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Zusammenfassung

Durch Ionenmikrobestrahlung von lebenden Zellen kénnen systematisch biologische
Strahlenschéden erzeugt werden. Insbesondere werden bei Bestrahlung eines Zellkerns
in quantifizierbarer Weise DNA—Schéiden generiert. Die Abschiatzung der physikalisch—
biologischen Wirkung von Ionenstrahlung auf mikroskopischer Ebene ist ebenso wie
der Aufbau eines Bestrahlungsplatzes am Rasterionenmikroskop SNAKE ein Haupt-
bestandteil dieser Arbeit. In ersten Bestrahlungsexperimenten mit hochenergetischen
Ionen konnte im Speziellen die Dynamik geschidigter Chromatinbereiche geklirt sowie
die rdumliche Verteilung von Proteinen untersucht werden, welche an der Reparatur
von DNA-Doppelstrangbriichen beteiligt sind.

Die Verwendung des Garchinger 14 MV-Tandembeschleunigers und seines lonenspek-
trums erlaubt Bestrahlungen mit LET—-Werten von 2,0 keV/um bis 11 MeV/um. In li-
nearer Abschitzung kénnen damit innerhalb eines Zellkerns DN A—Doppelstrangbriiche
mit einer Dichte von 0,02 bis zu 100 pro pm zuriickgelegter Ionenspur erzeugt werden.
Eine einfache geometrische Uberlegung unter Annahme einer Zellkernarchitektur be-
stehend aus gleichverteilten 30—nm-Fasern zeigt, dass im Mittel jedoch nur 1,8 Chro-
matinfasern pro pm Wegstrecke der Ionenspur direkt getroffen werden. Erginzend dazu
konnten durch Monte-Carlo-Simulationsrechnungen (PARTRAC), welche am Institut
fiir Strahlenschutz der GSF (Neuherberg) durchgefiihrt wurden, fiir eine Auswahl von
Ionenstrahlen jeweils die Anzahl von Chromatinfaserstrangen mit induzierten Doppel-
strangbriichen abgeschiitzt werden. Fiir einen Strahl von 100 MeV *O-Tonen ergibt sich
dabei eine Anzahl von ca. 3 pro pm Wegstrecke des Ions. Durch analytische Betrach-
tungen (Chatterjee—Modell) bzw. aus PARTRAC-Monte—Carlo—Simulationen wurden
radiale Dosisverteilungen bzw. radiale Verteilungen von Doppelstrangbriichen berech-
net. Bei den Spuren von 100 MeV O-Ionen zeigt sich, dass 90 % der physikalischen
Dosis innerhalb eines radialen Abstandes von 300 nm und 90 % aller erzeugten Doppel-
strangbriiche innerhalb eines Radius von nur 50 nm liegen.

Durch Erweiterung des Rasterionenmikroskops SNAKE um eine Einrichtung zur
Einzelionenpraparation, einen Strahlaustrittsmechanismus und ein optisches Mikro-
skop wurde ein Bestrahlungsplatz aufgebaut. Fiir die zu bestrahlenden Hel.a—Zellen



v

wurden geeignete Behilter mit einer 6 pm dicken Mylar—Folie als Wachstumssubstrat
entwickelt. Testbestrahlungen von Kernspurdetektoren zeigen eine Gesamtauflosung
des Systems von 0,55 pm in x— bzw. 0,40 pm in y—Richtung. Dariiberhinaus sind Zellbe-
strahlungen unter 10°-Winkel zum Wachstumssubstrat, allerdings ohne mikroskopische
Auflésung, moglich. Durch Immunofluoreszenzmethoden werden Proteine angeférbt,
die an der Reparatur von DNA-Doppelstrangbriichen beteiligt sind. Diese Arbeiten
werden von Kollaborationspartnern aus dem Strahlenbiologischen Institut der LMU—
Miinchen durchgefiihrt. Unter einem Fluoreszenzmikroskop konnen diese markierten
Proteine in Form sogenannter Foci mit lichtoptischer Auflésung nachgewiesen werden.
An HelLaZellen wurden Bestrahlungsexperimente mit einzelnen Ionen durchgefiihrt,
wobei diese in einer lateralen Anordnung gem#ifl vordefinierter Muster appliziert wur-
den. So konnte im Rahmen einer Diplomarbeit die zeitlich-rdumliche Dynamik geschi-
digter Chromatinbereiche mit y~H2AX Markierung untersucht werden. Hier zeigt sich
ein komplexes Zeitverhalten in der Fokus-Gréfe, welche nach anfinglicher Zunahme
ein signifikantes Schrumpfen aufweist. Die Zeitkonstante dieser Dynamik sowie die ab-
soluten Fokus—Gréflen sind von der radialen Lage des Fokus im Zellkern abhingig.
Die zeitliche Entwicklung der Foci-Positionen ist hingegen mit einer diffusionsbeding-
ten Aufstreuung vertriiglich. Eine gerichtete Bewegung der Foci iiber groflere Berei-
che des Zellkerns hinweg konnte nicht beobachtet werden, eine Existenz von ,DNA-
Reparaturfabriken“ scheint somit nicht zu bestehen.

Durch zeitlich separierte Bestrahlungen einer Zellprobe wurde eine Wechselwirkung
zwischen den Reparaturantworten an den jeweils erzeugten DNA-Doppelstrangbriichen
festgestellt. In diesen Experimenten wird beobachtet, dass in vorbestrahlten Zellker-
nen die Ansammlung von 53BP1-Proteinen an nachfolgenden Bestrahlungen deutlich
unterdriickt ist. Die quantitative Auswertung dieses , Konkurrenzeffektes“ wurde im
Rahmen einer weiteren Diplomarbeit durchgefiihrt.

Der experimentelle Schwerpunkt dieser Arbeit liegt in der Durchfiihrung von Bestrah-
lungen unter flachem Einfallswinkel zum Wachstumssubstrat der Zellen. Diese Geome-
trie ermdoglicht eine hohe optische Auflésung bei der Fluoreszenzmikroskopie entlang
der Ionenspur. Nach Bestrahlungen mit 29 MeV “Li bzw. 24 MeV '2C-Ionen konnten
durch Nachweis des Proteins 53BP1 Ansammlungen von DNA-Doppelstrangbriichen
beobachtet und die Dichte dieser Cluster zu weniger als 1 pro pm Ionenspur fiir beide
Strahlsorten ermittelt werden. Dies weist darauf hin, dass bereits bei dem LET—-Wert
der 29 MeV "Li—Tonen von 86 keV/pm eine Séttigung in der Anzahl von Schadensorten
auftritt. Die beobachtete Schidigungsstruktur muss daher auf die Zellkernarchitektur
zuriickgefiihrt werden, bei der die 30-nm—Chromatinfasern auf hherer Ebene organi-

siert sind.
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Kapitel 1
Einleitung

Lebende Zellen eines biologischen Organismus sind permanent dufleren Einfliissen aus-
gesetzt. Einen dieser Einfliisse stellt ionisierende Strahlung dar. Diese kann natiirlichen
Ursprungs sein, wie aus dem radioaktiven Zerfall primordialer Nuklide in Gesteinen als
auch aus der kosmischen Strahlung. Aber auch durch Anwendungen in der medizini-
schen Diagnostik und insbesondere der medizinischen Strahlentherapie werden lebende
Zellen beeinflusst oder sogar gezielt geschidigt.

In einer makroskopischen Herangehensweise wird die Energie— bzw. Aquivalentdosis als
Maf} herangezogen, um die Schidigungswirkung zu beschreiben, z.B. um das Krebsrisi-
ko fiir einen gesamten Organismus nach Bestrahlung zu bestimmen. Ein tatsichliches
Verstédndnis der Vorgéinge kann jedoch nur auf mikroskopischer bzw. molekularer Zell-
ebene erfolgen. Dazu wurden bereits in der Vergangenheit zahlreiche Experimente mit
unterschiedlichen Arten ionisierender Strahlung durchgefiihrt. Einen vielversprechen-
den Ansatz in Bezug auf systematische Bestrahlungsuntersuchungen bieten die soge-
nannten Mikro—-Bestrahlungsanlagen, welche die jeweilige Strahlungseinwirkung auf mi-
kroskopische Bereiche, vergleichbar mit oder kleiner als die Langenskala in biologischen
Zellen, beschrinken. Kombiniert mit einer genauen Dosiskontrolle, die im Extremfall
nur ein einzelnes Teilchen appliziert, konnen so in definierter Weise Bestrahlungsexperi-
mente durchgefiihrt werden, welche mit einer ,konventionellen“, flichenhaften Bestrah-
lung nicht moglich sind [1} 2,3, 4, 5]. Neu entdeckte, zellbiologische Effekte, wie z.B. der
sogenannte , Bystander“~Effekt [6, 7], konnten bereits an Mikro—Bestrahlungsanlagen
systematisch charakterisiert werden. Der Begriff ,,Bystander“—Effekt umfasst alle Be-
obachtungen, bei denen primér unbeeinflusste Zellen Stresssymptome zeigen, lediglich
aufgrund ihrer Nachbarschaft zu einer direkt, z.B. durch ionisierende Strahlung geschi-
digten Zelle. Mikro—Bestrahlungen mit der Méglichkeit, ausgewihlte Probenbereiche zu
bestrahlen bzw. nicht zu bestrahlen, sind dabei fiir Studien zum , Bystander“—Effekt
das Mittel der Wahl.
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Auch der Bereich niedrigster Strahlendosen, deren biologische Auswirkungen weitge-
hend unbekannt sind und kontrovers diskutiert werden, soll durch definierte Bestrah-
lung von Zellen mit genau abgezidhlten Teilchen systematisch untersucht werden. So
kann gekliart werden, ob fiir eine Zellreaktion eine applizierte Schwellendosis notwendig
ist, oder ob das Zellverhalten aus dem bekannten Bereich hoher Strahlendosen linear
extrapoliert werden kann. Dariiberhinaus gibt es Hinweise, dass niedrige Strahlendosen
durch Stimulation von DNA—Reparaturprozessen sogar einen positiven Einfluss auf die
Integritdt von Zellen haben kénnten.

Durch die gezielte Erzeugung von DNA-Schéden bei Mikrobestrahlung wird auch
eine neue Art von Experimenten moglich, die sich mit der Dynamik von DNA-
Reparaturprozessen und der Wechselwirkung zwischen separiert induzierten DNA—
Schiden beschéftigen. Hier stellt sich z.B. die Frage, ob es in einem Zellkern rdum-
lich festgelegte ,Reparaturfabriken” gibt, zu denen beschidigte DNA-Molekiile hin-
transportiert werden, oder ob Reparatur iiberall stattfinden kann. Desweiteren ist von
Interesse, wie sich die Chromatindichte um DNA—-Schadensorte herum entwickelt. Dies-
beziigliche Untersuchungen konnten mit Hilfe der im Rahmen dieser Arbeit aufgebauten
Bestrahlungsapparatur durchgefiihrt werden.

Hochenergetische Ionen, wie sie am 14 MV-Tandembeschleuniger in Garching zur Ver-
fiigung stehen, eignen sich aufgrund ihrer definierten lonisationsspuren sowie der Va-
riierbarkeit der Strahlenschidigung in besonderer Weise fiir eine mikroskopisch genaue
Bestrahlung lebender Zellen. Dieser Sachverhalt wird in Kapitel2 dargestellt. Dort soll
quantitativ diskutiert werden, welche physikalische Dosisverteilung bei Ionenbestrah-
lung zu erwarten ist. Bei Bestrahlung des sensibelsten Zellbestandteils, des Zellkerns,
werden Schiden im Erbgut der Zelle, d.h. in DNA-Molekiilen, erzeugt. Daher wird in
Kapitel 2/ die Induzierung und rdumliche Verteilung von DNA-Einzel- und insbeson-
dere von DNA-Doppelstrangbriichen entlang Ionenspuren abgeschétzt.

Um Mikro—Bestrahlungen lebender Zellen mit einzelnen Ionen am Garchinger Tandem-
beschleuniger durchfiihren zu kénnen, wurde die dort bestehende Rasterionenmikro-
sonde SNAKE im Rahmen dieser Arbeit entsprechend ausgebaut. Neben den apparati-
ven Problemen zur Strahlfiihrung und —préparation musste auch die dazu kompatible
Handhabung der Zellen gelost werden. Diese Punkte werden in Kapitel 3 ausgefiihrt.
Desweiteren wird dort dargestellt, welche rdumliche Bestrahlungsgenauigkeit prinzipiell
erreichbar ist und welche Genauigkeit im konkreten Fall erreicht wurde.

Die durch lonenbestrahlung generierten DNA-Schidden konnen von lebenden Zellen
repariert werden. In Kapitel 4 wird ein kurzer Uberblick der biologischen Abldufe ge-
geben, welche fiir die Reparatur von DNA-Doppelstrangbriichen verantwortlich sind.

Die Untersuchung der bestrahlten Zellen erfolgt mit Immunofluoreszenz—Methoden und



optischer Mikroskopie. Die dadurch bedingten Auflésungslimitierungen werden ebenso
wie die Moglichkeit zur dreidimensionalen Objekt—Rekonstruktion als Abschluss von
Kapitel 4] diskutiert.

In Kapitel 5 werden durchgefiihrte Experimente und deren Auswertungen vorgestellt.
Im Rahmen zweier Diplomarbeiten konnte die zeitlich-rdumliche Dynamik von Chro-
matinbewegungen im Verlauf von DNA-Reparaturprozessen untersucht und ein neu
entdeckter ,Konkurrenzeffekt“ beziiglich der Wechselwirkung zwischen fraktioniert er-
zeugten DNA-Schéden charakterisiert werden. Als ein Schwerpunkt der vorliegenden
Arbeit ist die Bestrahlung von Zellen unter flachem Ionen—Einfallswinkel zu sehen. Da-
durch konnte ein Einblick in die dreidimensionale Struktur von Schidigungsereignissen
entlang von Ionenspuren gewonnen und mit Modellvorstellungen verglichen werden.
Die quantitativen Abschitzungen des Kapitels 2 sind speziell im Hinblick auf diese

Untersuchungen durchgefiihrt worden.
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Kapitel 2

Biologische Strahlenschiden durch

hochenergetische Ionen

Als geladene Teilchen gehoren hochenergetische Ionen ebenso wie schnelle Elektronen,
d.h. f-Strahlung, zu den direkt ionisierenden Strahlenarten, die lings ihrer Flugbahn
durch Materie mittels Coulomb-Sté8en freie Ladungstriger sowie angeregte Molekiil-
zustdnde erzeugen. In einer lebenden Zelle fiihren diese Prozesse zu Schiden am bio-
logischen System. Der Zellkern, welcher in Form von DNA-Molekiilen die genetische
Information beinhaltet, stellt dabei den sensibelsten Zellbestandteil dar. Daher be-
schéftigen sich die folgenden Kapitel insbesondere mit strahlungsinduzierten Schiden
an DNA.

2.1 Dosimetrie im Zellkern und Erzeugung von
DNA-Strangbriichen

Allgemein wird fiir makroskopische Korper als Grofle zur Quantifizierung eines Strah-
lenschadens die Energiedosis ED verwendet. Diese gibt das Verhéltnis von absorbierter
Strahlungsenergie zur Masse des Korpers an. Einheit der Energiedosis ist das Gray
(Gy = J/kg). In Bezug auf ein biologisches System kann dieser Korper ein gesamter
Organismus oder aber einzelne Bestandteile (Organe, Gewebearten) davon sein, welche
sich in ihrer Strahlensensitivitit unterscheiden kénnen.

Die kleinste, lebende Einheit eines makroskopischen Gewebes stellt eine einzelne Zelle
dar. Bei Bestrahlungsexperimenten an isolierten Zellen, wie sie in Kulturen der Zellbio-
logie vorliegen, wird die absorbierte Strahlungsenergie auf den sensitiven Bereich des
Zellkerns einer einzelnen Zelle bezogen. Der Zellkern stellt ein dreidimensionales Objekt
dar, welches durch ein oblates Ellipsoid angendhert werden kann (sieche Abb.[2.1). Die
eingezeichnete Querschnittsfliche A,,,« kann jedoch in der Realitéit von der Form einer
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lonendurchgang

h

Zellkern
(Volumen V)

v

Abbildung 2.1: Schematische Darstellung eines Zellkerns mit eingezeichnetem Ionendurch-

gang.

Ellipse abweichen. Bei Zellen in Kultur, welche adhérent auf einem Substrat wachsen,
wird die Orientierung des Zellkerns meist vom Wachstumssubstrat festgelegt. Die Quer-
schnittsflache mit maximalem Inhalt liegt dann parallel zum Substrat. Auflerdem ist
in Abbildung 2.1 ein Ionendurchgang mit der bei den Zellmikrobestrahlungen iiblichen
Richtung senkrecht zum Substrat ersichtlich.

Um im Hinblick auf die an HeLafZellenm durchgefiihrten Bestrahlungen relevante Ab-
schitzungen machen zu kénnen, wurden die Kerne der in den Bestrahlungsbehéltern
kultivierten und bestrahlten Zellen geometrisch vermessen. Dazu wurde unter Verwen-
dung von fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen (siehe Kap. fiir insgesamt 100
mit dem Farbstoff DAPI gefiirbte Zellkerne aus 10 verschiedenen Proben jeweils die

maximale Querschnittsfliche A., und die Hohe h ermittelt. Es ergeben sich die in

(1)Zelllinie von menschlichen Epithelzellen, die einem Cervix-Carcinom entnommen wurden.
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Abbildung 2.2: Hiufigkeitsverteilung der maximalen Querschnittsfliche A« und der Hohe

h von 100 HeLa—Zellkernen. Die statistischen Unsicherheiten stammen aus [8].
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Abbildung 2.3: Hiufigkeitsverteilung des Volumens von 100 HeLa—Zellkernen (statistische
Unsicherheiten fiir Ereignisanzahlen < 20 siehe [8]). Dem Volumen liegt jeweils das Modell
eines Ellipsoids zugrunde. Eingezeichnet ist zudem das Volumen des in den PARTRAC-
Simulationen verwendeten Modell-Zellkerns (siche Kap.[2.2).

Abbildung 2.2 dargestellten Haufigkeitsverteilungen. An die Daten wurde jeweils eine
Gaufl-Kurve angepasst, welche die Annahme einer Normalverteilung fiir Querschnitts-
fliche und Hohe rechtfertigt. Die Anpassung liefert folgende Mittelwerte sowie die je-
weiligen Unsicherheiten (£0): Apax = (1404 5) pm? und A = (7,60+0,11) pm. Das
Volumen eines Ellipsoids ergibt sich nach [9]:

2

Die Volumina, die man fiir die 100 betrachteten Zellkerne erhilt, sind in Abbildung 2.3
in einem Histogramm aufgetragen. Eine GauB8-Anpassung liefert fiir den Volumen-—
Mittelwert sowie fiir die Unsicherheit dieses Mittelwertes (£ o): V = (710 £ 20) pm3.
Dieses Ergebnis steht in Ubereinstimmung mit entsprechenden Daten aus [10]. Da
ca. 70 % der Zellmasse aus Wasser besteht, sollen die folgenden Dosis—Betrachtungen
fiir ein System aus Wasser angestellt werden. Mit der entsprechenden Dichte (pg,0 =
1g/cm?®) hat der Zellkern eine mittlere Masse von myenern = 0,71 ng. Bezieht man die
Gesamtmenge des menschlichen Erbgutes von 6-10° bp (Basenpaare) auf das mittlere
Volumen, so erhilt man fiir die DNA—-Dichte der hier betrachteten HeLa—Zellkerne den
Wert von ppxa = 8,5-10° bp/pm?.

Wie in Abbildung(2.1 dargestellt, soll der Zellkern an beliebiger Stelle von einem hoch-
energetischen Ion durchquert werden. Die Spurldnge innerhalb des Kerns sei Az, die
Energiedeposition pro Ion ergibt sich dabei aus dem jeweiligen LET,, (LET = linearer
Energietransfer)-Wert. LET,, beschreibt den gesamten Energieeintrag pro Einheits-
lainge der Ionenspur ohne Begrenzung beziiglich der radialen Verteilung bzw. beziig-
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lich eines maximalen Einzel-Energietransfers und ist damit identisch zur sogenannten
»Otopping Force“ dE/dz. In Abbildung2.4/ist der LET,,—Wert in Wasser fiir eine Aus-
wahl von Ionen in Abhéngigkeit von deren Geschwindigkeit (untere Abszisse) bzw. von
deren Energie pro Masse (obere Abszisse) dargestellt. Man erkennt, dass verschiedene
Isotope eines Elements (z.B. 'H und ?H) in dieser Auftragung nicht unterscheidbar
sind. Die Daten wurden mit Hilfe des Computerprogramms SRIM ermittelt [11]. Bei
allen Schidigungsprozessen durch ionisierende Strahlung stellen Elektronen die ent-
scheidenden Sekundirteilchen dar. Daher ist in Abbildung zu Vergleichszwecken
der LET,,—Wert von Elektronen im Energiebereich von 40eV bis einige 10keV auf-
getragen. In diesem Energiebereich erfolgt die Abbremsung der Elektronen nur durch
StoBe mit den Targetelektronen, Abbremsung durch Erzeugung von Bremsstrahlung
tritt in Wasser erst ab einer Energie von ca. 10 MeV signifikant auf und wird bei noch
hoheren Energien dominant. Fiir hohe Geschwindigkeiten n#hert sich, aufgrund des
gleichen Betrags der Projektilladung, der LET,,—Wert von Elektronen demjenigen von
Protonen bzw. Deuteronen an. Die Daten fiir niederenergetische Elektronen (Kreuze)
stammen aus [12] (IAEA), fiir hoherenergetische Elektronen (gestrichelte Linie) aus
[13] (ESTAR).

Die Energiedosis ED, die ein Zellkern pro Ionendurchgang erhilt, ergibt sich mit der
oben berechneten, mittleren Masse zu:

ED — Edeponiert — Az - LEToo (2-2)
M Zellkern M Zellkern

Da in dieser Arbeit nicht der Gesamt—Strahlenschaden im Zellkern im Vordergrund
steht, sondern die Struktur der Schiidigung entlang von Ionenspuren (siehe insbesondere

Kap.[5.3), wird im Folgenden die spurlingenbezogene Energiedosis ED/Axz verwendet:

ED LET,
- (2.3)

A.I Mzellkern

Fiir Zellbestrahlungsexperimente am Miinchener Tandembeschleuniger steht ein brei-
tes Spektrum an Tonensorten zur Verfiigung, welche jeweils auf Energien aus einem
bestimmten Bereich beschleunigt werden kénnen. In Abbildung (2.5 ist eine Ubersichts-
darstellung des Strahlspektrums zu erkennen. Exemplarisch ist darin fiir eine Anzahl
von lonensorten der LET,,—Wert (linke Ordinate) bzw. die spurlingenbezogene Ener-
giedosis (rechte Ordinate) iiber der Ionenenergie aufgetragen. Die durchgezogenen Kur-
venstiicke stellen dabei den jeweiligen Bereich dar, welcher vom Miinchener Tandem-
beschleuniger abgedeckt wird. Man erkennt, dass der LET, ,—Wert in diesem Bereich
um mehr als drei Groflenordnungen variiert. Durch die Wahl von leichten, schnellen
Projektilen wie 28 MeV Protonen kénnen locker ionisierte Spuren mit einem LET,—

Wert von 2,0keV/pm bzw. einer spurlingenbezogenen Energiedosis von 0,45 mGy/pm
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Abbildung 2.4: LET,,—Werte in Wasser von Ionen und Elektronen in Abhéngigkeit deren
Geschwindigkeit (untere Skala, Einheit: Lichtgeschwindigkeit c) bzw. deren Energie pro Masse
(obere Skala, Einheit: MeV/u). Fiir die Elektronen—Daten ist eine absolute Energie-Skala
(griin) eingefiigt. Die L ET,—Werte fiir Ionen wurden mit SRIM2003 [11] ermittelt. Die Daten
fiir Elektronen wurden aus [12] (IAEA) bzw. [13] (ESTAR) entnommen.
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erzeugt werden. Bei Bestrahlung mit Schwerionen werden hingegen dicht ionisierte Spu-
ren mit Werten bis zu 11 MeV/um bzw. 2,5 Gy/um (200 MeV *7Au) generiert. Um den
angegebenen Bereich der Strahlenschidigung allerdings liickenlos abdecken zu kénnen,
muss bei den leichten Ionen insbesondere das Isotop 2H und eventuell das seltene *He
verwendet werden. Zudem ist es hier notwendig, den Tandembeschleuniger auch bei
sehr niederen Terminalspannungen von bis zu 2,5 MV zu betreiben. Da verschiedene
Ionensorten je nach deren Energie zu gleichen LET,,—Werten fiihren kénnen, ist es z.B.
méglich, 5,5 MeV a-Teilchen aus dem Zerfall von *?Rn (siehe ,radioaktiv‘—Symbol in
Abb. mit einem Strahl von 28 MeV “Li-Ionen zu simulieren. Allerdings muss wie
in Kapitel2.3 (Abb.[2.11lrechts) dargestellt die unterschiedliche radiale Dosisverteilung
beachtet werden.

Die beiden wichtigsten, strahlungsinduzierten Schiaden im Zellkern stellen Einzelstrang-

briiche (single-strand breaks: SSBs) und die biologisch schwerwiegenden Doppelstrang-

I o "ot p
Au 10°
4
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E 10°L _ 10
— : £ 2
£ >
S |
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CIN: E 10
= 19l % 10"
5 10 ¢ <
3 g
2
E 1k ] 10
= F [ SRIM2003| € P Y 107
L |-—— ESTAR T 3
10'1 L | L ool L ' 10
10 10° SSBs,.., / Ax DSBs,... / A
lonenenergie (MeV) () (m”)

bzw. Elektronenenergie (keV)

Abbildung 2.5: LET,,—Werte in Wasser bzw. spurldngenbezogene Energiedosis in HeLa—
Zellkernen (mzelikern="0,71ng bzw. ppna=8,5-106 bp/um?) fiir verschiedene Ionen in Ab-
héngigkeit der kinetischen Energie. Die durchgehenden Kurvenabschnitte werden vom
14 MV -Tandembeschleuniger abgedeckt. Die beiden Skalen rechts neben dem Diagramm ge-
ben die lineare Umrechnung der Energiedosis in Anzahlen von DNA-FEinzel- bzw. DNA—-
Doppelstrangbriichen pro Spurlinge wieder.
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briiche (double-strand breaks: DSBs) in DNA-Molekiilen dar (siehe Abb. [4.1). Aus
der Strahlenbiologie locker ionisierender Strahlung, wie z.B. Rontgenstrahlung, ist be-
kannt, dass 1Gy Energiedosis im Mittel 1000 Einzel- und 35 Doppelstrangbriiche
der DNA pro Zellkern erzeugt [14, 15]. Angewandt auf die in Gleichung 2.3 defi-
nierte, spurlingenbezogene Energiedosis erhélt man so eine Anzahl von DNA-Einzel-
bzw. DNA-Doppelstrangbriichen pro Einheit der Spurlinge. Diese lineare Skalierung
SSBStinear/ Ax bzw. DSBSjinear/ Az ist auf der rechten Seite von Abbildung 2.5/ ein-
getragen. Bei Ausnutzung des Strahlspektrums am Miinchener Tandembeschleuniger
kann, zunéchst unter Annahme dieses einfachen Zusammenhangs, die Zahl der erzeug-
ten Einzelstrangbriiche von 0,5 pro pm bis auf mehr als 2000 pro pm eingestellt werden.
Die im Folgenden speziell interessierenden DNA—-Doppelstrangbriiche kénnen von we-
niger als 0,02 pro pm bis auf ca. 100 pro pm fiir einen einzelnen Ionentreffer variiert
werden. Es sei darauf hingewiesen, dass diese Umrechnung nur fiir Zellkerne mit einer
DNA-Dichte von ppya=38,5-10%bp/pm? giiltig ist. Fiir andere DNA-Dichten miissen

die Werte entsprechend umskaliert werden.

2.2 Clusterbildung von
DNA—-Doppelstrangbriichen

Die im vorigen Abschnitt dargestellte Abschédtzung der Anzahl an DNA-Strangbriichen
stellt eine Extrapolation aus dem Bereich der locker ionisierenden Strahlung dar. In
diesem Bereich, der experimentell durch Bestrahlung mit z.B. ®*Co-+-Quanten (Ener-
gie: 1,173 MeV bzw. 1,332 MeV) oder 250 kV-Réntgenphotonen zuginglich ist, kann
die Energiedeposition als kontinuierlich iiber den Zellkern verteilt angesehen werden.
Die rdumliche Struktur der DNA spielt hier eine untergeordnete Rolle. Bei Bestrah-
lung mit Ionen hingegen, vor allem mit Schwerionen, handelt es sich um lokalisier-
te Ereignisse mit hohen lokalen Energiedosiswerten im Zentrum der Ionenspur (siehe
Kap. 2.3). Die biologische Auswirkung, d.h. insbesondere die Erzeugung von DNA-
Doppelstrangbriichen, ergibt sich aus der riumlichen Uberlagerung von Ionisierungser-
eignissen und Anordnung der DNA, welche in mehreren Hierarchiestufen organisiert
ist. Das reine DNA—-Molekiil stellt ein langes, strickleiterartiges Molekiil dar, welches
schraubenformig gewendelt ist (sog. Doppelhelix). Das Riickgrat zu beiden Seiten die-
ses Molekiils wird von sich wiederholenden Zucker—Phosphat—Einheiten gebildet. Die
genetische Information ist in der Abfolge der daran angelagerten Stickstoffbasen ent-
halten, von denen jeweils zwei {iber Wasserstoffbriickenbindungen zu einem Basenpaar
(bp) gebunden sind (Guanin—Cytosin bzw. Adenin—Thymin). Dies ist in Abbildung 2.6/
ersichtlich. Die Breite des DNA-Molekiils betréigt ca. 2nm, eine Schraubenwindung
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Abbildung 2.6: Chemische Struktur der Stickstoftbasen in der DNA. Zwei dieser Basen
bilden jeweils eine komplementére Paarung iiber Wasserstoftbriicken (zwei Briicken zwischen
Thymin und Adenin, drei Briicken zwischen Cytosin und Guanin). Das Zucker—Phosphat—
Geriist ist nur angedeutet. Die Vorlage fiir die Abbildung stammt aus [16].

enthélt bei einer Linge von 3,4nm ca. 10 Basenpaare. Im Kern einer lebenden Zelle
ist das DNA-Molekiil an Proteine, die sogenannten Histone, gebunden. Die so entste-
henden Nukleosomen bilden die Grundeinheit des Chromatins (siehe Abb. [2.7). Die
Nukleosomen ihrerseits lagern sich zu gréfieren Einheiten zusammen und bilden eine
Faser mit einem Durchmesser von ca. 30 nm. Der Kern einer menschlichen Zelle enthélt
46 Chromosomen mit insgesamt 6 -10° Basenpaaren. Pro nm L#nge der 30-nm-Faser
finden ca. 110 Basenpaare Platz, insgesamt besitzt die Faser eine Linge von ca. 5,5 cm.
Durch eine einfache geometrische Betrachtung und ohne Beriicksichtigung weiterer
DNA-Organisationsstufen kann nun abgeschétzt werden, wieviele Chromatinfaser-
striange pro pm Wegstrecke vom Zentrum einer Ionenspur getroffen werden. Das Ge-
samtvolumen der 30-nm-Faser pro Zellkern betriigt ca. 39 pm?®. Mit dem Zellkernvolu-

men von 710 pm?® folgt fiir das entsprechende Volumenverhéltnis:

VFaser

=55% (2.4)

VZellkern

Dieses Volumenverhiltnis p ist zugleich die Wahrscheinlichkeit dafiir, dass ein Ion beim
Durchtritt durch eine 30 nm dicke Zellkernschicht eine Chromatinfaser trifft. Fiir eine
Flugstrecke von 1 pm ergibt sich daher eine mittlere Anzahl direkt getroffener Chro-
matinfasern von ca. 1,8. Die Abbildung 2.8 stellt dazu einen mafstéblichen Ausschnitt
aus dem Zellkern dar. In lateraler Richtung besitzt der Ausschnitt eine Kantenlénge
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urzer posoprit //\\//\\/% zpm

Histon-Kern

“Perlschnurform”
des Chromatins

30-nm-Chromatin-
Faser der dicht ge-
packten Nukleosomen

Abbildung 2.7: Organisationsstufen der DNA: In der ersten Stufe ist die DNA um Histone
gewickelt. Die so entstehenden Nukleosomen formen eine sogenannte ,Perlschnur®. In der
zweiten Stufe bilden die Nukleosomen einen dichten Verbund, die 30-nm—Chromatin—Faser.
Hohere und weniger stringente Organisationsstufen sind nicht dargestellt. Die Abbildung ist

aus [16] entnommen.

von 1pm, senkrecht zur Zeichenebene ist eine Projektion einer 300 nm dicken Schicht
dargestellt. Der Verlauf der 30-nm-Fasern wurde als zuféllig angenommen, ihr An-
teil am dargestellten Volumen betrigt 5,5%. Aufgrund der grofien Ionisationsdichte
bei hoch-LET-lonenbestrahlung iiberlagern sich im Zentrum der Spur einzelne Sché-
digungsereignisse bzw. Spuren von Sekundirelektronen. Bei direkten Treffern in den
30-nm-Fasern fiihrt dies zu einer gehduften und insgesamt iiberproportionalen Er-
zeugung von DNA-Doppelstrangbriichen. Diese Ereignisse sind in Abbildung 2.8 an
den griin gefirbten Chromatinfasern illustrativ dargestellt. Die Uberhéhung der DSB—
Erzeugung kann durch einen entsprechenden RBE-Faktor (RBEps, RBE = ,relative

biological effectiveness”) beschrieben werden:

DSBs(*X, E)

BEpgsg =
RBEpss DSBs(5°Co—~)

(2.5)

DSBs(AX, E) ist dabei die Anzahl der von einem Ion des Nuklids #X (Element X, Mas-
senzahl A) mit der Energie E erzeugten Doppelstrangbriiche. DSBs(%°Co—~) ist die
Anzahl der mit einer locker ionisierenden Referenzstrahlung bei gleicher Energiedosis
generierten Doppelstrangbriiche. Der Faktor RBEpgp beschreibt somit die Effektivitét
einer Strahlung in Bezug auf die Bildung von DNA-Doppelstrangbriichen und muss
fiir jede Strahlsorte und —energie neu bestimmt werden. Durch Multiplikation mit die-
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lonendurchgang

30-nm-Chromatinfaser

30-nm-Chromatinfaser
mit direktem lonendurchgang

Doppelstrangbruch  *

Im Fluoreszenzmikroskop
sichtbarer Fokus

Abbildung 2.8: Ma#fstabsgetreue Darstellung von zufillig verteilten 30—nm—-Chromatin-
fasern. In Blickrichtung ist eine 300 nm dicke Zellkernschicht auf die Zeichenebene projiziert.
Die Betrachtung gilt fiir einen Zellkern mit einer DNA-Dichte von ppxa= 8,5 -106 bp/pm?3.
Bei dem eingetragenen Ionendurchgang wurde die radiale Ausdehnung der deponierten Dosis
vernachlissigt. Die Anzahl direkt getroffener Chromatinfasern kann zu 1,8 pro ym Ionenspur

abgeschéitzt werden.

sem Faktor erhélt man aus der linearen Abschiitzung DSBSjinear/Ax des Kapitels
die tatsdchlich zu erwartende Anzahl von DNA-Doppelstrangbriichen pro Einheit der
Spurléinge DSBsgpg/Ax.

Fiir eine Auswahl von verschiedenen Ionensorten und —energien wurden dazu Rech-
nungen mit dem Monte—Carlo—Simulationsprogramm ,PARTRAC“ (PARticle TRACk)
[17, 18, am Institut fiir Strahlenschutz der GSF (Forschungszentrum fiir Um-
welt und Gesundheit, Neuherberg, W. Friedland) durchgefiihrt. In diesen Simulationen
wird ein Modell-Zellkern zylindrischer Gestalt (Durchmesser: 15 um, Héhe: 5 pm, Mas-
sendichte: 1,06 g/cm?, [18]) mit einem Volumen von 884pum? (vgl. Abb. 2.3) und ei-
ner dementsprechenden DNA-Dichte von ppxa=6,8-10°bp/um? verwendet. Die DNA
wird dabei in einzelne, 150 nm lange (entspricht 18 kbp) Chromatinfaserstiicke ein-
geteilt, an welchen Strahlenschdden simuliert und deren Koordinaten registriert wer-
den. Neben den direkten Ionisations— bzw. Anregungsprozessen am DNA-Molekiil
werden im PARTRAC-Code auch indirekte, chemische Schiadigungsereignisse durch
Wasser-Radikale beriicksichtigt. Bei diesen Rechnungen zeigt sich, dass bei Bestrah-
lung mit Schwerionen iiberproportional viele DNA-Doppelstrangbriiche entstehen, d.h.
der RBEpsg—Faktor ist grofier als eins. Auflerdem bestétigen die Simulationsrechnun-
gen den in Abbildung 2.8/ angedeuteten Effekt, dass sich Gruppen bestehend aus meh-
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reren DSBs innerhalb eines Chromatinfaserstiicks ausbilden. Dieser Cluster—Effekt soll
durch einen Cluster—Faktor Fiyysier beschrieben werden. Fpygier gibt an, wieviele Dop-
pelstrangbriiche im Mittel auf einem 150 nm langen, geschddigten Chromatinfaserstiick
beisammen liegen. Diese gehduften Doppelstrangbriiche befinden sich dabei innerhalb
des Durchmessers einer Chromatinfaser, welcher 30 nm betrégt.

In den im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Zellbestrahlungsexperimenten wer-
den, insbesondere bei Verwendung von lonenstrahlen mit hohen LET—-Werten, derart
gehdufte Doppelstrangbriiche erzeugt. Die Zellantwort auf diese Schiden (Phospho-
rylierung von H2AX-Histon-Proteinen (Kap. 4.1) bzw. Ansammlung von Reparatur-
proteinen (Kap. ) wird mittels Immunofluoreszenz—Methoden sichtbar gemacht, es
entstehen sogenannte Foci (siehe Kap. [4.4). Die anschliefende optische Mikroskopie
erlaubt dabei eine rdumliche Auflésung von ca. 190nm (siehe Kap. [4.5), d.h. even-
tuell vorhandene, getrennte Foci innerhalb eines Doppelstrangbruch—Clusters werden
als ein Fokus registriert. Daher wird im Hinblick auf die Bestrahlungsexperimente eine
neue Grofle, die Anzahl der DSB—Cluster und damit der getrennt sichtbaren Foci pro
Einheitslange der Ionenspur (Foci/Az) eingefiihrt. Diese ergibt sich, indem die spurlén-
genbezogene Anzahl an Doppelstrangbriichen DSBsgpg/Az durch den Cluster—Faktor
Fetuster dividiert wird. Eine Ubersicht der eben beschriebenen Gréflen fiir ausgewihlte
Ionensorten und —energien ist in Abbildung(2.9 zu sehen. Neben den PARTRAC-Daten
[22] (schwarz, Friedland) sind auflerdem experimentelle Daten fiir RBFEpgsg—Werte aus
[21] (rot, Friedl et al.) eingetragen. In den Bereich der locker ionisierenden Strahlung
fallen dabei hochenergetische Protonen mit Energien von mindestens einigen MeV.
Diese weisen einen RBEpsg—Wert von nur geringfiigig iiber eins auf, Cluster—Effekte
spielen wegen der geringen Dichte der Schidigungsereignisse keine Rolle. Schwerere
Ionen stellen dicht ionisierende Strahlung dar mit RBEpgsg—Werten von 2 bis ca. 5.
Die Cluster-Bildung von Doppelstrangbriichen fiihrt dazu, dass die Anzahl beobacht-
barer Foci reduziert sein sollte. Dieser Effekt kann sogar die vermehrte Bildung von
Doppelstrangbriichen an sich iiberwiegen (siehe 50 MeV 'O in Abb.[2.9). Fiir schwere
Schwerionen mit Energien nahe dem LET-Maximum (2,14 GeV 23U) zeigt sich ein
deutlicher Riickgang des RBEpsg—Wertes auf knapp iiber eins. Dies liegt daran, dass
hier ein Sdttigungseffekt in der Erzeugung von DNA-Doppelstrangbriichen auftritt.
Diese Sattigung wird dadurch verursacht, dass innerhalb der Ionenspur jede Molekiil-
bindung zerstoért wird, sich dort aber andererseits aus Griinden der rdumlichen Anord-
nung nur eine begrenzte DNA-Menge befindet. Eine Steigerung der Energiedeposition
in der Ionenspur fiihrt zu keinen zusétzlichen Schiden mehr (,Overkill“~Effekt).

Die weiter oben durchgefiihrte, geometrische Uberlegung beziiglich der Anzahl di-
rekt getroffener Chromatinfasern (1,8 pro pm Ionenspur) ist ebenfalls in Abbil-
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Abbildung 2.9: Anzahl an erzeugten Doppelstrangbriichen pro pm Ionenspur in linearer
Abschétzung (links) fiir einen Zellkern mit einer DNA-Dichte von ppna= 8,5 -10° bp/pm3
(siehe Abb. 2.5, Skala ganz rechts). Die Gewichtung mit dem entsprechenden RBFEnsp—Wert
ergibt die tatséchlich zu erwartende Anzahl von DNA-Doppelstrangbriichen (mitte). AuBer-

dem ist die zu erwartende, um den Cluster—Faktor Fciuster reduzierte Anzahl an getrennt

sichtbaren Foci eingetragen (rechts). Die rot markierten, experimentellen Daten stammen aus

[21], die schwarz markierten Simulationsdaten aus [22]. Der blau markierte Eintrag entspricht
der einfachen Abschitzung direkt getroffener Chromatinfasern (siehe Abb.[2.8).
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dung 2.9 (blau) eingetragen. Dieser Wert kann als grobe Abschitzung der erzeug-
ten DSB—Cluster (Cluster/Ax bzw. Foci/Ax) bei ,durchgehenden®, d.h. hinreichend
dicht ionisierenden Spuren betrachtet werden. Man erkennt, dass die PARTRAC-
Simulationsdaten und die einfache ,Geometrie“~Abschitzung im Rahmen der Vergleich-
barkeit miteinander vereinbar sind.

An dieser Stelle sei erwidhnt, dass die durch den Cluster—Effekt bewirkte Reduzie-
rung der beobachteten Foci keinerlei Reduzierung eines biologischen Effekts wie z.B.
des Zellabsterbens bedeutet. Vielmehr muss davon ausgegangen werden, dass sehr nahe
beieinanderliegende DNA-Doppelstrangbriiche aufgrund der Gefahr fehlerhafter DNA-
Reparatur zu erhohter Zellschddigung fiihren.

2.3 Radiale Dosis— und
DNA-Strangbruchverteilungen

Bei den bisherigen Betrachtungen wurden die Energiedosis im Zellkern und die da-
durch erzeugten DNA—Strahlenschiiden lediglich auf die Lange der lonenspur bezogen.
Tatséchlich jedoch sind die lokalen Energiedosiswerte, abhéingig von ihrem radialen Ab-
stand zum Ionendurchgang, sehr unterschiedlich. Diese Art der Betrachtungsweise stellt
den Ubergang zur Mikrodosimetrie dar. Von den existierenden Modellen [23, 24] soll
im Folgenden das analytisch leicht auswertbare Modell nach Chatterjee [23] behandelt
werden. Die Modelle der radialen Dosisverteilung unterscheiden sich insbesondere bei
kleinen radialen Abstinden (im ,core“-Bereich) sowie bei der maximalen Ausdehnung
am Ende der Reichweite von hochenergetischen Sekundirelektronen [24].

Zur Veranschaulichung zeigt das linke Teilbild in Abbildung 2.10/ eine Monte—Carlo—
Simulation (PARTRAC) der Verteilung von Ionisationsereignissen eines 100 MeV 60—
Ionen—Durchgangs in Wasser. Man erkennt deutlich die zentrale Spur aus sich iiberlap-
penden Ionisationsereignissen, die nach dem Modell von Chatterjee als ,,core“ bezeich-
net wird [23]. Als Untergrenze fiir die Ausbildung eines zusammenhéngenden ,core*
kann ein minimaler LET,—Wert von 13 keV/pm angegeben werden [25]. Durch Stofle
mit hoheren Energieiibertrigen entstehen Sekundirelektronen mit groflerer Reichweite
(sog. d-Elektronen), welche die zentrale Spur verlassen und die sogenannte ,Penumbra“
bilden [23]. Die Radien von ,,core“ r¢ und ,,Penumbra® rp héngen nur von der Projektil-
geschwindigkeit ab und konnen fiir das Targetmaterial Wasser nach Chatterjee durch
folgende empirische Ausdriicke ermittelt werden [23]:

UProjektil

rc=0,0116-5 (pm) mit S = .

(2.6)
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E in,Projekti
rp=0,768- E — 1,925 -VE + 1257 (pm) mit E = —emPriddl (\joy/y) (2.7)
MProjektil

Die Ausdriicke 2.6 und 2.7/ sind anwendbar fiir Werte von E > 2MeV/u, wobei der
Zahlenwert von F dimensionslos in Formel 2.7 einzusetzen ist. Vernachlissigt man
die im linken Teilbild von Abbildung [2.10 dargestellte, stochastische Erzeugung von
Sekundarelektronen, so kann man zu einer kontinuierlichen Beschreibung der lokalen
Energiedosis gelangen, welche nur vom Abstand zum Spurzentrum abhéngt. Innerhalb

des ,,core” kann die Energiedosis ED)o, als konstant angesetzt werden [23]:

LET../2 LET,./2

T 2-m-rg-In(y/e-rp/rc)

e ~ 2,718 stellt dabei die Basis des natiirlichen Logarithmus dar. In diesem zentralen

EDioga1 = puy0~ ' ( ) fir r <rc (2.8)

Spurbereich werden Energiedosen von mehr als 107 Gy deponiert. Auflerhalb des ,,core®
fallt die lokale Energiedosis EDg mit 7~2 ab und nimmt bei 7p durch die begrenzte

Reichweite der Sekundérelektronen maximaler Energie den Wert 0 an:

LET, /2
EDiokal(r) = piis0™" - \
lokal(T) = P11,0 2-m-r2-In(y/e-rp/rc)

In Abbildung (rechts) ist exemplarisch fiir eine kleine Anzahl von Ionenstrahl-

sorten die radiale Verteilung der lokalen Energiedosis aufgetragen. Die groflen, abso-

fir re<r<rp (2.9)

o
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Abbildung 2.10: Links: PARTRAC-Monte—Carlo-Simulation [22] der Ionisationsereignisse
der Spur eines 100 MeV %O-Ions in Wasser. Rechts: Radiale Verteilung der lokalen Energie-
dosis ED)oxa nach dem Modell von Chatterjee [23].
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luten Unterschiede in der lokalen Dosis zwischen 20 MeV 'H- und z.B. 100 MeV 60—
Ionen spiegeln die entsprechenden Unterschiede im LET,,—Wert wider. Der ,core“—
Radius der betrachteten Ionen erstreckt sich dabei von knapp unter 1nm bis iiber
2nm. Der ,Penumbra“-Radius weist eine deutlich stirkere Abhéingigkeit von der Pro-
jektilgeschwindigkeit auf und reicht von weniger als 300 nm (50 MeV Q) bis knapp
8 um (20 MeV 'H). Dieser Bereich iiberdeckt somit die fiir Zellbestrahlungen relevan-
ten Grofenverhéltnisse, von Substrukturen des Zellkerns bis hin zur Ausdehnung einer
kompletten Zelle. Zu beachten ist jedoch, dass die Dosisbeitréige bei grofien radialen Ab-
stdnden von hoherenergetischen Sekundirelektronen herriihren, welche nur mit geringer
Wahrscheinlichkeit erzeugt werden. So kann bei einem zentralen Stof} ein 20 MeV ‘H—
Ion maximal eine Energie von 44 keV auf ein Elektron iibertragen. Der Wirkungs-
querschnitt fiir die Erzeugung eines Sekundirelektrons mit mehr als 30keV betrigt
jedoch nur 62b®). Bei einer Elektronendichte von 3,35 - 10%* cm™2 in Wasser muss ein
20 MeV 'H-Ton im Mittel eine Strecke von ca. 0,5 mm durchlaufen, damit ein derartiger
Energieiibertrag stattfindet. Daher ist die in Abbildung [2.10 (rechts) gezeigte, radiale
Dosisverteilung als Mittelung iiber ein Spurstiick hinreichender Linge (> 0,5 mm) zu

verstehen. Fiir den konkreten Fall der Bestrahlung eines Zellkerns mit einer Hohe von

2)1b = 1barn = 10~ 2* cm? ist die Einheit des Wirkungsquerschnitts.

7

10 T T o o 10 MR | MERELARLLY | MR | LR | LY |
s 10’ —6,25MeV 'H 1 5 10° ] — 10 MeV ‘He 1
| 16
S 10°] - — 100 MeV "°O ] = 10°t —49MeV 'Li
2 200 MeV %S = i
T 105_ ] T 104_ 256 MeV B 1
£ £
5 10° 510° | 1
2 10°} Q 10°}
é 10° g 10 |
210 f 3 1
=2 =
o 1 g 10"}
L ~ L .
o 10" v=0115¢ o 10%F [LET_ = 56,4 keV/pm
_52 -2 g -3
o 10°F o 10°F
10'3 T B ol ol 0l 104 NPT BTN R ETIT T R |
10" 10° 10° 10" 1 10*  10°  10% 10" 1 10
radialer Abstand r vom Spurzentrum (um) radialer Abstand r vom Spurzentrum (um)

Abbildung 2.11: Links: Radiale Dosisverteilungen [23] bei gleicher Ionengeschwindigkeit
aber unterschiedlichen LET,,~Werten (6,25 MeV 'H: 6,8 keV/pum, 100 MeV 160: 405 keV/pm,
200 MeV 328: 1,41 MeV/um).

Rechts: Radiale Dosisverteilungen [23] bei gleichem LET,—Wert aber unterschiedlichen Ge-
schwindigkeiten (10 MeV *He: 0,0731 ¢, 49 MeV "Li: 0,122 ¢, 256 MeV ''B: 0,219 ¢).
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7,60 pm bedeutet dies, dass ein 20 MeV *H-Ion nur mit einer Wahrscheinlichkeit von
1,6 % ein Sekundirelektron mit einer Energie von mehr als 30 keV innerhalb des Zell-
kerns erzeugt.

In Abbildung 2.11 sind die radialen Dosisverteilungen fiir zwei Spezialfille dargestellt.
Im linken Teilbild erkennt man die Verteilungen fiir drei Ionenstrahlen mit gleicher
Geschwindigkeit aber unterschiedlichen LET,—Werten. In diesem Fall ergeben sich
einheitliche Werte fiir den ,,core“— und den ,Penumbra“~Radius. Im rechten Teilbild
sind die entsprechenden Verteilungen fiir drei Strahlsorten mit dem gleichen LET,,—
Wert aber unterschiedlichen Geschwindigkeiten dargestellt. Wahrend sich hier die lo-
kalen Energiedosen in einem weiten Radiusbereich kaum unterscheiden, so differieren

die Auslédufer bis zum jeweiligen ,,Penumbra“-Radius deutlich.
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Abbildung 2.12: Links: Zusammenhang zwischen radialer Dosisverteilung und radial be-
schranktem LET-Wert. Rechts: Radial beschrankter LET—Wert normiert auf den LET,—

Wert fiir eine exemplarische Auswahl an Ionensorten im ,Penumbra“~Bereich [23].

Integriert man die eben diskutierte, radiale Energiedosisverteilung iiber die Kreisfliche,
welche sich innerhalb des Radius 7 um die zentrale Ionenspur befindet (siche Abb. 2.12]
links), so erhilt man, unter Beriicksichtigung der Massendichte pg,0, den radial be-
grenzten LET-Wert (LET<,~Wert). Dieser beschreibt die Energie, die pro Einheits-
lénge der Spur innerhalb eines bestimmten Radius r deponiert wird. Normiert auf den
LET,~Wert erhilt man so fiir den Radiusbereich innerhalb der ,Penumbra“ [23]:

LETSr_O5_|_ 14 2-In(r/rc)
LET, 4-1n(y/e-rp/rc)

fir re<r<rp (2.10)
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In Abbildung(2.12 (rechts) ist der normierte LET<,~Wert fiir eine Auswahl an Ionen-
sorten im Bereich der ,,Penumbra“ dargestellt. Durch die Normierung ergibt sich fiir alle
Projektile mit gleicher Geschwindigkeit bzw. mit gleichem Verhiltnis von kinetischer
Energie zu Massenzahl dieselbe radiale Abhéngigkeit (vgl. mit Abb. 2.11 links). Man
erkennt, dass jeweils ungefihr die eine Hélfte der Energie im ,,core, die andere Hélfte in
der ,Penumbra“ deponiert wird. Verglichen mit Monte—Carlo—Simulationsrechnungen
zeigt das empirische Modell von Chatterjee gute Ubereinstimmung im Bereich groBerer
Radien von mehr als ca. 10 nm [26].

Bisher wurde in diesem Kapitel die radiale Verteilung der Energiedosis untersucht. Fiir
die mikroskopische Analyse bestrahlter Zellkerne sind jedoch die Verteilungen der er-
zeugten DNA-Einzel- und insbesondere der DNA-Doppelstrangbriiche von Interesse.
Daher wurden mit Hilfe des PARTRAC-Programmpakets fiir unterschiedliche Ionen-
strahlsorten Simulationsrechnungen durchgefiihrt [22]. Um die effektiven Unterschiede
zwischen leichten und schweren Ionen darzustellen, wurden dabei nur Ionen mit gleicher
kinetischer Energie pro Massenzahl von 6,25 MeV/u und dadurch gleichem, normiertem
LET..~Wert betrachtet. Die Auswertung der Koordinaten fiir die auftretenden Einzel-
bzw. Doppelstrangbruchereignisse liefert jeweils deren radiale Abstinde vom Zentrum
der Ionenspur.

Im linken Teilbild von Abbildung [2.13 erkennt man fiir die betrachtete Auswahl
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Abbildung 2.13: Radial beschrankte Verteilungen der DNA-Einzelstrangbriiche (links)
bzw. DNA-Doppelstrangbriiche (rechts) normiert auf die jeweilige Gesamtanzahl berechnet
mit dem Monte—Carlo—-Simulationsprogramm PARTRAC [22]. Die gestrichelte Linie zeigt
das Resultat fiir die physikalische Dosisverteilung nach dem Chatterjee-Modell [23] (siehe
Gleichung2.10 bzw. Abbildung|2.12 rechts).
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an lonen die berechneten, radial beschréinkten Verteilungen von Einzelstrangbriichen
SSBs<, normiert auf die Gesamtanzahl SSBsy. Innerhalb des ,core” liegt bei den
leichten Ionen ein groflerer Anteil an Einzelstrangbriichen als bei den schwereren Io-
nen. Dies ist moglicherweise darauf zuriickzufiihren, dass dort bei den schweren Ionen
Sattigungseffekte in der Schidigung und damit eine Erniedrigung der Effizienz in der
SSB-Generierung vorliegen. Auflerhalb eines Radius von ca. 100 nm sind die Unter-
schiede in der radialen Verteilung vernachlissigbar, das empirische Modell von Chat-
terjee fiir die Energiedosisverteilung steht in Einklang mit den Kurvenverldufen.

Im rechten Teilbild der Abbildung sind die entsprechenden, radial beschrinkten
Doppelstrangbruchverteilungen DSBs<, normiert auf die Gesamtanzahl DSBs,, dar-
gestellt. Die Verhéltnisse innerhalb des ,,core” sind hier gegensitzlich zu den Einzel-
strangbruchverteilungen. Da zwei dicht beieinander liegende Einzelstrangbriiche einen
Doppelstrangbruch bilden kénnen (siehe Abb. [4.1), werden diese von schweren Ionen
mit {iberproportionaler Hiufigkeit in den dicht geschidigten Spurbereichen nahe des
ycore” erzeugt. Daher bleibt der relative Anteil an Doppelstrangbriichen, welcher aufler-
halb eines bestimmten Radius liegt, bei schweren Ionen deutlich hinter dem relativen
Anteil an Einzelstrangbriichen zuriick. Dagegen gehen bei einem simulierten Strahl von
25 MeV *He die radialen Verteilungen der Einzel- bzw. Doppelstrangbriiche konform.
6,25 MeV 'H weisen im Bereich des ,,core® einen geringeren Anteil an Doppelstrangbrii-
chen auf, auflerhalb eines Radius von ca. 20 nm stimmt hier der radiale Verlauf der
Doppelstrangbriiche sehr gut mit dem Chatterjee-Modell der Dosisverteilung iiberein.
Fiir einen 100 MeV O-Strahl lisst sich zusammenfassend feststellen, dass bei die-
sen Spuren 90 % der physikalischen Dosis innerhalb eines Radius von 300nm, 90 %
der DNA-Einzelstrangbriiche innerhalb eines Radius von 200 nm und 90 % der DNA—-
Doppelstrangbriiche innerhalb eines Radius von lediglich ca. 50 nm liegen. Bei der op-
tischen Analyse rdumlicher Verteilungen von immunofluoreszenzmarkierten Doppel-
strangbriichen (siehe Kap. [5.1, Foci-Grofilen: Abb [5.2) ist der letztgenannte Beitrag
daher vernachléssigbar.

Werden fiir Mikro—Bestrahlungsexperimente jedoch leichtere und vor allem schnel-
lere Projektile (z.B. 20 MeV Protonen) anstelle der oben diskutierten 100 MeV *O-
Ionen verwendet, so muss bei der optischen Untersuchung von auftretenden DNA-
Doppelstrangbriichen beriicksichtigt werden, dass diese bereits bei ihrer Entstehung
eine erhebliche, nicht vernachléssigbare (> 1pm) Streuung um die Ionenspur aufwei-

sen.



Kapitel 3

Zellbestrahlungsaufbau an SNAKE

3.1 Ionenoptik

Ausgangsbasis fiir den Bestrahlungsaufbau ist das supraleitende Rasterionenmikroskop
SNAKE (supraleitendes Nanoskop fiir angewandte kernphysikalische Experimente)
[27, 28] am Garchinger 14 MV-Tandembeschleuniger. Das Rasterionenmikroskop wur-
de urspriinglich dafiir ausgelegt, hochenergetische Ionen auf Strahldurchmesser von bis
zu 100 nm zu fokussieren. Dabei sollten die fiir Materialuntersuchungen notwendigen
Strahlstréme im Bereich von 100 pA erreicht werden. In Abbildung (3.1 ist eine sche-
matische Ubersicht der Strahlfiihrung am Rasterionenmikroskop SNAKE zu sehen. Die
Ionen des gewiinschten Nuklids werden zunichst in der Ionenquelle im Ladungszustand
g— = —1 erzeugt und zum positiv geladenen Hochspannungs-Terminal (Spannung U,
mit Upax = +14 MV) in der Mitte des Beschleuniger-Drucktanks beschleunigt. Beim
Durchfliegen der dortigen Kohlenstoff-Stripperfolie [29] werden Elektronen der Ionen
abgestreift. Die Ionen liegen nun in einem positiven Ladungszustand ¢, = + x vor, wo-
bei x einer statistischen Verteilung unterliegt [30]. Vom Terminal werden diese Ionen
abgestoflen und erreichen das Massepotential des Beschleuniger-Ausgangs mit einer
kinetischen Energie von Ey, = U - (1 + z) - e (mit e = Elementarladung). Der 90°-
Analysier-Magnet selektiert den gewiinschten Ionenstrahl, der ein bestimmtes Verhalt-
nis von Impuls zu Ladungszustand besitzt.

Das Ausgangsobjekt fiir die Ionenoptik der Mikrosonde SNAKE wird von den
Objekt—Mikroschlitzen [31] definiert. Die Apertur des Strahls kann mit Divergenz—
Mikroschlitzen eingestellt werden. Der in dieser Weise préaparierte Ionenstrahl wird
mittels einer supraleitenden, magnetischen Multipollinse [28] in die Fokalebene fo-
kussiert. Die kurze Brennweite des Systems sowie in die Polschuhform eingearbeitete
Multipolfelder hoherer Ordnung erlauben eine starke Verkleinerung bei minimierten
Abbildungsfehlern. Elektrostatische Ablenkplatten (Raster—Einheit) ermdglichen die
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Abbildung 3.1: Schematische Ubersicht der Strahlfiihrung am Rasterionenmikroskop
SNAKE. Dargestellt ist der Betriebs—Modus zur Einzelionenbestrahlung.

Ablenkung und damit die Positionierung des Ionenstrahls an unterschiedliche Orte in
der Fokalebene.

Urspriingliche Experimente fanden in einer evakuierten Targetkammer statt [32, 33].
Fiir eine Bestrahlung von lebenden Zellen, welche an Atmosphéarendruck erfolgen muss,
ist diese Umgebung jedoch ungeeignet. Zum einen stellt die Targetkammer als sol-
che eine rdumliche Einschrankung dar. Zum anderen wird durch die kurze Brennweite
der supraleitenden Linse der Einbau spezieller Komponenten wie eines verstellbaren
Austrittsmechanismus und einer Beleuchtungseinrichtung (siehe Kap. 3.2 bzw. 3.5) er-
schwert oder sogar unmoglich. Es wurde daher entschieden, die Targetvakuumkammer
zu entfernen sowie die Fokalebene des Rasterionenmikroskops weiter von der supralei-
tenden Linse entfernt zu positionieren. Mit der Verldngerung der Brennweite nimmt
man allerdings eine Reduzierung der ionenoptischen Verkleinerung in Kauf. Unter Ver-
wendung des Computercodes Transport [34] wurden daher fiir verschiedene Abstéinde
zwischen Linsenaustritt und Fokuspunkt dy,_,r (siche Abb. 3.1) die Verkleinerungs-
maflstibe fiir die beiden lateralen Richtungen x und y ermittelt. Abbildung zeigt
den Zusammenhang dieser Groflen. Der Berechnung wurde dabei zugrundegelegt, dass
die erste Sektion der supraleitenden Linse in y, die zweite und dritte Sektion mit je-
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Abbildung 3.2: Ionenoptische Verkleinerungsfaktoren in Abhéingigkeit des Abstandes Lin-
senaustritt — Fokus dip fiir die beiden lateralen Richtungen x und y. 1. urspriingliche
Konfiguration, II: neue Konfiguration. Man beachte die Unterdriickung des Nullpunktes auf
beiden Achsen.

weils gleichstarkem Magnetfeld in x—Richtung fokussieren. Dadurch ergibt sich fiir die
x—Richtung generell eine stirkere Verkleinerung. In der urspriinglichen Konfiguration
von SNAKE betrug der Abstand zwischen Linsenaustritt und Fokalebene 17 cm, die
Verkleinerungsfaktoren berechnen sich dementsprechend zu 206 in x— und 35 in y—
Richtung (siehe Abb. 3.2, Punkt I). Dem Bestrahlungsaufbau liegt ein neuer Abstand
von 46 cm zugrunde. Die Verkleinerung betrigt jetzt 88 in x- und 24 in y-Richtung
(Abb. Punkt II). Bei einer typischen Offnung der Objektschlitze von 25 pm in x—
und 10 pm in y-Richtung ist mit diesen Verkleinerungsfaktoren in der Fokalebene im-
mer noch ein Strahldurchmesser von unter 0,5 pm erreichbar.

Die Korrekturen durch héhere Multipolordnungen, welche in der supraleitenden Linse
integriert sind, arbeiten nur optimal fiir den urspriinglichen Abstand zwischen Linse
und Strahlfokus von 17 cm. Da jedoch bei den Zellbestrahlungen mit einzelnen Ionen
nur ein kleiner Bruchteil der Apertur ausgeleuchtet wird, sind keine merklich negativen

Auswirkungen der hgheren Ordnungen bei einem Abstand von 46 cm zu erwarten [35].

3.2 Strahlaustritt und Ionendetektion

Zweck des Bestrahlungsaufbaus ist es, lebende biologische Zellen zielgenau mit hoch-
energetischen Ionen bestrahlen zu konnen. Eine wesentliche Voraussetzung fiir die
Handhabung der Zellen ist dabei, dass die Bestrahlung an Atmosphérendruck er-
folgt. Der Ionenstrahl muss daher das Vakuum des Strahlfiihrungssystems verlassen
bei gleichzeitiger Bewahrung der lateralen Auflésung des fokussierten Strahls. Aufler-
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dem muss die Zellprobe fiir den Strahl mit je nach Ionensorte begrenzter Reichweite
zugénglich sein.

In Abbildung [3.3/ist eine Ubersichtszeichnung des Bestrahlungsaufbaus gegeben. Man
erkennt eine Querschnittsdarstellung des Auflenbehilters des He-Bad-Kryostaten, in
dem sich die elektrostatische Raster-Einheit sowie die supraleitende Linse auf Tem-
peratur von fliissigem Helium (4,2 K) befindet. Wegen der neuen, lingeren Brennweite
des ionenoptischen Systems wurden die Skalierungsfaktoren der Ablenkeinheit, die man
zur absoluten Positionierung des Strahls am Fokuspunkt beno6tigt, neu ermittelt. In den
Aufbau wurde ein inverses, optisches Mikroskop (Axiovert 25, Fa. Zeiss (Lichtmikrosko-
pie), Gottingen) mit CCD-Kamera zur Bildaufnahme sowie Fluoreszenzvorbereitung
fiir eventuelle Fluoreszenzbeobachtungen integriert. An diesem Mikroskop, welches ge-
wohnlich fiir Routineuntersuchungen an Zellkulturen verwendet wird, wurde die Einheit
zur Durchlichtbeleuchtung entfernt. So ist es mdoglich, den Ionenstrahl von der Seite,
welche den Mikroskopobjektiven gegeniiberliegt, an die Zellprobe heranzufiihren. Um
das Blickfeld des optischen Mikroskops auf die Achse des Ionenstrahls ausrichten zu
konnen, ist dieses auf ein Positioniersystem (Fa. isel, Eichenzell) montiert.

Als Abschluss fiir das Vakuum des Strahlfiihrungssystems dient eine 7.,5pum dicke
Kapton—Folie. Diese wird auf ein Endstiick aus Messing aufgeklebt. Eine Querschnitts-
zeichnung dieser Anordnung ist in Abbildung 3.4 zu sehen. Man erkennt die erhabe-
ne Struktur des eigentlichen Austrittsfensters, welches vom Ionenstrahl passiert wird.

inverses Mikroskop

(Axiovert 25)
He-Bad Kryostat .
(Querschnitt) Austritts- Positionier-
rohr system

Wellbalg

supraleite_nd
Multipol-Lin

!

Abbildung 3.3: CAD Ubersichtsdarstellung [36] des Bestrahlungsaufbaus.
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Abbildung 3.4: Querschnittszeichnung durch das Endstiick fiir den Strahlaustritt aus dem

Vakuum.

Auflerdem ist in das Endstiick eine umlaufende Vertiefungsrille eingearbeitet, welche
mit dem Vakuumsystem verbunden ist. Dadurch wird auf die geklebte und vorge-
spannte Folie zusidtzlich Zugkraft ausgeiibt. Ein Durchhingen der Folie im eigentlichen
Fensterbereich aufgrund des dufleren Luftdrucks kann so minimiert werden. Das einge-
baute Vakuumfolienfenster kann dabei stets mit dem optischen Mikroskop kontrolliert
werden. Mit einem Objektiv mit 40 facher Vergréerung, numerischer Apertur 0,5 und
dementsprechend geringer optischer Tiefenschirfe von ca. 4 pym konnte die maxima-
le Durchbiegung des Fensters in dessen Mitte zu weniger als 30 pm ermittelt werden.
Diese Durchbiegung des Austrittsfensters ist bei der Verbreiterung des Strahls durch
Winkelstreuung zu beriicksichtigen (siehe Kap. [3.7).

Das Strahlaustrittsfenster kann mit Hilfe einer vakuumdichten Wellbalgverbindung in
Strahlrichtung verschoben werden. Der Antrieb erfolgt durch einen schrittmotorgetrie-
benen Lineartisch (Fa. isel, Eichenzell), welcher von einer rechnergesteuerten Endstufe
(Fa. Phytron, Grobenzell) angesteuert wird. Die minimale Schrittweite betrigt da-
bei ca. 3um. Dies erlaubt ein definiertes Anfahren von einjustierten Positionen des
Austrittsfensters, wodurch wéhrend den Zellbestrahlungen ein schneller Probenwech-
sel moglich ist. Eine laterale Ausrichtung des Austrittsfensters relativ zur Strahlachse
kann durch manuell betitigte Mikrometerschrauben vorgenommen werden.

Der Nachweis einzelner, an Atmosphérendruck vorliegender Ionen bei den Zellbestrah-
lungsexperimenten erfolgt mit einem Szintillationsdetektor, der anstelle eines Mikro-
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skopobjektivs in den Objektivrevolver eingeschraubt ist. Dieser Detektor besteht aus ei-
nem kompakten Photomultiplier (Metal Package, R7400P, Fa. Hamamatsu, Herrsching
am Ammersee), auf dessen Fenster ein 1 mm dickes Plittchen aus Plastikszintillator
(BC400, Fa. Bicron (Saint-Gobain Crystals), Nemours Cedex, Frankreich) montiert
wurde. Diese Anordnung wurde mit Hilfe einer 5 pm dicken Aluminiumfolie lichtdicht
versiegelt. Eine zusétzliche, aluminisierte Mylarfolie (0,9 pm) dient als Schutz und redu-
ziert dariiberhinaus den Lichteintrag durch eventuelle Pinholes in der Aluminiumfolie.
Die hohe Energie der bei den Zellbestrahlungen verwendeten Ionen ermoglicht den
Eintritt in den Detektor durch diese beiden Folien.

3.3 Einzelionenpriparation

Um eine Bestrahlung der Zellen mit genau definierter Dosis zu gewéhrleisten, geniigt es
nicht, durch Auswahl der Ionensorte sowie der Ionenenergie einen bestimmten LET-
Wert (siehe Abb. 2.5) einzustellen. Dariiberhinaus muss die Bestrahlung mit einer
bestimmten Anzahl von Tonen erfolgen. Die geringste applizierbare Dosis stellt ein ein-
zelnes Ion dar.

Voraussetzung fiir das Herauspriparieren von einzelnen lonen aus einem kontinuierli-
chen Teilchenstrahl, wie er vom Tandembeschleuniger geliefert wird, ist eine Reduktion
der Ionenrate auf weniger als 10? s7!. Dies geschieht durch eine starke Beschneidung des
Ionenstrahls, welche ohnehin notwendig ist, um mit der Mikrosonde SNAKE gute Ab-
bildungseigenschaften zu erzielen. Die Beschneidung erfolgt mit den in Abbildung
dargestellten SNAKE-Mikroschlitzen. Typische Offnungen sind z.B. 25 um fiir die x—
und 10pm fiir die y-Objektschlitze. Die 5,7 m entfernten Divergenzschlitze zur Be-
schneidung der Apertur werden auf 50 pm in beiden lateralen Richtungen eingestellt.
Am Fokuspunkt fiihrt dies zu einer Strahldivergenz von 0,77 mrad in x— und 0,21 mrad
in y-Richtung.

Um aus einem derart priaparierten Strahl einzelne Ionen herauszuschneiden, muss man
den Strahl innerhalb einer Zeitspanne ein— bzw. ausschalten kénnen, welche deutlich
unterhalb der mittleren Zeit zwischen zwei Ionentreffern, also 102 s, liegt. Dieser Vor-
gang geschieht mittels eines elektrostatischen Ablenkplattensystems (Chopper) [37]. Es
wird bei den Bestrahlungsexperimenten so betrieben, dass die obere der beiden Plat-
ten konstant auf Massepotential gehalten wird, wihrend ein Halbleiter(MOSFET)-
Hochspannungsschalter (HTS 81-06-GSM, Fa. Behlke, Kronberg) an die untere der
beiden Platten wechselseitig negative Hochspannung, typisch -0,5kV, und ebenfalls
Massepotential anlegt. Bei anliegender Spannung &ndert der lonenstrahl am Chopper
seine Richtung und kann daher aufgrund der engen Divergenzschlitze die supraleitende
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Linse nicht mehr erreichen. Auf ein Triggersignal hin wird die Platte auf Massepotential
gelegt. Die Strahlteilchen, die den Chopper jetzt passieren, erreichen die supraleiten-
de Linse und treffen fokussiert auf die Bestrahlungsprobe. Hat der Detektor (siehe
Kap. die gewiinschte Ionenanzahl registriert, so wird die Platte erneut auf Hoch-
spannung gebracht und dadurch der Strahl gestoppt.

Die Schaltzeit fiir die Hochspannungsrampe betragt dabei 0,2 ps. Als wesentliche Be-
grenzung der Reaktionsgeschwindigkeit des Strahlschalters wirken sich allerdings die
Laufzeiten, vor allem die des Tons (100 MeV '%O: 0,9 s), aber auch die des Steuersignals
(0,3 ps), auf dem Weg vom Chopper zum Bestrahlungsort bzw. umgekehrt aus. Diese
Verzogerungszeiten in der Steuerkette des Strahlschalters summieren sich auf insgesamt
1,4 ps, sodass sich mit einer angenommenen Teilchenrate von 103s™! eine Wahrschein-
lichkeit fiir unbeabsichtigte Doppeltreffer von 0,14 % ergibt. Demgegeniiber steht die
deutlich bessere Zeitauflosung des Ionen-Detektionssystems. Hier ist eine Trennung
von eintreffenden Teilchen méglich, solange diese voneinander einen zeitlichen Abstand
von mindestens ca. 20 ns aufweisen. Damit kdnnen unbeabsichtigte Mehrfachtreffer re-
gistriert und bei der Auswertung der Messergebnisse beriicksichtigt werden. Die Wahr-
scheinlichkeit fiir nicht detektierbare Doppeltreffer liegt bei lediglich 2 - 107°. In Ab-
bildung (3.1 ist dariiberhinaus schematisch die Ablaufsteuerung fiir das Bestrahlen von
vordefinierten Targetpositionen mit abgezéhlten Ionen dargestellt. An der im Rahmen
dieser Arbeit aufgebauten digitalen Zahl- und Steuerelektronik kann per Hardware—
Schalter die gewiinschte Ionenanzahl von 1 bis 232 ~ 4,3 -10° in Einzelschritten einge-
stellt werden. Die Bestrahlung mit dieser Trefferanzahl erfolgt dann durch einmalige
Betédtigung des Strahlschalters. Diese Zahl— und Steuerelektronik besitzt eine Schnitt-
stelle zu einem Rechner, welcher mit einem Programm zur Strahlrasterung (DDA-
Control, [38]) nach vordefinierten Mustern und einer Digital-Analog-Ausgabekarte zur
Ansteuerung der Raster-Netzgerite ausgestattet ist. So kénnen sequentiell Targetpo-

sitionen angesteuert und mit definierter Anzahl an Ionentreffern bestrahlt werden.

3.4 Handhabung der Zellen

Da die Bestrahlungsexperimente an lebenden Zellen erfolgen sollen, miissen diese un-
ter Bedingungen gehandhabt werden, welche das Zelliiberleben sicherstellen. Der in
Kapitel [3.2 beschriebene Strahlaustrittsmechanismus erméglicht, dass die Bestrahlung
unter Atmosphirendruck erfolgen kann. Der Behélter fiir die lebenden Zellen muss
eine Bestrahlung am horizontalen Strahl von SNAKE erlauben und darf die Ionen zu-
gleich nur soweit abbremsen, dass noch ein Nachweis im Detektor mdoglich ist. Da kein
kommerzielles Zellbehiltersystem fiir diesen Zweck bekannt ist, wurde ein eigenes Sys-
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Abbildung 3.5: Explosionsdarstellung [36] des Zellbehélters. Links: Zellbehalter-Anordnung
fiir den Bestrahlungsvorgang. Rechts: Zellbehélter—Anordnung fiir das Kultivieren der Zellen.

tem entwickelt und aufgebaut. Als Wachstumssubstrat fiir die Zellen wird eine 6 pm
dicke Mylar-Folie verwendet. Um die bestrahlten Zellen bei der folgenden Fluores-
zenzmikroskopie besser wiederzufinden, wurden diese einseitig aluminisierten Folien im
institutseigenen Reinraum mittels Photolithographie und anschlieBendem Atzprozess
mikrostrukturiert [39]. Die Struktur besteht aus einem zweidimensionalen Linienmuster
mit einem Gitterabstand von 150 pm und einem alphanumerischen Koordinatensystem,
welches mit einer Schrittweite von 300 pm eine eindeutige Markierung von Bereichen
garantiert. Der eigentliche Zellbehilter besteht aus drei Edelstahlplatten (Spezifikati-
on: 1.4301, Cr-Ni-Stahl mit 17,0 % bis 19,5 % Cr— und 8,0 % bis 10,5 % Ni-Gehalt)
mit einer Dicke von je 3mm. Dieses Material wurde bereits fiir Zellbehélter in Ex-
perimenten am Institut fiir Strahlenbiologie der GSF (Neuherberg) verwendet. Durch
seine Verwendung konnten keine negativen Auswirkungen auf das Zellwachstum bzw.
—iiberleben festgestellt werden [40].

In Abbildung 3.5 ist eine Explosionsdarstellung der Zellbehilter—Anordnung zu sehen.
Die Zelltragerfolie wird zuerst vorgespannt und anschliefflend zwischen zwei der Edel-
stahlplatten mittels einer Schraubverbindung geklemmt. Eine der Platten (II) besitzt
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eine zentrische, kreisférmige Aussparung mit einem Durchmesser von 66 mm. Diese
Aussparung stellt den Zellbehélterinnenraum mit einem Volumen von 10,3 ml dar. Die
andere der beiden Platten (I) enthélt eine azentrische Aussparung mit einem Durch-
messer von 33 mm. Sie erlaubt wiahrend der Bestrahlung einen Kontakt des Strahl-
austrittsfensters mit der Riickseite der Zelltréigerfolie (siehe dazu Abb. [3.7). In dieser
Platte befindet sich zudem eine Nut zur Aufnahme eines O-Rings. Durch diese Ab-
dichtung wird ein Durchsickern des im Behilter befindlichen Ndahrmediums verhindert.
Diese beiden verschraubten Platten (I + II) mit eingespannter Folie stellen die Basis des
gesamten Zellbehélters dar. Auf die Folie werden 1 bis 2 Tage vor dem Bestrahlungs-
experiment die Zellen ausgesit. Um einen hoheren Fiillstand an Ndhrmedium iiber den
ausgesiten Zellen zu erreichen, kann auf die Zellbehilterbasis ein ebenfalls O-Ring—
gedichteter, 10 mm hoher Aufsatz (IV) (Material: 1.4301) aufgeschraubt werden (siehe
Abb. [3.5 rechts). Die so priparierte Anordnung mit den eingebrachten Zellen wird im
Brutschrank bei 37°C und einem Gehalt von 5% CO; bis zur Bestrahlung aufbewahrt.
Der O-Ring zur Dichtung des Aufsatzes kommt dabei in direkten Kontakt mit dem
Néhrmedium. Es musste daher ein Dichtungsmaterial gefunden werden, welches das
Zelliiberleben nicht beeinflusst. Dazu wurde am Institut fiir molekulare Strahlenbio-
logie der GSF eine definierte Anzahl von Hel.a-Zellen in Petrischalen zusammen mit
Abschnitten von O-Ringen unterschiedlichen Materials iiber mehrere Tage hinweg kul-
tiviert und anschlieBend die Anzahl der Zellen mit einem Zellzahl-Messgerit (Coulter
Z1, Beckman Coulter GmbH, Krefeld) analysiert. Die Ergebnisse [41] sind in Tabel-
le 3.1 zu sehen. Man erkennt, dass sowohl Fluor— als auch Silikonkautschuk gegeniiber
der Kontrollgruppe keine negativen Auswirkungen auf das Zelliiberleben verursachen.
Daher wurden fiir die Verwendung in den Zellbehéltern O-Ringe aus dem chemisch
stabileren Fluorkautschuk gewéhlt.

Zur Durchfiihrung der Bestrahlung am horizontalen Ionenstrahl muss der Zellbehil-

ter um 90° gedreht werden. Um ein Herauslaufen des Kulturmediums zu vermeiden,

O-Ring-Material Zell-Anzahl

Kontrolle (ohne O-Ring) 10439880

Fluorkautschuk (FPM 80) 10489600

Silikonkautschuk (VMQ 70) 10426 020
Chloroprenkautschuk (CR 70) 5714940
Ethylen-Propylen-Dien-Kautschuk (EPDM 70) kein Zelliiberleben
Acrylnitril-Butadien-Kautschuk (NBR 70) kein Zelliiberleben

Tabelle 3.1: Verschiedene O-Ring-Materialien im Test beziiglich ihrer Anwendbarkeit bei
Kontakt mit lebenden HeLa—Zellen. Alle O-Ringe stammen von der Fa. Gehrckens [42].
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wird der Behilter mit einem Deckel iiber eine weitere Schraubverbindung verschlossen.
Dieser Deckel besteht aus einer dritten Edelstahlplatte (III), auf welcher eine eben-
falls 6 pm dicke, gespannte Mylar—Folie mit dazwischenliegender O—Ring—Dichtung am
Rand festgeklebt (Epoxydharzkleber, UHU-Plus) wird.

3.5 Visualisierung der Zellproben mittels Phasen-

kontrastmikroskopie

Um einzelne Zellen gezielt bestrahlen zu kénnen bzw. um dicht bewachsene Bereiche des
Zellbehilters als Zielgebiete auswihlen zu kénnen, muss an der Bestrahlungsapparatur
ein mikroskopisches Verfahren angewandt werden, welches lebende Zellen kontrastreich
darstellt. Die Ergebnisse der Bestrahlungsexperimente diirfen dadurch nicht beeinflusst
werden. Deswegen soll auf eine Anfirbung der Zellen bzw. ihrer Bestandteile mit che-
mischen Farbstoffen moglichst verzichtet werden.

Da eine lebende Zelle ein transparentes Objekt ist, erscheint sie in normaler Durchlicht—
bzw. Auflicht-Hellfeldbeleuchtung als kontrastarmes Objekt. Vor allem fiir die Zellbio-
logie sind daher mikroskopische Verfahren entwickelt worden, welche die Darstellung
von sogenannten Phasenobjekten erlauben. Diese Phasenobjekte, zu denen lebende Zel-

len gehoren, enthalten im Gegensatz zu den Amplitudenobjekten keine absorbierenden
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Abbildung 3.6: Urspriingliche a) und neue b) Phasenkontrastbeleuchtung im Vergleich. Die

Beleuchtung ist jeweils als rotationssymmetrisch um die optische Achse zu betrachten.
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Ringblende «o; «,
Phl 13° 17
Ph2 24° 33°

Tabelle 3.2: Winkel der Phasenkontrastbeleuchtung fiir Phl und Ph2.

Strukturen, dafiir jedoch Strukturen mit unterschiedlichem Brechungsindex. Die beiden
wichtigsten in der Zellbiologie verwendeten Mikroskopieverfahren stellen das Phasen-
kontrastverfahren und das apparativ aufwindigere, differentielle Interferenzkontrast-
verfahren dar.

Das in den Bestrahlungsaufbau integrierte optische Mikroskop (Axiovert 25) beinhal-
tet eine Phasenkontrasteinrichtung. Diese setzt sich aus einer speziellen Durchlicht—
Beleuchtungsgeometrie und einem dazu angepassten Objektiv zusammen. Das op-
tische Prinzip des Phasenkontrastverfahrens ist in [43] dargestellt. Die Durchlicht—
Beleuchtungseinheit wurde wie in Kapitel 3.2| beschrieben entfernt und kann somit
am Bestrahlungsaufbau nicht verwendet werden. Daher wurde ein Ersatz fiir die ur-
spriingliche Beleuchtungseinheit entwickelt, die vor dem Austrittsfenster im Vakuum
montiert werden kann und ein Passieren des Ionenstrahls erlaubt. Eine schematische
Ubersicht dazu ist in Abbildung 3.6 ersichtlich. Die Aufgabe der Phasenkontrastbe-
leuchtung besteht darin, dass die Beleuchtung, vom Objekt im Sichtfeld aus gesehen,
nur aus einem bestimmten Winkelbereich erfolgt. Der Beleuchtungsstrahlengang formt
dabei einen Kegelmantel. Bei der Standard—Durchlichtbeleuchtung wird dies durch Ein-
fiigen einer Ringblende erreicht (siehe Abb. a). Bei der neuen Beleuchtungseinheit
ist die Linsenoptik und die Ringblende ersetzt durch eine entsprechende Anordnung von
Leuchtdioden (siehe Abb.[3.6 b). Auf eine Fokussierung des Lichtes in das Sichtfeld des
Mikroskops kann verzichtet werden, wenn die Lichtstérke im Sichtfeld ausreichend ist.
Im konkreten Fall war dies méglich durch Verwendung von Leuchtdioden mit einem
Durchmesser von 5 mm und einer sehr schmalen Abstrahlcharakteristik von + 4° fiir das
Abfallen auf die halbe Intensitit (TLHG5800, griine LED, A = 565 nm, Vishay, Selb).
Die Phasenkontrastbeleuchtung muss ebenso wie die normale Hellfeldbeleuchtung an
die numerische Apertur des Objektivs angepasst werden. Bei Mikroskopen des Herstel-
lers Zeiss unterscheidet man zwischen drei verschiedenen Beleuchtungsgeometrien, ab-
gekiirzt mit Phl, Ph2 und Ph3. Im vorliegenden Fall wurde fiir die optische Ausstattung
mit den Objektiven CP Achromat 10 fach/0,25 Phl und LD A-Plan 40 fach/0,50 Ph2 die
notwendige Beleuchtungsgeometrie vermessen. Fiir die in Abbildung definierten
Winkel ¢; und a, konnten die in Tabelle(3.2/ dargestellten Werte ermittelt werden. Mit
diesen Werten wurde ein entsprechender Leuchtdioden-Halter konstruiert. 10 ringfor-
mig angeordnete Leuchtdioden bilden dabei die Beleuchtungsgeometrie fiir Ph1 und 20
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Leuchtdioden fiir Ph2. Mit Hilfe einer zuséitzlichen Blende (in Abb. (3.6 bzw. nicht
dargestellt) mussten dabei fiir Phl die Beleuchtungswinkel auf o; und «, begrenzt wer-
den. Eine zentrale Bohrung von 10 mm Durchmesser im Leuchtdioden—Halter erlaubt

nun ein Durchtreten des lonenstrahls durch die Beleuchtungseinheit.

3.6 Bestrahlungsanordnung

In Abbildung 3.7 ist eine Gesamtiibersicht des Strahlaustrittsmechanismus mit dem
Zellbehilter in Bestrahlungsposition zu erkennen. Der in Kapitel|3.4/ beschriebene Zell-
behélter ist zur Bestrahlung halb mit Ndhrmedium gefiillt, welches sich aufgrund der
senkrechten Lage des Behilters im unteren Bereich ansammelt. Im oberen Bereich,
der die zu bestrahlenden Zellen enthilt, befindet sich eine mit Wasserdampf geséittigte
Atmosphire. Dadurch wird das Austrocknen und somit das Absterben der Zellkultur

H,O-gesattigte
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Objektiv
lonenstrahl <x
Vakuum i
\ Néhrmedium/ &
H N
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— e
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Abbildung 3.7: Gesamtiibersicht des Strahlaustrittsmechanismus mit Phasenkontrastbe-
leuchtung und Zellbehélter.

wahrend der maximal 20 min lang dauernden Bestrahlungsprozedur verhindert. Eine
Temperierung des Zellbehilters auf 37°C findet am Bestrahlungsplatz zur Zeit noch
nicht statt, sodass die Zellen wihrend des Bestrahlungsvorgangs auf Raumtemperatur
abkiihlen. Die Phasenkontrastbeleuchtung erlaubt in Kombination mit dem entspre-
chenden Objektiv des optischen Mikroskops eine Betrachtung der Zellen. Mittels eines
mechanischen Tisches mit Mikrometerschrauben kann dann der Zellbehélter lateral
beziiglich der Ionenstrahlachse verschoben werden. Auf diese Weise konnen geeignete
Bereiche der Zellkultur sowie auch einzelne Zellen in das Bestrahlungsfeld platziert wer-
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den. Zum eigentlichen Bestrahlungsvorgang wird das erhabene Austrittsfenster (siehe
Kap.[3.2) auf mechanischen Kontakt zur Riickseite der Zelltrigerfolie gebracht, um die
im folgenden Kapitel diskutierten Effekte der Winkelstreuung des Strahls zu minimie-
ren. Da der obere Bereich des Zellbehélters kein fliissiges Nahrmedium mehr enthilt,
kann der Ionenstrahl den Zellbehélter dort durchdringen und vom Szintillationsdetektor
nachgewiesen werden. Dieser wird dazu anstelle des Objektivs hinter dem Zellbehélter
eingeschwenkt.

3.7 Limitierung der Bestrahlungsgenauigkeit durch

Winkelstreuung

Der fokussierte Strahl des Rasterionenmikroskops SNAKE bietet die Moglichkeit, Be-
strahlungen mit sub-pm Auflosung durchzufiihren. Ein limitierender Faktor bei den
Zellbestrahlungsexperimenten besteht jedoch in der Kleinwinkelstreuung des Ionen-
strahls bei dessen Durchgang durch das Vakuumaustrittsfenster und die Zelltriagerfolie.
Auflerdem ist der dazwischenliegende Luftspalt mit einer maximalen Dicke von 30 pm
(siehe Kap.[3.2) zu beriicksichtigen. In Abbildung(3.8 sind die Verhéltnisse dargestellt.
Im linken Teil erkennt man die vom Ionenstrahl zu durchlaufende Schichtstruktur. Die
Luftschicht (angendhert durch No—Gas) stellt dabei im Wesentlichen eine Driftstrecke
dar, d.h. sie trigt kaum zur eigentlichen Winkelstreuung bei, jedoch sehr wohl zur Ver-

breiterung des Strahlquerschnitts. Der Verlauf des Strahls ist schematisch eingezeich-
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Abbildung 3.8: Effekt der Winkelstreuung beim Ubertritt des Tonenstrahls in den Zellbe-
hélter. Links: Materialschichten, die der Ionenstrahl durchlaufen muss. Rechts: Simuliertes
(TRIM) Ortsspektrum eines 100 MeV 8O-Strahls fiir eine laterale Richtung beim Eintritt in
die Zelle.
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Abbildung 3.9: Volle Halbwertsbreite (FWHM) des Strahlprofils aufgrund der Winkelstreu-
ung beim Eintritt in die zu bestrahlende Zelle. Die durchgezogenen Kurvenabschnitte sind

die am Miinchener Tandembeschleuniger nutzbaren Bereiche.

net. Fiir einen Strahl von 100 MeV O-Tonen wurden mit dem Monte—Carlo-Programm
TRIM (the Transport of Ions in Matter [11]) fiir die beschriebene Geometrie Berech-
nungen durchgefiihrt. Im rechten Teil der Abbildung (3.8 ist fiir 40 000 Ionen das auf
eine Ortskoordinate projizierte, simulierte Strahlprofil zu sehen. Man erkennt eine im
zentralen Bereich gau3formige Verteilung, die von vielen, sich aufsummierenden Klein-
winkelstreuereignissen herriihrt. Daneben gibt es jedoch seltene Einzelstreuereignisse
mit groflerem Ablenkwinkel. Diese verursachen in der Verteilung Ausldufer zu gréfieren
Ortsabweichungen hin. Eine charakteristische Grofle zur Beschreibung der Aufstreuung
stellt die volle Halbwertsbreite (FWHM) dar. Sie gibt an, innerhalb welchen Bereichs
ca. 76 % der Strahlteilchen auftreffen.

Fiir das zur Bestrahlung an der Mikrosonde SNAKE verfiigbare Spektrum an Ionensor-
ten wurden mittels TRIM projizierte Ortsspektren simuliert und durch einen Gauf—Fit
jeweils die volle Halbwertsbreite ermittelt. Eine grafische Ubersicht dazu ist in Abbil-
dung(3.9 zu sehen. Jeder eingetragene Datenpunkt entspricht der Simulation von 10 000
Tonen (5000 Tonen fiir **’I bzw. 7 Au aufgrund hoher Rechenzeit) einer bestimmten
Sorte und Energie. Als Kriterium wurde zugrunde gelegt, dass die Ionen nach Durch-
dringen der Zelltriagerfolie eine minimale Restreichweite von 10 pm in Wasser besitzen
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sollen (sieche Abb.[3.8). Nur in diesem Fall ist eine definierte Zellbestrahlung moglich.
Dieses Kriterium liefert fiir jede Ionensorte eine minimale Energie, welche jeweils an
der Grenze des schraffierten Bereichs in Abbildung(3.9 liegt. Das Abschneiden zu hohen
Energien hin ist willkiirlich gewé&hlt. Die durchgezogenen Kurvenabschnitte stellen da-
bei die Energiebereiche dar, welche fiir die entsprechenden Ionensorten am Miinchener
Tandembeschleuniger zugénglich sind. Aus der Literatur [44] ist folgende Abhéngigkeit
der Kleinwinkel-Vielfachstreuung (FWHM der Aufstreuung) von der Kernladung Z

und Ionenenergie F bekannt:

FWHM Winkelstreuung "~ (3 1)

Z
E
Im doppeltlogarithmischen MaBstab der Abbildung(3.9 fiihrt die Abhéingigkeit von F~—*
zu fallenden Geraden, die Z—Abhéngigkeit bewirkt, dass bei gleicher Energie schwerere
Ionen eine grofiere Aufstreuung aufweisen. Man erkennt, dass fiir Ionenstrahlen leichter
als 3?S mit hinreichender, am Tandembeschleuniger erreichbarer Energie die Verbrei-
terung aufgrund der Kleinwinkelstreuung unter 200 nm (FWHM) liegt. Mit schwarzen
Kreisen sind die beiden Strahlsorten (100 MeV 'O bzw. 55 MeV 2C) markiert, welche
in ersten Mikrobestrahlungen eingesetzt wurden. Fiir Ionen schwerer als %Cu muss we-
gen des Reichweitenkriteriums die héchste am Tandembeschleuniger mogliche Energie
verwendet werden. Trotzdem sind hier Strahlverbreiterungen bis zu 1 pm und dariiber
zu erwarten. Unter der in Abbildung/3.8 beschriebenen Bestrahlungsgeometrie sind mit
Ionen schwerer als *2S am Tandembeschleuniger keine Zellbestrahlungen mit Auflésun-
gen unter 300nm (FWHM) moglich. Dazu miissten Parameter wie Foliendicken und
Absténde zwischen den Folien reduziert werden.

Um den Einfluss der verschiedenen Geometrie-Parameter auf die Strahlauflésung zu
untersuchen, wurden exemplarisch fiir einen 100 MeV *O-Strahl die Parameter Aus-
trittsfenster, Dicke des Luftspalts und Dicke der Zelltragerfolie variiert. Das Ergebnis
der Rechnungen (analog zu Abb. [3.9) ist in Tabelle 3.3 erkennbar. Geometrie 1 stellt

Geometrie 1 2 3 4
Austrittsfenster 7,5pm K 200nm SigN, 7.5pm K 75pm K
Luftspalt (No—Gas) 30 pm 30 pm 10 pm 30 pm
Zelltragerfolie (Mylar) 6 pm 6 pm 6 pm 1pm
Aufstreuung (FWHM) 137nm 30nm 67nm  109nm

Tabelle 3.3: Alternative Bestrahlungsgeometrien zur Reduktion der StrahlfleckvergréBerung
durch Winkelaufstreuung: Es werden Austrittsfenster (Geometrie 2), Dicke der Luftschicht
(Geometrie 3) und Dicke der Zelltragerfolie (Geometrie 4) variiert. Die berechnete Aufstreu-
ung gilt fiir einen 100 MeV *°O-Strahl. (K = Kapton, Si3N4 = Siliziumnitrid)
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Abbildung 3.10: Bruchteil derjenigen Strahlteilchen, die aufierhalb eines bestimmten Fo-
kusbereichs auftreffen (Strahl-Halo).

die in Abbildung 3.8 gezeigte, bereits realisierte Losung dar. Die grofite Reduzierung
der Winkelaufstreuung kann durch eine Reduktion der Dicke des Austrittsfensters er-
zielt werden. Als Austrittsfenster ist eine Siliziumnitridmembran mit einer Dicke von
nur 200nm denkbar (Geometrie 2) [5]. Eine Verringerung der Driftstrecke zwischen
Austrittsfenster und Zelltrégerfolie (Geometrie 3) fithrt ebenfalls zu einer signifikan-
ten Reduktion der Aufstreuung. Den geringsten Gewinn bringt die Verwendung einer
diinneren Zelltriagerfolie (Geometrie 4), da die in ihr auftretende Winkelstreuung wegen
des kurzen Abstandes zu den Zellen dort keine grofie laterale Ortsablage mehr verur-
sacht.

Neben der gerade diskutierten vollen Halbwertsbreite (FWHM) als Ma$ fiir die Strahl-
aufstreuung kann fiir eine Reihe von Experimenten (z.B. Bystander—Effekt) die Wahr-
scheinlichkeit wichtig sein, mit welcher Strahlteilchen aufgrund von seltenen Streuer-
eignissen um groBere Winkel den Fokuspunkt weit verfehlen (sog. Strahl-Halo). In
Abbildung [3.10 ist exemplarisch fiir eine Auswahl an Ionenstrahlen der Zusammen-
hang zwischen der Gesamtausdehnung des Fokusbereichs und dem auflerhalb dieses
Bereichs auftreffenden Bruchteil an Strahlteilchen aufgetragen. Fiir die dargestellten
Strahlsorten wurden jeweils 80 000 Ionen mit TRIM simuliert und die Anzahl der Ionen
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ausgezahlt, welche, projiziert auf eine laterale Achse, aulerhalb der fiinf verschiedenen
Fokusbereiche 0,5 pm, 1 pm, 2pum, 3pm und 5 pm in die zu bestrahlende Zelle eintre-
ten. Jede Ausziahlung wird durch einen Datenpunkt reprisentiert. Man erkennt, dass
fiir die leichten Strahlen bis einschliellich 100 MeV O nur einige 10~3 aller Teilchen
auflerhalb 1 pm um den Fokuspunkt auftreffen. Auflerhalb eines Bereichs von 5 pm sind
dies nur noch wenige 10~*. Schwere Ionen wie 170 MeV %*Cu erzeugen einen Halo, in
dem sich etwa eine Grofenordnung mehr an Teilchen befindet.

Es sei darauf hingewiesen, dass die in den Abbildungen (3.9 und dargestellten
Aufstreuungen nur die Streuungen an der Austrittsfolie des Vakuumsystems, am Luft-
spalt und an der Zelltréigerfolie beinhalten. Das SNAKE-Schlitzsystem (siehe Abb.
stellt eine weitere Struktur dar, an der Tonen gestreut werden. Ein Bruchteil dieser To-
nen liegt trotz der Streuung im Akzeptanzbereich der supraleitenden Linse und kann
den Bestrahlungsplatz erreichen. Insbesondere Umladungsprozesse bei der Streuung
von z.B. 07" nach 0%, die auch am Restgas des Vakuumsystems stattfinden kon-
nen, fiihren dann zu einer anderen ionenoptischen Abbildung und damit zu groflen
Ortsablagen an der Bestrahlungsprobe. In der Regel sind derartige Ionentreffer ihrer
Sollposition nicht mehr zuordenbar, d.h. am vorgesehenen Ort fehlt der Treffer. Eine
generelle Quantifizierung dieser Effekte ist jedoch aufgrund unbekannter und je nach
Strahlzeit wechselnder Randbedingungen, wie z.B. der genauen Strahllage relativ zu
den Schlitzoberflichen, nicht moglich. Die Auswertung bestrahlter Kernspurdetektoren
lasst jedoch den Schluss zu, dass die Streuung am Schlitzsystem bzw. Umladungspro-
zesse mit groflen Ortsablagen nicht dominant sind und mit einer Wahrscheinlichkeit
von deutlich weniger als 1% auftreten (siche dazu Abb. links).

3.8 Fokusprozedur und Bestimmung der Bestrah-
lungsgenauigkeit

Zur optimalen Fokussierung des Ionenstrahls miissen die Strome in der supraleiten-
den Linse entsprechend eingestellt werden. Der Strahlfokus wird dabei mit Hilfe eines
CsI(T1)—Kristalls (Agmission = 565 nm) optisch charakterisiert. Dieser Leuchtkristall wird
in eine Ebene, die spitere Fokalebene, positioniert, in welcher sich anschliefend auch
die zu bestrahlenden Zellen befinden. Das Strahlaustrittsfenster wird dabei auf direkten
Kontakt mit dem CsI(T1)-Kristall gebracht, damit die bereits beschriebenen Effekte der
Kleinwinkelstreuung beim Durchtritt des Strahls durch das Vakuumfenster minimiert
werden. Um eine ausreichende optische Qualitéit des Leuchtprofils des Ionenstrahls zu
erhalten, wurde der ca. 0,2mm dicke Kristall mit der strahlabgewandten Seite auf ein
Deckglas als Triager geklebt (UHU-Plus). Vor allem fiir Objektive hoher Auflsung
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5 Mm

Abbildung 3.11: Video-Aufnahme eines auf den CsI(TI)-Leuchtkristall fokussierten
100 MeV '6O-Ionenstrahls.

ist diese optische Ankopplung der ansonsten matten CsI(T1)-Oberfliche wichtig. Das
Leuchtprofil des Strahlflecks wird dabei mit Hilfe der CCD—Kamera des optischen Mi-
kroskops betrachtet.

Um die Fokussierwirkung der supraleitenden Linse besser beurteilen und einstellen
zu konnen, wird zu diesem Zweck die Divergenz des Ionenstrahls nicht zu stark be-
schnitten. Der Fokussiervorgang findet bei einer Offnung der Divergenzschlitze von
600 pm statt. Dies entspricht in etwa einem Drittel der Offnung bei voller Linsenaus-
leuchtung und dem zehnfachen der Offnung bei Einzelionenbestrahlung. Ein zu hoher
Strahlstrom, der sich wihrend des optischen Fokussierens durch volle Aussteuerung
der Videokamera bemerkbar macht, kann hierbei durch Einbringen eines Strahlab-
schwichers (Faktor 1/33) begrenzt werden. Erst wenn optisch die optimale Fokussier-
starke gefunden ist, wird die Divergenz auf das fiir die Einzelionenbestrahlung not-
wendige Maf} beschnitten. Durch das Einschrinken der Strahldivergenz werden Abbil-
dungsfehler der supraleitenden Linse und damit auch die Ausdehnung des Strahlfokus
nochmals reduziert. In Abbildung 3.11 ist ein Beispiel eines auf den CsI(T1)-Kristall
fokussierten 100 MeV **O-Strahls zu sehen. Die Aufnahme wurde mit einem LD A-
Plan 40 fach /0,50 Ph2—-Objektiv und einer schwarz—weifl Videokamera angefertigt. Mit
Hilfe von Bildbearbeitungsprogrammen wurde der Ausschnitt mit dem Strahlfleck stark
vergroflert und der Bildkontrast erhéht. Prinzipiell kann durch die Auswertung des
Leuchtprofils die Fokusgrofle des Ionenstrahls und damit die Bestrahlungsauflésung
bestimmt werden. Im vorliegenden Fall liefert die Analyse aufgrund des Streulichts
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von der optisch matten Strahleintrittsseite des CsI(T1)-Kristalls und der Lichtemission
aus Probentiefen, welche sich nicht im optischen Fokus befinden, zu grofie Werte fiir
den Strahldurchmesser. Dariiberhinaus liegt der Strahldurchmesser bereits unter der
Auflésungsgrenze von ca. 0,58 um (FWHM,tera1, siche Formel des verwendeten
Objektivs. Eine quantitative Auswertung des Leuchtprofils ist damit nur sehr schwer
und mit grofer Unsicherheit moglich.

Eine bessere Methode zur Bestimmung der Strahlauflésung stellt das Bestrahlen von
Kernspurdetektoren mit einzelnen Ionen nach vordefinierten Mustern dar. Als Kern-
spurdetektoren wurden 40 pm dicke Folien aus Polycarbonat (makrofol, Bayer AG,
Leverkusen) verwendet. Jedes die Folie durchdringende Ion erzeugt in seiner Bahn-
spur Ionisationsereignisse, wodurch ein Aufbrechen von chemischen Bindungen in der
Polymerstruktur bewirkt wird. Durch einen Atzprozess in alkoholischer Natronlauge
(50 g NaOH + 200 ml HyO + 25 ml C,H5OH) [45] wird das Polycarbonat bevorzugt an
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Abbildung 3.12: Links: Mit einzelnen 100 MeV ®O-Ionen bestrahlter und geétzter Kern-
spurdetektor. Rechts: Statistische Auswertung der Abweichungen einzelner Treffer zur Er-
mittlung der Bestrahlungsgenauigkeit. Fiir Ereignisanzahlen < 20 wurden die statistischen

Unsicherheiten aus [8] entnommen.
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den geschidigten Bereichen gelést. So entstehen an der Polymeroberfliche sowohl am
Eintritts— als auch am Austrittspunkt des Tons kegelfsrmige Atzgruben, deren Tiefe
und Durchmesser mit der Dauer und Temperatur des Atzvorgangs zunehmen. Bei ca.
75°C und nach einer Atzzeit von 1h sind die Ionenspuren im optischen Mikroskop deut-
lich zu erkennen. Die Verwendung des 40 fach/0,50-Objektivs gestattet dabei aufgrund
der geringen optischen Tiefenschiirfe eine klare Unterscheidung der Atzgruben auf der
Strahleintritts— und Strahlaustrittsseite. Wegen der Winkelstreuung beim Durchgang
durch den Kernspurdetektor muss zur Analyse der Auftrefforte der Ionen die Strahl-
eintrittsseite untersucht werden.

Im linken Teilbild der Abbildung 3.12 erkennt man die mikroskopische Aufnahme
eines bestrahlten und geédtzten makrofol-Kernspurdetektors. Zur Bestrahlung wurde
der Kernspurdetektor an die Stelle nach dem Vakuumaustrittsfenster positioniert, wel-
che normalerweise von der Zelltrégerfolie eingenommen wird. Die Einschlége einzelner
100 MeV 6O-Tonen formen ein Matrix-Muster mit einem Zeilen— bzw. Spaltenabstand
von 5pm. Die Schnittpunkte der gestrichelten Linien zeigen dabei die Soll-Positionen
der Bestrahlungsorte an. Fiir ein Ensemble von 12 x 12 Treffern wurde jeweils die
Abweichung in x- und y-Richtung extrahiert und als Histogramm aufgetragen. Das
Ergebnis in Abbildung 3.12 rechts zeigt eine volle Halbwertsbreite (FWHM) des Io-
nenstrahls von 0,55 pm in x— und 0,40 pm in y—Richtung. Mit dieser Auflésung ist die
gezielte Bestrahlung von Substrukturen eines Zellkerns moglich, welcher einen typischen

Durchmesser von 5 pm bis 10 pm besitzt.

3.9 Modifikation des Aufbaus zur Schrigbestrah-

lung lebender Zellen

Bei der bisher beschriebenen Bestrahlungsgeometrie erfolgt die Ionenbestrahlung senk-
recht zur Zelltragerfolie. Die mikroskopische Analyse der fluoreszenzmarkierten Foci
wird ebenfalls in senkrechter Aufsicht auf die Zelltrigerfolie mittels eines optischen
Fluoreszenzmikroskops durchgefiihrt. Da die optische Auflésung hierbei in lateraler
Richtung besser ist als die Tiefenauflsung (siehe Kap. , kann somit die radiale
Struktur der Ionenspuren besser untersucht werden als die Struktur entlang der Spur.
Fiir Fragestellungen, die sich mit der Schidigungsstruktur entlang von Ionenspuren
beschiftigen (siehe Kap. [2.1/und 2.2), ist jedoch eine gute optische Auflésung in Spur-
richtung wiinschenswert. Eine fluoreszenzmikroskopische Untersuchung der bestrahlten
Zellen unter einem kleinen Winkel zur Zelltrégerfolie ist nicht praktikabel. Daher wurde
durch Modifikation des Bestrahlungsaufbaus eine Bestrahlung von lebenden Zellen un-
ter flachem Einfallswinkel der Ionen erméglicht. Man erhélt dann bei der optischen Mi-
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Abbildung 3.13: Modifikation der Bestrahlungsanordnung zur Bestrahlung von lebenden

Zellen unter flachem Ioneneinfallswinkel.

kroskopie eine verbesserte Auflosung in Richtung der Ionenspur (sieche dazu Abb.5.8).
Der Winkel zwischen Strahlrichtung und Zelltrégerfolie betrégt bei der modifizierten
Bestrahlungsgeometrie 10°. Die Anordnung dazu ist in Abbildung [3.13 zu sehen. Als
Zellbehélter werden ringformige Edelstahlgefifie (Material: 1.4301) mit geklemmter
Zelltragerfolie (Mylar, 6 pm dick) verwendet. Das in den Behéltern vorhandene Néhr-
medium bedeckt dabei die lebenden Zellen. In dieser einfachen Bestrahlungsgeometrie
muss der Ionenstrahl nach dem Vakuumaustrittsfenster eine Strecke an Luft unter
Atmosphéirendruck von maximal 24 mm Linge durchqueren. Dies fiihrt aufgrund von
Winkelstreueffekten zu einer drastischen Verbreiterung des Strahldurchmessers am Ort
der Zellen, sodass eine gezielte Bestrahlung von Zellen nicht moglich ist. Eine Simula-
tion mit dem Programm TRIM liefert fiir einen fokussierten 100 MeV **O-Strahl einen
Strahldurchmesser (FWHM) beim Eintritt in die Zelle von ca. 0,12 mm.
Dariiberhinaus muss der Energieverlust des Ionenstrahls bis zum Erreichen der Zellen
beriicksichtigt werden. Insbesondere die Zelltrigerfolie erhilt durch den 10°~Winkel
eine effektive Dicke von 35 pm. *O-Tonen mit einer Energie von 100 MeV im Vakuum
werden bis zum Erreichen der Zellen auf eine Energie von 61,0 MeV abgebremst. Ent-
sprechend erhéht sich dadurch der LET—-Wert (siehe Abb. [2.5). Durch die statistische
Natur der Energieverlustprozesse in den Folien bzw. der Strecke an Luft erfahrt der To-
nenstrahl zudem eine Energieverluststreuung, d.h. die Energieverteilung der Ionen wird
breiter. Mit Hilfe von TRIM kann fiir einen 100 MeV *O-Strahl diese Verbreiterung zu
weniger als 0,6 MeV (FWHM) abgeschétzt werden. Dadurch werden alle Zellen einer
Probe nach wie vor mit einheitlicher Ionenenergie und damit definiertem LET—-Wert
bestrahlt.

Aufgrund der Konstruktion des in Abbildung[3.13 gezeigten Zellbehélters konnen die



44 Kapitel 3 Zellbestrahlungsaufbau an SNAKE

Ionen das Detektionssystem auf dem Mikroskoprevolver nicht mehr erreichen. Die Be-
strahlung von Zellen unter flachem Winkel kann daher momentan nicht mit einzeln
abgezihlten Ionen, sondern nur mit einer gemifl der Poisson—Statistik verteilten An-

zahl an Ionen erfolgen.



Kapitel 4

Zellantwort auf Doppelstrangbriiche

und Probenuntersuchung

Durch die Tonenbestrahlung mit Hilfe des im vorigen Kapitel beschriebenen Aufbaus
werden in den lebenden Zellen Strahlenschiiden erzeugt. Von besonderer Bedeutung fiir
das biologische System sowie fiir die in dieser Arbeit beschriebenen Experimente sind
dabei die generierten DNA-Doppelstrangbriiche (DSBs), fiir deren Erzeugung bereits in
Kapitel 2 eine quantitative Abschitzung gegeben wurde. Nach der Bestrahlung sind die
Zellen in der Lage, diese Doppelstrangbriiche zu erkennen und Reparaturprozesse ein-
zuleiten. Die Reparaturprozesse bendtigen eine Vielzahl von verschiedenen Proteinen,
deren Funktionen weitgehend bekannt sind. Diese Proteine konnen durch geeignete
Antikorper erkannt und iiber daran gekoppelte Fluoreszenzfarbstoffe markiert werden.
Mittels Fluoreszenzmikroskopie koénnen dadurch die Ansammlungen bestimmter Pro-
teine, die Dynamik und eventuellen Wechselwirkungen von DNA-Reparaturvorgéngen
sowie indirekt auch die rdumliche Verteilung von erzeugten Doppelstrangbriichen stu-

diert werden.

4.1 Markierung von DNA-Doppelstrangbriichen
mittels v—H2AX

Ein friither Schritt in der Zellantwort auf Doppelstrangbriiche ist die Markierung des
entsprechenden Bereichs der DNA. Dazu wird das H2AX—Protein, ein spezielles Protein
aus der Familie der H2A-Nukleosom—Histone, phosphoryliert, d.h. mit einer Phosphat-
gruppe versehen. Der so entstehende Komplex triagt die Bezeichnung v-H2AX. Das
H2A—Protein bildet zusammen mit anderen Nukleosom—Histonen Protein—Oktamere,
welche das DNA-Molekiil rdumlich organisieren (Abb. 2.7). Der Verbund von DNA
und Histonen wird als Chromatin bezeichnet.
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Die Phosphorylierung des H2AX findet innerhalb von 1 bis 3 Minuten nach Induzie-
rung des Doppelstrangbruchs statt [46, 47] und wird von den Kinasen ATM, ATR und
DNA-PK bewerkstelligt, [48]. Die Aktivierung, d.h. die Autophosphorylierung, dieser
Kinasen wird wiederum unterstiitzt durch den Mrell/Rad50/NBS1 (MRN) Protein—
Komplex, der als méglicher Sensor fiir DNA-Schiden betrachtet wird [49]. Da fiir die
modifizierte Form des H2AX Antikorper kommerziell erhéltlich sind, ist der Nachweis
von y—H2AX mit Immunofluoreszenzmethoden méglich.

Die Ausbildung der y~H2AX-Proteine erfolgt in einem Bereich von ca. 2 Mbp (Me-
gabasenpaare) um die DNA-Schadensstelle. Dies entspricht einem ca. 18 ym langen
Abschnitt der 30-nm—Faser (siehe Abb. 2.7). Aufgrund der anzunehmenden Schleifen-
struktur, in der die 30-nm-Faser organisiert ist [19], bleibt die y-H2AX-Markierung
auf einen deutlich kleineren Raumbereich von der Gréenordnung eines pm beschrénkt.
Allerdings fiihrt dies bei der Beobachtung im Fluoreszenzmikroskop zu einer echten,
d.h. nicht auflésungsbegrenzten Foci-Grofle.

Durch die Universalitit, d.h. Unabhéngigkeit vom eingeschlagenen DNA-Reparaturweg
(siehe Kap.[4.2), und durch die schnelle Generierung der yv~-H2AX-Proteine steht nach
deren Visualisierung ein zuverléssiger Nachweis fiir Strahlenschiden durch hochenerge-
tische Ionen, also ein Kernspurdetektor im biologischen System zur Verfiigung. Da es
sich beim y-H2AX lediglich um eine modifizierte Form des iiberall entlang der DNA
vorhandenen H2AX-Proteins handelt, ist eine mogliche Beschrinkung der yv-H2AX-
Antwort nur durch die Menge der notwendigen Kinasen bedingt. Eine Unterversorgung
und damit auch eine Unterdriickung von yv~H2AX-Foci kann erst bei sehr hohen Strah-
lendosen erwartet werden. Im Rahmen der hier durchgefiihrten Experimente (siehe
Kap. 5) wurde dieser Effekt nicht beobachtet.

<10 bp
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Abbildung 4.1: Entstehung eines Doppelstrangbruchs (DSB) aus zwei nahe beieinander-
liegenden Einzelstrangbriichen (SSB) auf gegeniiberliegenden Seiten des DNA-Molekiils. Ein
Einzelstrangbruch liegt vor, wenn das Zucker—Phosphat—Geriist eines Strangs durchtrennt

ist.
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4.2 Reparaturmechanismen

fiir DNA—-Doppelstrangbriiche

DNA-Doppelstrangbriiche stellen von mehreren moglichen DNA-Schéden die grofite
Gefihrdung fiir die Integritét einer lebenden Zelle dar. Ein Doppelstrangbruch (DSB)
entsteht, wenn innerhalb einer Distanz von maximal 10 Basenpaaren die gegeniiberlie-
genden Zucker—-Phosphat—Geriiste durchtrennt sind [50, 18]. Dies ist in Abbildung [4.1]
schematisch dargestellt. Bei einem zentralen Treffer eines hochenergetischen Ions in
einer Chromatinfaser kénnen sehr viele Einzelstrangbriiche (SSB) und dadurch auch
mehrere Doppelstrangbriiche in direkter Nachbarschaft auf dem DNA-Molekiil indu-
ziert werden (siehe Kap. 2.2). Die Organisation des DNA-Molekiils in den Nukleoso-
men innerhalb der 30-nm-Faser kann moglicherweise verhindern, dass die freiliegenden
DNA-Enden nach dem Bruch iiber gréfiere Entfernungen voneinander wegdiffundie-
ren [50] und die Reparatur dadurch erschweren.

In der Regel weisen die beiden DNA-Strang-Enden am Ort des DSBs, wie in Abbil-
dung (4.1 gezeigt, jeweils einen iiberstehenden Einzelstrang auf. Eine lebende Zelle be-

sitzt zwei unterschiedliche Wege, um Doppelstrangbriiche zu reparieren. Dabei handelt
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Abbildung 4.2: Zellzyklus einer Eukaryontenzelle: Die eigentliche Zellteilung (M—Phase, M
= Mitose) erfolgt nur wihrend eines kurzen Abschnitts des Zellzyklus. In der sogenannten
Interphase, die den Grofteil im Zellzyklus darstellt, wachst die Zelle und bereitet sich auf
die Teilung vor. Die Interphase beginnt mit der G1—Phase (G = gap, d.h. Liicke), in der die
Zelle ihre Umgebung und die eigene Grofle iiberpriift. Wihrend der S—Phase (S = Synthese)
wird die DNA verdoppelt. Die Go—Phase kann als Sicherheits—Pause betrachtet werden, in
welcher die Zelle die erfolgreiche Verdoppelung der DNA kontrolliert. Die Angaben stammen
aus [16].
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es sich um die ,,Nicht-homologe Endverkniipfung® und die ,,Homologe Rekombination®,

welche nachfolgend beschrieben werden.

4.2.1 Nicht—homologe Endverkniipfung

Der in den Zellen der hoheren Lebewesen vorherrschende Reparaturmechanismus fiir
DNA-Doppelstrangbriiche ist die sogenannte Nicht-homologe DNA-Endverkniipfung
(NHEJ, engl: Non—-homologous end—joining). Bei diesem Prozess (sieche Abb.[4.3), der
wihrend des gesamten Zell-Zyklus (siehe Abb. [4.2) ablaufen kann, werden die gebro-
chenen DNA-Enden zusammengefiihrt und der DNA-Strang wieder geschlossen. Der
Reparaturprozess kann durch vorhandene, komplementéire Paarungen auf einer Lénge
von 1 bis 4 Basenpaaren (sog. Mikro-Homologie [50]) zwischen den einzelstringigen
(ssDNA, engl: single-stranded DNA), iiberstehenden DNA-Enden begiinstigt werden.
NHEJ lauft jedoch auch bei vollig inkompatiblen DNA-Enden ab.

Eingeleitet wird der Vorgang der nicht-homologen DNA-Endverkniipfung durch die
Bindung von sogenannten Ku-Proteinen und DNA-PK¢g Proteinkinase (in Abb.
nicht dargestellt) an die beiden DNA-Enden, die durch den Doppelstrangbruch entstan-
den sind. Moglicherweise wird dadurch ein Auseinanderdiffundieren der beiden DNA—
Enden unterbunden [50]. Sind durch den vorhergehenden DNA-Schidigungsprozess
keine Nukleotide (= Bausteine des DNA-Strickleitermolekiils jeweils bestehend aus
kodierender Base + Zucker + Phosphat) verlorengegangen, so besteht die Moglichkeit
einer fehlerfreien Reparatur. Speziell jedoch bei der DSB-Erzeugung mit dichtioni-
sierender Strahlung und den damit verbundenen komplexen Schéiden ist dieser Fall
unwahrscheinlich, die beiden einzelstrangigen DNA-Enden sind fiir eine Paarung nicht

mehr kompatibel. Um zumindest abschnittsweise komplementére Basenpaarungen, d.h.

evtl. verlorene Nukleotide
J t
(s,0) (79)

Ku + DNA-PK s SssONA”
S Artemis-DNA-PK¢ +
DNA-Polymerase

Mikro-Homologie

dsDNA

DNA-Ligase

reparierte DNA
evtl. veranderte Sequenz

Abbildung 4.3: Schematische Darstellung der Nicht-homologen DNA-Endverkniipfung
(NHEJ). dsDNA: double-stranded DNA, ssDNA: single-stranded DNA.
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Mikro-Homologie, zu erreichen, werden die i{iberstehenden Enden daher meist durch
Entfernen bzw. Hinzufiigen weiterer Nukleotide umgestaltet. Dies wird von dem Prote-
inkomplex Artemis—DNA-PKcg bzw. von DNA—-Polymerase ausgefiihrt [50]. Die beiden
DNA-Strang-Enden weisen nun einen Uberlapp komplementirer Basenpaare auf, an
dem eine Bindung zwischen den beiden DNA-Molekiilen stattfindet. Die einzelstran-
gigen Liicken werden von DNA-Ligase geschlossen. Als Folge der Umgestaltung der

DNA-Enden tritt eine verdnderte Basensequenz im reparierten DNA-Molekiil auf.

4.2.2 Homologe Rekombination

Den zweiten bedeutsamen Weg zur Reparatur von DNA-Doppelstrangbriichen in le-
benden Zellen stellt die sogenannte Homologe Rekombination (HR) dar. Um diese
Reparatur durchfiihren zu konnen, wird eine Vorlage mit der gleichen oder einer mog-
lichst dhnlichen Basensequenz wie im DSB-Bereich des geschidigten DNA-Molekiils,
eine homologe DNA, benétigt (sieche Abb. [4.4 a). Als Vorlage wird dabei das identi-
sche Schwesterchromatid [51] bevorzugt, welches nach der DNA—Replikation in der G2—
und frithen M-Phase des Zellzyklus [16] in unmittelbarer Nachbarschaft zur Verfiigung
steht. Die Bedeutung der verschiedenen Zellzyklusphasen einer Eukaryontenzelle) ist
in Abbildung [4.2| ersichtlich. Durch Experimente wird bestitigt, dass in der spiten
S—, der G2—- und der friithen M—Phase die Homologe Rekombination einen wesentlichen
Anteil an DNA-Doppelstrangbriichen repariert [52].

Die Reparatur durch HR wird vorbereitet, indem an den beiden Enden des gebrochenen
DNA-Molekiils Nukleotide entfernt werden und somit jeweils {iberstehende Einzelstréin-
ge entstehen. Das Protein Rad52 bindet sodann an die iiberstehenden ssDNA-Stréinge
zu beiden Seiten des Doppelstrangbruchs (in Abb.4.4/nicht dargestellt). Dieser Vorgang
steht in Analogie zur Anlagerung der Ku—Proteine (siehe Kap. bei der NHEJ,
sodass das verwendete DNA-Bindeprotein méglicherweise iiber den eingeschlagenen
Reparaturweg entscheidet [53]. Experimentelle Ergebnisse [54] deuten darauf hin, dass
Ku und Rad52 bevorzugt an unterschiedliche Konstellationen von DNA—-Bruchenden
binden und somit auf komplementire DNA-Schéden reagieren. Im Verlauf der Homo-
logen Rekombination werden dann unter Beteiligung des Proteins Rad51 die beiden
iiberstehenden DNA-FEinzelstringe der beschidigten DNA an die homologen Sequen-
zen der intakten DNA herangefiihrt und dort iiber die Wechselwirkung der Basenpaare
(Wasserstoffbriicken) gebunden (Abb. [4.4 b). Dies erfordert ein partielles Aufspalten

der homologen DNA in Einzelstrdnge. Nun koénnen die beiden Einzelstrang-Enden

(Eukaryontenzellen sind Zellen, die einen abgegrenzten Zellkern besitzen [16]. Dies trifft auf die
Zellen hoherer Lebewesen zu.
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Abbildung 4.4: Schematische Darstellung der Homologen Rekombination (HR). Die Teil-
bilder unter a) bis c) sind universell fiir die beiden unterschiedlichen Endpunkte (Auflésung

der Holliday—junctions bzw. Synthesis—Dependent Strand—Annealing).

der beschidigten DNA entlang der Vorlage rekonstruiert werden (Abb. 4.4 ¢). Wird
dieser Prozess fortgefiihrt, bis das gebrochene DN A—-Molekiil wieder geschlossen ist, so
entsteht die in d) gezeigte Situation mit Kreuzungspunkten (sog. Holliday—junctions).
Durch Schneiden an diesen Kreuzungspunkten und anschlielendes Verbinden der ent-
stehenden Einzelstrangbriiche kénnen die beiden DNA-Molekiile wieder getrennt wer-
den, das Ergebnis ist in e) ersichtlich. Man erkennt einen Austausch von Basense-
quenzen, auch in dem als Vorlage dienenden DNA—-Molekiil. Dariiberhinaus besteht die
Gefahr, dass die Auflésung der Holliday—junctions in der Weise stattfindet, sodass ein
sogenanntes crossover entsteht, bei welchem an der Reparaturstelle ein Ubergang vom
urspriinglich geschiadigten zum homologen DNA-Molekiil erfolgt. Dieser Vorgang ist
jedoch gegeniiber dem oben dargestellten non—crossover deutlich unterdriickt [51].

Alternativ zur Ausbildung der Holliday-junctions kann sich das beschidigte DNA-
Molekiil auch vorzeitig von der homologen Vorlage 16sen. Sobald sich die rekonstruier-
ten Einzelstrdnge in ihrer Basensequenz komplementér iiberlappen, kann die weitere
Rekonstruktion ohne Vorlage erfolgen (Abb. 4.4 f). Nach Abschluss dieses Vorgangs
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(Synthesis—Dependent Strand—Annealing) bleibt das homologe DNA-Molekiil unver-
dndert zuriick, die Gefahr eines crossovers und damit einer potenziellen Chromosomen-
translokation besteht nicht (siehe Abb.[4.4 g).

4.3 Untersuchte Proteine

Aus einer Vielzahl von Proteinen, die eine lebende Zelle zur Reparatur von DNA-
Doppelstrangbriichen bereitstellt, wurden einige ausgewéhlt und fiir die Analyse nach

Ionenmikrobestrahlung verwendet. Diese werden im Folgenden kurz vorgestellt:

4.3.1 53BP1

53BP1 (p53 binding protein 1, Molekulargewicht 214 kDa@, [55]) ist ein im Zellkern—
Plasma vorkommendes Binde—Protein zum Tumor—Supressor Protein p53. Das Protein
53BP1 bildet bereits 5 Minuten nach Exposition von Zellen in ionisierender Strahlung
Foci aus [48], welche signifikant mit y—H2AX-markierten DNA—Abschnitten kolokali-
sieren [56]. Es wird vermutet, dass 53BP1 als wichtiges Bindeglied in der friithen Signal-
kette nach einem Doppelstrangbruch—Ereignis zur Aktivierung von ATM beitrégt [48].

4.3.2 MDC1

Die Funktion des Proteins MDC1 (Molekulargewicht 227 kDa, [55]) ist in einem mogli-
cherweise dosisabhéingigen Alternativweg zur Signaliibertragung mittels 53BP1 zu se-
hen. Wiahrend nach Strahlendosen von 1 Gy nur Ansammlungen von 53BP1 an DNA-
Schadensorten beobachtet werden, treten nach héheren Dosen von 5 bis 9 Gy sowohl
53BP1- als auch MDCI1-Foci auf [57]. Die Anlagerung von MDC1 erfolgt dabei in
anndhernd gleicher Geschwindigkeit wie die des Mrell/Rad50/NBS1 (MRN) Protein-
Komplexes innerhalb von 2 bis 3 Minuten. Das Vorhandensein von MDC1 am Ort
des DSBs stellt unter Umsténden eine Voraussetzung dafiir dar, dass auch der MRN-
Komplex dort gebunden bleibt [58].

4.3.3 Rad51

Im Gegensatz zu den oben beschriebenen Proteinen, welche unabhéngig vom Repa-
raturweg zu Beginn der Reaktion auf einen DNA-Doppelstrangbruch stehen, wird
das Protein Rad51 (Molekulargewicht 37 kDa, [55]) von Zellen benétigt, in denen der

()Da (Dalton) ist die in der Biochemie gebriuchliche Masseneinheit. Es gilt: 1 Da = 1u (atomare
Masseneinheit)
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Vorgang der Homologen Rekombination (siehe Kap. ablduft. Rad51-Foci wer-
den innerhalb von 10 bis 20 Minuten nach einer Bestrahlung sichtbar [59] und treten
nur in Zellen auf, die in der S— oder G2-Phase geschddigt wurden. In seiner akti-
ven Form bildet Rad51 einen helikalen Proteinkomplex aus vielen einzelnen Rad51-
Molekiilen und der geschéidigten, einzelstringigen DNA sowie der doppelstringigen
DNA-Reparaturvorlage. Rad51 katalysiert dadurch das Auffinden und Paaren der ho-
mologen Sequenzen von geschidigtem und intaktem DNA-Molekiil [60, 53].

4.4 Immunofluoreszenz

Um die in Kapitel 4.1 bzw. 4.3 beschriebenen, an der Reparatur von DNA-
Doppelstrangbriichen beteiligten Proteine bzw. Proteinkomplexe untersuchen zu kon-
nen, miissen diese markiert und einem geeigneten, mikroskopischen Verfahren zuging-
lich gemacht werden. Dies geschieht, indem in einer biochemischen Prozedur bestehend
aus ca. 25 Einzelschritten [40, 62] geeignete Antikérper (Immunglobuline) in die Kerne

der fixierten Zellen eingeschleust werden. Diese Arbeiten werden von Kollaborations-

Beobachter bzw.

CCD-Kamera
Bindung zum

sekundaren Antikorper

S Emissionsfilter\ ‘

—Z
NZ
Anregungsfilter

] COOH I
T]Fluoreszenz= 0’8 Z H . @ Strahlteiler
Thyoreszenz = 3»2 NS ‘ O Lichtquelle
o} 0 0 o
& Objektiv
FITC: C,H,NO,S d P @B 16?:;,
(389,4 Da) ,
=== Zell-Probe
a) b)

Abbildung 4.5: a): Chemische Struktur des Fluoreszenzfarbstoffes FITC mit den wichtig-
sten Daten: Wellenlingen maximaler Absorption bzw. Emission (Aabsorption PZW. AEmission)s
Fluoreszenzausbeute (nriyoreszenz) und Lebensdauer des angeregten Zustandes (Tpiyoreszenz)

[61]. b): Schematischer Strahlengang eines Fluoreszenzmikroskops.
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Abbildung 4.6: Fluoreszenzaufnahmen eines mit zwei 100 MeV '®O-Ionen bestrahlten
HeLa—Zellkerns: a) Monochromaufnahme des markierten Reparaturproteins 53BP1 (Farbstoff
Cy3) b) Monochromaufnahme von markiertem Chromatin (Farbstoff DAPI) c) Uberlagerung
der Aufnahmen aus a) und b) in verschiedenen Farbkanélen.

partnern aus dem Strahlenbiologischen Institut der LMU-Miinchen durchgefiihrt. Anti-
korper stellen Y-formige Proteine (Molekulargewicht ca. 150 kDa) dar und sind fiir eine
Vielzahl von Target—Molekiilen kommerziell erhéltlich [63]. In einem ersten Schritt bin-
den primére, aus einem Tier (z.B. Kaninchen) stammende Antikérper spezifisch an die
zu untersuchenden Proteine. In einem zweiten Schritt lagern sich sekundére, aus einem
anderen Tier (z.B. Esel) stammende Antikorper an die priméren Antikérper an. An
den sekundéren Antikorper ist ein fluoreszierendes Molekiil (z.B. FITC = Fluorescein—
Isothiocyanat) gebunden (siehe Abb. a). Fluoreszenzfarbstoffe sind dabei ebenfalls
in grofler Vielfalt kommerziell verfiighbar. Dabei handelt es sich um kleine organische
Molekiile mit einem delokalisierten 7—Elektronensystem, welches elektronische Uber-
ginge im optischen Spektralbereich aufweist. Dieses delokalisierte Elektronensystem
wird meist durch benachbarte, aromatische Ringe (siehe Abb. a) oder aber durch
lineare Ketten aus konjugierten C—C—Doppelbindungen gebildet [64].

Durch den zweistufigen Prozess mit primirem und sekundirem Antikérper kann man
sich auf eine kleine Anzahl sekundérer, fluoreszenzmarkierter Antikérpertypen be-
schranken. Dariiberhinaus fiihrt die Anlagerung mehrerer, sekundérer Antikérper—
Molekiile an ein primédres Antikorper—Molekiil zu einer Signalverstirkung. Dieses
Antikorper—vermittelte Verfahren zur Markierung mit Fluoreszenzfarbstoffen wird un-
ter der Bezeichnung Immunofluoreszenz zusammengefasst. Eine Ansammlung von fluo-
reszierenden Molekiilen wird als Fokus bezeichnet. Dariiberhinaus kénnen durch Anfr-
bung des Chromatins mittels des Farbstoffes DAPI die Zellkerne visualisiert werden.
Untersucht werden die so priparierten Zellproben mit Hilfe eines Fluoreszenzmikro-
skops, welches in Abbildung [4.5 b) schematisch dargestellt ist. Die Proben werden
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iiber ein System von Lichtquelle (meist He-Dampflampe), Anregungsfilter und selekti-
vem Strahlteiler mit dem Objektiv beleuchtet. Das vom Fluoreszenzfarbstoff emittierte,
langerwellige Licht wird sodann iiber das Objektiv, den Strahlteiler und einen Emissi-
onsfilter dem Okular bzw. einer empfindlichen CCD-Kamera zugeleitet. Ein Wechsel
des kompletten Filtersystems im Mikroskop erlaubt es dabei, mehrere unterschiedli-
che Fluoreszenzfarbstoffe und somit auch mehrere DNA-Reparaturproteine innerhalb
einer Zellprobe zu untersuchen. Durch Zuordnen der monochromen CCD-Kamera—
Aufnahmen zu verschiedenen Farbkaniilen und anschlieBende Uberlagerung kénnen in
einem Bild die Informationen verschiedener Fluoreszenzfarbstoffe dargestellt werden.
Dies ist in Abbildung 4.6 a) bis c¢) am Beispiel eines bestrahlten HeLa—Zellkerns fiir
das Reparaturprotein 53BP1 (griin) und markiertes Chromatin (blau) gezeigt.

4.5 Optische Auflésung
und Objekt—Rekonstruktion

Die mikroskopische Untersuchung der Zellproben mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops
unterliegt den prinzipiellen Einschréinkungen der Lichtmikroskopie. Diese sind durch
Beugungseffekte aufgrund der Wellennatur des Lichtes bedingt. Wichtigste Kenngréfie
bei der optischen Auflésung stellt die sogenannte numerische Apertur NA dar, die
sich aus dem Aperturwinkel o (= halber Offnungswinkel) der Objektivlinse und dem
Brechungsindex n des Mediums zwischen Linse und Objekt ergibt:

NA =n-sina (4.1)

In Abbildung 4.7 ist die Untersuchung eines Zellkerns mit den fiir die optische Abbil-
dung wichtigen Komponenten illustrativ dargestellt. Um eine hohe numerische Apertur
und gute Abbildungseigenschaften zu erreichen, muss der Raum zwischen Objektiv und
Objekt (Zellkern) durch ein Deckglas (Dicke: 170 pm) und Immersionsmedium (Ol) mit
definiertem Brechungsindex ausgefiillt sein.

Strukturen in der Objektebene werden in die Bildebene abgebildet. Ein punktfor-
miges, isotrop leuchtendes Objekt erzeugt dabei aufgrund des Abbildungsstrahlen-
ganges gemifl der geometrischen Optik sowie aufgrund von Beugungseffekten an
der begrenzenden Linsenapertur eine komplexe, dreidimensionale Intensitétsverteilung
(Punktbild-Verwaschungsfunktion, engl. point spread function, PSF) im Bildraum.
Diese Punktbild—Verwaschungsfunktion ist in Abbildung 4.7 vereinfacht dargestellt.
Die gestrichelte Linie kennzeichnet den Bildbereich, an dem die Intensitat auf die H&lf-
te des Maximalwertes abgesunken ist. Um Aussagen iiber die optische Auflésung am
Ort des beobachteten Objekts zu erhalten, muss das beugungsverbreiterte Abbild in
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Abbildung 4.7: Begrenzung der lateralen bzw. axialen Auflésung in einem optischen
(Fluoreszenz—) Mikroskop. Die Punktbild—Verwaschungsfunktion (PSF) ist nur schematisch
dargestellt.

den Objektbereich zuriickgerechnet werden. Dies liefert ein scheinbares Objekt mit

folgenden Ausdehnungen fiir die halbe Intensitét [65]:

0a51 - )\Emission 1777 ‘n- )\Emission
—NA bzw. FWHM a1 = e

FWHMlateral = (42)

Mit der emittierten Wellenlénge Agmission = 517 nm des Fluoreszenzfarbstoffes FITC,
dem Brechungsindex n = 1,52 fiir das verwendete Deckglas sowie Immersionsdl und
einer hohen numerischen Apertur von NA = 1,4 (z.B. Zeiss Plan—Apochromat 63 fach)
erhilt man fiir die erreichbaren Auflésungen:

FWHM 340021 = 0,19pm  bzw. FWHM .. = 0,71 pm (4.3)

Neben diesen Auflésungsbegrenzungen durch Beugungseffekte tritt bei der Mikroskopie
dreidimensionaler Korper wie z.B. eines Zellkerns zusétzlich das Problem auf, dass Ob-
jekte, welche auflerhalb der Fokusebene liegen, ein unscharfes Abbild in der Bildebene
erzeugen. In Abbildung 4.8/ (links bzw. rechts) ist dies an drei punktférmigen Objekten,
die jeweils in einer Ebene liegen, veranschaulicht. Objekte in der Fokusebene (Abb.[4.8|
mitte) erzeugen ein scharfes Abbild, das lediglich durch Beugung verbreitert ist. In der
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Abbildung 4.8: Uberlagerung der Bilder von Objekten aus unterschiedlichen Fokustiefen
und Abhilfe durch Entfaltung von dreidimensionalen Bilddaten (z—Stapel).

Bildebene iiberlagern sich die Abbilder aller Objektpunkte, das Abbild aus der Fokus-
ebene wird verwaschen.

Durch ein mathematisches Verfahren (Maximum Likelihood Estimation) kann jedoch
der Bildbeitrag aus Objektebenen, welche sich nicht im Fokus befinden, rechnerisch
eliminiert werden. Voraussetzung dafiir ist, dass Bildinformation nicht nur aus einer,
sondern aus mehreren benachbarten Fokusebenen gewonnen wird. Dies geschieht durch
ein sukzessives Verstellen der Fokusebene entlang der Beobachtungsrichtung (siehe
Abb. 4.7, z—Fokus—Trieb) mit jeweiliger elektronischer Bildaufnahme. Es entsteht ein
sogenannter z-Bildstapel (engl. z-stack) aus einzelnen, zweidimensionalen Aufnahmen
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(als Beispiel siehe Abb.5.9/a). Der Abstand zwischen benachbarten Fokusebenen sollte
dabei weniger als die Hélfte der axialen Auflosung FWHM .. betragen. Die Entfaltung
der Bilddaten erfolgt mit geeigneter Software (Huygens, [66]) unter Verwendung einer
Punktbild—Verwaschungsfunktion fiir das eingesetzte Mikroskopobjektiv. So kann, wie
in Abbildung 4.8 unten gezeigt, der unscharfe Bildbeitrag von Objekten, die nicht in
der gewihlten Fokusebene liegen, entfernt werden.

Ein z—Bildstapel enthélt die dreidimensionale Information iiber das untersuchte Ob-
jekt. Durch das Setzen von Intensitidtsschwellen kénnen nun transparente und solide
Objektbereiche definiert werden. Dies erlaubt mit Hilfe von Render-Programmen eine
plastische Darstellung von mikroskopischen Strukturen. In Kapitel5.3 werden auf diese

Weise Tonenspuren in Zellkernen untersucht.
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Kapitel 5
Erste Zellbestrahlungsexperimente

Durch Bestrahlung mit einzelnen, hochenergetischen Ionen konnen in lebenden
Zellen definiert und quantifizierbar biologische Strahlenschiden wie z.B. DNA-
Doppelstrangbriiche erzeugt werden. Das Rasterionenmikroskop SNAKE und der Be-
strahlungsaufbau erlauben dabei eine Bestrahlung mit einer rdumlichen Trefferge-
nauigkeit, welche ndherungsweise an die Auflésung eines hochwertigen Lichtmikroskops
heranreicht (vgl. Kap. 3.8 und Kap. [4.5). Daher stellt die Kombination von Ionenmi-
krobestrahlung mit der in Kapitel 4.4/ beschriebenen Immunofluoreszenz—Technik ein
geeignetes Werkzeug dar, um in unterschiedlichen, experimentellen Fragestellungen die
Verteilung von Proteinen zu studieren, welche an der Reparatur von Doppelstrangbrii-
chen beteiligt sind.

5.1 Dynamik geschidigter Chromatinbereiche

Eine ungeklirte Frage bei der Reparatur von DNA-Doppelstrangbriichen in biologi-
schen Zellen ist, ob jeder erzeugte Schaden direkt ,vor Ort“ repariert oder zuerst zu
speziellen Orten im Zellkern, eventuellen ,Reparaturfabriken®, transportiert wird. Zum
Studium dieser Abldufe muss die Dynamik geschidigten Chromatins verfolgt werden.
Dazu kann die Aktivierung des zellkerneigenen DSB-Markers v~H2AX an den durch
Ionenbestrahlung induzierten Schiiden beniitzt werden (siehe Kap.4.1). Geschidigtes
Chromatin wird so als Fokus im Fluoreszenzmikroskop sichtbar, die zeitlich-raumliche
Entwicklung dieser Foci offenbart somit auch die Dynamik von geschidigten Chroma-
tinbereichen. Interpretiert man einen einzelnen Fokus als eigenstindige Antwort auf ein
DNA-Schidigungsereignis bestehend aus einem Doppelstrangbruch bzw. mehreren, ge-
clusterten Doppelstrangbriichen, so ist es sinnvoll, die Dynamik in eine Entwicklung
der Fokus-Gréfie sowie der Fokus-Lage aufzutrennen. Die entsprechende quantitative
Analyse wurde im Rahmen einer Diplomarbeit durchgefiihrt [39] und soll hier kurz
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Abbildung 5.1: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von HeLa—Zellkernen, die mit ein-
zelnen 100 MeV 160 Tonen nach einem Zeilenmuster bestrahlt wurden. Links: 0,5h zwischen

Bestrahlung und Fixierung. Rechts: 15 h zwischen Bestrahlung und Fixierung.

zusammengefasst werden.

Die zeitliche Dynamik in den lebenden Zellen wurde ermittelt, indem mehrere Zellpro-
ben bestrahlt und fiir unterschiedlich lange Zeitraume im Brutschrank bis zur Fixierung
gelagert wurden. Wahrend dieser Inkubationszeit laufen in den lebenden Zellen unter
physiologischen Bedingungen DNA-Reparaturprozesse und die hier interessierenden
Chromatinbewegungen ab. Da die Immunofluoreszenz—Untersuchung retrospektiv an
den fixierten Zellen durchgefiihrt wird, kann die Analyse der zeitlichen Entwicklung
der Fokus—Lage nur erfolgen, wenn die urspriingliche Fokus—Position bekannt ist. Daher
wurden HeLa—Zellen mit 100 MeV **O-Ionen nach einem vorgegebenen Zeilen—Muster
bestrahlt. Dieses besteht aus einzelnen Ionentreffern mit einem Abstand von 1pm in
x— und einem Abstand von 6 pm in y-Richtung. Eine Bewegung der Foci relativ zu
diesen bestrahlten Zeilen kann somit auch retrospektiv ermittelt werden.

In Abbildung/5.1 sind exemplarisch Ausschnitte aus zwei bestrahlten und préparierten
Zellproben mit Inkubationszeiten von 0,5h (links) bzw. 15h (rechts) zu sehen. Man
erkennt in der kurz inkubierten Probe deutlich das applizierte Muster sowie die Foci
aufgrund einzelner Ionentreffer wieder, wihrend sich in der lang inkubierten Probe eine
zunehmende Streuung der Foci zeigt.

Fiir eine quantitative Analyse wurden in vielen Zellkernen Schnitte senkrecht zu den
bestrahlten Linien betrachtet und Gauf3—Fits an die erhaltenen Intensititsprofile des
Fluoreszenzsignals angepasst. Durch die Breite der Fit-Kurven erhélt man die Ausdeh-
nung der Foci, durch den Fit-Schwerpunkt die Lage der Foci [39, 67].

Eine einfache Mittelwertbildung iiber die Fit—Breiten ergibt ein représentatives Mafl
fiir die Foci-Grofle in jeweils einer Bestrahlungsprobe. Die Analyse mehrerer Zellpro-
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Abbildung 5.2: Zeitliche Entwicklung der Foci—Breiten: Man erkennt ein signifikant unter-

schiedliches Verhalten zwischen Zellkernmitte und Zellkernrand.

ben mit unterschiedlichen Inkubationszeiten zwischen Bestrahlung und Fixierung lie-
fert die zeitliche Entwicklung der Foci-Gréflen. Ein zusidtzlicher Parameter beziiglich
dieser Dynamik ist in der Position innerhalb des Zellkerns zu sehen, an welcher ein
Fokus entsteht. Durch das Auswerten von Mikroskopaufnahmen aus einem z—Stapel
konnte zwischen Zellkernmitte und Zellkernrand unterschieden werden. Abbildung 5.2
zeigt fiir 5 unterschiedlich lange Inkubationszeiten die Entwicklung der Foci-Groflen.
Man erkennt eine anfingliche Zunahme, was eventuell auf eine fortschreitende Phos-
phorylierung der H2AX-Histone und damit eine Bildung des v~H2AX zuriickzufiihren
ist. Nach einer Zeitdauer, die von der Fokuslage abhingig ist (0,5h am Zellkernrand
bzw. 2h in der Zellkernmitte), zeigt sich jedoch ein Schrumpfen der Foci auf einen
konstanten Wert. Dieser Effekt ist bei Foci am Zellkernrand deutlicher ausgeprégt als
bei Foci in der Zellkernmitte. Das Schrumpfen hat seine Ursache eventuell in einer
Komprimierung der Chromatinbereiche an den Schadensorten. Dies erleichtert mogli-
cherweise die Reparatur der bei 100 MeV ®*O-Bestrahlung vorliegenden, geclusterten
Doppelstrangbriiche. Die geringere Gen-Dichte am Zellkernrand [68] kénnte dort den
Effekt der Chromatin-Komprimierung begiinstigen.

Der Schwerpunkt der Fit—Kurve, die an einen Intensitéitsschnitt der Fluoreszenzauf-

nahme angepasst ist, liefert die Position des jeweiligen Fokus. Die Entfernung dieser
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Abbildung 5.3: Zeitliche Entwicklung der Foci-Streuung: Das beobachtete Verhalten ist

vertraglich mit einer Diffusionsbewegung der Foci.

Position zur urspriinglich bestrahlten Linie ist ein Maf} fiir die Bewegung des Fo-
kus innerhalb der Inkubationszeit. Fiir eine hinreichende Anzahl von Foci aus einer
Bestrahlungsprobe erhilt man so ein Histogramm dieser Entfernungen, welches sich
durch eine Gaufi-Kurve annihern lisst. Nach Abzug der Bestrahlungsauflosung (sie-
he Kap.[3.8) gemifl der Fortpflanzung von Unsicherheiten nach Gauf} gibt die Breite
(Standardabweichung o) dieser Kurve ein Ma$ fiir die ungerichtete Bewegung der Fo-
ci innerhalb der Inkubationszeit [39, 67]. Wird die eben beschriebene Auswertung fiir
unterschiedliche Proben mit variierten Inkubationszeiten durchgefiihrt, so erhélt man
die in Abbildung/5.3 gezeigte Dynamik der Foci-Streuung. Man erkennt eine Zunahme
der Foci-Streuung mit wachsender Inkubationszeit. Die eingezeichnete Fit-Kurve mit
wurzelformigem Verlauf zeigt, dass die Daten unter Beriicksichtigung der eingetragenen
Unsicherheiten vertréiglich mit der Annahme einer Diffusionsbewegung der Foci sind.
Ein signifikanter Unterschied im Verhalten zwischen Zellkernmitte und Zellkernrand
konnte nicht festgestellt werden.

Abschlieflend betrachtet gibt es somit keinen Hinweis darauf, dass geschéidigte Chro-
matinbereiche gezielt zu vordefinierten ,,Reparaturfabriken transportiert werden. Viel-
mehr werden die DNA-Schéiden in unmittelbarer Ndhe ihrer Entstehung repariert, wo-
bei die oben dargestellte Chromatin-Kompression auf ein Zusammenfassen von Schi-

den hindeutet, welche innerhalb von ca. 1 pm erzeugt wurden.
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5.2 Konkurrenzeffekte bei der
Reparatur von DNA—-Doppelstrangbriichen

Die in Kapitel [5.1 vorgestellten Experimente zeigen die Chromatin—Dynamik nach
Strahlenschéden, welche, verglichen mit der biologischen Zeitskala, gleichzeitig inner-
halb eines Zellkerns generiert werden. Durch das definierte Erzeugen von Schéden eig-
net sich die Ionenmikrobestrahlung auch dafiir, zeitlich und rdumlich separierte Sché-
digungsereignisse zu induzieren und eine eventuelle Wechselwirkung zwischen diesen
Schiden innerhalb eines Zellkerns zu studieren. Der grundlegende, experimentelle An-
satz dazu ist in Abbildung 5.4 veranschaulicht. Die Entfernung und die Zeitspanne zwi-
schen den Schidigungsereignissen stellen zwei Parameter dar, in deren Abhéngigkeit
eine Wechselwirkung von Zellantworten, wie z.B. DNA-Reparatur, untersucht werden
kann.

Um das Zellverhalten nach zeitlich separierten, d.h. fraktionierten Bestrahlungen re-
trospektiv mittels Fluoreszenzmikroskopie studieren zu kénnen, miissen die Bestrah-
lungsereignisse markiert werden. In den durchgefithrten Experimenten wurde diese
Markierung durch das Bestrahlen mit einzelnen Ionen nach vorgegebenen Mustern
erreicht. Die Bestrahlung wurde dabei ohne Beachtung der Positionen von einzelnen

2 appliziert. Durch die

Zellen bzw. Zellkernen auf einen Bereich von ca. 0,6 - 0,5 mm
grofle Anzahl von Zellen (> 100) in diesem Bereich konnte eine ausreichende Bestrah-
lungsstatistik erreicht werden. Die experimentelle Vorgehensweise ist in Abbildung/(5.5|
ersichtlich, die einen schematisierten Ausschnitt aus dem bestrahlten Bereich zeigt. Zu

einem Zeitpunkt ¢; findet eine erste Bestrahlung statt, bei der mit einzelnen Ionentref-

zweites @

@erstes Bestrahlungsereignis
Bestrahlungsereignis

Y DNA-Reparatur

Foci-Bildun
DNA-Reparatur 2 9

(Foci-Bildung) 4

Zellkern

Abbildung 5.4: Experimenteller Ansatz zur Untersuchung der Wechselwirkung zwischen

zeitlich bzw. rdumlich getrennten Schédigungsereignissen innerhalb eines Zellkerns.



64 Kapitel 5 Erste Zellbestrahlungsexperimente

Erstbestrahlung Fixierung

~®

t1 At»] -2 t2 Atz—'FIX tFiX

(37 °C, 5 % CO,) (37 °C, 5 % CO,)

t

Abbildung 5.5: Vorgehensweise bei der Untersuchung zeitlich separierter Bestrahlungser-
eignisse: Die Bestrahlungsereignisse werden durch definierte Muster—Bestrahlung markiert

(1. Bestrahlung: waagrechte Linien, 2. Bestrahlung: senkrechte Linien).

fern ein horizontales Zeilenmuster erzeugt wird. Anschlieflend wird die Zellprobe im
Brutschrank eine Zeitspanne At;_,5 lang inkubiert, damit DNA-Reparaturvorgéinge in
den lebenden Zellen ablaufen konnen. In einer darauffolgenden zweiten Bestrahlung
zum Zeitpunkt o wird ein vertikales Zeilenmuster bestehend aus einzelnen Ionentref-
fern appliziert. Nach einer weiteren Inkubationszeit Aty ,rix werden die Zellen fixiert
und somit eine Momentaufnahme der Proteinverteilung zum Zeitpunkt ¢g;, festgehal-
ten.

Limitiert wird die Bestimmbarkeit der biologisch relevanten Zeitdauern At;_,o bzw.
Aty ,pix dadurch, dass die Zellproben wihrend des Bestrahlungsvorgangs auf Raum-
temperatur abkiihlen, was zu einer undefinierbaren Verlangsamung oder sogar Ein-
stellung biologischer Abliufe fiihrt. Insbesondere bei kurzen Zeitspannen At;_,5 bzw.
Ato_,pix von weniger als 20 min wird die oben nicht beriicksichtigte Dauer des Bestrah-
lungsvorgangs, die Abkiihldauer nach der Entnahme aus dem Brutschrank sowie die
Aufwéirmdauer bei Lagerbeginn im Brutschrank dominant. Dies fiihrt zu Verfilschun-
gen der biologisch relevanten Zeitdauern und damit zu systematischen Fehlern bei den
Ergebnissen. Abhilfe kénnte hier eine durchgehende Zelltemperierung auf 37°C wéh-
rend der gesamten, experimentellen Prozedur schaffen.

In mehreren Experimenten wurden auf die in Abbildung(5.5/gezeigte Weise Bestrahlun-
gen mit 100 MeV '*O-Tonen an HeLa—Zellen durchgefiihrt und dabei die Zeitintervalle
Ati_,9 sowie Aty pi, variiert. Die bestrahlten Zellproben wurden fiir den Nachweis des
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a) At,.,=15min, At, . =45 min b) At, ,=45min, At, . =20 min

Abbildung 5.6: v-H2AX-Signal von HeLaZellkernen, welche mit 100 MeV '6O-Ionen nach
dem Schema der Abb.[5.5] bestrahlt wurden. Es ist kein Konkurrenzeffekt beobachtbar.

DNA-Doppelstrangbruch—Markers y~H2AX (Farbstoff Cy3) sowie des Reparaturprote-
ins 53BP1 (Farbstoff Alexa) préapariert. Die Zellkerne wurden mit DAPI angefirbt. Fiir
die erste Bestrahlung (waagrechtes Zeilenmuster) wurde eine durchschnittliche Ener-
giedosis von 15 Gy ermittelt [69].

Die Abbildungen 5.6 a) bzw. a) zeigen fiir At; o = 15 min bzw. Aty ,pix = 45 min
die jeweiligen fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen aus dem gleichen Probenbereich.
Der dargestellte Ausschnitt wurde aus dem Ubergangsbereich zwischen zweifacher Be-
strahlung und alleiniger Zweitbestrahlung gewihlt (siehe Abb. [5.5). Der rote Balken

trennt beide Bereiche. Man erkennt, dass an allen Ionentreffern in den Zellkernen sowohl

b) At ,=45min, At, . =20 min

Abbildung 5.7: 53BP1-Signal von HeLaZellkernen, welche mit 100 MeV 8O-Ionen nach
dem Schema der Abb.[5.5 bestrahlt wurden: a) kein Konkurrenzeffekt b) deutlicher Konkur-
renzeftekt in der Verteilung des 53BP1—Proteins.
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von Erst— als auch Zweitbestrahlung v~ H2AX-Markierung stattfindet bzw. Reparatur-
protein 53BP1 akkumuliert ist.

Wird jedoch fiir die Zeitintervalle At;_,o = 45 min und Aty g = 20 min gewihlt, so
unterscheiden sich die Beobachtungen. Die Markierung der DNA-Doppelstrangbriiche
mittels y~H2AX erfolgt nach wie vor an allen durch Ionenbeschuss erzeugten Schadens-
orten (siehe Abb.[5.6 b). Demgegeniiber zeigt 53BP1 im zweifach bestrahlten Bereich
(oberhalb des roten Balkens) seine Anwesenheit nur an der ersten Bestrahlung kodiert
durch horizontale Zeilen (siehe Abb. 5.7 b). Im unteren Probenbereich hingegen, auf
welchen lediglich die zweite Bestrahlung appliziert wurde, ist 53BP1 zu detektieren.
Diese Beobachtung weist auf eine Inhibierung der 53BP1-Ansammlung an Orten der
zweiten Bestrahlung in Zellkernen hin, die bereits der ersten Bestrahlung ausgesetzt
waren.

Eine mogliche Erkliarung dieses Verhaltens liegt im begrenzten Vorrat an Reparatur-
protein 53BP1 bzw. im begrenzten Vorrat eines fiir 53BP1 notwendigen Vorldufer—
Proteins innerhalb eines Zellkerns. Bei hinreichender DNA—-Schédigung durch die erste
Bestrahlung und fiir bestimmte Werte der Zeitparameter At;_,o bzw. Aty g, wird
der Protein—Vorrat an den Orten der ersten Bestrahlung gebunden und steht somit
fiir eine Versorgung der zweiten Bestrahlung nicht mehr zur Verfiigung. Die yv-H2AX~-
Markierung ist nicht durch einen vergleichbaren Vorrat begrenzt und kann daher an
jedem Schadensort nachgewiesen werden.

Wegen dieser Konkurrenz zwischen unterschiedlichen Bestrahlungsereignissen um den
verfiigbaren Protein—Vorrat wird die dargestellte Beobachtung als ,, Konkurrenzeffekt*
bezeichnet. Die Experimente weisen auf eine Abhingigkeit des Effekts sowohl von der
Zeitdauer At;_,o als auch von der Dauer Aty ,pi hin. Die quantitative Auswertung
wurde im Rahmen einer Diplomarbeit [69] durchgefiihrt. In dieser wurde anhand von
Zeitreihenmessungen und entfalteten Fluoreszenz-Aufnahmen die Abhingigkeit des
,2Konkurrenzeffekts“ vom Zeitintervall At;_,o zwischen den beiden Bestrahlungsfrak-
tionen bestimmt. Fiir das Protein 53BP1 zeigt sich ein maximaler ,Konkurrenzeffekt
fiir At;,» = 50min. Das Verhiltnis der gemessenen 53BP1-Signalintensititen von
Zweit— zu Erstbestrahlung nimmt hier einen Minimalwert von Z53gp1 = 0,179 £ 0,025
an. Die Auswertung des y-H2AX-Signals zeigt hingegen eine stetige Zunahme des
Signalverhiltnisses von Zweit— zu Erstbestrahlung auf Z,goax = 1,36 £ 0,15 nach
Aty_,5 = 4h bei Bestrahlung mit 100 MeV O-Ionen. Diese Beobachtung ist eventu-
ell auf eine Riickbildung der v—H2AX—-Proteine wiahrend der Zeitdauer At; ,» an den

Schiden der Erstbestrahlung zuriickzufiihren.
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5.3 Untersuchung der Schidigungsstruktur entlang

von Ionenspuren

In den beiden vorigen Kapiteln wurde Ionenbestrahlung mit mikroskopischer Auflésung
dazu verwendet, um (strahlen—)biologische Fragestellungen gezielt bearbeiten zu kon-
nen. Von grundlegender Bedeutung ist daher, sich iiber die Struktur der Schidigung
durch Ionenbestrahlung insbesondere in Zellkernen klar zu werden. Aus diesem Grund
wurde als weiterer Schwerpunkt der Bestrahlungsexperimente die Untersuchung der
Schidigungsstruktur im Rahmen dieser Arbeit begonnen. Die theoretischen Betrach-
tungen hierzu sind Gegenstand des Kapitels 2.

Die primére Schadensstruktur aufgrund von Ionenbestrahlung stellt eine dreidimensio-
nale Verteilung von lonisations— bzw. Anregungsprozessen sowie von erzeugten Ra-
dikalen dar. In den hier beschriebenen Experimenten werden ausschlieflich DNA-
Doppelstrangbriiche als biologischer Endpunkt untersucht. Bei der rdumlichen Ver-
teilung dieser Doppelstrangbriiche kann in Bezug auf die Ionenspur zwischen der
radialen Verteilung und der in diesem Kapitel untersuchten Verteilung entlang der
Spur unterschieden werden. Die Art der Fragestellung bestimmt dabei die verwendete
Bestrahlungs— bzw. Untersuchungsgeometrie.

Bei den in Kapitel 5.1 und (5.2 vorgestellten Experimenten wurden die bestrahlten und
praparierten Zellen in der Weise untersucht, dass Richtung der Ionenspur und Blickrich-
tung im Fluoreszenzmikroskop entgegengesetzt gerichtet sind. Diese zeitlich separierten
Vorginge von Bestrahlung und Fluoreszenzanalyse sind in Abbildung a) in kombi-

nierter Geometrie ersichtlich. Die hohere laterale Auflésung des optischen Mikroskops

Blickrichtung Blickrichtung

— > Mikroskop-Objektiv—<___ =

Immersionsmedium

lateral — Deckglas — lateral
axial A axial = >
g : Zellkern e
: Zelle—— .
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Abbildung 5.8: Unterschiedliche Geometrien beziiglich Bestrahlung und nachfolgender, mi-
kroskopischer Untersuchung: a) ,,Konventionelle“ Geometrie b) Blickrichtung nahezu senk-

recht auf die Ionenspur.
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(vgl. Kap. erlaubt dabei die Untersuchung der strahlungsinduzierten Foci in der
Schnittebene senkrecht zum Ionendurchgang und damit relativ zum Einschussort des
Ions mit hoher Genauigkeit. Dies ist vor allem fiir die in Kapitel [5.1] vorgestellte Aus-
wertung der Dynamik von geschidigtem Chromatin von Bedeutung.

Soll jedoch die Verteilung von DNA-Doppelstrangbriichen léngs der Ionenspur unter-
sucht werden, so ist diese Geometrie von Nachteil. Insbesondere wenn, wie in Kapitel2.2
erldutert, die Anzahl von Foci entlang des Ionendurchgangs ermittelt werden soll, ist ei-
ne gute optische Auflésung in dieser Richtung notwendig, um nahe beieinander liegende
Foci trennen zu konnen. Daher werden fiir solche Untersuchungen Zellen unter einem
spitzen Winkel zur Zelltrigerfolie bestrahlt [70, 47]. In dieser Arbeit gelang die Durch-
fiihrung einer derartigen Bestrahlung mit der in Kapitel [3.9 gezeigten, modifizierten
Bestrahlungsanordnung. Der Winkel zwischen Bestrahlungsrichtung und Zelltrégerfolie
betrug 10°. Bei der nachfolgenden Mikroskopie kénnen dann die lonenspuren unter na-
hezu senkrechtem Winkel (unter 80°) zur Strahlrichtung mit guter lateraler Auflsung
entlang der Spuren beobachtet werden (siehe Abb.[5.8/b).

Die Aufnahme eines z—Stapels liefert neben der lateralen Intensitéitsverteilung des Fluo-
reszenzsignals auch die Bildinformation der dritten Dimension. Diese kann beniitzt
werden, um die Verteilung von Reparaturproteinen entlang der Ionenspuren in allen
drei Raumrichtungen zu rekonstruieren. Abbildung (5.9 a) zeigt fiir die Bestrahlung
von HeLa—Zellen mit 24 MeV 2C-Ionen unter 10°~Geometrie exemplarisch die Auf-
nahme eines z-Bildstapels an einem Zellkern mit einem Ionendurchgang. Die Zeitdauer
zwischen Bestrahlung und Fixierung betrug 45 min. In dieser Darstellung sind die Fluo-
reszenzsignale des Reparaturproteins 53BP1 (Farbstoff Cy3, griin) und des Chromatins
(Farbstoff DAPI, blau) bereits iiberlagert. Aus dem Bildstapel mit insgesamt 37 Bil-
dern sind nur die 10 Bilder, die den Ionendurchgang enthalten, gezeigt.

Unter Zuhilfenahme des Render-Programms ,,SFP renderer* [66] kénnen, getrennt fiir
die einzelnen Signalkanéile der Fluoreszenzaufnahmen, dreidimensionale Strukturen mit
Licht— bzw. Schatteneffekten plastisch visualisiert werden. Dazu werden durch Setzen
einer Intensitidtsschwelle Oberflichen definiert. Da die dadurch entstehende Objekt-
grofle von der gewihlten Schwelle abhéngt, sind auf diese Weise erhaltene Abbildungen
primir nicht geeignet, um daraus geometrische Grélen (Breiten bzw. Abstéinde) zu
extrahieren. Fiir das Ermitteln von Foci—Anzahlen sind sie jedoch ebenso geeignet wie
zweidimensionale Aufnahmen aus einem z—Bildstapel.

In Abbildung/5.9/b) und d) erkennt man fiir den bestrahlten HeLa—Zellkern die Render—
Darstellungen des markierten Reparaturproteins 53BP1 und des angefirbten Chro-
matins, d.h. des ganzen Zellkerns. Die Darstellung in rot unterstreicht die jeweilige
Bildentstehung durch den Schwellenwert. Der Wiirfel in der rechten unteren Ecke be-
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<«—Bestrahlung

Beobachtung

Abbildung 5.9: Dreidimensionale Visualisierung von Ionenspuren. a) z—Bildstapel eines
HeLaZellkerns mit einem 24 MeV '2C-Ionendurchgang: Reparaturprotein 53BP1 (Farbstoff
Cy3, griin) bzw. Chromatin (Farbstoff DAPI, blau). b) Render-Darstellung des Reparatur-
proteins 53BP1. d) Render-Darstellung des angefirbten Chromatins. Im Vordergrund erkennt
man einen Teil des NachbarZellkerns. c¢) Uberlagerung von b) und d) mittels Bildbearbei-

tungssoftware.
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sitzt eine Kantenléinge von 1 pm. Nach Zuordnen wenigstens einer der beiden Render—
Abbildungen in einen anderen Farbkanal (hier: DAPI-Bild in blauen Kanal) kénnen
mittels Bildbearbeitung beide Abbildungen iiberlagert werden. Wie in Abbildung[5.9/c)
gezeigt, erkennt man so die rdumliche Verteilung des Reparaturproteins 53BP1 (rot)
entlang der Ionenspur innerhalb des Zellkerns (blau).

Die dargestellte Bestrahlungs— und Analysetechnik eignet sich, um die Anzahl an Sché-
digungsereignissen entlang von Ionenspuren fiir unterschiedliche Strahlsorten und da-
mit verschiedene L ET-Werte zu untersuchen. Dariiberhinaus kénnen die experimentel-
len Resultate mit den in Kapitel 2.2/ prisentierten Monte—Carlo—Simulationsrechnungen
(PARTRAC) [22] verglichen werden. Dort wurde die erwartete Anzahl der DNA-
Doppelstrangbruch—Cluster pro pm Ionenspur berechnet und in Abbildung(2.9 (rechts)
eingetragen. Im Experiment sollte jedem dieser Cluster ein Fluoreszenz—Fokus entspre-
chen.

In den durchgefiihrten Bestrahlungsexperimenten wurden Ionenspuren in HelLa-
Zellkernen fiir "Li— bzw. 2C-Ionen mit einer urspriinglichen Strahlenergie von 35 MeV
bzw. 55 MeV untersucht. Durch die bei 10°-Schrigbestrahlung effektiv grofie Materie-
schicht (siehe Kap. beim Ubertritt in den Zellbehlter werden die Ionen bis zum
Erreichen des Zellkerns auf 29 MeV (“Li) bzw. sogar nur 24 MeV (2C) abgebremst.
Dies fiihrt zu LET,,~Werten von 86 keV/pm fiir die “Li— bzw. 525 keV/um fiir die 2C-
Bestrahlung innerhalb des Zellkerns. Die physikalische Schiadigungsdichte unterscheidet
sich damit um den Faktor 6,0.

Um fiir diese beiden Strahlsorten zu einer theoretischen Vorhersage der Foci-Anzahlen
pro Spurlinge zu gelangen, werden in Abbildung [2.9 Ionen mit einem jeweils dazu
dhnlichen LET,,—Wert betrachtet. Aus Abbildung(2.5 erkennt man, dass 29 MeV “Li—
Ionen denselben LET,,—Wert besitzen wie 5,5 MeV *He—Teilchen. Die Anzahl an strah-
lungsinduzierten Foci sollte dementsprechend zwischen 1 und 1,5 pro pm Wegstrecke
betragen (siche Abb. 2.9 rechts). 24 MeV 2C-Tonen sind aufgrund ihres LET,,~Wertes
vergleichbar mit 72 MeV '®O-Ionen. Abbildung 2.9 liefert dazu eine Focianzahl von 3
bis 4 pro pm der Ionenspur.

Die experimentellen Ergebnisse der durchgefiihrten Bestrahlungen unter 10°~Geometrie
sind exemplarisch in den Abbildungen [5.10 bzw. zu sehen. Abbildung zeigt
jeweils zwei Beispiel-Zellkerne, welche mit einzelnen 29 MeV "Li-Tonen (links) bzw.
24 MeV 2C-Ionen (rechts) bestrahlt und nach 15min zum 53BP1-Nachweis pripa-
riert wurden. Jeder Zellkern ist einmal als Schnittbild (griin: 53BP1, blau: Chromatin)
dargestellt. Das Signal des Reparaturproteins 53BP1 aus dem jeweils mit Lingenanga-
ben versehenen Bereich ist rechts neben dem Schnittbild in einer Render-Darstellung

visualisiert. Man erkennt das generell unterschiedliche Erscheinungsbild der lonenspu-
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29 MeV 'Li (LET_= 86 keV/um) 24 MeV “C (LET_= 525 keV/um)

Abbildung 5.10: 53BP1-Signal einzelner Tonendurchgénge (links: 29 MeV “Li bzw. rechts:
24 MeV 2C) in HeLaZellkernen 15 min nach der Bestrahlung.

ren, welches sich in einem Teil der Zellkerne als kleine Foci mit feinkérniger Struktur
(oben) bzw. in anderen Zellkernen als grofle, moglicherweise bereits verschmolzene Foci
(unten) duflert. Daraus ersieht man die Notwendigkeit, den Begriff ,, Fokus“ fiir experi-
mentell erhaltene Proteinverteilungen sinnvoll zu definieren. Dariiberhinaus ist fiir eine
quantitativ signifikante Analyse die Auswertung einer hinreichend groflen Anzahl von
Zellen wichtig. Beides kann im Rahmen dieser Arbeit nicht mehr durchgefiihrt werden.

Stattdessen soll eine qualitative Bewertung der erhaltenen Ionenspuren und ein grober

. O
o« :

15 um

29 MeV 'Li (LET_= 86 keV/um) 24 MeV “C (LET_= 525 keV/um)

Abbildung 5.11: 53BP1-Signal einzelner Tonendurchgénge (links: 29 MeV “Li bzw. rechts:
24MeV 2C) in HeLaZellkernen 2h nach der Bestrahlung. Der Zellkern rechts unten weist

zwei lonentreffer auf, von denen nur einer in der Ebene des linken Schnittbildes liegt.
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Vergleich mit den theoretischen Vorhersagen gegeben werden.

Auffallend in Abbildung [5.10!ist, dass trotz des erheblichen Unterschieds im LET,—
Wert (Faktor 6,0) kein offensichtlicher Unterschied zwischen den “Li— und 2C-Spuren
zu erkennen ist. Dies weist auf eine Sdttigung in der Anzahl der erzeugten Foci hin. Die
beobachtete Verteilung des Reparaturproteins ist vermutlich durch die Zellkernarchi-
tektur, d.h. durch die Anordnung der 30-nm-Fasern (siehe Abb. 2.8) vorgegeben. Die
Betrachtungen aus Kapitel 2.2/legen nahe, dass in den dichter ionisierenden *2C—Spuren
pro Schadensort (Fokus) eine grofilere Anzahl einzelner DNA-Doppelstrangbriiche er-
zeugt wird als in den "Li-Spuren. Ausgedriickt durch den dort eingefiihrten Cluster—
Faktor erwartet man Fgyyger(24 MeV 12C) > Fepsier(29 MeV Li). Eventuell kénnten
diese beiden Faktoren durch eine quantitative Analyse der Signalstéirken in den Fluo-
reszenzaufnahmen experimentell bestimmt werden.

Fiir beide Ionenarten kann man aus den in Abbildung [5.10 dargestellten Zellkernen
eine mittlere Focianzahl von ca. 0,8 pro pm Wegstrecke abschétzen. Dieser Wert liegt
insbesondere fiir den 2C-Strahl deutlich unter den oben genannten, erwarteten Wer-
ten von 3 bis 4 pro pm der Ionenspur. Eine Erklarungsméglichkeit liegt darin, dass das
Chromatin der untersuchten HelLa-Zellkerne, anders als im Modell-Zellkern der Si-
mulationsrechnungen angenommen [18], auf hoherer Organisationsebene diskrete, ver-
dichtete Strukturen einnimmt. Der dadurch gréfiere, mittlere Abstand zwischen diesen
Strukturen kénnte dann zu der experimentell beobachteten Foci—Verteilung entlang der
Ionenspuren fiihren.

In Abbildung sind fiir die gleichen Strahlsorten ebenfalls bestrahlte Beispiel-
Zellkerne gezeigt, die Zeitdauer zwischen Bestrahlung und 53BP1-Préparation betrigt
hier jedoch 2 Stunden. Durch die ldngere Zeitdauer, welche die Zellen nach der Be-
strahlung fiir eine DNA-Reparaturantwort zur Verfiigung haben, wird die urspriing-
liche Foci-Anordnung durch die Dynamik des biologischen Systems (siehe Kap.
verdndert. Insbesondere kann von einer Zusammenlagerung urspriinglich getrennter
Foci ausgegangen werden [47]. Aus den in Abbildung [5.11 gezeigten Beispielen kann
eine Foci—Anzahl von ca. 0,5 pro pm lonenspur abgeschétzt werden. Dieser Riickgang
der Anzahl verglichen mit den Bestrahlungsproben von Abbildung5.10/ bestéitigt einen
Ballungsprozess der Foci.

5.4 Gezielte Bestrahlung einzelner Zellkerne

Fiir die in Kapitel (5.1 und dargestellten Experimente bzw. Auswertungen wurde
die Fahigkeit des Bestrahlungsaufbaus am Rasterionenmikroskop SNAKE verwendet,

einzelne Ionen mit einer Genauigkeit von ca. 0,5 um relativ zueinander positionieren
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zu konnen. Die Bestrahlungen fanden jedoch ohne Riicksicht auf die Lage der Zel-
len statt. Fiir eine Reihe von Experimenten kann hingegen die gezielte Bestrahlung
eines Zellkerns (z.B. Bystander—Effekte [6, 7]) bzw. bestimmter Bestandteile daraus
(z.B. ausgewihlter Chromosomenterritorien) wesentlich sein. Die zur Visualisierung
von Zellkernen erforderliche Phasenkontrast—Technik ist im Bestrahlungsaufbau inte-
griert (siehe Kap. 3.5).

In einem ersten Testexperiment wurde daher versucht, ausgesuchte Zellkerne gezielt
mit einzelnen 55MeV 2C-Ionen zu bestrahlen. Dazu wurden die Mittelpunkte der
Zellkerne manuell mit den Mikrometerschrauben des Probentisches an der Position
des Ionenstrahls einjustiert. Zur eindeutigen, retrospektiven Verifizierung der Bestrah-
lung wurden mit Hilfe der Scaneinheit mehrere Ionentreffer in kreuzférmiger Anord-
nung appliziert. Der ausgewéhlte Zellkernmittelpunkt sollte im Zentrum dieses Kreu-
zes liegen. Das Ergebnis des durchgefiihrten Experiments ist in Abbildung [5.12 er-
sichtlich. Man erkennt zwei Zellkerne (oberer bzw. unterer Bildrand), welche ein von
der Bestrahlung verursachtes y—H2AX-Signal (Farbstoff: FITC) fiir vorhandene DNA—
Doppelstrangbriiche aufweisen. Die Zeitdauer zwischen Bestrahlung und Fixierung der
Zellen betrug ca. 45 min.

Aus diesem ersten Test ldsst sich eine absolute Bestrahlungsgenauigkeit von besser

als 5 pm ableiten. Die bestehende Limitierung ist einerseits in der Verwendung eines

Abbildung 5.12: Gezielte Bestrahlung zweier HeLaZellkerne mit 55 MeV '2C-Ionen. Die
Kreuze wurden jeweils auf den Zellkern-Mittelpunkt einjustiert. (blau: Zellkerne, griin: vy—
H2AX)
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nur schwachvergrofiernden (10 fach) Objektivs bei der Einjustierung der Zellkerne zu
suchen. Andererseits wird bei der manuellen Probenpositionierung nur eine begrenz-
te Genauigkeit erreicht. Beide Einschriankungen konnen zukiinftig behoben werden.
Die mechanische Stabilitidt des Aufbaus sowie die Stabilitéit der Lage des lonenstrahls,
welche in gleicher Weise die Bestrahlungsgenauigkeit von regelméfiigen Mustern (siehe
Abb. 3.12) beeinflussen, erlauben eine absolute Bestrahlungsgenauigkeit von deutlich

besser als 1 pm.



Kapitel 6

Diskussion und Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit konnte ein an das Rasterionenmikroskop SNAKE angepasster
Bestrahlungsaufbau realisiert werden. Damit sind Bestrahlungen von Proben unter At-
mosphéarendruck bei einer Auflésung von besser als 1 pm mit einzelnen Ionen méglich.
Fiir die Bestrahlung lebender Zellen wurden geeignete Probenbehélter entwickelt und
in mehreren Experimenten eingesetzt. Mittels Immunofluoreszenz-Methoden und opti-
scher Mikroskopie wurden dabei Proteine untersucht, die an der Reparatur von erzeug-
ten DNA-Doppelstrangbriichen beteiligt sind. Zudem ist durch eine Anderung der Be-
strahlungsgeometrie eine Bestrahlung unter flachen Winkeln zum Wachstumssubstrat
der Zellen moglich. So konnte als ein Schwerpunkt dieser Arbeit eine Untersuchung der
Schidigungsstruktur in HeLa-Zellkernen entlang der Spuren von hochenergetischen
Ionen begonnen werden. Dabei sind beim Vergleich mit theoretischen Vorhersagen fiir
einen modellierten Zellkern signifikante Unterschiede aufgetreten. Insbesondere ist bei
den bisher verwendeten Strahlsorten durch die hohen LET-Werte eine Sittigung der
Schidigungsstruktur beobachtet worden, welche wahrscheinlich die tatséchliche Zell-
kernarchitektur der HeLa-Zellen widerspiegelt. Hier sollten die Untersuchungen auf
leichtere Ionen mit niedrigerem LET-Wert ausgedehnt werden. Es ist zu erwarten,
dass dann eine Schidigungsstruktur mit weniger Foci pro Einheit der Spurlénge ent-
steht, wobei die Foci-Anzahl mit dem LET—-Wert skalieren sollte. Diese Experimente
kénnten einen hilfreichen Einblick sowohl in die rdumliche Organisation des Chroma-
tins als auch in deren Bedeutung bei der Erzeugung von DNA-Strahlenschiden geben.
Beziiglich der Schadensdichte entlang von Ionenspuren wére die Einfiihrung eines spe-
ziellen RBE—-Wertes denkbar, welcher direkt die Anzahl der DSB—Cluster und damit
die Anzahl beobachtbarer Foci pro Spurlinge beschreibt. Fiir das breite Spektrum
an Ionenstrahlen des Miinchener Tandembeschleunigers, welches vor allem im Bereich
leichter Ionen das Ubergangsgebiet zwischen locker und dicht ionisierender Strahlung
abdeckt, konnten die jeweiligen RBE—-Werte experimentell ermittelt werden. Dariiber-
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hinaus wiirde sich hier ein Vergleich zur Uberlebensrate d.h. Koloniebildungsfihigkeit
der bestrahlten Zellen anbieten. So konnte gekliart werden, welcher Zusammenhang
zwischen der Anzahl von erzeugten DNA-Schadens—Foci und dem Effekt der Zellinak-
tivierung besteht.

Mit Hilfe des in dieser Arbeit entwickelten Bestrahlungsaufbaus wurden weitere Ex-
perimente durchgefiihrt und im Rahmen zweier Diplomarbeiten ausgewertet. Insbe-
sondere dabei zeigten sich methodische sowie apparative Verbesserungsmoglichkeiten.
Eine bedeutende Einschrinkung stellt die bisherige Vorgehensweise dar, bei welcher die
Fluoreszenzuntersuchung nur an fixierten Zellen stattfindet, die nach der Bestrahlung
in vielen Arbeitsschritten prépariert werden miissen. Durch die Fixierung der Zellen
wird dabei eine Momentaufnahme festgehalten, das Studium von dynamischen Zellvor-
giangen ist nur mit Hilfe vieler Bestrahlungsproben moglich. Durch die bisher fehlende
Probentemperierung auf 37°C am Bestrahlungsplatz wird zudem fiir kurze Zeitdauern
bis zur Fixierung die Aussagekraft der erhaltenen Ergebnisse in Frage gestellt. Eine
Untersuchung sehr schneller Prozesse (< 5 min) nach der Bestrahlung ist aufgrund der
momentanen Trennung von Bestrahlungs— und Beobachtungsvorgang iiberhaupt nicht
durchfiithrbar. Diese Probleme konnen beseitigt werden, wenn die Fluoreszenzuntersu-
chung an lebenden Zellen durchgefiihrt wird. Dazu miissen gentechnisch verdnderte
Zellen verwendet werden, welche die zu untersuchenden Proteine bereits bei deren
Synthese mit Fluoreszenzfarbstoffen markieren (z.B. mit GFP = | green fluorescent
protein“). Die dazu notwendigen biochemischen Methoden sollen von den beteiligten
Arbeitsgruppen der LMU-Miinchen vor Ort etabliert und den Bestrahlungsexperimen-
ten zuginglich gemacht werden. Zur Durchfiihrung der Experimente muss dariiberhin-
aus der Bestrahlungsaufbau mit einem hochwertigen Fluoreszenzmikroskop kombiniert
und eine zellkompatible Umgebung mit entsprechender Temperierung geschaffen wer-
den. Letztgenannte Aufgabe ist Gegenstand einer aktuellen Doktorarbeit. Die genann-
ten Verbesserungen erlauben dann liickenlose Zeitreihen—Studien an den jeweils selben
Zellen. Durch die gleichbleibenden Randbedingungen wird dann die quantitative Aus-
wertung der Fluoreszenzaufnahmen wesentlich erleichtert.

Fiir zukiinftige Studien, bei denen Zellen bzw. Zellkerne gezielt mit einer definierten
Anzahl von Ionentreffern bestrahlt werden sollen, reicht das bisher praktizierte Be-
strahlen mit regelméfigen Mustern nicht mehr aus. Die Zellen miissen dazu individuell
bestrahlt werden. Um dabei eine ausreichende Statistik bei der quantitativen Auswer-
tung zu erhalten, muss die Anzahl bestrahlter Zellen bzw. Zellkerne hinreichend grof3
sein. Das Auffinden dieser in der Probe sowie das Ausrichten des Ionenstrahls sollten
dann automatisiert erfolgen. Durch Bilderkennung und automatische Ansteuerung von

Probenpositionierung bzw. Strahlablenkung ist von anderen Gruppen bereits eine Rate
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von mehreren tausend, gezielt bestrahlten Zellen pro Sekunde erreicht worden.

Bei den bisherigen Bestrahlungsexperimenten wurden aus Griinden der Praktikabili-
tét stets HeLa—(Tumor)Zellen untersucht, deren Zellteilungsprogramm verglichen mit
gesunden Zellen aufler Kontrolle geraten ist. Um fiir die Zellantwort nach Einfluss ioni-
sierender Strahlung Aussagen machen zu konnen, welche fiir genetisch intakte Organis-
men relevant sind, sollten in den Experimenten auch primére humane Zellen etabliert
werden. Ein noch wesentlich grofierer Schritt wiirde in Bestrahlungsexperimenten an
kompletten Gewebeproben bestehen. Damit konnte man das vereinfachte Modellsystem
einzelner, isolierter Zellen verlassen und die in einem gesamten Organismus stattfin-

denden Wechselwirkungen zwischen den Zellen mit einbeziehen.



78

Kapitel 6 Diskussion und Ausblick




Literaturverzeichnis

[1] M. Folkard, B. Vojnovic, K.M. Prise, A.G. Bowey, R.J. Locke, G. Schettino, B.D.
Michael, Int. J. Radiat. Biol. 72 (1997) 375.

[2] M. Folkard, B. Vojnovic, K.J. Hollis, A.G. Bowey, S.J. Watts, G. Schettino, K.M.
Prise, B.D. Michael, Int. J. Radiat. Biol. 72 (1997) 387.

[3] G.Randers-Pehrson, C.R. Geard, G. Johnson, C.D. Elliston, D.J. Brenner, Radiat.
Res. 156 (2001) 210.

[4] K.D. Greif, Mikro—Ionenstrahl-Apparatur zur Exposition lebender Zellen, Doktor-
arbeit, Georg—August—Universitéit zu Gottingen, 2002.

[5] M.C. Hei}, Entwicklung und Erprobung eines Aufbaus zur gezielten Bestrahlung
einzelner biologischer Zellen an der Schwerionen—Mikrosonde der GSI, Doktorar-
beit, Technische Universitit Darmstadt, 2004.

[6] K.M. Prise, O.V. Belyakov, M. Folkard, B.D. Michael, Int. J. Radiat. Biol. 74
(1998) 793.

[7] C. Mothersill, C. Seymour, Mut. Res. 568 (2004) 121.
[8] G.J. Feldman, R.D. Cousins, Phys. Rev. D 57 (1998) 3873.

[9] I.N. Bronstein, K.A. Semendjajew, G. Musiol, H. Miihlig, Taschenbuch der Ma-
thematik, Verlag Harri Deutsch, 1993.

[10] L. Tartier, C. Spenlehauer, H.C. Newmanand, M. Folkard, K.M. Prise, B.D. Mi-
chael, J. Menissier de Murcia, Gilbert de Murcia, Mutagenesis 18 (2003) 411.

[11] J.F. Ziegler, J.P. Biersack, www.srim.org.

[12] TAEA (International Atomic Energy Agency), TECDOC-799, Atomic and mole-
cular data for radiotherapy and radiation research, Seite 440, www.iaea.org.


http://www.srim.org

80 Literaturverzeichnis

[13] ESTAR, (stopping—power and range tables for electrons), National Institute of
Standards and Technology, physics.nist.gov.

[14] A.A. Friedl, A. Kraxenberger, F. Eckardt-Schupp, Electrophoresis 16 (1995) 1865.

[15] F. Kraxenberger, K.J. Weber, A.A. Friedl, F. Eckardt-Schupp, M. Flentje,
P. Quicken, A.M. Kellerer, Radiat Environ Biophys 37 (1998) 107.

[16] B. Alberts, D. Bray, J. Lewis, M. Raff, K. Roberts, J.D. Watson, Molekularbiologie
der Zelle, 3. Auflage, VCH Verlagsgesellschaft, 1995.

[17] W. Friedland, P. Jacob, H.G. Paretzke, T. Stork, Radiat. Res. 150 (1998) 170.

[18] W. Friedland, P. Jacob, P. Bernhardt, H.G. Paretzke, M. Dingfelder, Radiat. Res.
159 (2003) 401.

[19] W. Friedland, P. Jacob, H.G. Paretzke, M. Merzagora, A. Ottolenghi, Radiat
Environ Biophys 38 (1999) 39.

[20] P. Bernhardt, Strukturierte Targets in der Modellierung von strahlungsinduzierten
DNS Schiden, Doktorarbeit, Fakultét fiir Physik, TU Miinchen, 2002.

[21] A.A. Friedl, P. Quicken, A.M. Kellerer, Analyse riumlich korrelierter DN A—Sché-
den zur Bestimmung der relativen biologischen Wirksamkeit dicht—ionisierender
Strahlung, Abschlussbericht, St.Sch.4153, Bundesamt fiir Strahlenschutz.

[22] W. Friedland, personliche Mitteilung.

[23] A. Chatterjee, H.J. Schaefer, Radiat Environ Biophys 13 (1976) 215.

[24] M. Krdmer, Nucl. Instr. and Meth. B 105 (1995) 14.

[25] J. Kiefer, Biologische Strahlenwirkung, 2. Auflage, Birkh#user Verlag, 1989.
[26] J. Chen, A.M. Kellerer, H.H. Rossi, Radiat Environ Biophys 33 (1994) 181.

[27] G. Hinderer, G. Dollinger, G. Datzmann, H.-J. Kérner, Nucl. Instr. and Meth. B
130 (1997) 51.

[28] G. Datzmann, Aufbau und Charakterisierung des Hochenergie—Rasterionenmikros-
kops SNAKE, Doktorarbeit, Fakultit fiir Physik, TU Miinchen, 2002.

[29] G. Dollinger, Kohlenstofffolien als Stripper fir schwere Ionen, Doktorarbeit,
Fakultat fiir Physik, TU Miinchen, 1990.


http://physics.nist.gov

Literaturverzeichnis 81

[30] K. Shima, N. Kuno, M. Yamanouchi, H. Tawara, Atomic Data and Nuclear Data
Tables 51 (1992) 173.

[31] O. Schmelmer, G. Dollinger, G. Datzmann, C. Goeden, H.-J. Kérner, Nucl. Instr.
and Meth. B 158 (1999) 107.

[32] O. Schmelmer, Fin Rasterionenmikroskop fiir hochenergetische Ionen, Doktorar-
beit, Fakultat fiir Physik, TU Miinchen, 2001.

[33] P. Reichart, Dreidimensionale Wasserstoffmikroskopie mittels Proton—Proton—
Streuung, Doktorarbeit, Fakultit fiir Physik, TU Miinchen, 2004.

[34] D.C. Carey, K.L. Brown, F. Rothacker, Third-Order Transport, A Computer
Program for Designing Charged Particle Beam Transport Systems, SLAC-R-95-
462, Fermilab-Pub-95/UC-414.

[35] G. Datzmann, persénliche Mitteilung.
[36] P. Hartung, personliche Mitteilung.

[37] W. Posselt, Aufbau eines Nachchoppers am Garchinger Tandembeschleuniger, Di-
plomarbeit, Fakultat fiir Physik, TU Miinchen, 1984.

[38] R. Lutter, G. Datzmann, P. Reichart.

[39] V. Hable, Untersuchung der Dynamik von DNA-Reparaturproteinen nach Bestrah-
lung lebender Zellen am Rasterionenmikroskop SNAKE, Diplomarbeit, Fakultéit
fiir Physik, TU Miinchen, 2004.

[40] A.A. Friedl, personliche Mitteilung.

[41] G.A. Drexler, personliche Mitteilung.

[42] Gehrckens, www.gehrckens.de.

[43] F. Zernike, Science Magazine 121 (1955) 345.

[44] P. Sigmund, K.B. Winterbon, Nucl. Instr. and Meth. 119 (1974) 541.

[45] C. Trautmann, personliche Mitteilung.

[46] E.P. Rogakou, C. Boon, C. Redon, W.M. Bonner, J. Cell Biol. 146 (1999) 905.

[47] J.A. Aten, J. Stap, P.M. Krawczyk, C.H. van Oven, R.A. Hoebe, J. Essers, R. Ka-
naar, Science Magazine 303 (2004) 92.


http://www.gehrckens.de

82 Literaturverzeichnis

[48] T.A. Mochan, M. Venere, R.A. DiTullio Jr., T.D. Halazonetis, DNA Repair 3
(2004) 945.

[49] C.T. Carson, R.A. Schwartz, T.H. Stracker, C.E. Lilley, D.V. Lee, M.D. Weitzman,
EMBO J. 22 (2003) 6610.

[50] M.R. Lieber, Y. Ma, U. Pannicke, K. Schwarz, Nat Rev Mol Cell Biol 4 (2003)
712.

[51] R.D. Johnson, M. Jasin, EMBO J. 19 (2000) 3398.

[52] K. Rothkamm, I. Kriiger, L.H. Thompson, M. Lébrich, Mol Cell Biol 23 (2003)
5706.

[53] K.K. Khanna, S.P. Jackson, Nat Genet 27 (2001) 247.

[54] D. Ristic, M. Modesti, R. Kanaar, C. Wyman, Nucleic Acids Res. 31 (2003) 5229.
[55] Ensembl Genome Browser, www.ensembl.org.

[56] R.T. Abraham, Nat Cell Biol 4 (2002).

[57] T.A. Mochan, M. Venere, R.A. DiTullio Jr., T.D. Halazonetis, Cancer Res. 63
(2003) 8586.

[58] C. Lukas, F. Melander, M. Stucki, J. Falck, S. Bekker-Jensen, M. Goldberg, Y. Ler-
enthal, S.P. Jackson, J. Bartek, J. Lukas, EMBO J. 23 (2004) 2674.

[59] S. Tashiro, J. Walter, A. Shinohara, N. Kamada, T. Cremer, J. Cell Biol. 150
(2000) 283.

[60] D.S. Shin, L. Pellegrini, D.S. Daniels, B. Yelent, L. Craig, D. Bates, D.S. Yu,
M.K. Shivji, C. Hitomi, A.S. Arvai, N. Volkmann, H. Tsuruta, T.L. Blundell,
A.R. Venkitaraman, J.A. Tainer, EMBO J. 22 (2003) 4566.

[61] ATTO-TEC GmbH, www.atto-tec.de.

[62] A. Hauptner, S. Dietzel, G.A. Drexler, P. Reichart, R. Kriicken, T. Cremer, A.A.
Friedl, G. Dollinger, Radiat Environ Biophys 42 (2004) 237.

[63] dianova, www.dianova.de.

[64] H. Haken, H.C. Wolf, Molekiilphysik und Quantenchemie, 4.Auflage, Springer
Verlag, 2003.


http://www.ensembl.org
http://www.atto-tec.de
http://www.dianova.de

Literaturverzeichnis 83

[65] S. Wilhelm, B. Grobler, M. Gluch, H. Heinz, Die konfokale Laser Scanning Mi-
kroskopie, Broschiire, Carl Zeiss Jena GmbH.

[66] Scientific Volume Imaging, www.svi.nl.

[67] V. Hable, G. Dollinger, C. Greubel, A. Hauptner, R. Kriicken, S. Dietzel, T. Cre-
mer, G.A. Drexler, A.A. Friedl, R. Léwe, Nucl. Instr. and Meth. B (2005).

[68] T. Cremer, C. Cremer, Nat. Gen. 2 (2001) 292.

[69] C. Greubel, Dynamik der Verteilung von DNA-Reparaturfaktoren in lebenden Zel-
len nach fraktionierter Bestrahlung am Rasterionenmikroskop SNAKE, Diplom-
arbeit, Fakultit fiir Physik, TU Miinchen, 2005.

[70] B. Jakob, M. Scholz, G. Taucher-Scholz, Radiat. Res. 159 (2003) 676.


http://www.svi.nl

84

Literaturverzeichnis




Publikationsliste

1. DER 0°-SPEKTROGRAPH AM RASTER-IONENMIKROSKOP SNAKE
A. Hauptner, Diplomarbeit, TU Miinchen, 1999.

2. PARTICLE-INDUCED X—-RAY EMISSION USING HIGH ENERGY IONS WITH RE-
SPECT TO MICROPROBE APPLICATION
O. Schmelmer, G. Dollinger, G. Datzmann, A. Hauptner, H.-J. Korner,
P. Maier-Komor, P. Reichart, Nucl. Instr. and Meth. B 179 (2001) 469.

3. THE MUNICH MICROPROBE SNAKE: FIRST RESULTS USING 20 MEV PRO-
TONS AND 90 MEV SULFUR IONS
G. Datzmann, G. Dollinger, C. Goeden, A. Hauptner, H.-J. Korner,
P. Reichart, O. Schmelmer, Nucl. Instr. and Meth. B 181 (2001) 20.

4. DESIGN OF THE MUNICH MICROPROBE FACILITY FOR SINGLE ION IRRADIATION
OF CELLS
A. Hauptner, G. Datzmann, G. Dollinger, H.-J. Korner, P. Reichart,
O. Schmelmer, Radiation Research 158 (2002) 376.

5. SENSITIVE 3D HYDROGEN MICROSCOPY BY PROTON PROTON SCATTERING
P. Reichart, G. Dollinger, A. Bergmaier, G. Datzmann, A. Hauptner,
H.—J. Korner, Nucl. Instr. and Meth. B 197 (2002) 134.

6. THREE-DIMENSIONAL HYDROGEN MICROSCOPY USING A HIGH-ENERGY PRO-
TON PROBE
G. Dollinger, P. Reichart, G. Datzmann, A. Hauptner, H.-J. Kérner, Appl.
Phys. Lett. 82 (2003) 148.

7. THE MUNICH ION MICROPROBE: CHARACTERISTICS AND PROSPECT
G. Dollinger, G. Datzmann, A. Hauptner, R. Hertenberger, H.-J. Korner,
P. Reichart, B. Volckaerts, Nucl. Instr. and Meth. B 210 (2003) 6.



86

Publikationsliste

10.

11.

12.

13.

14.

15.

SENSITIVE 3D HYDROGEN MICROSCOPY USING HIGH ENERGY PROTONS AT
SNAKE

P. Reichart, G. Dollinger, G. Datzmann, A. Hauptner, R. Hertenberger,
H.-J. Korner, Nucl. Instr. and Meth. B 210 (2003) 135.

MICROIRRADIATION OF CELLS WITH ENERGETIC HEAVY IONS
A. Hauptner, S. Dietzel, G. A. Drexler, P. Reichart, R. Kriicken, T. Cremer,
A.A. Friedl, G. Dollinger, Radiat. Environ. Biophys. 42 (2004) 237.

THE MUNICH MICROPROBE SETUP FOR SINGLE-ION IRRADIATION OF CELLS
A. Hauptner, G. Dollinger, G. Datzmann, H.-J. Kérner, R. Kriicken, P. Reich-
art, Radiation Research 161 (2004) 98.

3D HYDROGEN MICROSCOPY WITH SUB—PPM DETECTION LIMIT
P. Reichart, G. Dollinger, A. Bergmaier, G. Datzmann, A. Hauptner,
H.-J. Korner, R. Kriicken, Nucl. Instr. and Meth. B 219-220 (2004) 980.

THREE-DIMENSIONAL HYDROGEN MICROSCOPY IN DIAMOND
P. Reichart, G. Datzmann, A. Hauptner, R. Hertenberger, C. Wild, G. Dollin-
ger, Science 306 (2004) 1537.

MICROIRRADIATION OF CELLS WITH ENERGETIC HEAVY IONS
G. Dollinger, V. Hable, A. Hauptner, R. Kriicken, P. Reichart, A.A. Friedl,
G. Drexler, T. Cremer, S. Dietzel, Nucl. Instr. and Meth. B 231 (2005) 195.

METHODS FOR QUANTITATIVE EVALUATION OF DYNAMICS OF REPAIR PROTE-
INS WITHIN IRRADIATED CELLS

V. Hable, G. Dollinger, C. Greubel, A. Hauptner, R. Kriicken, S. Dietzel,
T. Cremer, G.A. Drexler, A.A. Friedl, R. Lowe, Nucl. Instr. and Meth. B (2006)

in press.

IRRADIATION OF LIVING CELLS WITH SINGLE IONS AT THE ION MICROPROBE
SNAKE

A. Hauptner, T. Cremer, M. Deutsch, S. Dietzel, G.A. Drexler, C. Greubel,
V. Hable, R. Kriicken, R. Lowe, H. Strickfaden, G. Dollinger and A.A. Friedl,
Acta Phys. Pol. A (2006) accepted for publication.



Danksagung

An erster Stelle méchte ich dem Leiter des Instituts E12 Herrn Prof. R. Kriicken herz-
lich fiir das grofle Interesse danken, das er dem Projekt der Zellbestrahlung entgegen-
gebracht hat. Seine Unterstiitzung hat die erfolgreiche Durchfiihrung der Zellbestrah-
lungsexperimente ermdoglicht und damit zum Gelingen dieser Arbeit beigetragen.

Besonderer Dank gilt Herrn Prof. G. Dollinger fiir die langjéhrige Betreuung seit Be-
ginn meiner Diplomarbeit. Als ,, Urheber* der Ionenmikrosonde SNAKE hat er auch
das Projekt der Zellbestrahlung ins Leben gerufen. Seine Ideen und wissenschaftlichen

Beitriage haben die Experimente stets bereichert und zu neuen Erkenntnissen gefiihrt.

Bedanken mochte ich mich vor allem auch bei meinen SNAKE-Kollegen V. Hable und
C. Greubel fiir die erfolgreiche Zusammenarbeit bei den Bestrahlungsexperimenten. In
zahlreichen Strahlzeiten konnten gemeinsam mit ihnen viele Daten gewonnen werden.
Durch ihre aufwéndigen, quantitativen Auswertungen haben sie auflerdem wesentlich
dazu beigetragen, aus ,lustigen“ Zellbestrahlungen ,echte* Wissenschaft zu machen.
Gedankt sei auch den ehemaligen SNAKE-Mitstreitern Dr. P. Reichart, Dr. G. Datz-
mann und Dr. O. Schmelmer fiir die langjéhrige, gute Zusammenarbeit.

Grofler Dank fiir ihren Einsatz gilt den Kollaborateuren aus der Biologie, insbeson-
dere Frau Dr. A. Friedl und Herrn Dr. G. Drexler. Nur durch die Zusammenarbeit
mit ihnen war eine erfolgreiche Durchfithrung der Zellbestrahlungen méglich. Dabei
haben sie sich weder vom Tag— und Nacht—Strahlzeit— bzw. Mikroskopierbetrieb noch
von der Experimentdurchfiihrung zusammen mit Physikern abschrecken lassen. Fiir
weitere Unterstiitzung mochte ich mich bei I. Baur, R. Léwe, M. Deutsch, H. Strick-
faden, Dr. S. Dietzel und Prof. T. Cremer bedanken. Fiir die reibungslose, gemeinsa-
me Nutzung des Zelllabors danke ich insbesondere den Herren Dr. W. Assmann und
M. Schubert.

Herrn Dr. W. Friedland danke ich herzlich fiir die Bereitstellung von PARTRAC-
Simulationsdaten. Diese haben das 2. Kapitel dieser Arbeit iiber Strahlenschidigung
sehr bereichert. Frau Dr. C. Trautmann mdchte ich fiir die Uberlassung von Makrofol -
Kernspurdetektoren und des dazu notwendigen Atzrezepts danken.



Weiterer Dank gilt den Mitgliedern der ERD—-Gruppe. Vor allem mit Herrn Dr. A. Berg-
maier konnte ich viele interessante Diskussionen fiihren, die gliicklicherweise nicht im-
mer physikalische Themen zum Inhalt hatten. Grofles Lob gebiihrt ihm auflerdem fiir
den leckeren Kaffee, den er regelmiflig zubereitet hat. Gedankt sei auch den ehemaligen
ERD-Mitarbeitern Dr. L. Gérgens und Dr. P. Neumaier, meinem langjéhrigen Zimmer-
kollegen. In jiingster Zeit haben mich vor allem die beiden ERD-Knaben T. Lauf und
M. Huber am Mittagstisch erheitert. Kurzweilige wie auch lehrreiche Unterhaltungen
waren stets mit den Betreibern des benachbarten GAMS-Experiments Dr. K. Knie,
Dr. G. Korschinek und Dr. G. Rugel sowie mit Herrn ,,Projektleiter” Dr. F. Griiner
moglich.

Herzlicher Dank fiir die tatkréftige Unterstiitzung gilt auch allen E12-Mitarbeitern,
insbesondere den Herren R. Lang und M. Kléckner aus der E12-Werkstatt, sowie Frau
S. Winkler fiir die Entwicklungsarbeit zur Herstellung der mikrostrukturierten Folien
und Frau K. Nacke fiir die Mithilfe bei deren Serienproduktion. Gedankt sei aufer-
dem Herrn L. Maier fiir die freundliche Hilfe beim Posterdrucken. Die Zentralwerkstatt
unter Leitung der Herren M. Pfaller und M. Reither hat sich durch die prézise und
schnelle Fertigung vieler Zellbehilter verdient gemacht.

Grofle Anerkennung gebiihrt Herrn S. Koschartz fiir die eigensténdige Ausfiihrung vie-
ler Tétigkeiten an SNAKE sowie fiir das Bespannen unzihliger Zellbehélter. Nicht
umsonst ist er wegen seiner Sorge um SNAKE schon mehrfach als dessen eigentliches
Oberhaupt bezeichnet worden.

Dariiberhinaus sei auch allen anderen Mitarbeitern des Tandembeschleunigers fiir
die Bereitstellung unterschiedlichster Ionen—Strahlen herzlichst gedankt, insbesonde-
re den Herren W. Carli und H. Welzenbach fiir ihr Interesse am SNAKE-Projekt. Fiir
die Konstruktion von Teilen fiir den Bestrahlungsaufbau méchte ich mich bei Herrn
P. Hartung herzlich bedanken. F. Haftlmeier und G. Obermaier aus der Beschleuniger—
Werkstatt haben durch das Anfertigen von mechanischen Teilen ebenfalls zum Erfolg
des Bestrahlungs-Projekts beigetragen. Herr R. Lutter war stets hilfsbereit bei der Lo-
sung von Scan— und Rechnerproblemen.

Allen anderen Mitarbeitern und Kollegen sei fiir die kleinen und grofien Dinge des All-

tags ebenfalls gedankt.

SchlieBlich mochte ich meinen Eltern fiir die grofie Unterstiitzung danken, die sie mir

wiahrend des Studiums und der Promotionszeit entgegengebracht haben.



	Zusammenfassung
	Einleitung
	Biologische Strahlenschäden durch hochenergetische Ionen
	Dosimetrie im Zellkern und Erzeugung von DNA--Strangbrüchen
	Clusterbildung von DNA--Doppelstrangbrüchen
	Radiale Dosis-- und DNA--Strangbruchverteilungen

	Zellbestrahlungsaufbau an SNAKE
	Ionenoptik
	Strahlaustritt und Ionendetektion
	Einzelionenpräparation
	Handhabung der Zellen
	Visualisierung der Zellproben mittels Phasenkontrastmikroskopie
	Bestrahlungsanordnung
	Limitierung der Bestrahlungsgenauigkeit durch Winkelstreuung
	Fokusprozedur und Bestimmung der Bestrahlungsgenauigkeit
	Modifikation des Aufbaus zur Schrägbestrahlung lebender Zellen

	Zellantwort auf Doppelstrangbrüche und Probenuntersuchung
	Markierung von DNA--Doppelstrangbrüchen mittels --H2AX
	Reparaturmechanismen für DNA--Doppelstrangbrüche
	Nicht--homologe Endverknüpfung
	Homologe Rekombination

	Untersuchte Proteine
	53BP1
	MDC1
	Rad51

	Immunofluoreszenz
	Optische Auflösung und Objekt--Rekonstruktion

	Erste Zellbestrahlungsexperimente
	Dynamik geschädigter Chromatinbereiche
	Konkurrenzeffekte bei der Reparatur von DNA--Doppelstrangbrüchen
	Untersuchung der Schädigungsstruktur entlang von Ionenspuren
	Gezielte Bestrahlung einzelner Zellkerne

	Diskussion und Ausblick
	Literaturverzeichnis
	Publikationsliste
	Danksagung

