadurch, daß die reparaturprofizienten 

Zellen in Gegenwart von Aphidicolin die frühen Schritte der Exzisionsreparatur 

(Einschnitte an den beschädigten Stellen) durchführen können, die späteren Schritte 

(Polymerisation neuer DNA) aber gehemmt werden, steigt die Zahl der Lücken und 

damit auch der freien Enden in der DNA. In Gegenwart von Aphidicolin ist die Anzahl 

der sekundären (durch die Reparatur bedingten) Strangbrüche doppelt so hoch wie in 

Abwesenheit des Polymerasehemmers. 

Bei den Zellen der Linie UV5, die den Inzisionsschritt der Reparatur wegen ihres 

Defektes im ERCC2-Gen, homolog zur menschlichen Xeroderma Pigmentosum D, nicht 

durchführen können, bleibt die Zahl der Strangbrüche nach Inkubation in der gleichen 

Höhe wie sofort nach Bestrahlung. Für die Linie AA8 läßt sich die Anzahl der freien 

DNA-Enden mit 48 pro Zelle pro J/m2 (entsprechend 24 Einzelstrangbrüchen) sofort 

nach Bestrahlung und mit 240 freien DNA-Enden bzw. 500 Einzelstrangbrüchen pro 

Zelle pro J/m2 nach einer Stunde in An- oder Abwesenheit von Aphidicolin messen. 

Es wurde an menschlichen Lymphozyten gezeigt, daß es bei Bestrahlung mit einer 

UVC-Dosis von 500 J/m2 zur Bildung von Photoprodukten in einer Größenordnung von 

150 Addukten pro 106 Nukleotiden, das entspricht 1800 Addukten pro J/m2 im 

Säugergenom, kommt (Widlak et al., 1996). Das Verhältnis von Photoprodukten zu 

Cyclobutandimeren wird bei UVC-Bestrahlung mit 0,15 angegeben (Clingen et al., 

1995). Damit läßt sich annehmen, daß zusätzlich mit 12000 Dimeren pro Zelle pro J/m2 

gerechnet werden muß. Die Reparatur dieser 13800 DNA Schäden durch den 

Nukleotid-Exzisionsweg würde 27600 Inzisionen erfordern. Aufgrund der in den 

Versuchen ermittelten 500 freien DNA-Enden pro J/m2 nach einstündiger Inkubation mit 

Aphidicolin, würde die vollständige Beseitigung der DNA-Schäden bei konstantem 

Tempo der Reparatur über 50 Stunden dauern. In vitro und in vivo Untersuchungen 

haben sehr langsame Reparaturen der Cyclobutandimere im gesamten Genom 

ergeben. Innerhalb von 24 Stunden wurden in Säugerzellen bis zu 50% der Dimere 

entfernt; jedoch waren in ruhenden Fibroblasten nach sieben Tagen noch 13% der 

induzierten Thymidindimere vorhanden. In der menschlichen Haut wurden 24 Stunden 

nach Bestrahlung noch viele Läsionen nachgewiesen, die Halbwertszeit der 
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Thymindimere wurde mit 30 Stunden angegeben (Thompson et al., 1989). UV-induzierte 

(6-4)-Photoprodukte werden in Säuger-DNA offenbar viel schneller repariert als 

Cyclobutan-Dimere. Sie haben in der DNA Halbwertszeiten von einigen Stunden oder 

weniger, wie in vitro und in vivo gezeigt werden konnte (Young et al., 1996; Tung et al., 

1996). Man darf also davon ausgehen, daß das Auftreten von Strangbrüchen im 

Verlaufe der ersten Stunden vor allem der Reparatur der (6-4)-Photoprodukte 

zuzuschreiben ist. 

Die hier gewonnenen Daten decken sich mit den Ergebnissen anderer Autoren. Durch 

die alkalische Einzelzell Gel Elektrophorese, ein anderes Verfahren zur Detektion von 

Strangbrüchen, wurde an mit UVC bestrahlten menschlichen Fibroblasten und 

Lymphozyten gezeigt, daß eine Induktion von Strangbrüchen durch die Nukleotid-

Exzisionsreparatur in normalen, nicht jedoch in XPD-Zellen stattfindet (Alapetit, 1998; 

Green et al., 1992). Lankinen et al. zeigten an Granulozyten und Lymphozyten, daß 30-

60 Minuten nach UVC-Exposition ein Maximum an Strangbrüchen nachweisbar ist 

(Lankinen et al., 1996). Bei Inkubationszeiten von 150 Minuten und länger wurde eine 

signifikante Reduktion der Einzelstrangbrüche festgestellt, was die Autoren auf die 

stattfindende Synthese und Ligation zurückführen. Mit einer auf Ethidiumbromid 

beruhenden FADU-Technik wurde an Ehrlich Aszites Tumorzellen das Maximum an 

Strangbrüchen 10-20 Minuten nach UVC-Exposition nachgewiesen (Mlejnek und 

Kozubek, 1996). 
 

4.1.3.SOL 2 Bestrahlungen 

Beim Betrachten der Daten, die bei den Bestrahlungen mit künstlichem, in der Sol 2 

erzeugtem und verschieden gefiltertem Licht für den Wildtyp AA8 erzielt wurden, fällt 

auf, daß die Reaktion auf die Bestrahlungen sich mit Verschiebung der vorherrschenden 

Wellenlängen ändert. Bei den Bestrahlungen mit dem Filtern WG 280-5 und dem 

Petrischalendeckel als Filter entstehen noch deutlich mehr Strangbrüche, wenn die 

Zellen für eine Stunde inkubiert werden und es zeigt sich ein signifikanter 

Aphidicolineffekt. Es ergibt sich also ein Bild, daß dem der UVC-Bestrahlung ähnelt. Bei 

der Bestrahlung mit UV größerer Wellenlängen, gefiltert durch den WG 305-5, nähern 

sich die sofort und die mit einstündiger Verzögerung gemessenen Kurven einander an, 
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die Nukleotid-Exzisionsreparatur scheint also nicht mehr so deutlich zu dominieren. 

Diese Beobachtung steht in Einklang mit den Versuchen anderer Autoren (Peak et al., 

1991; Alapetite et al., 1996), die bei UVA-Bestrahlung ein früheres Auftreten und eine 

schnellere Reparatur von Strangbrüchen beschreiben, als nach UVB-Bestrahlung. Es 

läßt sich vermuten, daß bei der UVA-Strahlenwirkung weniger die Bildung von 

Photoprodukten des Bipyrimidintyp im Vordergrund stehen. Es ist vielmehr plausibel, 

anzunehmen, daß es bei der UVA-Bestrahlung zu einer Absorption der Strahlung durch 

Chromophore kommt, die dann Sauerstoffradikale verschiedener Art produzieren. Eine 

über Sauerstoffradikale vermittelte Induktion von Strangbrüchen wird auch von anderen 

Autoren diskutiert Peak et al., 1987). Gerade dieser zeitliche Ablauf mit der raschen 

Reparatur der Schäden innerhalb einer Stunde steht im Einklang mit Untersuchungen 

zur Kinetik der Reparatur oxidativer DNA-Schäden verursacht beispielsweise durch 

H2O2 (Collins et al., 1995). Durch diesen Ansatz läßt sich erklären, warum die Induktion 

von Strangbrüchen im längerwelligen UV-Bereich sich wie eine Kombination der 

Resultate der Röntgen- und der UVC-Bestrahlung darstellt. Es kommt zu einer 

gegenseitigen Überlagerung von Effekten des UVA und solchen der kürzerwelligen 

Strahlenanteile im Spektrum der jeweiligen Bestrahlung. Der Effekt des 

Polymeraseinhibitors Aphidicolin, der bei der UVC-Bestrahlung deutlich nachweisbar 

war, ist bei den Bestrahlungen mit künstlichem UV-Licht verschiedener Qualitäten zwar 

noch erkennbar, er wird jedoch deutlich schwächer. Dies deutet darauf hin, daß die 

Exzisionsreparatur, die nach UVC-Bestrahlung einsetzt, im längerwelligen Bereich nur 

noch einen geringeren Teil der Reparaturvorgänge ausmacht. 

Für die UV-sensible Linie UV5, dem Analogon zur humanen Xeroderma Pigmentosum 

D-Zelle, die sich durch einen Defekt im ersten Schritten der Exzisionsreparatur 

auszeichnet, bietet sich kein einheitliches Bild, wenn man die Ergebnisse der 

Bestrahlungen in der Sol 2 betrachtet. Auch hier scheint eine Überlagerung von 

Ereignissen vorzuliegen, die sofort nach den Bestrahlungen stattfinden und solchen, die 

mit zeitlicher Latenz ablaufen. Die initialen Schäden liegen in einer dem Wildtyp 

vergleichbaren Höhe, in zwei der drei Fälle ist der Schaden sogar größer als beim 

Wildtyp. In keinem der Versuche konnte ein signifikanter Anstieg der Anzahl der 

Strangbrüche nach einer Stunde gegenüber der Messung unmittelbar nach Bestrahlung 

festgestellt werden, wie es beim Wildtyp noch für die Bestrahlungen mit dem WG 280-5 
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und dem Petrischalendeckel als Filter zu beobachten war. Dies ist auf zwei Umstände 

zurückführen: Erstens kommt es im Bereich der kürzeren Wellenlängen bei der defekten 

Zellinie nicht zur Reparatur, eben weil sie in den ersten Schritten der Nukleotidexzision, 

der Inzision, defekt ist. Zweitens läßt sich der gleiche Effekt beobachten, wie beim 

Wildtyp, daß nämlich im UVA-Bereich die Läsionen schneller behoben werden als die 

durch UVC und UVB entstandenen Schäden, was vermutlich darauf zurückzuführen ist, 

daß sie auf dem Weg oxidativer Schädigung entstehen und der Weg über die 

Nukleotidexzision hier nicht mehr die Reparatur der entstandenen Schäden dominiert. 

Der initial stärkere Anstieg der Strangbruchhäufikeit steht eventuell in Zusammenhang 

mit einer größeren Empfindlichkeit der Zellen gegenüber oxidativem Streß. An XPD-

Zellen wurde eine im Vergleich zu Fibroblasten erniedrigte Aktivität der Katalase 

nachgewiesen und es konnte auch gezeigt werden, daß es in diesen Zellen nach UVC-

Bestrahlung zu höheren Wasserstoffperoxidspiegeln kommt (Vuillaume et al., 1992). 

Auch hier lassen sich die Ergebnisse der UVA-Bestrahlung mit den Vermutungen 

anderer Autoren in Einklang bringen, die dem UVA eine Rolle bei der Entstehung von 

Neoplasien der Haut zuschreiben. Bei Bestrahlung mit UV-Licht mit einer Wellenlänge 

von 365 nm wurde für XPD und XPA Zellen ein im Vergleich zu Fibroblasten gering 

vermindertes Überleben nachgewiesen (Smith et al., 1991). Die hier vorgestellten 

Ergebnisse von zusammengesetzten Strahlungen mit variablen Anteilen von UVB 

deuten darauf hin, daß eine Wirksamkeit der langwelligen UV-Strahlung besteht. Die 

Veränderung der Schäden von nach einer Stunde durch Exzisionsreparatur 

entstandenen zu unmittelbar entstehenden Schäden bei längerwelligen Spektren deutet 

auf ein genotoxisches Potential der UVA-Strahlung und ein Zusammenwirken der 

Anteile im zusammengesetzten Licht hin. Worin dieses Zusammenwirken genau 

besteht, kann hier nicht abschließend geklärt werden. Es erscheint plausibel, daß die 

UVA-Strahlung weniger durch die DNA als durch Proteine, zum Beispiel auch durch für 

die Reparatur benötigte Enzyme, absorbiert wird und so eine verminderte Fähigkeit der 

Zellen besteht, Strangbrüche zu reparieren. 

Das Verhalten der röntgensensiblen Linie EM9 in den Versuchen mit simuliertem 

Sonnenlicht ist nicht einheitlich. Nach den Bestrahlungen mit den Filtern WG 280-5 und 

Petrischalendeckel zeigt sich eine sehr hohe Anzahl an Strangbrüchen, die Linie EM9 

reagiert hier unmittelbar nach den Bestrahlungen mit der größten Empfindlichkeit aller 
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drei Zellinien. Ein einheitliches Muster dieser Schäden, was das zeitliche Auftreten 

angeht, läßt sich allerdings nicht feststellen. Auch ein Einfluß des Aphidicolin ist nicht 

erkennbar, was mit den Ergebnissen des Wildtyps in Einklang steht, bei dem ebenfalls 

die Exzisionsreparatur nicht mehr so klar im Vordergrund steht, wie noch bei der UVC-

Bestrahlung. Diese Resultate unterstützen die Schlußfolgerung, daß bei den 

Bestrahlungen mit UV-Licht vom Typ des UVA die Nukleotidexzision nur noch einen 

geringen Anteil an den stattfindenden Prozessen hat und daß im Bereich dieser 

Wellenlängen vielmehr die Schädigung der DNA durch ROS die entscheidende Rolle 

spielt. 
 

4.1.4.Bestrahlungen mit natürlichem Sonnenlicht 

Bei der Bestrahlungen von Zellkulturen mit natürlichem Sonnenlicht zum Zwecke 

biologischer Dosimetrie ergeben sich einige Schwierigkeiten. So ist es zunächst 

problematisch, die physikalische Dosis, die jeweils auf die Zellen einwirkt, exakt zu 

messen. Durch äußere Einflüsse wie Sonnenstand, Bewölkungsgrad, Ozongehalt der 

Stratosphäre und natürlich auch die Aktivität der Sonne schwankt die spektrale 

Zusammensetzung und die Energie der auf der Erdoberfläche auftreffenden UV-

Strahlung ständig. Bei der Messung von DNA-Strangbrüchen nach Bestrahlung mit 

natürlichem Sonnenlicht ist es also schwieriger, eine stetige Reproduzierbarkeit der 

gemessenen Werte zu erzielen. In den hier durchgeführten Versuchen wurde das 

biologisch gewichtete Spektrum als Maß benutzt, die Bestrahlungsdosis wurde jeweils 

mit dem Robertson-Berger-Meter in MED (Minimum Erythema Dose) gemessen. Alle 

Versuche mit natürlichem Sonnenlicht fanden an Sommertagen mit klarem Himmel 

zwischen 13.30 und 14.30 MESZ statt, unter Bedingungen also, die mit dem in 

Abbildung 4.1 für den 3.7.1996 dargestellten Spektrum übereinstimmen. Die 

Berechnung der physikalischen Dosis erfolgte durch Umrechnung der MED in J/m2. Am 

3.7.1996 betrug die effektive Dosis 2.4 MED/h, die physikalische Bestrahlungsstärke 

betrug 32.5 Jm2. Damit entspricht eine Bestrahlung mit 1 MED einer physikalischen 

Dosis von 48.750 Jm2. Die Durchführung der Versuche bei jeweils gleichen äußeren 

Bedingungen gewährleistet eine Vergleichbarkeit der Versuche untereinander Auf dieser 

Grundlage wurde die Umrechnung in die physikalische Dosis vorgenommen. 
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In der folgenden Abbildung finden sich drei spektroradiometrisch bestimmte 

Strahlungsspektren. Das erste Spektrum wurde am 3.7.1996 um 12.30 aufgezeichnet 

und diente als Referenzspektrum und Berechnungsgrundlage bei den Versuchen. Das 

zweite und dritte Spektrum wurden am 11.2.1998 um 12.30 und um 13.30 

aufgezeichnet. Weiterhin ist die Wichtung in MED und die biologisch effektive Dosis 

aufgetragen. 

Abbildung 4.1: Physikalisches Spektrum des Sonnenlichts, gemessen am 3.7.1996 

und am 11.2.1998 im DLR mit biologischer Wichtung der Daten 

 

Der Wildtyp AA8 zeigt eine Reparatur der aufgetretenen DNA-Schäden nach 

einstündiger Inkubation, das Ergebnis unterscheidet sich von den Resultaten der UVC-

Bestrahlung dadurch, daß die Exzisionsreparatur nicht im Vordergrund steht. Die 

auftretenden Strangbrüche sind bei den Bestrahlungen mit natürlichem Sonnenlicht 

weniger auf die Bildung von Dimeren und 6-4 Photoprodukten, als vielmehr auf 

Schädigung der DNA durch ROS zurückzuführen. Da allerdings in der Gegenwart des 
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Aphidicolin ein signifikant vermehrtes Vorkommen von Strangbrüchen zu beobachten 

ist, darf man davon ausgehen, daß die Nukleotidexzision durchaus an der Reparatur der 

DNA beteiligt ist, ihr aber bei der Bestrahlung mit natürlichem Sonnenlicht nicht die 

dominierende Rolle zukommt wie nach UVC- oder UVB-Bestrahlung, ein Ergebnis das 

sich mit denen der Bestrahlungen in der Sol 2 deckt. Diese Resultate sind mit denen 

anderer Autoren in Übereinstimmung, die ebenfalls eine Abnahme der Photoprodukte 

und ein Ansteigen von Dewar Isomeren nach Bestrahlung mit natürlichem Sonnenlicht 

gegenüber UVB- oder UVC-Bestrahlungen beobachtet haben (Clingen et al., 1995). 

Die in der Exzisionsreparatur defekte Linie UV5 zeigt bei Bestrahlung mit natürlichem 

Sonnenlicht ein ähnliches Verhalten wie der Wildtyp. Die Dosis, die benötigt wird, um 

den Anteil intakter DNA auf 37% zu vermindern liegt in der gleichen Höhe wie bei der 

AA8, ein weiteres Indiz dafür, daß beim natürlichen Sonnenlicht die 

Nukleotidexzisionsreparatur nicht allein für die Reparatur der Schäden verantwortlich ist. 

Wenn man die Ergebnisse der drei Zellreihen betrachtet, fällt auf, daß die Resultate mit 

denen der Bestrahlungen mit künstlichem UV-Licht ähnlicher spektraler 

Zusammensetzung vergleichbar sind. Beim Wildtyp AA8 waren bei den Bestrahlungen 

durch die Filter WG 280-5 und Petrischalendeckel, die jeweils höhere Anteile der 

energiereichen UVB-Strahlung enthalten, niedrigere Energiedosen nötig, um den Anteil 

der intakten DNA auf 37% zu vermindern, bei der Bestrahlung durch den Filter WG 305-

5 war mit 87870 J/m2 eine höhere Dosis nötig. 

Die bei den Untersuchungen der Strangbrüche nach Bestrahlung mit natürlichem 

Sonnenlicht erzielten Ergebnisse stützen die auch von anderen Autoren vertretene 

Vermutung, daß hier der Entstehung von Radikalen eine entscheidende Rolle zukommt 

(Yonezawa und Nishioka, 1999; Kunz und Armstrong, 1998). Damit kommt den zu deren 

Beseitigung notwendigen Enzymen wie Katalasen und Dismutasen eine wichtige Rolle 

bei der Reparatur der Schäden zu, die durch natürliches Sonnenlicht entstehen. Andere 

Reparaturmechanismen, die nicht der Nukleotiodexzision zugerechnet werden, haben 

ebenfalls Bedeutung. 
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5. Zusammenfassung 

In der vorliegenden Arbeit wurden drei Linien der Chinesischen Hamster Ovarien  

(CHO-) Zellen mit Röntgenstrahlung, UVC, künstlichem UV-Licht und natürlichem 

Sonnenlicht bestrahlt und die Entstehung von Strangbrüchen als Reaktion der Zellen auf 

diese Bestrahlungen gemessen. Die quantitative Bestimmung der entstandenen 

Strangbrüche erfolgte mittels der Fluoreszenz Analyse der DNA Entwindung (FADU).  

Nach den Bestrahlungen mit Röntgenstrahlen und UVC-Strahlen zeigt sich ein 

Unterschied im zeitlichen Ablauf der zellulären Reparaturvorgänge. Während eine 

Stunde nach Röntgenbestrahlung die Zellen, auch die röntgenempfindliche Linie EM9, 

die primären Strangbrüche praktisch vollständig beseitigt haben, entstehen die 

sekundären Strangbrüche nach UVC-Bestrahlung als Ausdruck der dann ablaufenden 

Exzisionsreparatur von Dimeren und Photoprodukten gerade in diesem Zeitraum. Die 

UV-sensible Linie UV5 ist in der Inzision der DNA defizient, was dazu führt, daß bei ihr 

deutlich weniger sekundäre Strangbrüche durch Reparaturprozesse entstehen. 

Bei Bestrahlungen mit künstlichem Sonnenlicht, das durch Filterung variable Anteile an 

UVB und UVA enthält, wird festgestellt, daß das Auftreten von sekundären 

Strangbrüchen nach einer Stunde nicht so stark ansteigt wie nach UVC-Bestrahlung und 

daß der Effekt des Polymeraseinhibitors auch nicht so ausgeprägt ist. Damit können die 

Schäden nicht mehr allein der Nukleotidexzision zugeordnet werden. Vielmehr scheinen 

hier andere Prozesse, etwa die Schädigung der DNA durch Sauerstoffradikale oder die 

vermehrte Absorption der UV-Strahlung durch Proteine, eine Rolle zu spielen. Dafür 

spricht auch, daß die in der Inzision defekte UV5 sich dem Wildtyp ähnlich verhält, wenn 

der Anteil der kürzeren Wellenlängen am UV-Spektrum sich verringert. 

Bei der Bewertung der Versuche mit natürlichem Sonnenlicht muß berücksichtigt 

werden, daß die solare Strahlung stetigen Änderungen in ihrer Zusammensetzung 

unterliegt. Im wesentlichen ergibt sich ein Resultat, das dem der Bestrahlungen mit 

simuliertem Sonnenlicht ähnelt. Bei den durch natürliches Sonnenlicht entstehenden 

Schäden scheint die Bedeutung der Nukleotidexzision geringer. Die Beseitigung 

oxidativer Schäden und die Strangbruchreparatur stehen wie beim simulierten 

Sonnenlicht im Vordergrund. 
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