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Verzeichnis der Abkürzungen 

 

 

bzw.   beziehungsweise 

ca.   zirka 

Ca   Karzinom 

CB-Test  Zytokinese-blockierender-Cytochalasin-B-Mikrokern-Test 

cDNA   copy DNA 

DNA   Desoxyribonukleinsäure 

dpi   dots per inch 

et al.   und andere (et altera) 

Fa.   Firma 

Gy   Gray 

h   Stunde(n) 

IR   ionisierende Strahlung 

kb   Kilobase(n) 

MAA   Summe mikrokernhaltiger, apoptotischer und abnormaler Zellen 

min   Minute(n) 

MN   Mikrokern(e) 

mRNA   messenger RNA 

p.r.   nach Strahlenexposition (post radiationem) 

PCR, RT-PCR  Polymerasekettenreaktion, Real-Time-PCR 

RNA   Ribonukleinsäure 

rRNA   ribosomale RNA 

RTQ-PCR  Real-Time-Quantitative PCR 

S.   Seite 

SAR   Scaffold Attachment Region 

SD   Standardabweichung (Standard Deviation) 

sec   Sekunde(n) 

SEM   Standardfehler des Mittelwertes (Standard Error of Mean) 

siRNA   small interfering Ribonukleinsäure 

u.a.   unter anderem 

z.B.   zum Beispiel 
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Verzeichnis der Gene/cDNA-Spezies: 

Offizielles Symbol und Genname der 72 differentiell exprimierten Gene  
   
Offizielles Symbol Genname  
   
Refbp2 RNA and export factor binding protein 1 
Evx-1 even skipped homeotic gene 1 homolog 
Tcf12 transcription factor 12  
Atf4 activating transcription factor 4 
Hmgn1 high mobility group nucleosomal binding domain 1 
Zfx zinc finger protein X-linked 
Ccng1 cyclin G1  
Ccna2 cyclin A2  
Ccnb1 cyclin B1  
Ccne1 cyclin E1  
Nek3 NIMA (never in mitosis gene a)-related expressed kinase 3 
Gmnn geminin  
Ctnnd2 catenin delta 2  
Cdh1 cadherin 1  
Ctnna1 catenin alpha 1  
Sema5a semaphorin 5A  
Dag1 dystroglycan 1  
Sema5b semaphorin 5B  
Ttf1 transcription termination factor 1 
Elk3 ELK3, member of ETS oncogene family 
Jun Jun oncogene  
Jund1 Jun proto-oncogene related gene d1 
Fosl2 fos-like antigen 2  
Myc myelocytomatosis oncogene 
Vil2 villin 2  
Hsp110 heat shock protein  
Hsp90ab1 heat shock protein 1, beta 
Hspa5 heat shock 70kD protein 5 (glucose-regulated protein) 
Mgst1 microsomal glutathione S-transferase 1 
Sqstm1 sequestosome 1  
Pdia4 calcium binding protein, intestinal 
Prnp prion protein  
Rpsa laminin receptor 1 (ribosomal protein SA) 
Gadd45a growth arrest and DNA-damage-inducible 45 alpha 
Fas tumor necrosis factor receptor superfamily, member 6 
Bax Bcl2-associated X protein 
Bnip3 BCL2/adenovirus E1B 19kDa-interacting protein 1, NIP3 
Phlda1 pleckstrin homology-like domain, family A, member 1 
Clu clusterin  
Ddit3 DNA-damage inducible transcript 3 
Dynll1 dynein, cytoplasmic, light chain 1 
Fgfr1 fibroblast growth factor receptor 1 
Csf2ra colony stimulating factor 2 receptor, alpha 
Ryk receptor-like tyrosine kinase 
Ccl7 chemokine (C-C motif) ligand 7 
Igfbp4 insulin-like growth factor binding protein 4 
Fgf7 fibroblast growth factor 7 
Vegfa vascular endothelial growth factor A 
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Rxra retinoid X receptor alpha 
Map2k4 mitogen activated protein kinase kinase 4 
Map3k3 mitogen activated protein kinase kinase kinase 3 
Ppm1a protein phosphatase 1A, magnesium dependent, alpha isoform 
Rab2 RAB2, member RAS oncogene family 
Cdc42 cell division cycle 42 homolog (S. cerevisiae) 
Cacybp calcyclin binding protein 
Calm1 calmodulin 1  
Zyx zyxin  
Ctsl cathepsin L  
App amyloid beta (A4) precursor protein 
Cst3 cystatin C  
Cfl1 cofilin 1, non-muscle  
Sdc3 syndecan 3  
Col6a1 procollagen, type VI, alpha 1 
Fn1 fibronectin 1  
Myl6 myosin light chain, alkali, nonmuscle 
Rag1ap1 recombination activating gene 1 gene activation 
Pcna proliferating cell nuclear antigen 
Rad23b RAD23b homolog (S. cerevisiae) 
Rad21 ribosomal protein S11  
Ssrp1 structure specific recognition protein 1 
Pten phosphatase and tensin homolog  
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1 Einleitung 

 

Vor über 100 Jahren wurden von Wilhelm Konrad Röntgen die nach ihm benannten 

Röntgenstrahlen entdeckt. Die diagnostische und therapeutische Bedeutung dieser Strahlen 

wurde schnell erkannt und setzte sich in der Medizin immer mehr durch. Die Strahlentherapie 

ist ein fester Bestandteil der modernen Medizin und spielt eine wichtige Rolle z.B. in der 

Behandlung von Tumorerkrankungen. Ziel der Strahlentherapie ist es idealerweise eine 

Tumorzerstörung herbeizuführen. Die Strahlen schädigen dabei nicht nur die DNA sondern 

auch andere Zellbestandteile. Die Reaktion der Zelle, den Schaden zu reparieren oder den 

Zelltod einzuleiten, hängt von dem geschädigten Zellorganell, dem Ausmaß des Schadens und 

der Zellart ab. 

Kurz nach der Entdeckung der Röntgenstrahlen wurden auch deren Nebenwirkungen erkannt. 

Die Nebenwirkungen reichten von der Irritation der Organe bis zu Verbrennungen oder der 

Entwicklung von Tumoren. In den letzten Jahren ist die Nebenwirkungsrate z.B. durch neuere 

Therapiemethoden und bessere Abschirmung deutlich reduziert worden. Eine 

Individualisierung der Strahlentherapie könnte die Nebenwirkungsrate weiter senken ohne 

den Therapieerfolg zu minimieren. Ziel der radiobiologischen Forschung ist es, biologische 

Parameter zu finden, die strahleninduzierte Zellschäden früh erkennen. Damit wäre eine 

Abschätzung der individuellen Strahlenempfindlichkeit möglich und eine Individualisierung 

der Therapie durchführbar. 

 

Ein anderes Einsatzgebiet der biologischen Parameter kann die biologische Dosimetrie bei 

Strahlenunfällen sein. Um das Ausmaß von Strahlenunfällen einschätzen zu können, ist neben 

dem individuellen Strahlenschaden eine Bestimmung der Dosis, aber auch der Zeitpunkt des 

Strahlenunfalls von Interesse. Hierbei können biologische Parameter wie die differentielle 

Genexpression bestimmter Gene eine wichtige Rolle spielen. 

Ziel ist es, Gene zu finden, die Strahlenschäden frühzeitig aufzeigen. Durch die Bestimmung 

der differentiellen Genexpression dieser Gene kann viel früher eine Aussage über den 

Strahlenschaden gemacht werden als nach Betrachtung der morphologischen Veränderungen, 

da diese erst später auftreten. 

In der Literatur sind verschiedene Zelltodesformen beschrieben. Bei Apoptose, 

Mikrokernbildung und anderen Zelltodesformen handelt es sich wahrscheinlich um eine 
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aktive Form der Selbstzerstörung. Die Zelltodesform korreliert, unabhängig von der 

verwendeten Zellart, mit dem strahleninduzierten Zellschaden (Abend 2000, S.249). 

Diese aktiven Formen der Selbstzerstörung werden über die Genexpression geregelt. Über die 

differentielle Genexpression nach Einwirkung eines Stressors können Schlüsselgene im 

Prozess des aktiven Zelltodes identifiziert und durch weitere Untersuchungen ihre genaue 

Funktion analysiert werden. 

 

Die folgende Arbeit hat die differentielle Genexpression an der Zelllinie L929 untersucht. 

Dabei handelt es sich um Mäusefibroblasten, die nach Bestrahlung den Zelltod durch 

Mikrokernbildung durchlaufen. 

Die Bestimmung der differentiellen Genexpression als potentieller biologischer Parameter zur 

Bestimmung des Strahlenschadens war die Hauptfragestellung, die mit dieser Arbeit 

untersucht werden sollte. Die Ergebnisse wären zur Optimierung der Strahlentherapie 

geeignet und könnten als biologische Dosimetrie nach Strahlenunfällen angewendet werden. 

Des Weiteren wurde die differentielle Genexpression in Bezug auf Schlüsselgene betrachtet, 

die bei der aktiven Zelltodesform Mikrokernbildung eine Rolle spielen.  
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2 Stand des Wissens 

 

 

2.1 Zelltodesformen 

Die Meinung über Zelltodesformen in der Literatur hat sich im Laufe der letzten Jahre 

gewandelt. Zunächst wurde Apoptose als aktiver Prozess der Selbstzerstörung erkannt, der 

von der Zelle durch verschiedene Mechanismen eingeschaltet werden kann. Später 

veröffentlichte Modelle zeigten, dass es zwei aktive Zelltodesformen gibt. Die Zelle könnte 

entweder durch Apoptose oder durch Nekrose zugrunde gehen. Zwischen den beiden 

Zelltodesformen zeigten sich Übergangsformen, so dass das Modell des Apoptose-Nekrose-

Kontinuums beschrieben wurde. Melino et al. fanden beispielsweise im Jahre 2000 (S.1001) 

das Stickstoffmonoxid (NO) als „Umschalter“ von der Apoptose zur Nekrose. Neuerdings 

wird diskutiert, ob die Zelle über bereits für Apoptose und Nekroseformen definierte 

Signaltransduktionswege auch an anderen Formen des Zelltodes beteiligt sein könnte (Abend 

2003, S.931). Hierzu gehört zum Beispiel die Mikrokernbildung, die Zelltodesart der 

Mäusefibroblasten (L929) nach Strahlenexposition, aber auch terminale Differenzierung, 

Multikernbildung und Pulverisation. Welche Zelltodesform durchlaufen wird ist z.B. 

abhängig vom Zelltyp, der Art und der Intensität des Auslösers (Abend 2003, S.935). Im 

Folgenden sind die Definition und Morphologie sowie die Aufgaben der Apoptose, der 

Nekrose und der Mikrokernbildung als wichtigste Zelltodesformen beschrieben. 

 

 

2.1.1 Apoptose und Nekrose 

 

2.1.1.1 Definition und Morphologie 

 

Die Apoptose stellt eine aktive Form des Zelltodes dar. Der aktive Zelltod, der von der Zelle 

selbst ausgelöst wird, wurde zuerst bei der Apoptose gefunden. Folgende charakteristische 

morphologische und biochemische Zellveränderungen liegen dem Vorgang zugrunde: 

Es findet eine Zellschrumpfung und eine DNA-Kondensation entlang der Kernmembran statt. 

Das Zytoplasma bildet typische Ausstülpungen aus. Dieser Vorgang wird als Knospung bzw. 
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„budding“ bezeichnet. Bedingt durch Abschnürung kommt es zur Entstehung von 

sogenannten „apoptotischen Körperchen“. Hierbei handelt es sich um kleine, mit einer 

intakten Zellmembran versehene Strukturen. Sie treten in Folge einer Fragmentierung der 

Zelle und des Zellkerns auf. Letztendlich wird mittels freigesetzten Ca
2+

- und Mg
2+

-

abhängigen, intrazellulären Endonukleasen die DNA durch internukleosomale Spaltung 

abgebaut. Dadurch, dass Endonukleasen nicht hinter jedem Nukleosom spalten, entstehen 

DNA-Fragmente mit unterschiedlichen Längen. Die Länge beträgt ca. 200 Basenpaare (DNA-

Fragmente zwischen zwei Makrosomen) und ein Vielfaches davon. Die DNA-Bruchstücke 

unterschiedlicher Länge wandern in der Gelelektrophorese unterschiedlich weit, so dass sie 

wie Sprossen einer Leiter erscheinen, die so genannte DNA-Leiter. Die Degeneration der 

DNA ist ein mehrstufiger Prozess, der von etwa 1000 Kilobasenpaaren bis zu 200 

Basenpaaren reicht (Walker et al. 1995, S.97).  

Der Vorgang ruft keine Entzündungsreaktionen hervor, da die Membranintegrität der Zellen 

dabei weitgehend erhalten bleibt. Mittels des Fluoreszenzfarbstoffs Dapi (4,6-Diamidino-2-

phenylindol), das den Zellkern anfärbt, lässt sich die Chromatinkondensation 

fluoreszenzmikroskopisch nachweisen.  

Heute besteht die Tendenz, Apoptose als Sammelbegriff für verschiedene Zelltodesformen 

wie z.B. Nekrobiose, Onkose, individueller Zelltod, programmierter Zelltod, 

Koagulationsnekrose, terminale Differenzierung und Interphase-Zelltod zu benutzen (Abend 

2003, S.927). Das führt immer wieder zu ungenauen Bezeichnungen verschiedener 

Zelltodesformen.  

 

Im Gegensatz zur Apoptose wird die Nekrose als vorwiegend passiver Prozess mit 

katabolischem und degenerativem Charakter angesehen. Die Nekrose wurde bislang als ein 

extern induzierter Zelltod betrachtet und wurde nicht, wie die Apoptose, im Sinne eines durch 

die Zelle induzierten Zelltodes verstanden. Für die Nekrose sind folgende morphologische 

Veränderungen kennzeichnend: 

Das Anschwellen der Zelle, die Chromatinauflockerung und die Ruptur von Zellorganellen 

gehören zu den charakteristischen Veränderungen. Durch freigesetzte Enzyme folgt eine 

lysosomale Autodigestion mit lokalem Gewebsuntergang, auch der benachbarten Zellen. Im 

Gegensatz zur Apoptose finden sich dabei oft überschießende Entzündungsreaktionen. 

Letztlich kommt es bei nekrotischen Prozessen zu einer randomisierten Spaltung der DNA, 

die sich gelelektrophoretisch als Schmier darstellt und nicht wie bei der Apoptose als eine 

DNA-Leiter. Im Endstadium werden bei der Nekrose Zellfragmente (Pyknosen) gefunden.  
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2.1.1.2 Ursachen 

 

Stressoren unterschiedlichster Art kommen als mögliche Auslöser für Apoptose infrage. Dazu 

gehören beispielsweise: ionisierende Strahlung, chemische Substanzen, Verarmung an 

Wachstumsfaktoren oder Hormonen und Virusinfektionen (Bohm et al. 2006, S.264). Die 

Empfindlichkeit und damit die Apoptoserate einzelner Zelllinien zeigen zum Teil 

beträchtliche Unterschiede. Die oben genannten Stressoren können zelltypspezifisch 

Apoptose auslösen. 

Dagegen stellt die Nekrose oft einen Vorgang externer, toxischer Genese dar. Als Auslöser 

kommen vor allem Verbrennungen oder die Einwirkung ätzender Chemikalien in Frage. Es 

hat sich aber herausgestellt, dass nicht nur der Auslöser, sondern auch die Konzentration des 

Agens Einfluss auf die Zelltodesform nimmt. So können bestimmte Stoffe in niedriger 

Konzentration eine Apoptose auslösen, höher konzentriert durch sofortige Zerstörung der 

Zellmembran die Nekrose einleiten und damit der Zelle keine Zeit mehr lassen, den Weg des 

„Selbstmordes“ mittels Apoptose zu beschreiten (Hirsch et al. 1997, S.1573, Wertz und 

Hanley 1996, S.359). Wichtig ist in diesem Zusammenhang auch, dass die Nekrose häufig 

eine Gruppe von benachbarten Zellen betrifft, wohingegen durch Apoptose selektiv einzelne 

Zellen zugrunde gehen. 

 

2.1.1.3 Aufgaben der Apoptose (teleologische Betrachtungsweise) 

 

Die Apoptose als Zelltodesform kann dem Organismus, nach dem jetzigen Verständnis, in 

mehrerer Hinsicht dienen: 

• Sie schützt vor der Weitergabe geschädigter DNA. 

• Im Rahmen der Onkogenese kann sie die Vermehrung von transformierten Zellen 

verhindern. 

• Sie wirkt der Weitergabe viraler DNA, die sich in eine Zelle eingeschleust hat, entgegen 

(Ashwell et al. 1994, S.147, Isaacs 1994, S.82). 

• Der „programmierte Zelltod“, oft analog mit dem Begriff Apoptose verwendet, beschrieb 

ursprünglich die Modellierung dreidimensionaler Strukturen (z.B. Gehirn, Nase) im 

Rahmen der Embryonalentwicklung. 

• Sie hält die Homöostase in ausdifferenzierten Geweben als Gegenspieler zur Mitose 

aufrecht (Kerr et al. 1972, S. 239). 
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2.1.1.4 Signaltransduktion 

 

Die Apoptose stellt einen Mehrstufenprozess dar. Sie besteht aus: Initiationsphase, 

Integrationsphase und Exekutionsphase. Die Apoptose wird durch 

Signaltransduktionsmoleküle vermittelt (Schwartz und Osborne 1993, S. 582, Vaux 1993, S. 

786).  

Die Initiation der Apoptose kann über verschiedene Wege stattfinden. Zum einen kann über 

Rezeptoren (Fas-, TNF-, und TRAIL-Rezeptor), die über eine „Todesdomäne“ verfügen, das 

Apoptoseprogramm induziert werden (Dragovich et al. 1998, S.3207). Zum anderen kann die 

Freisetzung von Lipidspaltprodukten, den Ceramiden als Bestandteile des 

Sphingomyelinstoffwechsels (Obeid et al. 1993, S.1769, Sawai et al. 1995, S.27326) durch 

die Sphingomyelinase Apoptose initialisieren. Die Sphingomyelinase wird durch ionisierende 

Strahlen induziert. Eine weitere Wirkung der ionisierenden Strahlung ist es, durch DNA 

Defekte oder Hochregulation des Tumorsuppressorgens p53 (Fukunaga-Johnson et al. 1995, 

S. 1761, Goetz und Montenahr 1995, S.1129, Lee und Bernstein 1995, S.149, Strasser et al. 

1994, S.329) die Apoptose zu initialisieren. Die beschriebenen Wege lösen pro-apoptotische 

Signale aus. 

In der Integrationsphase findet die Verarbeitung von pro-apoptotischen und anti-

apoptotischen Signalen statt. Verschiedenste Signale z.B. von Mitgliedern der Bcl2-Familie 

(Hockenbery et al. 1993, S.241 und Hockenbery 1995, S.16) werden integriert. BAX 

beispielsweise kann durch die Aktivierung von Caspasen mit Hilfe von Cytochrom C und 

durch Beeinflussung der Apoptose-Aktivator Aktivität die Apoptose induzieren. BCL-2 

hingegen ist ein Protein der Bcl-2 Familie mit anti-apoptotischer Wirkung. Nach Integration 

dieser verschiedenen pro- und anti-apoptotischen Signale wird Apoptose aktiviert oder 

inaktiviert. 

In der Exekutionsphase wird über die Aktivierung von Caspasen wie Interleukine-1β 

converting enzyme (ICE) (Kuida et al. 1995, S.2000, Thornberry und Lazebnik 1998, S.1312) 

der Abbau der Zelle in Gang gesetzt. Caspasen spielen beim geordneten Zelluntergang eine 

zentrale Rolle (Salvesen et al. 1997, S.443).  

Weiterhin wurde für viele andere Gene eine Beteiligung an der Apoptose nachgewiesen. Dazu 

gehören beispielsweise das Protoonkogen c-myc (Kerr et al. 1994, S.2013, Wagner 1993, 

S.2432), die Transkriptionsfaktoren E2F-1 (Shan et al. 1994, S.8166), NFκB (Mohan et al. 

1994, S.97, Granville et al. 1998, S.893). Ebenso regulieren unter anderem die Protein-Kinase 

C und A (PKC, PKA) (Fuks et al. 1995, S.12, Ojeda et al. 1995, S.389) apoptotische 
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Prozesse. Auch Zytokine und Wachstumsfaktoren wie zum Beispiel IL-2, IL-3, IL-6, IL-7, 

SCF und NGF sind an der Apoptoseregulation beteiligt (Demiric und Li 2004, S.123, Letai 

2006, S.729).  

Daneben sind auch strahleninduzierte Sauerstoffradikale, sogenannte „reactive oxygen 

intermediates“ (ROI), als Mediatoren für Apoptose nachgewiesen worden (Buttke und 

Sandstrom 1994, S.7, Slater et al. 1995, S.59).  

Diese Auflistung gibt nur einen Einblick in den aktuellen Stand der Forschung und erhebt 

keinen Anspruch auf Vollständigkeit. 

  

Neuerdings wurde auch für die Nekrose eine Assoziation mit spezifischen 

Signaltransduktionswegen entdeckt. Ein Caspase-unabhängiger Signaltransduktionsweg, der 

über Rezeptoren mit „Todesdomäne“ zur Nekrose führt, wurde in verschiedenen in vitro-

Modellen nachgewiesen (Denecker et al. 2001, S.356). In weiteren Untersuchungen wurde 

nachgewiesen, dass die Nekrose in Abhängigkeit von der Höhe des durch Cisplatin 

verursachten Zellschadens entweder direkt oder als Folge eines unvollständig ablaufenden 

Apoptoseprogramms induziert werden kann (Gonzalez et al. 2001, S.657).  

 

2.1.1.5 Apoptose-Nekrose-Kontinuum 

 

Kerr und Mitarbeiter untersuchten 1972 ischämisch bedingte Leberschäden. Sie fanden neben 

der Nekrose eine zweite, unbekannte Zelltodesform, die sie als Apoptose bezeichneten. Sie 

benutzten die oben genannten charakteristischen morphologischen Veränderungen, um diese 

„neue“ Zelltodesform zu definieren. Durch die deutlichen morphologischen Unterschiede 

beider Zelltodesarten wurden diese als gegensätzliche betrachtet. Mittlerweile weicht sich 

diese anfänglich postulierte strikte Trennung auf. Neuere Untersuchungen weisen auch bei 

verschiedenen Nekroseformen eine aktive Beteiligung der Zelle und spezifische 

Signaltransduktionswege (s.o.) nach. Collins et al. (1992, S.451) fanden auch bei nekrotischen 

Prozessen Hinweise für eine DNA-Leiter und entdeckten Apoptose auch ohne erkennbare, 

geordnete DNA-Spaltung. Deshalb werden von manchen Autoren (Columbano 1995, S.181, 

King und Cidlowski 1995, S.175) Nekrose und Apoptose auch als Endpunkte eines zunächst 

gemeinsam beschrittenen Weges betrachtet. 

Aktuell wird ein „Apoptose-Nekrose-Zelltod-Kontinuum“ (Martin 2001, S.455) diskutiert: 

Dabei wurde eine Aufweichung der Unterschiede zwischen Apoptose und Nekrose diskutiert. 

In neuesten Veröffentlichungen werden, wie am Anfang des Kapitels beschrieben, die 
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Apoptose und die Nekrose als zwei von vielen möglichen aktiven Zelltodesformen 

angenommen. Die Beteiligung von Signaltransduktionsmechanismen der Apoptose und 

Nekrose, die eine aktive Zelltodesform auszeichnen,  werden auch bei der Mikrokernbildung 

beschrieben (Abend 2003, S.931). Die Aussagen, Apoptose sei der „Selbstmord“ und Nekrose 

der „Mord“ einer Zelle bilden angesichts aktueller Forschungsergebnisse die Biologie nicht 

richtig ab und sollten zugunsten des Apoptose-Nekrose-Kontinuums verlassen werden. 

 

 

2.1.2 Mikrokern-Bildung 

 

Schon vor über 100 Jahren entdeckten und beschrieben Howell (1891, S.57) und Jolly (1907, 

S.133) Mikrokerne (MN). Deshalb wurden sie anfangs nach ihren Entdeckern Howell-Jolly-

Körperchen genannt. Nach Exposition von Röntgenstrahlung beispielsweise treten sie in 

manchen Zellen (z.B. L929) auf. Evans und seine Mitarbeiter versuchten deshalb MN als 

Indikatoren für strahleninduzierte Zellschäden einzusetzen (Übersicht bei Heddle et al. 1983). 

 

2.1.2.1 Definition und Morphologie 

 

Bei MN handelt es sich um mit einer Kernmembran versehene Chromatinfragmente. Sie 

stellen sich als kleine Kerne im Zytoplasma der Zelle dar und können ganze Chromosomen 

oder, nach Strahlenexposition typischerweise, azentrische Chromosomenfragmente (Heddle et 

al. 1983, S.61) beinhalten. Die Form der Körperchen ist rund bis oval. Die Größe schwankt 

erheblich und kann bis zu einem Drittel des Hauptkerns ausmachen. Entsprechend dem 

Zellkern weisen sie eine Doppelmembran mit Kernmatrix und Kernporen auf (Müller und 

Streffer 1994, S.4). Sie sind zur RNA- wie auch mRNA-Synthese befähigt (Kato und 

Sandberg 1968, S.165).  

 

2.1.2.2 Entstehung 

 

Die Entstehung der MN wird gemeinhin als passiver Prozess betrachtet.  

MN können dabei auf verschiedenen Wegen entstehen: 
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• Azentrische Chromosomenfragmente, die weder eine Zentromerregion noch eine 

Kinetochorstruktur aufweisen, bieten dem Spindelapparat während der Mitose keinen 

Ansatzpunkt und können aus diesem Grund nicht in den neu entstehenden Tochterkern 

eingeschleust werden. Sie entstehen nach dem Einwirken ionisierender Strahlung und 

chemischer Substanzen (Hayashi et al. 1984, S.129, Heddle und Carrano 1977, S.63, 

Pincu et al. 1984, S.61 und 1985, S.423). Ursache ihrer Entstehung sind DNA-

Doppelstrangbrüche (Obe et al. 1982, Natarajan et al. 1986, S.231). 

• Multizentrische Chromosomen besitzen mehr als ein Kinetochor, so dass die 

Spindelfasern beider Zellpole am Chromosom ansetzen und dieses somit nicht in den 

Tochterkern eingebracht werden kann.  

• Chromosomen mit geschädigten Kinetochoren können ebenfalls nicht in den 

Tochterkern inkorporiert werden, da sie nicht mehr als Ansatzpunkte für die Spindelfasern 

dienen können (Brenner et al. 1980, S.139). 

• Auch eine Schädigung des Spindelapparates durch Spindelgifte wie Colcemid oder 

Vincristin kann die Bildung von MN zur Folge haben (Maier und Schmid 1976, S.325, 

Chai et al. 1985, S.13). 

Über verschiedene Techniken wurde nachgewiesen, dass durch ionisierende Strahlung 

induzierte MN vorwiegend azentrische Chromosomenfragmente beinhalten (Viaggi et al. 

1987, S.367, Salassidis et al. 1992, S.1).  

 

2.1.2.3 Funktion der Mikrokernbildung 

 

Die Funktion der Mikrokernbildung ist noch nicht vollständig geklärt. Sie könnte der 

Separation beschädigter oder nicht benötigter Erbinformation dienen. Diese Vermutung wird 

bestätigt durch das Wissen, dass physiologischer Weise das inaktivierte (nicht benötigte) X-

Chromosom in Mikrokernen aufbewahrt und archiviert wird (Tucker et al. 1996,  S.471). 

Aus der Mikrokernbildung resultiert eine eingeschränkte Funktionalität und eine aufgehobene 

Klonogenität der Zelle. Es könnte sich um ein ökonomisch sinnvolles Verfahren im Umgang 

mit nicht reparablen Zellschäden, die aber mit dem Leben vereinbar sind, handeln. Leicht 

beschädigte Zellen werden an der Vermehrung und damit der Organismus an der Verbreitung 

falscher Erbinformation gehindert. Die beschädigten Zellen müssen, im Gegensatz zur 

Apoptose, nicht innerhalb weniger Stunden ersetzt werden. 
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2.1.2.4 Signaltransduktion 

 

Apoptose induzierende Signaltransduktionsmoleküle sind nach neuesten Untersuchungen 

auch an der Entstehung von MN nach Einwirkung ionisierender Strahlung beteiligt. Die MN-

Bildung wird durch Ceramide, Topoisomerase II und Endonukleasen verstärkt, durch PKC 

dagegen wird sie gehemmt. Diese Ergebnisse weisen auf einen aktiven, von der Zelle selbst 

gesteuerten Prozess bei der Bildung von MN zumindest in L929-Zellen hin (Abend et al. 

1999, S.1567, Abend 2001, S.88). 

 

2.1.2.5 Nachweisverfahren 

 

Der MN Nachweis ist von der Proliferation des bestrahlten Gewebes abhängig, da MN 

frühestens nach Durchlaufen der ersten Mitose erkannt werden.  

Unter Verwendung des „Zytokinese-blockierende-Cytochalasin-B-Test“ (CB-Test) nach 

Fenech und Morley (1985, S.233) können Zellen, die vor der Mitose stehen von solchen, die 

die Mitose bereits durchlaufen haben, unterschieden werden. Bei dem Verfahren werden als 

Endpunkt die binukleären Zellen mit und ohne Mikrokernen gezählt. Tetranukleäre Zellen 

sind Ausdruck der zweiten Teilung nach CB-Gabe und werden nicht gezählt. 

Die MN-Bildung nach ionisierender Strahlung folgt einem typischen zeitlichen Verlauf. 

Dabei kommt es zunächst zu einem deutlichen Anstieg der MN-Frequenz. Verantwortlich 

dafür sind Zellen, welche die Mitose bereits durchlaufen haben, da erst nach der Mitose die 

strahleninduzierte Fragmentation der DNA sichtbar wird. Gegen die Zeit p.r. nimmt die MN-

Frequenz scheinbar ab. Das hängt damit zusammen, dass MN-haltige Zellen ihre Klonogenität 

verloren haben. Nur Zellen, die keine MN bilden, sind weiterhin zur Proliferation fähig. 

Dadurch nimmt relativ betrachtet die Anzahl MN-haltiger Zellen ab.  

Mithilfe des „Maximum Yield“-MN-Assay (Almassy et al. 1987, S.241) wird die MN-

Bildung zu verschiedenen Zeitpunkten nach Bestrahlung ermittelt. Die maximale MN-

Frequenz korreliert mit der Strahlendosis und der Klonogenität der untersuchten Zelllinie. 

Der Maximum Yield-Assay erfasst die Proliferation der Zellen unschärfer als der CB-Test. 

Nach ionisierender Bestrahlung treten die Zellen jedoch in einen G2-Block ein, was zu einer 

Kumulation und damit zu einer Teilsynchronisierung dieser Zellen führt. Nachdem der G2-

Block aufgehoben ist, durchlaufen die Zellen die Mitose, woraufhin die MN-haltigen Zellen, 

die durch den G2-Block zurückgehalten wurden, sichtbar werden.  
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Mit steigender Strahlendosis nimmt auch die Dauer des G2-Blocks zu, wodurch das 

Maximum der MN-haltigen Zellen später auftritt. Aus diesem Grund ist es nötig, die 

Messungen zu unterschiedlichen Zeitpunkten durchzuführen.  

 

2.1.2.6 Prozesse, die zur MN-Bildung bzw. zur Apoptose führen im Vergleich 

 

Der Zusammenhang zwischen Mikrokernbildung und Apoptose ist zum jetzigen Zeitpunkt 

nicht geklärt. Es bestehen Hinweise auf Gemeinsamkeiten beider Prozesse. So zeigt sich bei 

den ersten Schritten der Apoptose, der Einfluss der Scaffold Attachment Region (SAR) auf 

die Bildung von großen DNA-Fragmenten (Walker et al. 1995, S.97). Das Gleiche wurde für 

die Mikrokernbildung nachgewiesen (Abend et al. 1999, S.1567). Andererseits wurde der 

weitere DNA-Abbau auf internukleosomaler Ebene nur bei der Apoptose nachgewiesen 

(Abend et al. 1999). Daher könnte die Mikrokernbildung mit der frühen Phase der Apoptose 

gleichgesetzt werden. Andererseits können beide Prozesse als voneinander unabhängig 

betrachtet werden, vorausgesetzt, sie benutzen für bestimmte Prozesse und Aktivitäten die 

gleichen genetischen Programme. 

 

 

2.2 Genexpressionsarray 

 

Mit bisherigen technischen Möglichkeiten wie z.B. der RT-PCR oder des Northern Blot 

konnten nur wenige Gene gleichzeitig untersucht werden. Einen Überblick über eine Vielzahl 

von Genen zu bekommen wäre mit diesen Methoden sehr zeit-, material- und 

personalaufwendig. Um die differentielle Genexpression vieler hundert Gene zu bestimmen, 

eignet sich dagegen der Genexpressionsarray. Er bietet die Möglichkeit, mehrere Tausend 

Gene bzw. das gesamte Genom gleichzeitig zu untersuchen. Es existieren beispielsweise 

„cDNA-Microarrays“, die über 5000 Gene (Wang et al. 1999, S.101) oder auch 11000 Gene 

(Voehringer et al. 2000, S.2680) erfassen. In der vorliegenden Arbeit wurden die Gene mittels 

eines Genexpressionsarrays der Firma Clontech untersucht. Ein Array enthält eine bestimmte 

Anzahl auf einer Nylonmembran fixierter cDNA-Spezies, an die komplementäre freie cDNA 

aus einer Probe hybridisieren kann. Die cDNA-Spezies sind auf einer Unterlage, in diesem 

Fall Nylon, fixiert. Durch dieses Verfahren lässt sich eine große Anzahl an Genen gleichzeitig 

untersuchen. Das Verfahren ermöglicht ein Screening nach Änderungen der differentiellen 
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Genexpression, da aus dem gesamten Genom die differentielle Genexpression einzelner Gene 

ermittelt werden kann.   

Der in dieser Arbeit benutzte Array der Firma Clontech untersucht fast 1200 unter besonders 

starker Transkriptionskontrolle stehende Gene. Unter diesen Genen befinden sich neun 

Haushaltsgene („Housekeeping Genes“), wie beispielsweise Ubiquitin und Phospholipase A2. 

Dabei handelt es sich um Gene, deren Genprodukte ständig benötigt werden, weshalb sie in 

praktisch allen Zellen des Organismus auf fast gleichbleibendem Niveau exprimiert werden. 

Ihre konstante Expression ist idealerweise unabhängig vom Einfluss eines Stressors. Aus 

diesem Grund dienen sie dem Atlas Array als Hybridisierungsstandard und können zur 

Normalisierung beim Vergleich zweier Proben herangezogen werden. Die übrigen 

ausgewählten Gene sind solche, deren Transkripte Schlüsselrollen in verschiedenen 

biologischen Prozessen zugeschrieben werden.  

Sie sind in sechs Gruppen zusammengefasst:  

• Onkogene, Tumorsupressoren und Zellzyklusregulatoren 

• Gene für die Widerstandsfähigkeit der Zelle, Ionenkanäle und Ionentransport, 

Intrazelluläre Signaltransduktions-Molekül-Modulatoren und Effektoren  

• Gene mit Beteiligung an der Apoptose, DNA-Synthese, -Reparatur und -Rekombination  

• Transkriptionsfaktoren und DNA-bindende Proteine 

• Rezeptoren, Zelloberflächenantigene und Zelladhäsionsmoleküle 

• Zytoskelettbildende-Proteine, Gene für die Zellbeweglichkeit und Proteinauf- und -abbau, 

Zell-Zell-Kommunikationsmoleküle: Wachstumsfaktoren, Chemokine, Interleukine, 

Interferone, Hormone und ihre Rezeptoren sowie Rezeptoren für Neurotransmitter.  

 

 

2.2.1 Das Prinzip des Atlas
TM

 Mouse 1.2 Array (Clontech)  

 

Nach der Isolation der Gesamt-RNA mithilfe eines kommerziellen, auf Silica-Basis 

beruhenden Kits, wird mittels „magnetic beads“ die mRNA (1-5 % der Gesamt-RNA) von der 

Gesamt-RNA separiert. Anschließend erfolgt durch Zugabe eines speziellen Primercocktails, 

der mehrere hundert Primer enthält, und weiteren Reagenzien die Synthese einer der mRNA 

komplementären copy-DNA (cDNA). Während dieses Schrittes werden mit 
32

P versehene 

Nukleotide in die cDNA eingebaut. Die darüber radioaktiv markierte cDNA wird unter hohen 

Stringenzbedingungen auf eine vom Hersteller vorgefertigte Nylonmembran hybridisiert. Auf 
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dieser Membran befinden sich immobilisierte cDNA-Fragmente solcher Gene, die unter 

besonders strikter Transkriptionskontrolle stehen. Die Nukleotidsequenz und Funktion der 

immobilisierten cDNA-Spezies sind den Angaben des Herstellers zu entnehmen. Jeder 

Auftragungsort der cDNAs auf der Membran ist durch ein Koordinatensystem eindeutig 

gekennzeichnet. Nach der Hybridisierung der radioaktiv markierten cDNA-Probe mit den 

komplementären, immobilisierten cDNA-Spezies der Nylonmembran und anschließender 

Sichtbarmachung durch Autoradiografie entstehen je nach Anzahl der Kopien punktförmige 

Schwärzungen unterschiedlicher Größe und Intensität. Diese korrelieren linear mit der Anzahl 

der entsprechenden mRNA-Spezies der Proben. 

Mithilfe einer Bildanalyse-Software (Atlas Image 2.01, Clontech) können die Schwärzungen 

in Grauwerte einer vorgegebenen Skala konvertiert und aufgrund der definierten Position auf 

der Membran einem bestimmten Gen eindeutig zugeordnet werden. Die Software erlaubt 

ferner den Vergleich der Hybridisierungsergebnisse zweier Membranen. Somit kann anhand 

der unterschiedlichen Hybridisierungsmuster der zu untersuchenden bestrahlten Probe und der 

korrespondierenden Kontrolle die Genexpression semiquantitativ erfasst werden.  

 

In der Literatur ist bereits eine Beeinflussung der Genexpression mehrerer Gene durch 

ionisierende Strahlung für verschiedene Zelllinien beschrieben worden. Von besonderem 

Interesse dabei ist der Vergleich mit den in dieser Arbeit gefundenen strahleninduzierten 

Genen und die Identifikation bisher unbekannter strahleninduzierter Gene. Entsprechende 

Ergebnisse sind im Diskussionsteil der Arbeit, in Kapitel 5.2 zu finden.  
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3 Material und Methoden 

 

 

3.1 Versuchsdesign und Vorarbeiten 

 

Alle in vitro Versuche wurden an der Zelllinie L929 durchgeführt. Es handelte sich dabei um 

Mäusefibroblasten, deren isolierte RNA für die Versuche genutzt wurde. 

Die in Zellkultur wachsenden Zellen wurden mit 2 oder 6 Gy bei einer Dosisleistung von 

1Gy/min (240kV/13mA) bei Raumtemperatur mit einer Röntgenröhre (Fa. Seifert, 

Ahrensburg, Deutschland) bestrahlt. Außerdem gehörte zu jedem Versuch ein unbestrahlter 

Ansatz (0 Gy), der während der Bestrahlungszeiten bei Raumtemperatur gelagert wurde, um 

möglichst gleiche Bedingungen zu schaffen. Zu den Zeitpunkten 20 min, 12, 24, 36, 48 und 

72 h wurde jeweils aus einem Teil der bestrahlten und der unbestrahlten Zellen die Gesamt-

RNA isoliert. 

Nach einigen Zwischenschritten mit Isolation der mRNA und deren Umschreibung in 

radioaktiv markierte cDNA folgte die Hybridisierung der cDNA auf eine Nylonmembran. Auf 

dieser Nylonmembran befanden sich 1176 verschiedene, punktförmig aufgetragene, 

immobilisierte cDNA Spezies. Sie dienten als Bindungsstellen für die radioaktiv markierten, 

komplementären cDNA Spezies aus den Proben.  

Auf der Membran befanden sich 6 Gruppen à 196 immobilisierte cDNA Spezies, die 

Informationen für folgende biologische Funktionen enthielten: 

� Gruppe A: Onkogene, Tumor Supressorgene und Zellzyklus-Regulatoren 

� Gruppe B: Gene für die Widerstandsfähigkeit der Zelle, Ionenkanäle und Ionentransport, 

intrazelluläre Signaltransduktions-Molekül-Modulatoren und -Effektoren  

� Gruppe C: Apoptose, DNA-Synthese, -Reparatur und -Rekombination  

� Gruppe D: Transkriptionsfaktoren und DNA-Bindungsproteine 

� Gruppe E: Rezeptoren, Zellhüllenantigene und Zelladhäsionsverhalten 

� Gruppe F: Zell-Zell Kommunikation, Zytoskelett, die Zellbeweglichkeit und Proteinauf- 

und -abbau. 

 

Nach dem Entfernen der ungebundenen Proben cDNA wurden auf den Membranen 

Röntgenfilme über bis zu 14 Tage, teilweise mit Verstärkerfolie, exponiert. Je nach 
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Kopienanzahl der gebundenen radioaktiv markierten cDNA Spezies der Proben entstanden 

unterschiedlich starke punktförmige Schwärzungen auf dem Röntgenfilm. 

Dadurch, dass mehrere Röntgenfilme nacheinander von jeder Membran belichtet wurden, 

entstanden verschieden stark geschwärzte Röntgenfilme (Autoradiografien) von derselben 

Membran. Die belichteten Röntgenfilme waren nach Entwicklung ein Abbild der Membranen 

und die Vorlage für die Auswertung. 

Von den benutzten Membranen wurde die gebundene Proben-cDNA durch einen speziellen 

Waschvorgang gelöst und die Membran wieder verwendet.  

Jeder Versuch wurde in gleicher Anordnung ein zweites Mal durchgeführt.  

Von über 200 belichteten Röntgenfilmen wurde eine Auswahl von 48 unterschiedlichen 

Autoradiografien anhand der Qualität (Artefakt frei) und der Normalisierung (s.u.), getroffen. 

Die Auswertung dieser Autoradiografien fand im Rahmen dieser Doktorarbeit statt.  

 

 

3.2 Auswertung 

 

Die Auswertung bestand in der Digitalisierung der Autoradiografien, der Bearbeitung der 

digitalisierten Folien, der Gewinnung von Rohdaten, der Einstellung von Reproduzierbarkeit 

und Sensitivität des Verfahrens, der Bestimmung der differentiellen Genexpression und der 

Selektion geeigneter strahleninduzierter Gene. 

 

 

3.2.1 Digitalisierung 

 

Zuerst wurden die Autoradiografien mit Hilfe eines Scanners (Hewlett Packard) und einer 

Scannersoftware (Precission Scan Pro, Hewlett Packard) mit 200 dpi als Graustufenbild 

eingescannt. Die Belichtungsanpassung wurde nach den Vorgaben des Programms 

automatisch durchgeführt. Die Umwandlung in ein Tiff-Dateiformat und Speicherung der 

Bilder als Graustufenbild in einer Tiff-Datei erfolgte anschließend mittels eines üblichen 

Grafikprogramms (Photo de Lux 1.0, Adobe).  
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3.2.2 Normalisierung 

 

Die Normalisierung war notwendig, um neben methodischen Aspekten auch Vergleichbarkeit 

zwischen verschiedenen Versuchen auf Genexpressionsebene zu erzeugen. Die 

Normalisierung kann auf zwei Wegen erfolgen: Die erste Möglichkeit besteht im Vergleich 

der Expression eines oder mehrerer Gene, die immer und möglichst homogen exprimiert 

werden. Dabei handelt es sich um die so genannten „Haushaltsgene“ der Arrays, z.B. 

Ubiquitin, die durch Bestrahlung keine Intensitätsänderung zeigen. Nachteil der Methode ist, 

dass die Normalisierung der Autoradiografien von einem oder zumindest wenigen Genen 

abhängig ist. Sollte im Laufe des Versuchs z.B. eine Fehlhybridisierung oder eine Regulation 

durch den Stressor bei einem dieser Gene auftreten, wäre die Normalisierung unbrauchbar.  

Die zweite und sicherere, aber aufwendigere Möglichkeit für die Normalisierung ist es, die 

Gesamtgenexpression der Autoradiografien zu bestimmen. In der Arbeit von Staßen et al. 

(2003, S.322) wurde gezeigt, dass es für die Ergebnisse unerheblich ist welches der beiden 

Normalisierungsverfahren angewandt wird. 

Für die Auswertung des Versuchs wurde die Normalisierung mit Hilfe der 

Gesamtgenexpression gewählt. Das Vorgehen zur Normalisierung ist im Folgenden 

beschrieben: Zuerst wurden die digitalisierten Folien mittels einer Bildbearbeitungssoftware 

(KS 400, Zeis) nachbearbeitet, um Artefakte auszuschalten, die im Rahmen der Präparation 

und Belichtung der Autoradiografien entstanden waren. Danach wurde die 

Gesamtgenexpression bestimmt. Hierbei wurde jedem Pixel der einzelnen 

Hybridisierungsprodukte ein Grauwert zwischen 0 (weiß) und 255 (schwarz) zugeordnet. Die 

aufsummierten Grauwerte der einzelnen Pixel eines Hybridisierungsproduktes ergaben den 

Summengrauwert des Hybridisierungsprodukts. Die Summe aller Summengrauwerte einer  

Autoradiografie ergab die Gesamtgenexpression. Das Verhältnis der Gesamtgenexpressionen 

der zu vergleichenden Autoradiografien ergab den Normalisierungsfaktor. Von jeder 

Membran standen, wie in Kapitel 3.1 beschrieben, Autoradiografien mit unterschiedlicher 

Belichtungszeit zur Verfügung. Für den Vergleich zweier Versuche wurden die 

Autoradiografien herangezogen, die eine möglichst ähnliche Gesamtgenexpression hatten. 
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3.2.3 Anpassen der Auswertungsmaske an die Hybridisierungssignale 

 

Jede der zu bearbeitenden Autoradiografien wurde einzeln mit einer Spezialsoftware (Atlas 

Image 2.01, Clontech) bearbeitet. Die Abbildung 3.1 zeigt ein Beispiel, wie eine bearbeitete 

Autoradiografie aussaht und veranschaulicht das beschriebene Vorgehen: Die 

Auswertungsmaske der Software enthielt 1187 kreisrunde Messbereiche, die entsprechend 

den cDNA Bindungsstellen der Membran angeordnet waren. 1176 dieser kreisrunden 

Messbereiche entsprachen den 1176 cDNA Bindungsstellen der auszuwertenden Gene. Jedes 

der sieben „Haushaltsgene“ wurde ebenfalls von einem kreisrunden Messbereich erfasst. An 

jeder Ecke befand sich eine punktförmige Schwärzung, welche die Ausrichtung der 

Auswertungsmaske an die Autoradiografie ermöglichte. Die Auswertungsmaske der  

Software musste zunächst mit den einzelnen Hybridisierungsprodukten der Autoradiografie so 

in Übereinstimmung gebracht werden, dass je ein kreisrunder Messbereich genau seinem 

Hybridisierungsprodukt zugeordnet wurde. Der kreisrunde Messbereich der Software musste 

das Hybridisierungsprodukt der Autoradiografie möglichst vollständig erfassen (Alignment). 

Jeder der kreisrunden Messbereiche hatte eine Raumkoordinate, die seine Position auf der 

Auswertungsmaske angab. Durch die Zuordnung der kreisrunden Messbereiche zu den 

Hybridisierungsprodukten bekam auch jedes Hybridisierungsprodukt diese Raumkoordinate, 

die während der gesamten Auswertung dieses Gen codierte. Die Raumkoordinate setzte sich 

aus einem Großbuchstaben (A-F) der die Gruppe angab, einer Zahl (1-14), welche die 

horizontale Position beschrieb und einem Kleinbuchstaben (a-n), der die vertikale Position 

beschrieb, zusammen. Die Raumkoordinate B08d beispielsweise beschrieb das Gen, das sich 

in der zweiten Gruppe, als achtes Gen von links und viertes von oben befand. Die Software 

maß innerhalb des kreisrunden Messbereichs die einzelnen Pixel und ordnete jedem Pixel 

einen Grauwert zwischen 0 (weiß) und 255 (schwarz) zu.  

Die Summe der Grauwerte der einzelnen Pixel ergab für jedes der 1176 

Hybridisierungsprodukte einen Summen-Grauwert (ΣGrauwerte). Der Summengrauwert lag 

im  Bereich zwischen 0 und 60.000. Je höher der Summengrauwert desto stärker die 

Ausprägung des Hybridisierungsprodukts. Von dem Summengrauwert wurde der Grauwert, 

der dem Hintergrund entsprach (Hintergrundgrauwert), abgezogen, was den 

hintergrundbereinigten Summengrauwert ergab. 

Zur Bestimmung des Hintergrundgrauwertes wurde die „Default External Methode“ der 

Software angewandt. Dabei wurde die mittlere Intensität der Flächen des Arrays gemessen, in 
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denen keine Hybridisierung stattfand. In der Abbildung 3.1 sind es die umrahmten Flächen. 

Dieser Hintergrundgrauwert wurde von dem Programm automatisch bestimmt.  

Neben der Anpassung des Messbereichs an die hintergrundbereinigten 

Hybridisierungsprodukte war es erforderlich auch solche Hybridisierungsprodukte zu 

berücksichtigen, die in ihrer Größe den Messbereich überschritten. Teilweise reichten die 

Hybridisierungsprodukte, durch ihre große Ausbreitung, in benachbarte kreisrunde 

Messbereiche und wurden von diesen fälschlicherweise gemessen. In den betroffenen 

Messbereichen war keine Auswertung möglich. Um diese Bereiche von der Auswertung 

auszuschließen wurde der Hintergrund auf den Summengrauwert hochgesetzt, um 

hintergrundbereinigte Summengrauwerte einer nicht stattgefundenen Genexpression zu 

erreichen. Artefakte, die nicht im Vorfeld entfernt werden konnten und in den Messbereich 

der Software fielen, mussten auf die gleiche Weise ausgeglichen werden.  

Während des Bearbeitens mittels der Auswertungssoftware wurden die 

Hybridisierungsprodukte der digitalisierten Autoradiografien mit den 

Hybridisierungsprodukten auf den Röntgenfilmen verglichen, um die exakte Zuordnung der 

Hybridisierungsprodukte zu ihren adäquaten Raumkoordinaten sicherzustellen und Fehler der 

Zuordnung durch die Software auszuschließen. 
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Abb. 3.1 Beispiel einer bearbeiteten Autoradiografie (Atlas Image 2.01, Clontech) . In den oberen drei 

Feldern ist eine gute Ausrichtung der Messbereiche an die Hybridisierungsprodukte, in den unteren drei Feldern 

eine schlechte Ausrichtung dargestellt. Im unteren linken Feld ist ein Hybridisierungsprodukt gezeigt, dass 

fälschlich von mehreren kreisrunden Messbereichen erfasst wird. Der Hintergrundgrauwert wurde im 

eingerahmten Bereich von der Software gemessen. Die Raumkoordinate der Gene setzt sich aus den 

Großbuchstaben (A-F) für die 6 Gruppen, den Kleinbuchstaben (a-n) für die Horizontale und den Zahlen (01-14) 

für die vertikale Zuordnung zusammen (Siehe Feld A oben links). 

 

 

3.2.4 Bearbeitung der Rohdaten 

 

Eine weitere Funktion der Atlas Image Software bestand in der Möglichkeit, zwei bearbeitete 

Autoradiografien miteinander zu vergleichen. 

Dies war zum einen für die Bestimmung der Reproduzierbarkeit und Sensitivität und zum 

anderen für die Berechnung der strahleninduzierten differentiellen Genexpression nötig. 

Dabei erstellte die Software eine wie in Abbildung 3.2 gezeigte Tabelle (Tabular Report), die 

in 1176 Zeilen jedes Gen darstellt. In den neun Spalten werden für jedes Gen die Koordinate 

auf der Softwareschablone, der errechnete Summengrauwert (Intensity), der 

Hintergrundgrauwert (Background) und der hintergrundbereinigte Summengrauwert 

(Adjusted Intensity) für jede der beiden Autoradiografien dargestellt. Außerdem wurden das 
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Verhältnis der Folien zueinander und die Differenz der beiden hintergrundbereinigten 

Summengrauwerte aufgeführt. 

 

 

Abb. 3.2 Auszug aus der Tabelle, die beim Vergleich zweier Autoradiografien von der Atlas Image 2.01 

Software erstellt wurde. 

 

Wie ersichtlich, war die Ermittlung der differentiellen Genexpression in der Regel mit dieser 

Software nicht möglich. Zur weiteren Bearbeitung der Rohdaten wurde die Tabelle deshalb in 

die MS Excel Software übertragen. Mit Hilfe eines selbst programmierten Makros (Tabelle 

3.1) konnten zwei Autoradiografien miteinander verglichen und für jedes Gen die 

differentielle Genexpression errechnet werden. Dabei wurde von den zwei ausgewählten 

Autoradiografien jedes der 1176 Gene in einer Zeile dargestellt.  

Das Makro setzte sich aus vier Teilen zusammen: 

Teil 1: Parameter einstellen 

Teil 2: Berechnungsergebnisse 

Teil 3: Genauere Angaben zu den Berechnungsergebnissen 

Teil 4: Einzelauflistung aller Gene  

 

In Teil 1 (Parameter einstellen) wurden die zur Berechnung nötigen Parameter manuell 

eingegeben. Dazu gehörten der Normalisierungsfaktor (Zeile 1, Spalte F), die Höhe der 

berücksichtigten differentiellen Genexpression (Zeile 1, Spalte I) und der Schwellenwert 

(Abgrenzung spezifischer von unspezifischen Signalen) (Zeile 1, Spalte L). Die 

Notwendigkeit und Einstellung des Schwellenwerts und der Höhe der berücksichtigten 

differentiellen Genexpression wird in Kapitel 3.2.5 erläutert. Nach der Eingabe der 

Voreinstellungen wurden die Raumkoordinaten der Gene (ab Zeile 18, Spalte D) und die 

hintergrundbereinigten Summengrauwerte der Autoradiografien 1 bzw. 2 (ab Zeile 18, 

Spalten E und F) aus der vorherigen Tabelle in Teil 4 (Einzelauflistung aller Gene) des 

Makros übertragen. Der Normalisierungsfaktor (Abgleich der Gesamtgenexpression aller 

Gene zweier zu vergleichender Arrays) wurde im Vorfeld so berechnet, dass er zur 
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Normalisierung der Versuche nur mit den hintergrundbereinigten Summengrauwerten aus 

Versuch 2 multipliziert werden musste (ab Zeile 18, Spalte G). Hintergrundbereinigte 

Summengrauwerte nach Normalisierung (hintergrundbereinigte und normalisierte 

Summengrauwerte) der Versuche 1 und 2 wurden nun an den Schwellenwert angepasst, das 

heißt: Die hintergrundbereinigten und normalisierten Summengrauwerte oberhalb des 

Schwellenwertes blieben unverändert, die unterhalb des Schwellenwerts wurden auf den 

Schwellenwert gesetzt (ab Zeile 18, Spalte H und I). Von dem Makro wurde dann die Höhe 

der differentiellen Genexpression anhand der hintergrundbereinigten und normalisierten 

Summengrauwerte nach Anpassung an den Schwellenwert von Versuch 1 und 2 berechnet (ab 

Zeile 18, Spalte J). Nach Abschluss der Berechnungen zeigte das Makro die Ergebnisse in 

Teil 2 (Berechnungsergebnisse) an. Genauere Angaben wie z.B. die Raumkoordinate oder 

berechnete Zahlenwerte konnten im Teil 3 (Genauere Angaben zu den 

Berechnungsergebnissen) abgelesen werden. Lag eine Herunter- oder Hochregulation mit 

einer differentiellen Genexpression größer der berücksichtigten differentiellen Genexpression 

vor, dann wurden die Höhe der differentiellen Genexpression dieser Gene (Zeilen 7-10, Spalte 

E oder F) mit ihrer dazugehörige Raumkoordinate (Zeilen 7-10, Spalte D) in einer Zeile 

dargestellt. 

Nach der Analyse der differentiellen Genexpression wurde von der Software die Anzahl der 

exprimierten Gene bestimmt. Dabei handelt es sich um solche Gene, deren 

hintergrundbereinigte und normalisierte Summengrauwerte über dem Schwellenwert lagen 

und eine differentielle Genexpression über der zuvor berücksichtigten differentiellen 

Genexpression aufwiesen. Die Raumkoordinaten dieser Gene und ihr hintergrundbereinigter 

und normalisierter Summengrauwert wurden dargestellt (Zeilen 7-15, Spalte H und I) und die 

Anzahl bestimmt (Zeile 3, Spalte K).  

In den Zeilen 18 bis 23 der Tabelle 3.1 sind beispielhaft die auftretenden Möglichkeiten bei 

dem Vergleich nach Festlegung des Schwellenwertes auf 10.000 und der berücksichtigten 

differentiellen Genexpression auf 2,5 gezeigt.  

Häufig lagen die hintergrundbereinigten und normalisierten Summengrauwerte des Gens auf 

beiden Autoradiografien unterhalb des Schwellenwerts (Zeile 18). Beide 

hintergrundbereinigten und normalisierten Summengrauwerte entsprachen dem 

Schwellenwert. Damit betrug die Höhe der differentiellen Genexpression 1.   

Eine andere Möglichkeit bestand darin, dass die hintergrundbereinigten und normalisierten 

Summengrauwerte des Gens auf beiden Autoradiografien oberhalb des Schwellenwertes 

lagen, aber die Höhe der differentiellen Genexpression nur gering war (Zeile 19). 
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Lagen die hintergrundbereinigten und normalisierten Summengrauwerte eines Gens bei einer 

Autoradiografie unterhalb des Schwellenwertes (10.000) und bei der anderen oberhalb 25.000 

handelte es sich um eine berücksichtigte differentielle Genexpression und um eine Hoch- 

bzw. Herunterregulation (Zeile 20 und 23). 

Eine weitere Möglichkeit bestand darin, dass die hintergrundbereinigten und normalisierten 

Summengrauwerte einer Autoradiografie unterhalb des Schwellenwertes und die der anderen 

zwischen Schwellenwert und 25.000 lagen. Es bestand eine Differenz bei der Genexpression, 

die aber unterhalb der berücksichtigten differentiellen Genexpression lag (Zeile 21 und 22). 

 

 

Tabelle 3.1 Beispielhafter Auszug aus dem MS Excel Makro zur Weiterbearbeitung der Rohdaten und dem 

Vergleich zweier Autoradiografien für Reproduzierbarkeit und Selektion differentiell exprimierter Gene.  

 

 

3.2.5 Einstellung von Reproduzierbarkeit und Sensitivität 

 

Die Berechnung der differentiellen Genexpression lief in zwei Schritten ab. Zum einen wurde 

der hintergrundbereinigte Summengrauwert berechnet (1), zum anderen wurde die 

differentielle Genexpression als Quotient aus den hintergrundbereinigten und normalisierten 
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Summengrauwerten der bestrahlten gegen die korrespondierenden Hybridsierungsprodukte 

der Kontrollen gebildet (2).  

(1) Der hintergrundbereinigte Summengrauwert ist der Summengrauwert abzüglich des  

      Hintergrundgrauwertes. 

(2) Die differentielle Genexpression ist der hintergrundbereinigte und normalisierte    

      Summengrauwert  von Versuch 1 geteilt durch den normalisierten und  

      hintergrundbereinigten Summengrauwert von  Versuch 2. 

 

Es kam vor, dass der Summengrauwert kleiner war als der Hintergrundgrauwert, sodass der 

hintergrundbereinigte Summengrauwert einen negativen Wert annahm. Die differentielle 

Genexpression konnte dann von der Software nicht berechnet werden (Beispiel 1). 

Beispiel 1: 

(1) Berechnung der hintergrundbereinigten und normalisierten Summengrauwerte: 

       Versuch 1: 5100 = 6300 (normalisierter Summengrauwert) – 1200 (Hintergrundgrauwert)      

       Versuch 2:   –10 = 1190 (normalisierter Summengrauwert) – 1200 (Hintergrundgrauwert)      

(2) Berechnung der differentiellen Genexpression: 

       5100 : -10 = undefiniert 

 

Eine andere Möglichkeit bestand darin, dass der Summengrauwert bei der einen 

Autoradiografie geringfügig oberhalb des unspezifischen Signals, bei der anderen nur 

geringfügig höher lag. Dabei konnten differentielle Genexpressionen entstehen, die deutlich 

über dem linearen dynamischen Bereichs der Methode von 10 lagen (Beispiel 2). 

Beispiel 2:  

(1) Berechnung der hintergrundbereinigten und normalisierten Summengrauwerte: 

      Versuch 1:  3000 = 4200 (normalisierter Summengrauwert)– 1200 (Hintergrundgrauwert) 

      Versuch 2:      10 = 1210 (normalisierter Summengrauwert) – 1200 (Hintergrundgrauwert  

(2) Berechnung der differentiellen Genexpression: 

       3000 : 10 = 300 

 

Wurde jeder Pixel innerhalb des kreisrunden Messbereichs der Software mit seinem 

Maximalwert von 255 erfasst, lag der Summengrauwert bei ca. 60.000 Einheiten. 10 

Einheiten entsprachen folglich weniger als 0,02% des maximalen Summengrauwertes. Kleine 

Veränderungen bei den Summengrauwerten konnten einerseits zu einer nicht berechenbaren 

oder andererseits zu einer zu hohen differentiellen Genexpression führen. 
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Diese Beispiele warfen die Frage auf, wie die unspezifischen von den spezifischen Signalen 

abzugrenzen seien, um solche Fehler zu vermeiden. Die Lösung bestand in dem Vergleich 

zweier, unter gleichen Bedingungen abgelaufenen Experimente, zur Ermittlung der 

Reproduzierbarkeit und Sensitivität.  

Reproduzierbarkeit und Sensitivität der Versuche hingen von zwei Faktoren ab: Zum einen 

musste ein Schwellenwert für die hintergrundbereinigten, normalisierten Summengrauwerte 

bestimmt werden, dessen spezifische Signalintensität sich deutlich von den unspezifischen 

Signalen abhob. Zum anderen musste die Höhe der berücksichtigten differentiellen 

Genexpression festgelegt werden, von der eine Expression erwartet wurde, die die 

Ungenauigkeit des Verfahrens Berücksichtigt. Sie wurde als berücksichtigte differentielle 

Genexpression bezeichnet. Die Art der Auswertung ermöglichte es, die Reproduzierbarkeit 

unter verschiedenen Schwellenwerten und berücksichtigten differentiellen Genexpressionen 

zu bestimmen (Tabelle 3.2). 

Setzte man den Schwellenwert niedrig und die differentielle Genexpression auf Werte nahe 1 

stieg die Sensitivität des Versuchs, es kamen viele Gene zur Auswertung. Gleichzeitig sank 

aber die Reproduzierbarkeit. Ziel war es, eine Reproduzierbarkeit von ≥ 95%, im Verhältnis 

zu der Anzahl exprimierter Gene, zu erreichen.  

In den Tabellen (Beispieltabelle 3.2) war die Bestrahlungszeit und die Strahlendosis 

angegeben (Spalte A und B). In dem linken der beiden Tabellenteile sind die Ergebnisse aus 

den Versuchen dargestellt, bei denen der Schwellenwert auf 1.000 gesetzt wurde. Die 

Ergebnisse in dem rechten Tabellenteil entstanden bei einem Schwellenwert von 10.000. 

Jeder der Tabellenteile war in drei Spalten unterteilt, die jeweils eine andere berücksichtigte 

differentielle Genexpression (>2, >2,5 oder >5) als Berechnungsgrundlage hatte. 

In der oberen Tabelle ist die Anzahl der exprimierten Gene enthalten (Spalte C), die als 

Berechnungsgrundlage dienten. In der unteren Tabelle ist die Anzahl der Gene, deren 

differentielle Genexpression höher war als die berücksichtigte differentielle Genexpression, 

im Verhältnis zu allen 1176 Genen wiedergegeben. Die letzte Spalte enthält die jeweiligen 

Normalisierungsfaktoren der miteinander verglichenen Autoradiografien. Die Mittelwerte der 

Daten jeder Spalte wurden berechnet und in der vorletzten Zeile aufgeführt. Die 

Reproduzierbarkeit (letzte Zeile) ergibt sich aus der Differenz zwischen dem Mittelwert und 

100. 
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Tabelle 3.2 Ausschnitt aus einer Tabelle zur Einstellung von Reproduzierbarkeit und Sensitivität unter 

verschiedenen Parametern. Dargestellt sind hier nur die Ergebnisse für die Autoradiografien 20 min und 12 h p.r. 

mit 2 Gy bzw. unbestrahlt (0 Gy). Im oberen Teil wird eine Berechnung mit der Anzahl exprimierter Gene, im 

unteren Teil eine Berechnung mit allen 1176 Genen dargestellt. Die Reproduzierbarkeit (%) ergibt sich als 

Differenz zwischen 100% und dem Mittelwert  (%).  
 

3.2.6 Selektion geeigneter Gene  

 

Zur Bestimmung der strahleninduzierten Genexpression wurde der mit 2 Gy und der mit 6 Gy 

bestrahlte Ansatz jeweils mit dem unbestrahlten verglichen. Die Genexpression der Probe 

(bestrahlt) wurde dabei als ein Mehrfaches der Expression der Kontrolle (unbestrahlt) 

ausgedrückt. Eine differentielle Genexpression > 1 stellte eine Hochregulation und 

differentielle Genexpressionen < 1 eine Herunterregulation gegenüber der Kontrolle dar. Die 

Berechnungen der differentiellen Genexpression wurden mit dem, wie in Kapitel 3.2.5 

beschrieben, ermittelten Schwellenwert und der Höhe der berücksichtigten differentiellen 

Genexpression durchgeführt. Gene, die bei diesen Einstellungen eine Hoch- oder 

Herunterregulation aufwiesen, wurden als geeignet betrachtet und weiter ausgewertet. 

Die selektierten Gene und stichprobenartig auch andere Gene wurden auf den beiden 

Originalautoradiografien überprüft, um Verwechslungen, Fehler beim Erfassen, Auswerten 

oder der Weiterbearbeitung der Rohdaten auszuschließen. 

Es erfolgte ebenfalls eine tabellarische Darstellung wie bei der Reproduzierbarkeit 

beschrieben und gezeigt.  
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4 Ergebnisse 

4.1 Auswahl geeigneter Autoradiografien und Digitalisierung 

 

Aus über 200 Autoradiografien wurden nach den folgenden Kriterien für jeden Versuch eine, 

insgesamt 48 Autoradiografien,  ausgewählt und ausgewertet. 

• Die punktförmigen Hybridisierungsprodukte sollten nicht zu groß sein, um eine 

Überstrahlung benachbarter Gene zu vermeiden. 

• Die Hybridisierungsprodukte, vor allem der schwächer exprimierten Gene, sollten aber 

deutlich erkennbar sein. 

• Der Unterschied in der Gesamtgenexpression sollte bei den zu vergleichenden 

Membranen möglichst gering sein. 

• Die Membranen sollten möglichst artefaktfrei sein. 

 

Die Abbildung 4.1 zeigt zur Veranschaulichung eine für die Auswertung gut geeignete 

Autoradiografie. 

 

 

Abb. 4.1 Autoradiographie der Hybridisierungsergebnisse einer cDNA-Probe. Die Probe wurde auf eine 

Nylonmembran hybridisiert, die mit immobilisierten cDNA-Spezies bestückt ist. Die unterschiedlichen 

Graustufen der punktförmigen Hybridisierungsprodukte korrelieren mit der Anzahl entsprechender mRNA-/ 

cDNA-Kopien der Probe. 
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Die Abbildung 4.2 zeigt eine für die Auswertung ungeeignete Autoradiografie. Den Abb. 8.1 

bis 8.4 des Anhangs sind die weiteren Autoradiografien der zur Auswertung selektionierten 

Proben zu entnehmen. 

 

 

Abb. 4.2 Beispiel für eine nicht verwertbare Autoradiografie. Insgesamt zu schwach ausgeprägte 

Hybridisierungsprodukte mit schlechter Abgrenzbarkeit schwach exprimierter Gene. Artefakte und zu große 

punktförmige Hybridisierungsprodukte überlagern mögliche benachbarte punktförmige 

Hybridisierungsprodukte.   

 

Bei dem Vergleich der Abbildungen 4.1 und 4.2 fallen sehr deutliche Unterschiede in der 

Erfüllung der Auswahlkriterien auf. 

Die Abb. 4.1 enthält keine zu großen punktförmigen Hybridisierungsprodukte, die zur 

Überstrahlung benachbarter Gene führen, wohingegen in Abb. 4.2 zwei deutlich zu große 

punktförmige Hybridisierungsprodukte zu sehen sind. Viele, auch schwach exprimierte Gene, 

stellen sich in der Abb. 4.1 gut dar, wohingegen in der Abb. 4.2 nur wenige, stark exprimierte 

Gene zu erkennen sind. Eine Beurteilung der Unterschiede in der Gesamtgenexpression der 

beiden dargestellten Autoradiographien ist ohne Vergleichsautoradiographie nicht möglich. 

Die Abb. 4.1 ist im Gegensatz zu der Abb. 4.2 artefaktfrei. 
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4.2 Auswertung 

Die Vorgehensweise der Auswertung ist in der Abb. 4.9 am Ende dieses Kapitels schematisch 

dargestellt. 

Nach Auswahl der geeigneten Autoradiografien und deren Digitalisierung (siehe Kapitel 4.1) 

begann die Auswertung der Autoradiografien. Dazu gehörte die Einstellung von Sensitivität 

und Reproduzierbarkeit der Methode, die Auswertung der Rohdaten, die Normalisierung und 

die Ermittlung von Genexpressionsunterschieden. 

 

 

4.2.1 Einstellung der Reproduzierbarkeit und Sensitivität der Methode 

 

Die Notwendigkeit der Einstellung von Reproduzierbarkeit und Sensitivität und eine 

Beschreibung des Vorgehens und der Parameter ist in Kapitel 3.2.5 zu finden. Die Festlegung 

der Höhe des Hintergrundes (Schwellenwert) und der Höhe der als differentiell exprimiert 

geltenden Gene wurden so gewählt, dass eine Reproduzierbarkeit größer 95 % bei höchst 

möglicher Sensitivität vorlag. Der Tabelle 4.1 sind die Reproduzierbarkeiten unter 

verschiedenen Einstellungsparametern zu entnehmen. Dabei enthält die linke Hälfte der 

Tabelle die Reproduzierbarkeit bezogen auf die Anzahl der exprimierten Gene und die rechte 

Hälfte bezogen auf die Anzahl aller Gene (1176). Der obere Teil der Tabelle enthält die 

Ergebnisse aus den Versuchen 0 und 2 Gy und der untere Teil die Ergebnisse aus den 

Versuchen 0 und 6 Gy. Die Versuche wurden in gleicher Weise zweimal durchgeführt. Der 

Vergleich der Autoradiografien, die unter gleichen Bedingungen entstanden waren, hätte 

theoretisch für jedes Gen eine differentielle Genexpression von 1,0 ergeben können. Die 

Reproduzierbarkeit hätte dann 100 % betragen. Die Reproduzierbarkeit der Versuche ergab 

sich aus der Differenz zwischen der theoretischen Reproduzierbarkeit von 100 % und dem 

Mittelwert der tatsächlichen differentiellen Genexpression. 

Wählte man den Schwellenwert 1.000 und eine differentielle Genexpression > 2 für die 

Berechnungen aus, ergaben sich Reproduzierbarkeiten von 70,6 % bezogen auf die Anzahl 

exprimierter Gene und 82,4 % bezogen auf die Anzahl aller 1176 Gene. Bei der Festlegung 

des Schwellenwertes auf 1.000 und selektierter Gene mit einer differentiellen Genexpression 

> 2,5 ergab sich eine Reproduzierbarkeit von 81,4 % bezogen auf die Anzahl der exprimierten 

Gene und von  89,3 % bezogen auf die Anzahl aller 1176 Gene.  
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Für die Festlegung des Schwellenwertes auf 1.000 und der differentiellen Genexpression auf 

> 5 entstanden Reproduzierbarkeiten von 98,6 % bezogen auf die Anzahl der exprimierten 

Gene und auf die Anzahl aller 1176 Gene. 

Unter Benutzung eines Schwellenwertes von 10.000 und einer differentiellen Genexpression 

> 2 ergab sich eine Reproduzierbarkeit von 89,7 % bezogen auf die Anzahl der exprimierten 

Gene und eine Reproduzierbarkeit von 99,1 % bezogen auf die Anzahl aller 1176 Gene. 

Bei der Festsetzung des Schwellenwertes auf 10.000 und der Berücksichtigung einer 

differentiellen Genexpression > 2,5 ergab sich eine Reproduzierbarkeit von 95,5 % bezogen 

auf die Anzahl der exprimierten Gene und von 99,6 % bezogen auf die Anzahl aller 1176 

Gene. Gleichzeitig zeigten sich bei diesen Einstellungen 72 differentiell exprimierte Gene.  

Die Verwendung eines Schwellenwertes von 10.000 in Verbindung mit der Suche nach 

Genen mit einer differentiellen Genexpression > 5 ergab eine Reproduzierbarkeit von 100 %, 

unabhängig davon, ob man die Anzahl der exprimierten Gene oder alle 1176 Gene zugrunde 

legte. Andererseits konnten bei diesen Einstellungen kein differentiell exprimiertes Gen 

gefunden werden. Die Sensitivität war demnach sehr gering.  

Für die folgende Auswertung der Versuche wurde somit ein Schwellenwert von 10.000 

festgelegt (Gene mit einem Summengrauwert < 10.000 wurden auf 10.000 gesetzt). Als 

differentiell exprimiert wurden Unterschiede > 2,5 relativ zur Kontrolle definiert. Allerdings 

schränkten diese Maßnahmen zur Erhöhung der Reproduzierbarkeit gleichzeitig die 

Sensitivität des Verfahrens ein.  

Betrachtet man die Tabelle detailliert, fällt auf, dass die Anzahl differentiell exprimierter 

Gene bei den unterschiedlichen Versuchen stark variierte. 

Es zeigt sich ein Zusammenhang zwischen der Anzahl differentiell exprimierter Gene und 

dem Normalisierungsfaktor. 

Es war wichtig eine Normalisierung durchzuführen, um eine Vergleichbarkeit der 

Autoradiografien auf Genexpressionsebene herzustellen. Als Normalisierungsverfahren 

wurde die Gesamtgenexpression, wie in Kapitel 3.2.2 beschrieben, herangezogen. Der 

gewonnene Normalisierungsfaktor, als Quotient zwischen den beiden verglichenen 

Autoradiografien, stellte ein wichtiges Kriterium in der Auswahl geeigneter Autoradiografien 

dar. 

Betrachtet man beispielsweise die Ergebnisse der Tabelle bezogen auf die Anzahl 

exprimierter Gene aus der Versuchsreihe 0 und 2 Gy, so zeigen sich bei 20 min p.r. und einer 

Bestrahlung mit 2 Gy bei allen Einstellungsvarianten höhere Ergebnisse als der Mittelwert. 

Ähnliche Ergebnisse zeigten sich bei dem Versuch 24 h p.r. bei einer Bestrahlung mit 2 Gy.  
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Die Anzahl differentiell exprimierter Gene lag teilweise mehr als doppelt so hoch im 

Vergleich zu dem Mittelwert und zeigte unter den gewählten Einstellungen oft die niedrigste 

Reproduzierbarkeit. 

Betrachtet man die Normalisierungsfaktoren zeigten sich Werte von 1,26 bzw. 0,51. Die 

Gesamtgenexpression der einen Autoradiografie betrug in dem einen Fall das 1,26 Fache und 

in dem anderen Fall fast das Doppelte der anderen Autoradiografie. 

Bei dem unbestrahlten Versuch 48 h p.r. lag die Anzahl differentiell exprimierter Gene 

durchgehend unter dem Mittelwert. Der Normalisierungsfaktor lag bei 0,92. 

Betrachtet man die Ergebnisse des unbestrahlten Versuchs 24 h p.r., so zeigt sich, dass unter 

manchen Einstellungsparametern die Anzahl der differentiell exprimierten Gene unter, und 

bei manchen über dem Mittelwert liegt. Der Normalisierungsfaktor betrug 0,61. 

Es zeigte sich, dass bei Normalisierungsfaktoren nahe 1 die Reproduzierbarkeit hoch war und 

je weiter sie von eins entfernt lag, die Reproduzierbarkeit abnehmen konnte. 

Versuche, bei denen der Normalisierungsfaktor größer als zwei bzw. kleiner als 0,5 war, 

wurden nicht ausgewertet. Bei Versuchen mit einem hohen Normalisierungsfaktor musste die 

Auswertbarkeit genau geprüft werden. 

Für jede zur Auswertung ausgewählte Autoradiografie war es wichtig, dass der 

Normalisierungsfaktor zu zwei anderen Autoradiografien möglichst nahe an 1 lag. Zum einen 

war das die Autoradiografie, die zur Ermittlung der Reproduzierbarkeit herangezogen wurde 

und zum anderen die Autoradiografie, die zur Ermittlung der differentiellen Genexpression 

benutzt wurde. 
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Tab. 4.1 Die Tabelle zeigt die Ergebnisse bei der Einstellung von Reproduzierbarkeit und Sensitivität, die nach Wiederholung eines Versuchs gewonnen wurden. Die 

linke Hälfte enthält die Reproduzierbarkeit bezogen auf die Anzahl exprimierter Gene, die rechte Hälfte bezogen auf alle 1176 Gene. Die Ergebnisse aus den Versuchen 

mit einer Bestrahlung von 2 Gy sind im oberen, aus den Versuchen mit einer Bestrahlung von 6 Gy in dem unteren Bereich der Tabelle dargestellt. Die Reproduzierbarkeit 

ergibt sich aus der Differenz zwischen einer theoretischen Reproduzierbarkeit von 100 % und dem berechneten Mittelwert der, nach den jeweils oben genannten Kriterien, 

differentiell exprimierten Genen. 
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4.2.2 Differentiell exprimierte Gene nach Bestrahlung 

 

4.2.2.1 Unterteilung der differentiell exprimierten Gene gegen Zeit und Strahlendosis  

4.2.2.1.1 72 differentiell exprimierte Gene 

Die Grundlagen zur Auswahl dieser Werte sind in Kapitel 4.2.2 dargestellt. Nach der 

Berechnung zeigten sich 72 Gene, die in einem oder beiden Versuchen zu einer oder 

mehreren Zeiten eine strahleninduzierte Hoch-  oder Herunterregulation aufwiesen. 

Um die gewonnenen Daten übersichtlicher aufzubereiten, wurden die Zahlen grafisch 

dargestellt. 

Jedes Gen wurde, wie in Abbildung 4.3 an den verschiedenen Beispielen gezeigt, in einer 

eigenen Grafik abgebildet. Dabei wurde die differentielle Genexpression des Gens für 2 und 6 

Gy gegen die Zeit nach Bestrahlung aufgetragen.  

Für die Nomenklatur der Gene wurden die offiziellen Abkürzungen verwendet. Die 

vollständigen Bezeichnungen für die Gene sind in der Liste des Abkürzungsverzeichnisses 

beschrieben. 

Die 72 Gene ließen sich aufgrund des zeitlichen Verlaufs der gemessenen strahleninduzierten 

differentiellen Genexpression in zwei Hauptgruppen mit fünf Untergruppen einordnen.  

 

Die Kriterien der einzelnen Haupt- und Untergruppen waren:  

1. Hauptgruppe: Hoch- bzw. Herunterregulation der Gene zu einem Zeitpunkt 

Die Untergruppen eins bis drei unterteilten die Gene der ersten Hauptgruppe nach dem 

Zeitpunkt der differentiellen Genexpression: 

Gruppe eins: frühzeitige differentielle Genexpression (bei 0,3 oder 12 h) 

Gruppe zwei: differentielle Genexpression im mittleren zeitlichen Bereich (bei 24 oder 36 h) 

Gruppe drei: zeitlich späte differentielle Genexpression (bei 48 oder 72 h ). 

 

2. Hauptgruppe: Hoch- bzw. Herunterregulation der Gene zu mehreren Zeitpunkten  

Die Gene, die der Hauptgruppe zwei zugeordnet waren, wurden in die Untergruppen vier und 

fünf unterteilt. Die Kriterien dieser Einteilung waren: 

Gruppe vier: differentielle Genexpressionen im mittleren Bereich (zwischen 12 und 48 h p.r.) 

Gruppe fünf: differentielle Genexpressionen zu irgendeinem Zeitraum (zwischen 0,3 und 72 h 

p.r.)  
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Die Abbildung 4.3 zeigt je ein Beispiel für die Gruppen eins bis fünf. 

 

  

Abb. 4.3 Die Grafiken zeigen Beispiele für differentiell exprimierte Gene, die gegen die Zeit und mit 2 und 6 

Gy aufgetragen, einer der fünf im Text dargestellten Untergruppen zugeordnet werden können. Auf der X-Achse 

wurde die Zeit nach Strahlenexposition (h), auf der Y-Achse die differentielle Genexpression relativ zur 

unbestrahlten Kontrolle halblogarithmisch aufgetragen. Jeder abgebildete Punkt berechnete sich aus zwei 

Versuchen. Der Durchschnitt wurde als Symbol, das Maximum und das Minimum als oberer bzw. unterer 

Fehlerbalken abgebildet. 

 

 

Bei der ersten Grafik, beispielhaft für die Gene der Gruppe 1,  erkennt man die differentielle 

Genexpression des Genes Tcf12, 12 h nach einer Bestrahlung mit 6 Gy. Dieses Gen zeigte im 

ersten Versuch keinen Unterschied und im zweiten Versuch eine Hochregulation um den 
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Faktor 4,1 gegenüber der unbestrahlten Kontrolle. Eine differentielle Genexpression war nur 

bei 12 h p.r. zu erkennen. Deshalb erfolgte die Zuordnung dieses Gens zu der Gruppe 1. Die 

Grafik ist beispielhaft für insgesamt 11 Gene, die dieser Gruppe zugeordnet werden konnten. 

Die zweite Grafik zeigt die Veränderungen des Gens Ccna2, 24 h nach Bestrahlung mit 6 Gy. 

Die Herunterregulation um den Faktor 3,5 (Kehrwert:0,3) im ersten Versuch und die 

Herunterregulation um den Faktor 1,4 (Kehrwert:0,7) im zweiten Versuch gegenüber der 

unbestrahlten Kontrolle stellte die einzige gemessene differentielle Genexpression dieses 

Genes nach Strahlenexposition dar. Der Gruppe zwei konnten insgesamt 21 Gene zugeordnet 

werden, für die beispielhaft die Grafik zwei steht. 

In der dritten Grafik, die ein Beispiel für die Gene der Gruppe drei darstellt, erkennt man die 

Herunterregulation des Genes Prnp 72 h nach Bestrahlung mit 6 Gy. Die differentielle 

Genexpression betrug 2,6 (Kehrwert:0,4) im ersten, und 2 (Kehrwert:0,5) im zweiten 

Versuch. Zwar zeigt die Grafik auch Herunterregulationen bei 24 und 36 h p.r., aber die Höhe 

der differentiellen Genexpressionen war jeweils kleiner als 2,5 und wurde deshalb nicht 

berücksichtigt. Der Gruppe drei konnten 15 Gene zugeordnet werden. 

Die vierte Grafik zeigt bei dem Gen Hsp90ab1 Herunterregulationen gegenüber der 

unbestrahlten Kontrolle bei 12 h, 36 h und 48 h p.r. mit 6 Gy. Die differentielle 

Genexpression betrug beim ersten Versuch 1,4 (Kehrwert: 0,7) bei 12 h, 2,5 (Kehrwert:0,4) 

bei 36 h und 1,2 bei 48 h p.r. Im zweiten Versuch betrug die differentielle Genexpression 4,0 

(Kehrwert: 0,3) bei 12 h, 1,1 (Kehrwert:0,9) bei 36 h und 3,6 (Kehrwert:0,3) bei 48 h p.r.. Die 

Grafik steht als Beispiel für insgesamt neun Gene dieser Gruppe. 

Beispielhaft für insgesamt 16 Gene der fünften Gruppe zeigt die Grafik fünf das Gen Cfl1. Zu 

dem Zeitpunkt 24 h p.r. mit 6 Gy zeigte sich eine Hochregulation mit einer differentiellen 

Genexpression von 2,1 im ersten und 4,2 im zweiten Versuch. 72 h p.r. mit 2 Gy zeigte sich 

eine Hochregulation um den Faktor 2,7 im ersten und eine Herunterregulation um den Faktor 

1,1 (Kehrwert:0,9) im zweiten Versuch, gegenüber der unbestrahlten Kontrolle. Differentielle 

Genexpression kleiner 2,5 wie z.B. bei Versuch eins 0,3 h p.r. nach Bestrahlung mit 2 Gy von 

2,3 wurden nicht berücksichtigt. 

In der Tabelle 4.2 sind alle 72 Gene, sortiert nach ihrer Zugehörigkeit zu den fünf Gruppen, 

dargestellt. Im Anhang in den Abbildungen 8.5 bis 8.12 sind die Grafiken aller 72 Gene, 

aufgetragen gegen die Zeit, dargestellt. 
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Tab. 4.2 Die Tabelle zeigt eine Auflistung aller 72 differentiell exprimierten Gene aus beiden Versuchen. Die 

Gene wurden nach Genexpressionshäufigkeit (einfach oder mehrfach) in zwei Hauptgruppen und nach 

Genexpressions-Zeitpunkt p.r. in die entsprechenden Untergruppen eingeteilt. 

 

4.2.2.1.2 Selektion der sieben, für die biologische Dosimetrie geeignetsten Gene 

Aus den dargestellten 72 Genen wurden solche Gene selektiert, die den folgenden 

Auswahlkriterien entsprachen: 

• Möglichst geringe Differenzen zwischen der differentiellen Genexpression aus 

Versuch eins und Versuch zwei 

• Tendenz einer dosisabhängigen Hoch- oder Herunterregulation, möglichst konstant 

gegen die Zeit, auch bei den Genen, die sich nur zu einem Zeitpunkt differentiell 

exprimiert zeigten 

• Möglichst gleichsinnige Veränderung der Genexpression bei zwei und sechs Gray 

 

Die Auswahlkriterien erfüllten sieben Gene. Diese sieben Gene wurden zu den Zeitpunkten 

p.r. betrachtet, zu denen sie, entsprechend den Auswahlkriterien, eine differentielle 

Genexpression > 2,5 zeigten. Die differentielle Genexpression der Gene wurde zu einem 
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Zeitpunkt p.r. sowohl gegen die Strahlendosis (in Gy) (durchgängige Linie) als auch gegen 

die Klonogenität (in %) (unterbrochene Linie) aufgetragen.  

Aus den Gruppen eins bis drei erfüllte jeweils ein Gen die Auswahlkriterien. 

 

• Gruppe 1 (differentielle Genexpression bei ≤ 12h p.r.): Rab2 12h p.r. 

• Gruppe 2 (differentielle Genexpression bei 24h p.r. oder 36h p.r.): Atf4 24h p.r. 

• Gruppe 3 (differentielle Genexpression bei ≥ 48h p.r.): Bax 48h p.r. 

 

Aus den Gruppen vier und fünf kamen vier Gene für die weitere Bearbeitung in betracht.  

• Gruppe 4 (differentielle Genexpressionen zwischen 12h und 48h p.r.): Myc 12h und 

48h p.r., Fgfr1 24h und Col6a1 36h p.r. 

• Gruppe 5 (differentielle Genexpressionen zwischen 0,3h und 72h): Ryk 36h und 72h 

p.r.  

 

Die Gene aus den Gruppen vier und fünf zeigten zu mehreren Zeitpunkten p.r. eine 

differentielle Genexpression. Bei den Genen Myc und Ryk wurden mehrere Grafiken, je eine 

für jeden Zeitpunkt, angefertigt. Die 7 Gene wurden somit in insgesamt 9 Grafiken 

dargestellt. Die neun Grafiken sind im Anhang in den Abbildungen 8.13 bis 8.15 aufgeführt. 

 

Mit Hilfe der grafischen Darstellung konnten die sieben Gene als für die biologische 

Dosimetrie besonders geeignet identifiziert werden. Sie wiesen entweder einen besonders 

niedrigen Unterschied zwischen der differentiellen Genexpression von Versuch eins und 

Versuch zwei auf oder sie zeigten eine deutliche Tendenz der differentiellen Genexpression 

abhängig von der Strahlendosis.  

Diese neun Grafiken ließen sich in drei gleich große Gruppen nach den folgenden Kriterien 

unterteilen: 

• Die Gene der ersten Gruppe zeigten eine Hoch- oder Herunterregulation nach einer 

Bestrahlung mit 6 Gy und eine Tendenz in die gleiche Richtung nach einer 

Bestrahlung mit 2 Gy.  

Bei den Genen dieser Gruppe zeigte sich eine direkte Korrelation zwischen 

differentieller Genexpression und Strahlendosis. Zu dieser Gruppe gehörten die Gene 

Myc 12 h p.r., Myc 48 h p.r. und Ryk 72 h p.r.. 

• Der Gruppe zwei gehörten die Gene an, die nach einer Bestrahlung mit 6 Gy eine 
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Hochregulation, nach Bestrahlung mit 2 Gy hingegen keine oder keine gleichsinnige 

Veränderung zeigten. Die folgenden Gene gehörten zu dieser Gruppe: Atf4 24 h p.r., 

Bax 48 h p.r. und Fgfr1 24 h p.r. 

• Den Genen der Gruppe drei war gemeinsam, dass sie nach einer Bestrahlung mit 2 Gy 

eine differentielle Genexpression mit einer Hoch- oder Herunterregulation aufwiesen. 

Nach einer Bestrahlung mit 6 Gy zeigte sich keine differentielle Genexpression. Der 

Gruppe drei gehörten die Gene: Ryk 36 h p.r., Rab2 12 h p.r. und Col6a1 36 h p.r. an. 

 

Die folgenden Abbildungen stellen jeweils ein Beispiel aus jeder Gruppe dar. 

Die grafische Darstellung zeigt auf der unteren X-Achse die Strahlendosis in Gray und auf der 

oberen X-Achse die Klonogenität abnehmend in Prozent. Auf der Y-Achse ist 

halblogarithmisch die differentielle Genexpression eines untersuchten Gens abgebildet. Die 

Kurve beschreibt jeweils den errechneten Verlauf der Regression zweiter Ordnung. 

Vorausgegangene Versuche zeigten, dass die Klonogenität bei 0 Gray 100%, bei 2 Gray 71% 

und bei 6 Gray 6,8% betrug. 
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Abb. 4.4 Grafische Darstellung der differentiellen Genexpression des Gens Myc, 48 h nach Bestrahlung in 

Abhängigkeit von der Strahlendosis (durchgängige Linie/Symbol:Rechteck) und der Klonogenität 

(unterbrochene Linie/Symbol:Dreieck). Dargestellt ist der Durchschnitt der differentiellen Genexpression des 

Gens zu diesem Zeitpunkt mit Fehlerbalken (Maximalwert und Minimalwert). Die Linie beschreibt die 

Genexpressionsdaten mit einer Regression zweiter Ordnung. 

 

Die Abbildung 4.4 zeigt die differentielle Genexpression des Gens Myc, 48 h p.r. in 

Abhängigkeit von der Strahlendosis bzw. der Klonogenität. Es konnte mit zunehmender 
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Strahlendosis eine Herunterregulation des Gens gezeigt werden. 48 h nach Bestrahlung mit 2 

Gy war das Gen nur um den Faktor 1,1 (Kehrwert: 0,9), nach Bestrahlung mit 6 Gy hingegen 

um den Faktor 2,5 (Kehrwert: 0,4) herunterreguliert. Der Wiederholungsversuch brachte 

nahezu das gleiche Ergebnis. Aufgrund des dosisabhängigen Abfalls der differentiellen 

Genexpression erfolgte die Zuordnung dieses Gens zu der Gruppe 1. 
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Abb. 4.5 Grafische Darstellung der differentiellen Genexpression des Gens Bax, 48 h nach Bestrahlung in 

Abhängigkeit von der Strahlendosis (durchgängige Linie/Symbol:Rechteck) und der Klonogenität 

(unterbrochene Linie/Symbol:Dreieck). Dargestellt ist der Durchschnitt der differentiellen Genexpression des 

Gens zu diesem Zeitpunkt mit Fehlerbalken (Maximalwert und Minimalwert). Die Linie beschreibt die 

Genexpressionsdaten mit einer Regression zweiter Ordnung. 

 

 

Wie in der Abbildung 4.5 gezeigt, bestand bei dem Gen Bax, 48 h p.r. nach einer Bestrahlung 

mit 6 Gy eine Hochregulation. Die differentielle Genexpression betrug 2,6. Nach einer 

Bestrahlung mit 2 Gy hingegen zeigte sich eine Herunterregulation um den Faktor 1,3 

(Kehrwert: 0,8), die aber kleiner als 2,5 war. Die Ergebnisse aus den beiden Versuchen 

unterschieden sich maximal um den Faktor 0,15. Es zeigte sich bei niedriger Dosis eine 

Herunter- und bei 6 Gy eine Hochregulation. Deshalb erfolgte eine Zuordnung dieses Gens zu 

Gruppe 2.  
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Abb. 4.6 Grafische Darstellung der differentiellen Genexpression des Gens Ryk, 36 h nach Bestrahlung in 

Abhängigkeit von der Strahlendosis (durchgängige Linie/Symbol:Rechteck) und der Klonogenität 

(unterbrochene Linie/Symbol:Dreieck). Dargestellt ist der Durchschnitt der differentiellen Genexpression des 

Gens zu diesem Zeitpunkt mit Fehlerbalken (Maximalwert und Minimalwert). Die Linie beschreibt die 

Genexpressionsdaten mit einer Regression zweiter Ordnung. 

 

 

 

In der Abbildung 4.6 ist die differentielle Genexpression des Gens Ryk, 36 h p.r. gezeigt. 

Dargestellt ist die Herunterregulation nach einer Bestrahlung mit 2 Gy um den Faktor 3,1, 

wobei sich nach Bestrahlung mit 6 Gy keine differentielle Genexpression ≥ 2,5 zeigte. Das 

Gen ist durch die differentielle Genexpression nur nach der Bestrahlung mit 2 Gy ein 

typisches Beispiel für die Gene der Gruppe 3. 

Die sieben Gene, betrachtet zu unterschiedlichen Zeitpunkten p.r. sind in der Tabelle 4.3, 

sortiert nach dem Zeitpunkt der differentiellen Genexpression, wiedergegeben.  
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 Zeitpunkt der differentiellen Genexpression p.r. in h  

 0,3 12 24 36 48 72  

 Rab2 2Gy Fgfr1 6Gy  Bax 6Gy Ryk 6Gy  

 Col6a1 6Gy Atf4 6Gy     
Hochregulierte 

Gene 
       

 Myc 6Gy  Ryk 2Gy Myc 6Gy   

   Col6a1 2Gy    
Herunterregulierte 

Gene 
       

 

Tab. 4.3 Die Tabelle zeigt für die sechs verschiedenen Zeitpunkte p.r. die jeweiligen, für die biologische 

Dosimetrie geeigneten Gene, sortiert nach Hoch- oder Herunterregulation. Auch die Strahlendosis, bei der sich 

die differentielle Genexpression zeigte, ist mit aufgeführt.  

 

Die Tabelle zeigt die differentiell exprimierten Gene, sortiert nach Hoch- und 

Herunterregulation und nach Zeitpunkt der differentiellen Genexpression p.r.. 

Dabei kann zu fast jedem Zeitpunkt p.r. ein Gen identifiziert werden, dass sich als 

differentiell exprimiert zeigt. 48 h nach einer Bestrahlung der Zelle mit 6 Gy beispielsweise, 

zeigte das Gen Bax eine Hochregulation und das Gen Myc eine Herunterregulation ≥ 2,5. 

Außer für den Zeitraum 0,3 h p.r. konnte jeweils mindestens ein differentiell exprimiertes Gen 

gefunden werden. 

 

4.2.2.2 Unterteilung der differentiell exprimierten Gene in Abhängigkeit von ihrer 

Hauptfunktion 

 

Von den 72 differentiell exprimierten Genen wurden solche mit gleicher Hauptfunktion  

jeweils zu einer Gruppe zusammengefasst. 

Es ergaben sich sechs Gruppen, die mit den Großbuchstaben A-F bezeichnet wurden. Die 

Hauptfunktionen der Gene innerhalb der sechs Gruppen sind in der Tabelle 4.3 aufgeführt. 

Die 72 Gene waren sehr ungleichmäßig auf die einzelnen Gruppen verteilt. Die quantitative 

Zuordnung der Gene zu den Gruppen stellte sich folgendermaßen dar: 
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Gruppe Hauptfunktion Anzahl diff. exprimierter 

Gene 

A 
Onkogene, Tumor Supressorgene und 

Zellzyklus-Regulatoren 
3 

B 

Gene für die Widerstandsfähigkeit der Zelle, 

Ionenkanäle und Ionentransport, Intrazelluläre 

Signaltransduktions-, Molekül-Modulatoren 

und Effektoren 

13 

C 
Apoptose, DNA Synthese, Reparatur und 

Rekombination 
19 

D 
Transkriptionsfaktoren und DNA 

Bindungsproteine 
12 

E 
Rezeptoren, Zellhüllen Antigene und 

Zelladhäsionsverhalten 
8 

F 
Zell-Zell-Kommunikation, Zytoskelett, die 

Zellbeweglichkeit und Proteinauf- und -abbau 
17 

 

Tab. 4.4 Die Tabelle zeigt die quantitative Verteilung der 72 differentiell exprimierten Gene zu den sechs 

Gruppen A-F und die Hauptfunktionen der Gene innerhalb der Gruppen, unabhängig von dem Zeitpunkt nach 

Strahlenexposition. 

 

Die grafische Darstellung der differentiellen Genexpression der Gene zu einem Zeitpunkt p.r. 

ist in den folgenden sechs Grafiken der Abbildung 4.7 wiedergegeben. 
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Abb. 4.7 Die Abbildung enthält 6 Grafiken, welche die differentielle Genexpression der 72 Gene zu 

unterschiedlichen Zeiten p.r. angibt. Die Ergebnisse p.r. mit 2 Gy sind mittels des Dreiecks, p.r. mit 6 Gy, mittels 

Kreis dargestellt. Jede Grafik gibt die Ergebnisse zu einem Zeitpunkt p.r. wieder.   
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Die Grafiken wurden nach folgenden Kriterien ausgewertet:  

• Gene, deren differentielle Genexpression in mindestens einem Versuch größer als 2,5 

war, wurden als hochreguliert bezeichnet. 

• Gene, deren differentielle Genexpression in mindestens einem Versuch kleiner als 0,4 

(entspricht einer Herunterregulation um den Faktor 2,5) war, wurden als 

herunterreguliert bezeichnet. 

• Gene, deren differentielle Genexpression aus einem der beiden Versuche größer und 

aus dem anderen kleiner als die Kontrolle (1) waren, wurden nicht zugeordnet (N). 

 

Um die Tabelle übersichtlicher zu gestalten, wurden die Ergebnisse mittels Symbolen 

dargestellt. Dabei wurde jeweils betrachtet, ob und welche Änderung der differentiellen 

Genexpression die meisten Gene zeigten. Jedem Zeitpunkt nach Bestrahlung mit 2 und 6 Gy 

in jeder Gruppe wurde die Auswirkung der Bestrahlung mittels eines Symbols der Tabelle 4.5 

zugeordnet. Abhängig von der Art der differentiellen Genexpression wurde das entsprechende 

Symbol aus Tabelle 4.5  vergeben. In Klammern ist jeweils die Anzahl der differentiell 

exprimierten Gene, die zur Vergabe des Symbols führten, angegeben. In den Kästchen der 

Tabelle, in denen sich kein Symbol befindet, war zu dem Zeitpunkt in dieser Gruppe kein Gen 

differentiell exprimiert. 

 

Folgende Symbole wurden dabei verwendet: 

 

Symbol Bedeutung 

↑ ≥ 50% der Gene zeigten eine differentielle Genexpression ≥ 2,5. 

↑↓ 
Die differentielle Genexpression lag bei ≥ 50% der Gene oberhalb 2,5 bzw. unterhalb 

0,4. Verteilung zwischen Hoch- und Herunterregulation 1:1. 

↓ ≥ 50% der Gene zeigten eine differentielle Genexpression < 0,4. 

N 

≥ 50% der Gene zeigten eine differentielle Genexpression mit einem Wert größer als 

die Kontrolle und einem Wert kleiner als die Kontrolle. Sie konnten nicht zugeordnet 

werden. 

 

Tab. 4.5 Die Tabelle zeigt die Symbole, die in Tabelle 4.6 zur Beschreibung der verschiedenen Gen-Gruppen 

zu unterschiedlichen Zeitpunkten p.r. verwendet wurden und ihre Bedeutung. 
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Tab. 4.6 Die Tabelle zeigt die Ergebnisse der Auswertung der Grafiken, sortiert nach Hauptfunktion der Gene 

in die Gruppen A-F gegen die Zeit und Dosis. Die verwendeten Zeichen sind in Tabelle 4.5 erklärt. Die Zahlen 

in Klammern geben die Anzahl der differentiell exprimierten Gene an. Die erste Zahl entspricht der Anzahl der 

in Richtung des angegebenen Zeichens exprimierten Gene. An zweiter Stelle ist die Gesamtzahl der differentiell 

exprimierten Gene angegeben. 

 

Nach Bestrahlung mit 2 Gy zeigten sich insgesamt 36 Gene als differentiell exprimiert. Der 

Großteil der Gene (23) war herunterreguliert, das entspricht 64 %. 7 Gene konnten nicht 

zugeordnet werden (19 %) und 6 Gene waren hochreguliert (17 %). Die meisten differentiell 

exprimierten Gene waren den Gruppen C und D zugeordnet (13 bzw. 8 Gene). In den anderen 

Gruppe    Gruppe     

A   2 Gy 6 Gy D   2 Gy 6 Gy  

 0,3 h      0,3 h      

 12 h  ↓ (1/1)  ↑ (1/1)  12 h   ↓ (2/2)    

 24 h      24 h    ↑ (2/4)  

 36 h   ↓ (1/1) ↓ (1/1)  36 h   ↓ (5/5)    

 48 h      48 h    ↑ (3/4)  

 72 h      72 h N (1/1)  ↑ (2/2)  

         

B   2 Gy 6 Gy E   2 Gy 6 Gy  

 0,3 h  ↓ (1/1)     0,3 h      

 12 h ↓ (1/2) Ν (1/2)  ↑ (1/1)  12 h  ↑ (1/1) ↑ (1/1)  

 24 h   ↓ (5/9)  24 h   ↓ (5/6)  

 36 h      36 h  ↓ (1/1)    

 48 h ↑ (1/1)    48 h      

 72 h   ↑ (1/1)  72 h    ↓ (1/1)  

         

C   2 Gy 6 Gy F   2 Gy 6 Gy  

 0,3 h      0,3 h N (1/1)    

 12 h  ↓ (3/4)  ↓ (4/4)  12 h ↑ (1/1) ↓ (1/1)  

 24 h   ↓ (1/1)  24 h    ↑ (5/6)  

 36 h N (2/3) N (2/2)  36 h  ↓ (1/1) N (1/1)  

 48 h  ↓ (1/1) N (2/2)  48 h    ↑ (1/2) Ν(1/2)  

 72 h  ↓ (4/5)   ↓ (9/10)  72 h  ↑↓ (2/3)  ↓ (5/7)  
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Gruppen waren zwischen 2 und 5 Genen differentiell exprimiert. In den Gruppen C und D 

zeigte sich außerdem, dass die Gene, die zugeordnet werden konnten, herunterreguliert waren.  
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Abb. 4.8 Die Abbildung zeigt die Anzahl der differentiell exprimierten Gene nach einer Bestrahlung mit 2 Gy 

(hellere Balken) und 6 Gy (dunklere Balken) sortiert nach Zeitpunkten nach Strahlenexposition 

 

Zu den Zeitpunkten 12, 36 und 72 h p.r. sind die meisten Gene (12/11/9 Gene) differentiell 

exprimiert. Zu den anderen Zeitpunkten sind maximal 2 Gene differentiell exprimiert.  

 

Nach Bestrahlung mit 6 Gy waren insgesamt 67 Gene differentiell exprimiert. Davon waren 

die meisten (33) Gene herunterreguliert (49 %). 19 Gene waren hochreguliert (28 %) und 15 

Gene konnten nicht zugeordnet werden (22 %). 

Differentielle Genexpression zeigte sich vor allem in den Gruppen B-F. In der Gruppe A 

zeigten sich nur 2 Gene, in den Gruppen B-F zwischen 8 und 19 Gene als differentiell 

exprimiert.  Die Richtung der differentiellen Genexpression war abhängig von der Gruppe. So 

zeigten sich in Gruppe B 5 von 11 Genen herunterreguliert, in der Gruppe E waren es 6 von 8 

differentiell exprimierten Genen. Einheitlich herunterreguliert waren die Gene der Gruppe C. 

Alle 14 Gene dieser Gruppe, die zugeordnet werden konnten, waren herunterreguliert. In der 

Gruppe D waren 7 von 10 differentiell exprimierten Genen hochreguliert.  In der Gruppe F 

waren 7 Gene hochreguliert, genauso viele Gene waren auch herunterreguliert.  

Betrachtet man die differentielle Genexpression p.r. mit 6 Gy, sortiert nach den 

unterschiedlichen Zeitpunkten p.r., so zeigt sich, dass die meisten Gene zu den Zeitpunkten 
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24 und 72 h p.r. differentiell exprimiert sind. 0,3 h p.r. zeigt sich kein Gen und zu den 

Zeitpunkten 12 h, 36 h und 48 h p.r. 4 bzw. 8 Gene differentiell exprimiert.  

 

Vergleicht man die differentielle Genexpression von 2 Gy und 6 Gy so fällt zunächst auf, dass 

p.r. mit 6 Gy mehr Gene (67/36) differentiell exprimiert waren und dass zu mehreren 

Zeitpunkten p.r. innerhalb der Gruppen, differentiell exprimierte Gene vorliegen (21/18).  

Unabhängig von der Strahlendosis sind die meisten Gene herunterreguliert, bei 2 Gy 23 von 

36 und bei 6 Gy 33 von 67. Bei 2 Gy entspricht das 64 % und bei 6 Gy 49 % aller differentiell 

exprimierten Gene.  

Wenn sich nach einer Bestrahlung mit 2 Gy differentiell exprimierte Gene zeigten, lagen in 

12 Fällen auch nach einer Bestrahlung mit 6 Gy differentiell exprimierte Gene vor, die sich in 

fünf Fällen gleichsinnig verändert hatten. In sechs Fällen zeigten sich nur nach Bestrahlung 

mit 2 Gy differentiell exprimierte Gene und in neun Fällen waren p.r. mit 2 Gy keine 

differentiell exprimierten Gene zu finden, wohl aber nach Bestrahlung mit 6 Gy. 

Bei dem Vergleich der einzelnen Gruppen fällt auf, dass in Gruppe A, unabhängig von der 

Strahlendosis, nur zwei Gene differentiell exprimiert waren. In den Gruppen B, E und F 

zeigten sich die Gene bezüglich der Hoch- oder Herunterregulation sowohl innerhalb einer 

Strahlendosis als auch im Vergleich zwischen den Strahlendosen uneinheitlich. 

Gleichsinnig verhielten sich die Gene in der Gruppe C: Unabhängig von der Strahlendosis 

oder der Zeit p.r. waren die meisten Gene herunterreguliert. Abhängig von der Höhe der 

Strahlendosis zeigten die Gene der Gruppe D ein gegensätzliches Verhalten. Nach 

Bestrahlung mit 2 Gy waren alle Gene, die zugeordnet werden konnten, herunterreguliert. Die 

meisten Gene der Gruppe waren, nachdem sie einer Strahlendosis von 6 Gy ausgesetzt waren, 

hochreguliert.  

Die Gene waren sehr unterschiedlich auf die einzelnen Gruppen verteilt, was die Gruppen von 

der Gewichtung sehr ungleich macht. Deutlich wird das, wenn man die Gruppen C oder F mit 

einer Vielzahl differentiell exprimierter Gene mit der Gruppe A mit jeweils zwei differentiell 

exprimierten Genen vergleicht.  

 

Betrachtete man die Unterschiede in der differentiellen Genexpression abhängig von der 

Strahlendosis und der Zeit, so fällt auf, dass die meisten Gene, p.r. mit 2 Gy, nach 12, 36 und 

72 h  differentiell exprimiert waren. Nach Bestrahlung mit 6 Gy waren 24 und 72 h p.r. die 

meisten Gene differentiell exprimiert (siehe Abb. 4.8). 
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Abb. 4.9 Schematische Darstellung der Vorgehensweise bei der Auswahl biologischer Parameter („gene 

targets“) zur Abschätzung der Strahlendosis (biologische Dosimetrie) und des Strahlenschadens (biologische 

Indikatoren). 

 

 

Auswahl geeigneter 

Autoradiographien 

Einstellung der Reproduzierbarkeit und
Sensitivität der Methode

Festlegung:  

  Summengrauwerte < 10.000 = 10.000   

  Auswahl von Quotienten > 2,5 bzw. < 0,4 

Auswertung der Rohdaten

Normalisierung 
   
 

Normalisierung gegen 

Gesamtgenexpression

Quotientenbildung zur

Ermittlung von

Vorauswahl von 72 Genen 

 

  
 

 

Ermittlung der Reproduzierbarkeit der  

Experimente:  

1. Vergleich von Proben beider Versuche, die 
unter gleichen Bedingungen (Dosis, 
Zeitpunkt p.r.) aufgearbeitet wurden.

2. Vergleich der Quotienten aus Kontrolle und 
bestrahlter Probe beider Versuche. 

Genexpressionsunterschieden

Endauswahl von sieben „gene targets“, die aufgrund einer dosis- und 

klonogenitätsabhängigen Genexpression als biologische Parameter zur    

Frühdiagnostik von Strahlenschäden dienen könnten 
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5 Diskussion 

 

 

5.1 Methodik 

 

5.1.1 Genexpressionsarray 

 

In der Literatur finden sich erst seit dem Jahr 2002 Richtlinien und Ergebnisse für die 

Untersuchung methodischer Fragestellungen, wie Reproduzierbarkeit und 

Normalisierungsverfahren des Genexpressionsarrays. So wurden früher viele 

molekulargenetische Studien ohne Wiederholungsversuche durchgeführt (Le et al. 2000, 

S.9834) bzw. wenige Untersuchungsergebnisse diesbezüglich publiziert (Brazma et al. 2000, 

S.17). Eine Arbeit beschreibt eine neue Gen-Selektionsmethode, die durch mehrfache 

Vergleichsprüfung Fehler und Reproduzierbarkeit der Array-Auswertung bewertet. Die 

Ursachen der Unterschiede in der Datenauswertung sollen damit gefunden werden (Fu et al. 

2003, S.191). Eine Arbeit von Yang et al. 2002 (S.62) beschreibt, wie wichtig die Betrachtung 

der Gesamtgenexpression als Normalisierungsverfahren ist. Diese Normalisierung sollte als 

Grundlage zur Auswertung eines cDNA Arrays benutzt werden. Diese Methode wurde auch 

in der vorliegenden  Arbeit gewählt. Eine weitere Arbeit befasste sich ebenfalls mit der Art 

der Ermittlung von Reproduzierbarkeit und Normalisierung (Staßen et al. 2003, S. 321). Hier 

wurden die gleichen Methoden zur Bestimmung von Sensitivität und Spezifität wie in dieser 

Doktorarbeit angewandt. Die Beschreibung der durchgeführten Methoden zur Normalisierung 

war ein Teil der vorliegenden Arbeit, um eine hohe Reproduzierbarkeit von 95,5 % zu 

erzielen.  

 

5.1.2 Hybridisierung und Autoradiographie 

 

Die Erstellung optimaler Autoradiografien, die für die Auswertung des Experimentes 

verwendet werden konnten, stellte sich als problematisch heraus, da die hybridisierten Proben 

unterschiedlich starke Schwärzungen der Autoradiografien hervorriefen. Für jede 

hybridisierte Probe mussten mehrere Autoradiografien zur Auswahl stehen, damit solche in 
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die Auswertung eingehen konnten, die eine vergleichbare Gesamtgenexpression aufwiesen, 

gegen die später normalisiert werden sollte. Die Expositionszeit der jeweiligen 

Autoradiografien musste dabei anhand von Erfahrungswerten und unter Berücksichtigung der 

Halbwertszeit des 
32

P abgeschätzt werden und lag zwischen 3 und 14 Tagen.  

Wurden Autoradiografien miteinander verglichen, deren Normalisierungsfaktor im Bereich 

von 2 oder darüber bzw. im Bereich von 0,5 oder darunter lag, konnten erhebliche 

Reduktionen in der Reproduzierbarkeit auftreten (Tab. 4.1, Kap. 4.2.1). Diese 

Autoradiografien durften nur ausnahmsweise und nach Kontrolle der Auswertbarkeit für den 

Vergleich benutzt werden. Verantwortlich dafür ist der geringe lineardynamische Bereich, 

innerhalb dessen die Schwärzungen linear in Grauwerte übertragen werden können.  

Die Erfassung der Hybridisierungsprodukte mittels eines Phosphorimagers hilft, diese 

Schwierigkeiten zu beheben, da die handelsüblichen Geräte einen dynamischen Bereich von 5 

Zehnerpotenzen aufweisen. Zusätzlich bietet der Phosphorimager noch den Vorteil der 

direkten Digitalisierung der Ergebnisse: Durch den Prozess des Scannens der 

Autoradiografien entstand unweigerlich ein Informationsverlust. 

Darüber hinaus waren in einigen Fällen die punktförmigen Hybridisierungsprodukte durch 

einen zu großen Abstand zwischen der in Plastikfolie eingepackten Nylonmembran und dem 

Film unscharf abgebildet oder der Film wies Artefakte auf, so dass diese Autoradiografien 

unbrauchbar waren. 

 

5.1.3 Atlas Image 2.01 Software 

 

Die Anwendung der „Atlas Image 2.01“ Software zeigte einige Nachteile auf. So mussten die 

punktförmigen Schwärzungen der Autoradiographien nach der Digitalisierung mit dem 

Koordinatensystem der Software in Übereinstimmung gebracht werden („Alignment“). Dabei 

mussten alle sich von dem Hintergrund abhebenden Punkte exakt zugeordnet werden, da eine 

Verschiebung um einen Pixel einen falschen Zahlenwert ergab. Bei der Menge der 

zuzuordnenden Hybridisierungsprodukte (200 hybridisierte Membranen mit maximal 1176 

Genen) bedeutete das einen erheblichen Zeitaufwand und hohe Konzentration. Darüber hinaus 

musste der Hintergrund an vielen Stellen von Hand angeglichen werden, da große 

Hybridisierungsprodukte die Koordinaten anderer Gene überlagerten und damit diese Gene 

fälschlicherweise von der Software detektiert wurden. Zudem sind folgende Limitierungen zu 

nennen: 
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• Der maximale Summengrauwert eines Hybridisierungsproduktes betrug 60.000. Der 

Schwellenwert in der vorliegenden Arbeit wurde bei 10.000 festgelegt, um eine 

befriedigende Reproduzierbarkeitsrate von 95 % zu erhalten (Kap. 4.2.1). Damit ergab 

sich ein enger lineardynamischer Bereich von 6, innerhalb dessen die 

Genexpressionsunterschiede dargestellt werden konnten. Diese Limitierung war der 

Grund dafür, dass nur solche Membranen miteinander verglichen wurden, deren 

Normalisierungsfaktor möglichst nahe bei 1 und maximal bei 2 lag. 

• Die Ausdehnung der punktförmigen Hybridisierungsprodukte der Autoradiografien blieb 

dann unberücksichtigt, wenn die Hybridisierungsprodukte auch außerhalb des Messfeldes 

lagen. Dadurch fielen diese Gene aus der Beurteilung.  

• Die Software ermittelte häufig undefinierte Quotienten, die sie von weiteren 

Berechnungen ausschloss. 

• Zu große punktförmige Hybridisierungsprodukte, die benachbarte Koordinaten 

überlagerten, verhinderten eine Auswertung der benachbarten Gene. Es ist möglich, dass 

dadurch wichtige differentiell exprimierte Gene unberücksichtigt blieben. 

• Eine Auswertung der Daten wie z.B. die Ermittlung der differentiellen Genexpression 

zweier Autoradiografien war mit dieser Software nicht möglich. 

Die weitere Auswertung der Daten, die Normalisierung und die Berechnung der 

differentiellen Genexpression erfolgten daher mithilfe eines selbst programmierten Excel-

Makros. Damit konnten die Limitierungen der Software zumindest teilweise umgangen 

werden.  

 

5.1.4 Einstellung der Sensitivität und Reproduzierbarkeit der Methode 

 

Nach Bestimmung des Summengrauwertes eines exprimierten Gens wurde durch die Atlas 

Image-Software der Grauwert des Hintergrundes ermittelt und von dem Summengrauwert des 

Gens subtrahiert. Lag der Grauwert des Hintergrundes über dem Summengrauwert des Gens, 

nahm die Expression dieses Gens den Wert Null an. Wurde die Genexpression zweier Proben 

über Quotientenbildung miteinander verglichen, bildete die Software aufgrund des „Problems 

der Null“ häufig „undefinierte Quotienten“, die nicht in die weiteren Berechnungen eingehen 

konnten. Die Auswertung gerade solcher Gene erschien jedoch interessant, da es sich in der 

Regel um Gene mit deutlichen Genexpressionsunterschieden handelte. Um dennoch 

Berechnungen mit diesen Genen durchführen zu können wurde ein Schwellenwert von 10.000 
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festgelegt: Gene, deren Summengrauwert < 10.000 lag wurden auf 10.000 gesetzt. Dieser 

Schwellenwert wurde unter dem Aspekt der Erzielung einer zufriedenstellenden 

Reproduzierbarkeit von 95,5 % zweier unabhängiger Versuche ermittelt (Kap. 4.2.1). Durch 

die Einführung dieses Schwellenwertes konnte die Reproduzierbarkeit individuell eingestellt 

und damit eine Unterscheidung hoch- und herunterregulierter Gene vom Hintergrundrauschen 

ermöglicht werden. Jedoch haben die Maßnahmen zur Gewährleistung einer hohen 

Reproduzierbarkeit eine Reduktion der Sensitivität zur Folge. Wie bereits erwähnt, können 

die Summengrauwerte den maximalen Wert von 60.000 annehmen. Der für die Auswertung 

gesetzte Schwellenwert lag bei einem Summengrauwert von 10.000. Aus diesen Gründen 

wurden höchstens 6-fache Unterschiede in der Genexpression erkannt. Unter Einbeziehung 

eines maximalen Normalisierungsfaktors von 2 ließ die Methode demnach höchstens die 

Erkennung eines Genexpressionsunterschiedes um den Faktor 12 zu. Bei der 

Literaturrecherche zeigte sich, dass bei etwa 80% der Veröffentlichungen die differentielle 

Genexpression maximal den Faktor 10 erreicht. 

Mithilfe der Festlegung eines unteren Schwellenwertes von 10.000 und der Höhe der 

messbaren Genexpressionsunterschiede zweier Proben von > 2,5 bzw. < 0,4 konnte eine 

Reproduzierbarkeit der Versuche, je nach Art des durchgeführten Vergleiches, im günstigsten 

Fall von 95,5 % bis 99,6 % erreicht werden (Tab. 4.1, Kap. 4.2.1). Eine Arbeit von Port et al. 

2005 (S.59) beschreibt eine Reproduzierbarkeit der Ergebnisse bei der Anwendung des selben 

Genexpressionsarrays von ≥ 90% im Vergleich mit der RTQ-PCR. 

 

5.1.5 Normalisierung 

 

Für die Normalisierung standen zwei verschiedene Verfahren zur Verfügung. Zum einen 

konnten die Autoradiografien gegen die ermittelte Gesamtgenexpression zum anderen gegen 

die Genexpression eines oder mehrerer „Haushaltsgene“ (z.B. Ubiquitin) normalisiert werden. 

In anderen, vergleichbaren Arbeiten (Staßen et al. 2003, S.322) zeigte sich, dass in der Regel 

bezüglich der erzielten Reproduzierbarkeit, im Vergleich die Normalisierung gegen Ubiquitin 

häufiger Abweichungen zeigte. Unter Umständen war die unterschiedliche Genexpression des 

Ubiquitins artefaktbedingt. Die Ursachen für diese Unterschiede konnten nicht nachgewiesen 

werden. Die Normalisierung gegen die Gesamtgenexpression zeigte dagegen geringere 

Abweichungen zwischen den Versuchen. Insgesamt hatte die Art der Normalisierung bei 

Staßen et al. keinen Einfluss auf die Ergebnisse. In der vorliegenden Arbeit wurde die 

Normalisierung mittels der Gesamtgenexpression durchgeführt, um mögliche 
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Fehlhybridisierungen, unvollständige Hybridisierungen der Proben cDNA an den 

komplementären Bindungspartnern des Arrays auszuschalten und die Abweichungen so 

gering wie möglich zu halten. Unterschiede in der Gesamtgenexpression konnten auf 

unterschiedlich lange Expositionszeiten der Autoradiografien gegenüber den 

Hybridisierungsproben oder intraindividuellen Schwankungen bei der Durchführung der 

Versuche zurückgeführt werden. Unsere Erfahrungen zeigten, dass zur Erzielung einer hohen 

Reproduzierbarkeit der Normalisierungsfaktor kleiner als 2 bzw. größer als 0,5 sein sollte. In 

der Literatur fanden sich keine Arbeiten, die sich mit der Höhe des Normalisierungsfaktors 

beschäftigten.  

 

5.1.6 Reproduzierbarkeit der durchgeführten Experimente 

 

Der Vergleich der Proben beider Versuche, die bezüglich der Bestrahlungsdosis und des 

Untersuchungszeitpunktes nach Strahlenexposition unter gleichen Bedingungen gewonnen 

wurden, ergab eine hohe Reproduzierbarkeit von durchschnittlich 95,5 %. Die Versuche 

zeigten zum Teil deutliche Abweichung um bis zu 16 Prozentpunkte der 

Reproduzierbarkeiten bei Werten zwischen 84 % und 100 %. Es gilt zu bedenken, dass trotz 

dieses guten Durchschnittswertes davon abweichende Proben eine nur unzureichende 

Reproduzierbarkeit aufwiesen. Aus diesem Grund müssten bei dem 2 Gy-Versuch 2 von 12 

Autoradiografien (17 %) und bei dem 6 Gy-Versuch 3 von 12 Autoradiografien (25 %), die 

eine Reproduzierbarkeit kleiner 95 % erreichten, erneut aufgearbeitet werden.  

Eine Erklärung für die beschriebenen Abweichungen liegt sicherlich in dem kritischen Schritt 

der Umschreibung der mRNA in cDNA und der Limitierung autoradiographischer 

Auswertung durch den geringen lineardynamischen Bereich.  

Trotz der aufgezeigten Limitierungen und Probleme bei der Handhabung eignete sich der 

Atlas Array als Screeningverfahren, um aus einer Vielzahl von Genen eine überschaubare 

Menge an differentiell exprimierten Genen herauszufiltern. So konnten aus 1176 Genen 

sieben Gene definiert werden, die im Anschluss mittels RTQ-PCR (Taqman) noch überprüft 

werden müssen. Auf diese Weise wird dem Umstand Rechnung getragen, dass bei Benutzung 

des komplexen Primercocktails mit mehreren hunderten Primern trotz stringenter 

Hybridisierungsbedingungen Fehlhybridisierungen aufgetreten sein könnten. Erst mit Hilfe 

der RTQ-PCR ist eine valide Quantifizierung möglich. Diese Vorgehensweise findet sich 

häufig in der Literatur. Die Detektion geeigneter Gene mittels Array und Bestätigung der 

Ergebnisse mittels Q-PCR beschreiben Li et al. 2004, (S.8442), Kim et al. 2005 (S.1759) und 
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Goff et al. 2004 (S.76) um beispielhaft drei aktuelle Veröffentlichungen zu nennen. Die 

Veröffentlichung von Liss 2002 (S.89) beschreibt die Vorteile der RTQ-PCR und ihre 

Entwicklung zu einem Routineverfahren zur quantitativen Bestimmung der Genexpression. 

 

 

5.2 Genexpression - Differentiell exprimierte Gene nach Bestrahlung  

 

Die Gene, die als biologische Parameter zur Frühdiagnostik der Strahlendosis in Frage 

kommen, sollten folgende Kriterien erfüllen: 

• Abhängigkeit der differentiellen Genexpression von der Dosis / Klonogenität 

• Konstante differentielle Genexpression über einen längeren Zeitraum 

• Bestätigung der gefundenen Ergebnisse im zweiten Versuch 

 

Unter den sieben definierten Genen zeigten sich drei Gene zu zwei Zeitpunkten p.r. als 

differentiell exprimiert. Vier Gene waren nur zu einem Zeitpunkt p.r. differentiell exprimiert. 

In der Tabelle 4.2 sind die Gene sortiert nach Zeitpunkt p.r. und Art der differentiellen 

Genexpression aufgeführt. Das Gen Myc ist 12 h und 48 h p.r. mit 6 Gy um den Faktor 2,8 

bzw. 2,5 herunterreguliert. Es handelt sich dabei um das „c-myc proto-onkogen“. Für das 

Gen sind in der Literatur mehrere Funktionen beschrieben. Es beeinflusst die 

Zellzyklusregulation, die Transkription und das Zellwachstum. Eine Überexpression des Gens 

wird mit der Entstehung diverser Tumoren in Verbindung gebracht (Trumpp et al. 2001, 

S.768). Es ist beispielsweise für die Neovaskularisierung in Tumoren essentiell (Baudino et 

al. 2002, S.2530) und beeinflusst die Latenzzeit bei Brustkrebs (Cozma et al. 2002, S.969). 

Eine Arbeit fand eine Herunterregulation des c-myc Gens als wichtigen Bestandteil der 

strahleninduzierten Apoptose  (Enomoto et al. 2003, S.589). Bei dem Vergleich mit den 

Ergebnissen anderer Arbeiten fiel ebenfalls eine Repression dieses Genes bei der ML-1 

Zellreihe um den Faktor 8 (Amundson et al. 1999, S.3666), bei der humanen 

lymphoblastoiden Zelllinie GM14660 (Tusher et al. 2001, S.5116) und bei HL-60 Zellen um 

den Faktor 5 (Balcer-Kubiczek et al. 1998, S.663) auf. Die einzige Arbeit, in der eine 

strahleninduzierte differentielle Genexpression des Myc Genes beschrieben wird, ist von 

Staßen et al. (2003, S.323). In dieser Arbeit mit MCF-7-Zellen fand sich das Gen nach 

Strahlenexposition ohne deutliche Dosisabhängigkeit bis Faktor 3,1 konstant hochreguliert .  
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Eine dosisabhängige Hoch- und Herunterregulation zeigte sich bei den Genen Ryk und 

Col6a1. Beide Gene zeigten 36 h nach einer Bestrahlung mit 2 Gy eine Herunterregulation 

um den Faktor 3,1 bzw. 3,7. Das Gen Ryk war 72 h nach Strahlenexposition mit 6 Gy um den 

Faktor 2,5 und das Gen Col6a1 12 h nach Bestrahlung mit 6 Gy um den Faktor 3,3 

hochreguliert. 

Bei dem Gen Ryk handelt es sich um eine „receptor-like tyrosin kinase“, die auf die 

Aktivität verschiedener Proteinkinasen, des Rezeptors, der ATP Bindung und der Transferase 

Einfluss nimmt. Sie kontrolliert die kraniofaziale Entwicklung und die Entstehung 

neurologischer Bahnen (Halford et al. 2001, S.34). Ebenfalls wurde von Halford die 

Bedeutung des RYK-Gens für den Aufbau und die Verteilung von EPH-Rezeptoren 

beschrieben. EPH Rezeptoren und Epiphrin (Ligand des EPH Rezeptors) Überexpression 

kann zur Tumorgenese durch Beeinflussung des Tumorwachstums und des Überlebens 

(Surawska et al. 2004, S.419) beitragen.  

Das Protein des Col6a1 Gens stellt die „collagen 6 alpha 1 Untereinheit“ dar. Es beeinflusst 

den Aufbau und die Struktur des Kollagens und damit der extrazellulären Matrix. Eine 

Funktionsstörung des Gens wird für die Entstehung verschiedener Myopathien (z.B. Bethlem 

Myopathie) verantwortlich gemacht (Vanegas et al. 2002, S.513). Für beide Gene fand sich 

keine Literatur, die eine strahleninduzierte Veränderung dieser Gene beschreibt. 

12 h nach der Bestrahlung mit 2 Gy zeigte sich das Gen RAB-2 um den Faktor 3,2 erhöht. 

Das Gen „RAB-2“ aus der Familie der RAS-Onkogene ist an der Rezeptorvermittelten 

Signaltransduktion beteiligt. In der Literatur wird der Einfluss des Gens auf die ATP, und 

GTP Bindungsaktivität, außerdem auf die Aktivität der GTPase und die Protein-Transport 

Aktivität beschrieben. Nach Lee et al. (2003, S.559) handelt es sich um ein anti-apoptotisches 

Gen. Eine weitere wichtige Funktion des Gens liegt in der Einflussnahme auf die Endo- und 

Exozytose und intrazelluläre, vesikuläre Transportmechanismen.  Eine Überexpression dieses 

Gens wurde im peripheren Blut von Patienten gefunden, die am Sezary-Syndrom oder 

anderen myeloischen oder lymphatischen malignen Erkrankungen leiden (Culine et al. 1993, 

S.41). In zwei Arbeiten zeigten sich folgende Ergebnisse nach Strahlenexposition: Bei MCF-

7-Zellen zeigte sich eine erhöhte Genexpression nach einer Dosis von 2 Gy mit Quotienten 

bis 2,6 (Staßen et al. 2003, S.323) und Amundson et al. (1999, S.3666) beschrieb für ML-1-

Zellen eine Induktion eines RAB-Gens (nicht näher definiert) 4 h nach einer Dosis von 20 Gy 

um den Faktor 6,4.  

24 h p.r. mit 6 Gy fanden sich zwei Gene hochreguliert. Das Gen ATF4, „activating 

transkription faktor 4“ war nach Bestrahlung mit 6 Gy um den Faktor 3,3 stärker 
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exprimiert. Der  Transkriptionsfaktor gehört zu einem Komplex aus verschiedenen 

Transkriptionsfaktoren und nimmt Einfluss auf die Aktivität der Translationsregulatoren, der 

DNA-Bindung und der Proteinbindung. ATF4 ist als wichtiger Teil einer 

Signaltransduktionskette als zelluläre Antwort auf Stressreaktion des Endoplasmatischen 

Retikulums aufgefallen (Ma et al. 2003, S.34864). Eine andere Arbeit zeigte, dass ATF4 

Überexpression die Proliferation und Differenzierung von Brustdrüsenepithel inhibiert und 

damit eine einseitige Laktation und frühzeitige Involution fördert (Bagheri-Yarmand et al. 

2003, S.17421). 

Das andere Gen, FGFR1, war um den Faktor 3,9 hochreguliert. Bei diesem Gen handelt es 

sich um den „fibroblast growth factor receptor 1“. Seine Aktivierung spielt eine 

entscheidende Rolle bei der Aktivität verschiedener Kinasen, der Gehirnentwicklung, der 

Innenohr-Morphologie, der Signaltransduktion, der Aktivität von Transferasen und hat 

Einfluss auf die Zellzyklusregulation (Zhan et al. 2004, S. 55348). Der FGFR1 ist für viele 

zelluläre Prozesse wichtig. Dazu gehören beispielsweise die Proliferation, die Migration und 

Differenzierungen für z.B. die Angiogenese, Osteogenese und die Chondrogenese (Kovalenko 

et al. 2003, S.14087). In der Literatur fanden sich für keines der beiden Gene Untersuchungen 

auf strahleninduzierte differentielle Genexpression.  

Ein weiteres Gen, das sich nur zu einem Zeitpunkt nach Strahlenexposition, nämlich 48 h p.r. 

mit 6 Gy um den Faktor 2,6 hochreguliert zeigte, war das „Bcl2-associated X protein 

(BAX)“. Das Protein findet sich auf endoplasmatischen, nukleären und mitochondrialen 

Membranen. Von besonderem Interesse für diese Arbeit sind zwei in der Literatur 

beschriebene Eigenschaften des BAX. Zum einen kann es Apoptose induzieren, zum anderen 

ist das Gen in der Literatur als gut auf ionisierende Strahlung reagierend beschrieben. 

Amundsen et al. bestätigten 1999 (S.3666) mit Hilfe eines Mikroarrays die strahlenabhängige 

Veränderung der Genexpression des BAX Gens. Seine Fähigkeit die Apoptose oder 

Mikrokernbildung einzuleiten scheint eng mit der Strahlendosis zusammenzuhängen. Ahmed 

beschrieb 2004 (S.43), dass u. a. BAX ein Effektor der Apoptose nach ionisierender Strahlung 

ist. Eine Arbeit von Bishay et al. (2000, S.916) fand, dass nach Bestrahlung die 

Mikrokernbildung zunahm und sich eine deutliche positive Korrelation zwischen der 

Hochregulation u. a. des BAX Gens und der Zunahme der Mikrokernbildung zeigte. Cui et al. 

beschrieben 2004 (S.39), dass die Expression des Apoptose induzierenden BAX mit einem 

Anstieg der Strahlendosis verbunden ist. Guo et al. veröffentlichten 2004 (S.535) eine Arbeit 

in der sie nach Exposition von MCF-7 Zellen mit ionisierender Strahlung keine BAX 

Hochregulation fanden, obwohl BAX auf ionisierende Strahlung reagiert.  
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Bei dem Vergleich der in dieser Arbeit gefundenen Gene mit strahleninduzierter 

differentieller Genexpression gegenüber der Kontrolle mit den bereits publizierten Genen fällt 

die weitgehende Übereinstimmung mit den Ergebnissen unterschiedlicher Modelle auf. Dies 

unterstreicht die Einsatzfähigkeit des Genexpressionsarrays als Screeningverfahren zur 

Identifizierung strahleninduzierter Gene.  

Zusätzlich zu bereits von weiteren Arbeitsgruppen in anderen Modellen beschriebenen 

differentiell exprimierten Genen konnten vier bislang unbekannte strahleninduzierte Gene 

ermittelt werden:  

Atf4 - activating transcription factor 4 

Fgfr1 - fibroblast growth factor receptor 1  

Ryk - receptor-like tyrosin kinase und  

Col6a1 - collagen 6 alpha 1 Untereinheit  

 

Die bekannten biologischen Funktionen der Gene können mit den gefundenen differentiellen 

Genexpressionen und der Induktion des Zelltodes nach ionisierender Strahlung meistens 

vereinbart werden. 

So ist eine Herunterregulation des Zellwachstums und der Transkription, die über das c-myc 

Gen gesteuert wird, bei strahleninduzierter Apoptose zu erwarten gewesen. Ebenso ist die 

Abnahme von Zellfunktionen wie: ATP Bildung und Steuerung verschiedener Rezeptoren mit 

Hilfe des Ryk Gens und Abnahme des Kollagenaufbau mit Hilfe des COL6a-1 Gens nach 

ionisierender Bestrahlung der Zellen nachvollziehbar. 

Die Hochregulation des ATF4 als Teil eines Komplexes verschiedener Transkriptionsfaktoren 

wirkt zunächst verwunderlich, wenn man eine Zunahme der Transkription bei Hochregulation 

des Gens erwartet. In der Literatur wird die Hochregulation des ATF4 aber mit einer 

Abnahme der Proliferation und Differenzierung der Zellen in Zusammenhang gebracht. Das 

lässt sich auch mit der Induktion des Zelltodes vereinbaren. 

Die Hochregulation des Gens RAB-2, das an der rezeptorvermittelten Signaltransduktion im 

Rahmen der Apoptose beteiligt ist und des proapoptotischen BAX Gens, ist nach 

ionisierender Strahlung verständlich. In der Literatur wird der Zelltod oder ein Stopp des 

Zellwachstums mit einer Herunterregulation des FGFR1 Gens, dass beispielsweise auf die 

Proliferation, die Migration und die Differenzierung verschiedener Gewebe Einfluss nimmt, 

in Zusammenhang gebracht.  

In der Tabelle 4.3 sind die sieben differentiell exprimierten Markergene sortiert nach  den 

sechs Zeitpunkten nach Strahlenexposition und Hoch- und Herunterregulation dargestellt. 
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Diese Tabelle kann, im Sinne einer biologischen Dosimetrie, ein wichtiges Instrument zur 

Detektion stattgefundener Strahlenexposition sein. Markergene können ausgewählt werden 

und bei dem Nachweis einer differentiellen Expression dieser Gene können durch einen 

Vergleich mit den Ergebnissen der Tabelle Rückschlüsse auf die Strahlendosis und den 

Zeitpunkt der Strahlenexposition gezogen werden. Umgekehrt können auch bei bekannter Zeit 

nach fraglicher Strahlenexposition Gene aus der Tabelle ausgewählt werden, deren 

differentielle Genexpression ein Hinweis auf eine stattgefundene Strahlenexposition und die 

Dosis derselben gibt. Insgesamt konnte kein Gen gefunden werden, dass dosisabhängig 

kontinuierlich gegen die Zeit eine differentielle Genexpression zeigte. Ein Gen reicht zur 

Beurteilung nicht aus, deshalb sollten möglichst alle sieben Markergene in einem Versuch 

berücksichtigt werden. Erst dann kann eine Aussage über die Höhe der Strahlenexposition 

getroffen werden.  

Nachfolgende Untersuchungen werden weiterhin herausstellen, wie sich die ermittelten 

strahleninduzierten differentiellen Genexpressionen auf translationaler und posttranslationaler 

Ebene auswirken. Davon ausgehend wird sich die klinische Bedeutung der gefundenen 

differentiell exprimierten Gene zur Frühdiagnostik von Strahlenschäden in der Medizin 

zeigen. 

 

5.2.1 Strahleninduzierte differentielle Genexpression bei unterschiedlichen 

Zellreihen 

 

Die Mikrokernbildung wurde bei unterschiedlichen Lebewesen und Zellreihen nachgewiesen. 

In der vorliegenden Arbeit wurden Mäusefibroblasten der Zellreihe L929 untersucht und die 

MN-Bildung nachgewiesen. Die Zelllinie MCF-7, humane Adenokarzinomzellen der 

Brustdrüse sind ebenfalls zur MN-Bildung fähig. Eine Arbeit von Staßen et al. (2003) über 

die MCF-7 Zellreihe wurde herangezogen, um einen Vergleich der differentiell exprimierten 

Gene unterschiedlicher Zelltypen zu erhalten, die für die Mikrokernbildung verantwortlich 

sein könnten. In der Arbeit mit der MCF-7 Zelllinie wurde der „BD Atlas Human 1.2 Array“ 

(Clontech) mit ebenfalls 1176 Genen verwendet. 219 von jeweils 1176 Genen (18,6 %) 

wurden sowohl auf dem „BD Atlas Human 1.2“ Array als auch auf dem in dieser Arbeit 

verwendeten „BD Atlas Mouse 1.2 Array“ abgebildet.  

In beiden Arbeiten zeigten sich 72 der 1176 Gene als differentiell exprimiert (6,1 %). Bei dem 

Vergleich der Ergebnisse fiel auf, dass drei Gene, nämlich: BNIPL, RAB2 und APP unter den 

72 differentiell exprimierten Genen in beiden Arbeiten gefunden wurden (6 %). Die 
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differentielle Genexpression verhielt sich bei den drei Genen in beiden Arbeiten bezüglich der 

Dosisabhängigkeit, dem Zeitpunkt nach Bestrahlung und der Richtung der differentiellen 

Genexpression nahezu gleich. Für alle drei Gene findet sich in der Literatur kein Hinweis auf 

eine differentielle Genexpression nach ionisierender Strahlung.  

Beide Arrays enthielten die Gene sortiert nach 6 Hauptgruppen, in denen je 196 Gene mit 

ähnlicher Hauptfunktion zusammengefasst waren. Die Hauptfunktionen sind bei beiden 

Arrays identisch und in Tabelle 5.1 angegeben. 

 

Gruppe Hauptfunktion 

A Onkogene, Tumor Supressorgene und Zellzyklus-Regulatoren 

B 
Gene für die Widerstandsfähigkeit der Zelle, Ionenkanäle und Ionentransport, 

Intrazelluläre Signaltransduktions-Molekül- Modulatoren und Effektoren 

C Apoptose, DNA Synthese, Reparatur und Rekombination 

D Transkriptionsfaktoren und DNA Bindungsproteine 

E Rezeptoren, Zellhüllen Antigene und Zelladhäsionsverhalten 

F 
Zell-Zell Kommunikation, Zytoskelett, die Zellbeweglichkeit und Proteinauf- 

und -abbau 

 

Tab. 5.1 Die Tabelle zeigt die sechs Gruppen A-F und die Hauptfunktionen der Gene innerhalb der Gruppen. 

 

Die Zuordnung der Hauptfunktionen zu den einzelnen Hauptgruppen ist bei beiden Arrays 

gleich. Aufgrund der geringen Übereinstimmung in der Untersuchung einzelner Gene wurde 

der Vergleich der differentiellen Expression von Gengruppen, die gemäß ihrer Hauptfunktion 

eingeordnet wurden, durchgeführt. Die Ergebnisse der Zellreihe L929 sind in Kapitel 4.2.2 in 

Tabelle 4.5 zu sehen. Die Tabelle 5.2 zeigt die Ergebnisse der Zellreihen L929 und MCF-7 im 

Vergleich. 
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Gruppe  MCF 7  Gruppe  L929  

A  2 Gy 6 Gy A  2 Gy 6 Gy 

 0,3 h  ↓ Ν (1/2)  ↑ (3/3)  0,3 h     

 12 h  ↑ (1/1) N (3/4)  12 h  ↓ (1/1)  ↑ (1/1) 

 24 h  ↑ (5/5)  ↓ (2/3)  24 h     

 36 h    36 h   ↓ (1/1) ↓ (1/1) 

 48 h  ↓ (2/2)  ↑ (4/7)  48 h     

 72 h ↑  Ν (1/2) ↑  (5/7)  72 h     

        
B  2 Gy 6 Gy B  2 Gy 6 Gy 

 0,3 h  ↑ (3/3)    0,3 h  ↓ (1/1)    

 12 h   ↑ ↓ (1/2)  12 h ↓ (1/2) Ν (1/2)  ↑ (1/1) 

 24 h    ↓ (1/1)  24 h   ↓ (5/9) 

 36 h    36 h     

 48 h ↑  (1/1)    48 h ↑ (1/1)   

 72 h    ↓ (2/2)  72 h   ↑ (1/1) 

        
C  2 Gy 6 Gy C  2 Gy 6 Gy 

 0,3 h  ↑ Ν (1/2)    0,3 h     

 12 h  ↓ (2/2)  ↓ (6/7)  12 h  ↓ (3/4)  ↓ (4/4) 

 24 h  ↓ (2/4) ↑  (2/3)  24 h   ↓ (1/1) 

 36 h    36 h N (2/3) N (2/2) 

 48 h  ↓ (1/1)  ↓ (2/4)  48 h  ↓ (1/1) N (2/2) 

 72 h  ↓ (3/3)  ↓ (3/5)  72 h  ↓ (4/5)   ↓ (9/10) 

        
D  2 Gy 6 Gy D  2 Gy 6 Gy 

 0,3 h  ↓ Ν (1/2)  ↑ (1/1)  0,3 h     

 12 h      12 h   ↓ (2/2)   

 24 h ↑  (3/3)  ↑ (2/3)  24 h    ↑ (2/4) 

 36 h    36 h   ↓ (5/5)   

 48 h    ↑ Ν (2/4)  48 h    ↑ (3/4) 

 72 h ↑  Ν (1/2) ↑  (3/4)  72 h N (1/1)  ↑ (2/2) 

        
E  2 Gy 6 Gy E  2 Gy 6 Gy 

 0,3 h   ↑  (1/1)  0,3 h     

 12 h N (2/2) ↑  (1/1)  12 h  ↑ (1/1) ↑ (1/1) 

 24 h ↑  (3/5) ↑  (1/1)  24 h   ↓ (5/6) 

 36 h    36 h  ↓ (1/1)   

 48 h  ↓ (4/5) ↑  (4/5)  48 h     

 72 h  ↓ (2/3) ↑  (3/4)  72 h    ↓ (1/1) 

        
F  2 Gy 6 Gy F  2 Gy 6 Gy 

 0,3 h N (1/1) ↑  (3/5)  0,3 h N (1/1)   

 12 h   ↑  (2/2)  12 h ↑ (1/1) ↓ (1/1) 

 24 h ↑  (7/7)  ↓ (2/3)  24 h    ↑ (5/6) 

 36 h    36 h  ↓ (1/1) N (1/1) 

 48 h  ↓ (3/3) N (3/6)  48 h    ↑ (1/2) Ν(1/2) 

 72 h    ↑ (12/13)  72 h  ↑↓ (2/3)  ↓ (5/7) 

 

Tab. 5.2 Die Tabelle zeigt die Ergebnisse der Auswertung der Grafiken der Zelllinien MCF-7 und L929, 

sortiert nach Hauptfunktion der Gene in die Gruppen A-F gegen die Zeit und Dosis. Die verwendeten Zeichen 

sind in Kap. 4.2.2.2, Tab. 4.5 erklärt. Die Zahlen in Klammern geben die Anzahl der differentiell exprimierten 

Gene an. Die erste Zahl entspricht der Anzahl der, in Richtung des angegebenen Zeichens, exprimierten Gene. 

An zweiter Stelle ist die Gesamtzahl der differentiell exprimierten Gene angegeben. 
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Bei dem Vergleich zwischen den beiden Zelllinien fällt auf, dass die 72 differentiell 

exprimierten Gene in beiden Versuchen sehr unterschiedlich auf die 6 Hauptgruppen verteilt 

sind. Die Ergebnisse sind in Abb. 5.1 dargestellt. 
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Abb. 5.1 Die Abbildung zeigt die Anzahl der differentiell exprimierten Gene nach Bestrahlung der beiden 

Zellreihe (hellere Balken = L929 / dunklere Balken = MCF-7) sortiert nach den 6 Hauptgruppen A-F 

 

Besonders deutliche Unterschiede zeigten sich in den Gruppen A und B. Der Gruppe A 

konnten nur 3 differentiell exprimierte Gene der Zellreihe L929, aber 15 Gene der Zellreihe 

MCF-7 zugeordnet werden. In der Gruppe B fanden sich mit 13 differentiell exprimierten 

Genen der Zellreihe L929 fast doppelt so viele wie in der Zellreihe MCF-7 mit 7 Genen. 

Betrachtet man die Anzahl der hoch- und der herunterregulierten Gene innerhalb der 

Hauptgruppen, so fällt auf, dass bei der Zellreihe MCF-7 in den Gruppen A, D und F die 

meisten Gene hochreguliert waren. In diesen Gruppen zeigten sich keine Unterschiede 

zwischen den Strahlendosen 2 und 6 Gy. In der Gruppe E waren p.r. mit 2 Gy die meisten 

Gene herunterreguliert, p.r. mit 6 Gy hochreguliert. Da mehr Gene p.r. mit 6 Gy differentiell 

exprimiert waren, können die Gene der Gruppe E als zumeist hochreguliert bezeichnet 

werden. Die meisten Gene der Gruppe C zeigten sich unabhängig von der Strahlendosis 

herunterreguliert. Innerhalb der Gruppe B waren die meisten Gene p.r. mit 2 Gy 
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herunterreguliert und p.r. mit 6 Gy hochreguliert. Aufgrund der Tatsache, dass nach 

Bestrahlung mit unterschiedlichen Dosen die Anzahl der exprimierten Gene der Gruppe B fast 

gleich war, muss die Richtung der differentiellen Genexpression als uneinheitlich hoch- und 

herunterreguliert angegeben werden.  

Bei der Zellreihe L929 waren die meisten Gene der Gruppe A im Gegensatz zu den Genen der 

MCF-7 Zellen herunterreguliert. Bei den Genen der Gruppe A handelt es sich um Onkogene, 

Tumor Supressorgene und Zellzyklus-Regulatoren. Es gilt zu berücksichtigen, dass nur drei 

Gene der Gruppe A bei der Zellreihe L929 differentiell exprimiert waren. Gleichsinnige 

Veränderungen der Genexpression zeigten sich bei den Genen der Gruppen C und D. Alle 

Gene der Gruppe D waren bei beiden Zelllinien nach Bestrahlung mit 6 Gy hochreguliert. 

Dabei handelt es sich um Gene, deren Hauptfunktion in der Beeinflussung von 

Transkriptionsfaktoren und DNA Bindungsproteinen besteht.  

Die meisten Gene der Gruppe C waren bei beiden Zellreihen herunterreguliert. Es handelt 

sich dabei um Gene, die Apoptose, DNA Synthese, Reparatur und Rekombination als 

Hauptfunktionen steuern. Eine Herunterregulation der Gene der Gruppe C kann, obwohl sie 

vermeintlich bei der Apoptoseinduktion eine Rolle spielen, durch zwei Dinge begründet 

werden. Zum einen ist keines der differentiell exprimierten Gene der Gruppe C nach der 

„functionell classification“ der Firma Clontech als direkt Apoptose assoziiert eingestuft. Die 

herunterregulierten Gene dienen beispielsweise der DNA Synthese, was eine 

Herunterregulation nach Bestrahlung erklärt. Zum zweiten konnte anhand des c-myc 

Protoonkogen, als Beispiel für ein Gen aus der Gruppe C, in einer anderen Arbeitsgruppe 

(Enomoto et al. 2003, S.589) ebenfalls eine Herunterregulation des Gens als wichtiger 

Bestandteil der strahleninduzierten Apoptose gezeigt werden.  

Die Gene der Gruppe E zeigten sich p.r. mit 6 Gy bei der MCF-7 Zellreihe hochreguliert, bei 

den L929 Zellen dagegen herunterreguliert. Nach Bestrahlung mit 2 Gy zeigten sie sich 

jeweils uneinheitlich. Die Hauptfunktionen dieser Gene bestehen in der Beeinflussung von 

Rezeptoren, Zellhüllen Antigene und des Zelladhäsionsverhaltens. 

Die Gene der Gruppe B zeigten sich bei der Zellreihe L929, unabhängig von der 

Strahlendosis, herunterreguliert, bei den MCF-7 Zellen uneinheitlich. Die Hauptgruppe B 

enthält Gene für die Widerstandsfähigkeit der Zelle, Ionenkanäle und Ionentransport, 

Intrazelluläre Signaltransduktions-Molekül-Modulatoren und Effektoren.  

 

Zusammenfassend zeigte sich bei 2 von 6 Hauptgruppen eine gleichsinnige differentielle 

Genexpression bei beiden Zellreihen. Bei den Genen einer Gruppe fanden sich gegensätzliche 
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Ergebnisse. Bei drei Gruppen war der Vergleich nur begrenzt möglich, da sich bei jeweils 

einer Zellreihe keine eindeutige Richtung der differentiellen Genexpression abbildete. 

Obwohl der Vergleich der beiden Zellreihen, wie oben beschrieben, auf einer sehr abstrakten 

Ebene stattfinden musste, zeigten sich ähnliche Ergebnisse bei beiden Versuchen. Dass sich 

bei drei Hauptgruppen die Gene einer Zelllinie uneinheitlich hoch- bzw. herunterreguliert 

zeigen, liegt vermutlich darin begründet, dass Gene mit zum Teil gegensätzlicher Funktion 

nach Strahlenexposition zu einer Hauptgruppe zusammengefasst wurden.  

 

5.2.2 Differentielle Genexpression bei unterschiedlichen Stressoren und 

Zelllinien 

 

Eine Versuchsreihe mit bisher unveröffentlichten Daten aus dem Institut beschäftigte sich 

ebenfalls mit der Zellreihe L929. Untersucht wurde die differentielle Genexpression und die 

Zelltodesform der Zellreihe L929.  Die Zellen wurden mit einem Topoisomerase II Inhibitor  

(VM-26) in verschiedenen Konzentrationen inkubiert und dabei festgestellt, dass die 

Zelltodesform Apoptose oder Mikrokernbildung abhängig von der Konzentration des VM-26 

induziert werden konnte. Die differentielle Genexpression bei dieser Versuchsreihe wurde 

ebenfalls mit Hilfe des „Mouse 1.2 Array“ von Clontech bestimmt. Die Einstellung von 

Normalisierung und Reproduzierbarkeit der Ergebnisse wurde analog zu den in dieser Arbeit 

beschriebenen Verfahren durchgeführt. Die Ergebnisse dieser Versuchsreihe zeigten bei der 

Apoptose induzierenden Dosis 70 Gene und bei der Mikrokernbildung induzierenden Dosis 

61 Gene als differentiell exprimiert.  

 

Im Folgenden werden die drei oben genannten Modelle (MCF-7 nach Bestrahlung / L929 

nach Zusatz von VM26 und Mikrokernbildung / L929 nach Zusatz von VM26 und Apoptose) 

mit den Ergebnissen dieser Arbeit (L929 nach Bestrahlung) verglichen. Alle Versuchsreihen 

wurden an Zellen mit der Fähigkeit zur MN-Bildung durchgeführt. Bei allen Versuchsreihen 

wurde die differentielle Genexpression nach Exposition gegenüber dem zum Zelltode 

führenden Agens bestimmt. Bei allen vier Versuchsreihen wurden jeweils 1176 Gene mittels 

Genexpressionsarray untersucht. Dabei war in den vier Versuchsreihen eine vergleichbare 

Anzahl an Genen (zwischen 61 und 72 von jeweils 1176 untersuchten Genen) differentiell 

exprimiert. Die Anzahl war unabhängig vom Stressor, der Intensität des Stressors, der 

Zellreihe oder der Zelltodesform.  
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Abb. 5.2 Die Kreise der Abbildung geben die Ergebnisse der vier untersuchten Modelle mit der Anzahl an 

differentiell exprimierten Genen an. In den Schnittmengen steht die Anzahl an  Genen, die in den jeweiligen 

Modellen gemeinsam differentiell exprimiert waren. Für Kreise, bei denen aufgrund des Modells eine 

Schnittmengendarstellung nicht möglich ist, wurde die Anzahl gemeinsam differentiell exprimierter Gene am 

Ende der verbindenden Linien dargestellt.  

 

Die Ergebnisse dieses Vergleichs sind in der Abbildung 5.2 dargestellt. Beim Vergleich der 

verschiedenen Modelle zeigte sich eine Übereinstimmung der differentiell exprimierten Gene 

in 20-40%. Es findet sich keines der Gene in allen vier Modellen differentiell exprimiert. Die 

gefundenen Ergebnisse verdeutlichen, dass nicht ein einzelnes Gen, sondern immer eine 

Gruppe an Genen zur biologischen Dosimetrie verwendet werden muss.  Insgesamt fanden 

sich 52 Gene die in mindestens zwei der oben genannten Modelle differentiell exprimiert 

waren. Die Gene sind in Tabelle 5.3 ihrer Funktion nach geordnet aufgeführt. Bei mehreren 

bekannten Funktionen sind die Gene auch in mehreren Kategorien aufgeführt.  

Die meisten differentiell exprimierten Gene stehen in Verbindung mit der Apoptose. In dieser 

Gruppe finden sich 21 der 52 Gene (40 %) und das, obwohl drei der vier Zellreihen durch 
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MN-Bildung gekennzeichnet sind. Dieses Ergebnis kann als Hinweis auf Gemeinsamkeiten 

der Zelltodesformen Apoptose und MN-Bildung verstanden werden. Die zweitgrößte Gruppe 

enthielt Gene, deren Funktion in der Regulation der Zellzykluskontrolle bzw. der 

Zellreplikation und in der Regulation von Wachstumsfaktoren bestand. Hier finden sich 19 

bzw. 16 von 52 Genen, wobei mehrere Gene in zwei oder allen drei Gruppen aufgeführt sind. 

In der Gruppe mit Genen, deren Funktion in der DNA-Reparatur besteht, finden sich lediglich 

vier Gene in mindestens zwei Modellen differentiell exprimiert. Das zeigt, dass die DNA-

Reparatur nach Strahlenexpositon bzw. Chemotherapie mit VM26, gerade im Vergleich zur 

Apoptose, eine untergeordnete Rolle spielt. Das bestätigt die Ergebnisse der vorliegenden  

Arbeit, denn die meisten differentiell exprimierten Gene gehörten, wie in Abbildung 5.1 

dargestellt, der Gruppe C (Apoptose) an. 
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 Tab. 5.3 Die Tabelle zeigt die 52 Gene, welche in mindestens zwei der vier verglichenen Modelle differentiell exprimiert waren. Die Gene sind nach ihrer Funktion in 

7 Gruppen sortiert. Gene mit mehreren bekannten Funktionen sind mehrfach aufgeführt. 
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5.2.2.1 Differentielle Genexpression bei der Zelllinie L929 und unterschiedlichen 

Stressoren 

 

Es zeigte sich, dass innerhalb der Zelllinie L929, zwischen 20 und 29 Genen (bis zu 41 %) in 

zwei Modellen und 13 in allen drei Modellen differentiell exprimiert waren. Diese 13 Gene 

sind bei einer Schädigung der Zelllinie L929 unabhängig vom Stressor und unabhängig von 

der Zelltodesform differentiell exprimiert. Bei 5 dieser 13 Gene nämlich: JUN, MYC, DDIT3, 

VEGF und CST3 steht ihre beschriebene Funktion im Zusammenhang mit der Apoptose bzw. 

dem Zelltod.  

Beim Vergleich der L929 Modelle mit MN-Bildung zeigten sich 24 Gene in beiden 

Versuchsreihen (strahleninduziert und VM-26 induziert) differentiell exprimiert. Von diesen 

zusätzlichen 11 Genen, die bei der Zelllinie L929 bei Induktion der Zelltodesform MN-

Bildung, nicht aber bei der Apoptose differentiell exprimiert waren, fanden sich weitere 5 

Gene (SQSTM1, BNIPL, PHLDA1, RXRA, RAB-2), die mit Apoptose bzw. dem Zelltod in 

Verbindung stehen. Für keines der insgesamt 10 Gene ist in der Literatur ein Zusammenhang 

mit der MN-Bildung beschrieben. 

 

5.2.2.2 Strahleninduzierte differentielle Genexpression der 52 Gene in anderen 

Zelllinien 

 

Der Einfluss ionisierender Strahlen auf die differentielle Genexpression ist für 9 der 52 Gene 

beschrieben worden. Das CLU Gen zeigte sich 24 h p.r. unabhängig von der Strahlendosis 

und 72 h p.r. mit 6 Gy hochreguliert. Diese Ergebnisse decken sich mit den Literaturangaben, 

in denen eine strahleninduzierte Hochregulation beschrieben wird (Criswell et al., 2005, 

S.14212, Criswell et al., 2003, S.372, Leskov et al., 2003, S.11590 und Leskov et al., 2001, 

S.352). Yang et al. (2000, S.5909) beschrieben eine strahleninduzierte Hochregulation des 

CLU bei MCF-7 Zellen. Das konnte in der oben genannten Arbeit mit MCF-7 Zellen nicht 

bestätigt werden. Klokov et al. (2004, S.97) beschrieben, eine Erhöhung der zytotoxischen 

Effekte der Bestrahlung stehe mit einer Herunterregulation von CLU im Zusammenhang. 

Eine Expression von MYC verändert laut Wang et al. (1993, S.1213) und laut Iliakis et al. 

(1990, S.6575) die Resistenz der Zelle gegenüber ionisierender Strahlung (IR). Die DNA-

Reparatur nach IR ist gemäß Bil´din et al. (1991, S.39) von der MYC-Expression abhängig. 
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Die Arbeitsgruppen Chen et al. (2005, S.1785), Shan et al. (2003, S.44009), Amorino et al. 

(2003, S.29394), Bishay et al. (2000, S.916) und Xu und Morris (1999, S.13) zeigten 

übereinstimmend, dass PCNA nach IR hochreguliert ist. Das zeigte sich auch in der 

vorliegenden Arbeit, in der PCNA 24 h p.r. mit 6 Gy hochreguliert war. Das VEGF Gen fand 

sich anfangs (24 h p.r. mit 6 Gy) hochreguliert, später dann (36 h p.r. mit 2 Gy und 72 h p.r. 

mit 6 Gy) herunterreguliert. Die differentielle Genexpression schien mehr von der Zeit nach 

Bestrahlung als von der Strahlendosis abhängig zu sein. Polytarchou et al. fanden 2004 

(S.2941) eine entgegengesetzte Veränderung mit einer primären Herunter- und einer späteren 

Hochregulation des Gens. Zu dem Ergebnis einer dosisunabhängigen Genexpression kamen 

auch Arab et al. (2004, S.1036), wohingegen Dudziak et al. (2000, S.1049) und Mori et al. 

(2000, S.157) eine Dosisabhängigkeit feststellten. Eine Hochregulation des Gens nach 

Bestrahlung fanden die drei Arbeitsgruppen Kaliberov et al. (2005, S.407), Lund et al. (2004, 

S.833) und Park et al. (2001, S.3266), während Jiang et al. (2004, S.106) eine durch IR 

induzierte Apoptose im Retina Pigmentepithel ohne eine Veränderung der VEGF Expression 

fanden. 

Bezüglich des MAP2K4 Gens fanden Mitsutake et al. (2001, S.989) keine Veränderung der 

Genexpression nach Bestrahlung. In der vorliegenden Arbeit zeigte sich eine 

Herunterregulation 24 h p.r. mit 6 Gy. Die strahleninduzierte Herunterregulation von Rad21 

48 h und 72 h p.r. mit 6 Gy decken sich nicht mit den Ergebnissen der Arbeitsgruppe McKay 

et al. (1996, S.305) die eine Hochregulation des Gens nach Strahlenexposition, allerdings bei 

einer anderen Zelllinie beschreiben. Laut Fortunato et al. (1996, S.14) ist Rad21 in die 

Reparatur strahleninduzierter DNA-Schäden involviert. Durch strahleninduzierte DNA-

Schäden wird auch das CDH1 hochreguliert fanden Sudo et al. 2001 (S.6499) heraus. Auch 

dieses Gen zeigte sich in der Zellreihe L929 herunterreguliert (24 h p.r. mit 6 Gy), was mit 

den Ergebnissen der Arbeit von Fukuda et al. aus dem Jahr 2004 (S.1543) übereinstimmt. Stal 

et al. (2003, S.R43) beschrieben das AKT1-Gen als biologischen Marker der 

Strahlentherapie, in der Zellreihe MCF-7, nicht aber in der Zellreihe L929, zeigte sich das 

Gen differentiell exprimiert. Die strahleninduzierte differentielle Genexpression der Zellreihe 

L929 stimmte mit den meisten Ergebnissen differentieller Genexpression anderer Arbeiten 

überein. Eine Aufstellung der Literaturstellen sortiert nach Genen findet sich in Tabelle 5.4. 

Die Zusammenfassung beinhaltet die für den Vergleich mit den Ergebnissen dieser Arbeit 

wichtigsten Aussagen in Kurzform. Aus Gründen der Übersichtlichkeit ist die vollständige 

Quellenangabe im Literaturverzeichnis aufgeführt. 



5. Diskussion  69 

 

 

Tab. 5.4 Die Tabelle enthält die Informationen anderer Arbeitsgruppen über strahleninduzierte Genexpression 

der 52 Gene aus Tabelle 5.3. In der linken Spalte ist der Genname, in der mittleren Spalte eine 

Kurzzusammenfassung und in der rechten Spalte die Literaturangabe aufgeführt. Die volständige 

Literaturangabe ist in dem Literaturverzeichnis zu finden. 

 

5.2.2.3 Chemotherapeutika-induzierte differentielle Genexpression der 52 Gene in 

anderen Zellreihen 

 

Bei der Literaturrecherche zeigte sich, dass für 16 der 52 Gene auch in anderen Arbeiten ein 

Einfluss von Chemotherapeutika auf die Genexpression beobachtet wurde. Einige Autoren 

beschrieben eine Hoch- oder Herunterregulation der Genexpression, dann zumeist für ein 

bestimmtes Chemotherapeutikum wie z.B. eine Hochregulation von SSRP1 unter Cisplatin-

Therapie bei Yarnell et al. (2001, S.25736) oder des CDH1 Gens unter Paclitaxel-Therapie 

bei Wang et al. (2003, S.201) bzw. Decitabine-Therapie bei Shaker et al. (2004, S.1253) u. a. 

oder allgemein für das MCM5 Gen bei Lu et al. (2003, S.59). Andere Autoren beschrieben die 

Genexpression abhängig von der Dosis der Chemotherapeutika z.B. eine Herunterregulation 
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für die Gene PCNA und GSTP1 bei Ramachandran et al. (2005, S.3293) oder eine 

Hochregulation für das Gen CDH1 bei Meng et al. (2000, S.155) oder Farinha et al. (2004, 

S.75). Die Expression einiger Gene wurde als Indikator für das Ansprechen der 

Chemotherapie identifiziert, so ist eine Herunterregulation von AKT1 bei Stal et al. (2003, 

S.37) mit einer besseren Wirksamkeit der Chemotherapeutika verbunden. Eine 

Überexpression von AKT1 konnte laut Page et al. (2003, S.407), Ogino et al. (2005, S.6650) 

und Knuefermann et al. (2003, S.3205) zu einer Chemoresistenz führen. Verschiedene Gene 

können nach Meinung der Autoren als molekulare Marker unter Chemotherapie eingesetzt 

werden. So konnte die differentielle Genexpression von Rad21 (Atienza et al. 2005, S361), 

von AKT1 (Bisht et al. 2003, S.8984), von PCNA (Konishi et al. 1998, S.365, Kimura et al. 

2000, S.972, Del Giglio et al. 1993, S.265), von GSTP1 (Ahmed 2005, S.353, Esteller et al. 

2005, S.629) und von VEGF (Bisht et al. 2003, S.8984) als Marker für ein Ansprechen der 

Chemotherapie identifiziert werden. DDIT3 wurde von Weaver et al. (2005, S.18) als Marker 

für eine Chemoresistenz beschrieben. Die Expression von Subgruppen des Gens GSTP1 

wurde von Beeghly et al. (2005, S.1) als Marker für die Prognose bei Ovarialkarzinom und 

die Expression des FN1-Gens, laut Lossos et al. (2004, S.1828), als Vorhersagemarker für das 

Überleben bei diffus großzelligem B-Zell-Lymphom unter Chemotherapie erkannt. Die 

gefundenen Ergebnisse verdeutlichen die Potenz der differentiellen Genexpression 

verschiedener Gene als biologische Marker für unterschiedliche Fragestellungen wie das 

Ansprechen der Zellen auf Chemotherapie oder sogar als Prognosefaktor unter 

Chemotherapie. Es konnte kein Gen gefunden werden, das allgemeingültig als Prognosefaktor 

gelten kann. Vielmehr ist für die einzelnen Chemotherapeutika und für die verschiedenen 

Tumorarten jeweils ein Gen oder eine Gruppe von Genen als biologische Marker notwendig. 

Einen Überblick über die Literaturstellen gibt die Tabelle 5.5. Darin finden sich gekürzt und 

nach Genen sortiert, die für diese Arbeit wesentlichen Aussagen zusammengestellt.  
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Tab. 5.5 Die Tabelle enthält die Informationen anderer Arbeitsgruppen über chemoinduzierte Genexpression 

der 52 Gene aus Tabelle 5.3. In der linken Spalte ist der Genname, in der mittleren Spalte eine 

Kurzzusammenfassung und in der rechten Spalte die Literaturangabe aufgeführt. Die vollständige 

Literaturangabe ist in dem Literaturverzeichnis zu finden. 
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5.3 Mikrokernbildung 

 

5.3.1 Einfluss der differentiell exprimierten, Apoptose regulierenden Gene auf 

die Mikrokernbildung 

 

Es wird diskutiert, dass die Mikrokernbildung eine aktive Form der Zelltodesform darstellt, da 

Signaltransduktionswege, die für die Apoptoseinduktion bekannt sind, auch für die MN-

Bildung verantwortlich gemacht werden (Abend 2003, S.929). Wenn es sich um einen aktiven 

Prozess handelt, liegt wahrscheinlich eine differentielle Genexpression verschiedener Gene 

vor, die an diesem Prozess beteiligt sind. Nach Strahlenexposition wurde die Mikrokern 

(MN)-Bildung als die häufigste Zelltodesform der Zellreihe L929 nachgewiesen. Auch andere 

Arbeiten fanden eine MN-Bildung bei L929 Zellen. So wurde von Chlopkiewicz 2001 (S.794) 

die gentoxische Aktivität von Hydralazine und Dihydralazin anhand der Mikrokernbildung 

bei L929 Zellen nachgewiesen. Abend et al. publizierten (1995, 1996, 1999) eine 

strahleninduzierte Mikrokernbildung bei L929 Zellen. Die Apoptose ist in der Literatur als 

eine mögliche Zelltodesform der Zellreihe L929 bekannt. In bisher unveröffentlichten Daten 

aus dem Institut zeigten sich die Zelltodesformen Apoptose und Mikrokernbildung bei der 

Zellreihe L929 abhängig von der Dosis des Chemotherapeutikums VM 26.  

In der vorliegenden Arbeit fanden sich drei Gene, die bei der Apoptoseinduktion eine Rolle 

spielen. Die Gene BAX und c-myc sind für ihre Fähigkeiten Apoptose einzuleiten bekannt. 

Enomoto et al. fanden 2003 (S.589) die Herunterregulation des c-myc Gens als wichtigen 

Bestandteil der strahleninduzierten Apoptose. Auch das Gen RAB2 spielt in etablierten 

Modellen, durch seine Zugehörigkeit zur RAS-Onkogen –Gruppe, eine wesentliche Rolle in 

der Signaltransduktion während der Apoptose.  

Von besonderem Interesse im Zusammenhang mit der MN-Bildung ist das Gen BAX, dessen 

Hochregulation bei Bishay et al. (2000, S.916) mit der Entstehung von Mikrokernen in 

Verbindung gebracht wurde. Auch in dieser Arbeit fand sich eine Hochregulation des Gens 

und die Entstehung von Mikrokernen. Das kann ein weiterer Hinweis darauf sein, dass der 

Mikrokernbildung ein aktiver Prozess zugrunde liegt. Dass das Gen auch für die 

Apoptoseinduktion bekannt ist, könnte ein Hinweis auf eine gemeinsame Teilstrecke der 

Apoptose- und der Mikrokerninduktion sein. Ob im Zusammenhang mit der 

Mikrokernbildung auch die Herunterregulation des c-myc Gens oder die Hochregulation des 

RAB-2 Gens eine Rolle spielt, muss in weiteren Untersuchungen geklärt werden. Bislang 
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findet sich dazu keine Literatur. Auch die vier neu gefundenen Gene sollten in diesem 

Zusammenhang untersucht werden. Dabei ist vor allem der ATF4 von besonderem Interesse, 

da er als Teil der Signaltransduktionskette als zelluläre Antwort auf Stressreaktion des 

Endoplasmatischen Retikulums und seine Überexpression mit der Inhibition von 

Zellwachstum und –differenzierung beschrieben wurde (Averous et al. 2004, S.5288). Neue 

Gene, deren Zusammenhang mit Bildung von Mikrokernen möglich ist konnten gefunden 

werden. 

 

5.3.2 Mikrokernbildung bei unterschiedlichen Zellreihen und Stressoren 

 

In der Zellreihe L929 zeigten sich unabhängig vom Stressor 24 Gene bei der MN-Bildung 

differentiell exprimiert, von denen zehn Gene eine Beteiligung an der Apoptose oder dem 

Zelltod zeigten. Verglich man die Gene der Versuchsreihen MCF-7 und L929, bei denen die 

MN-Bildung jeweils durch ionisierende Strahlung induziert wurde, zeigten sich 3 Gene, 

welche in beiden Modellen differentiell exprimiert waren. Acht Gene waren gemeinsam in 

den Modellen L929 mit MN-Bildung durch Chemotherapie und MCF-7 mit MN-Bildung 

durch ionisierende Strahlung differentiell exprimiert. Bei 5 Genen lag die Funktion im 

Bereich der Apoptose oder des Zelltodes. Die geringere Zahl an Übereinstimmungen 

zwischen den unterschiedlichen Zellreihen lässt sich durch die Tatsache erklären, dass nur 21 

der 72 differentiell exprimierten Gene der Zellreihe MCF-7 auch auf dem L929 Array 

abgebildet waren.  

Es fanden sich 2 Gene, die bei allen drei Modellen mit MN-Bildung differentiell exprimiert 

waren. Zum einen das von Lee et al. (2003, S.559) als anti-apoptotisch bezeichnete Gen 

namens RAB2 (ausführliche Beschreibung des Gens in Kap. 5.1.2) zeigt sich bei der 

strahleninduzierten MN-Bildung offensichtlich unabhängig von der Zellart, der Dosis und der 

Zeit nach Bestrahlung hochreguliert. Bei der L929 Zellreihe war es 12 h und 24 h nach 

Bestrahlung mit 2 Gy, 36 h p.r. mit 6 Gy und in der Zellreihe MCF-7 sowohl p.r. mit 2 Gy 

nach 24 h als auch 24 h und 48 h p.r. mit 6 Gy hochreguliert.  

Als zweites fand sich das BNIPL-Gen das zur Bcl-2-Familie gehört. Bei Qin et al. (2003, 

S.379) wird dem Gen eine wichtige Rolle in der Regulation der DNA Fragmentation und 

Knospung während der Apoptose zugeschrieben. In einer Zellreihe mit hepatozellulärem 

Karzinom fand sich bei Xie et al. (2005, S.1290) nach Hochregulation des BNIPL Gens acht 

weitere Gene hochreguliert, die mit der Apoptose oder Hemmung des Zellwachtums in 

Zusammenhang stehen. Sieben Gene, die in Zusammenhang mit der Zellproliferation stehen, 
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waren herunterreguliert. BNIPL spielt, nach Meinung der Autoren, eine Rolle in der 

Apoptosesteuerung durch Beeinflussung anderer Gene.  

Bei höherer Dosis zeigte sich das Gen p.r. herunterreguliert. In der Zellreihe L929 war es 24 h 

p.r. mit 2 Gy hochreguliert und 24 p.r. mit 6 Gy herunterreguliert war. In der Zellreihe MCF-7 

zeigte sich eine Herunterregulation des Genes 48 h und 72 h p.r. mit 6 Gy.  

 

Die beiden Gene RAB-2 und BNIPL sind im Zusammenhang mit der MN-Bildung von 

besonderem Interesse. Zum einen waren sie in allen drei Modellen mit MN-Bildung 

unabhängig von der Zellreihe oder dem Stressor gleichsinnig differentiell exprimiert. Zum 

anderen besteht für beide Gene ein Zusammenhang zwischen der differentiellen 

Genexpression und der Apoptose. Ein Zusammenhang mit der MN-Bildung wurde in der 

Literatur bisher nicht beschrieben.  

Ebenfalls von Interesse sind die Gene: JUN, MYC, DDIT, VEGF, CST3, SQSTM1, 

PHLDA1, RXRA, PTMA, DAD1 und MAPK14, die in zwei Modellen mit MN-Bildung 

differentiell exprimiert waren und von denen eine Beteiligung an der Apoptose bzw. am 

Zelltod bekannt ist. Diese Ergebnisse stützen die Theorie, dass es sich bei der MN-Bildung 

um einen aktiven Prozess handelt, der teilweise von den gleichen Genen gesteuert wird, wie 

die Apoptose.  

 

In nachfolgenden Versuchen an anderen Modellen mit MN-Bildung könnte eine Beteiligung 

dieser Gene am Zelltod und ein Zusammenhang zwischen Apoptose und MN-Bildung 

untersucht werden.  

Dabei muss ein Kausalitätszusammenhang zwischen der differentiellen Genexpression und 

der Zelltodesform gezeigt werden. Dies kann z.B. mittels  siRNA geschehen. Durch siRNA 

kann die Expression spezifischer Zielgene verringert und dadurch Rückschlüsse auf deren 

Funktion gezogen werden.  

Markergene zur Frühdiagnostik sollten das Potential haben, den Strahlenschaden unabhängig 

von der Zelltodesform frühzeitig anzuzeigen. 
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6 Zusammenfassung 

 

Die Anwendung ionisierender Strahlen in der Medizin zu therapeutischen Zwecken ist mit 

unerwünschten Nebenwirkungen verbunden. Bei gleicher Dosis sind die Nebenwirkungen 

individuell unterschiedlich. Eine Schädigung der Zellen kann sich z.B. durch morphologische 

Veränderungen im Rahmen des Zelltodes bemerkbar machen. Einen Strahlenschaden früher 

zu erkennen ist ein Schwerpunkt in der radiobiologischen Forschung. Ziel ist es z.B. durch 

Veränderung der Expression bestimmter Gene einen Strahlenschaden zu erkennen. Mithilfe 

dieser so genannten Markergene könnte die Strahlentherapie individuell angepasst werden, 

um einen therapeutischen Effekt mit geringen Nebenwirkungen zu erreichen. Die 

differentielle Genexpression dieser Markergene könnte auch zur biologischen Dosimetrie bei 

Strahlenunfallopfern dienen und im Sinne eines diagnostischen Verfahrens frühzeitig sowohl 

Rückschlüsse auf die Strahlendosis zulassen als auch eine frühzeitige Therapie ermöglichen.  

Die Zelle kann nach Schädigung durch Stressoren verschiedene Zelltodesformen zeigen. Die 

Mechanismen dieser Zelltodesformen sind nur teilweise geklärt. Die Verbindung von 

Mikrokernbildung und anderen Zelltodesformen und der genaue Ablauf sind noch 

Gegenstand  der Forschung. 

In dieser Arbeit wurde bei Mäusefibroblasten der Zelllinie L929 die Veränderung der 

Genexpression nach Bestrahlung untersucht. Dabei wurde mithilfe eines „Makroarrays“ die 

Genexpression von 1176 Genen nach Bestrahlung mit 2 Gy und mit 6 Gy im Verhältnis zu 

einer unbestrahlten Probe untersucht. Dieses Verfahren eignete sich gut als 

Screeningmethode, um die differentielle Genexpression mehrerer hundert Gene gleichzeitig 

zu bestimmen.  

Als Ergebnis zeigten sich 72 differentiell exprimierte Gene, von denen sieben zur 

biologischen Dosimetrie geeignet erschienen. Sie wiesen einen Genexpressionsunterschied 

über einen längeren Zeitraum in Abhängigkeit von der Strahlendosis bzw. der Klonogenität in 

zwei, unter den gleichen Bedingungen durchgeführten, Versuchen auf.  

Für drei der sieben Gene (c-myc, BAX, RAB-2) zeigten auch andere Arbeitsgruppen eine 

strahleninduzierte differentielle Genexpression. Darüber hinaus konnten vier zusätzliche 

„Markergene“ bestimmt werden (ATF4, FGFR1, ryk, Col6a1). Keines der gefundenen Gene 

zeigte eine dosisabhängige differentielle Genexpression kontinuierlich gegen die Zeit. Ein 

Gen reicht zur biologischen Dosimetrie nicht aus, deshalb sollten zur Beurteilung möglichst 
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alle sieben Markergene berücksichtigt werden. Erst dann kann eine Aussage über die Höhe 

der Strahlenexposition getroffen werden.  

Beim Vergleich der in dieser Arbeit differentiell exprimierten Gene mit der 

strahleninduzierten differentiellen Genexpression anderer Zelllinien oder unter dem Einfluss 

anderen Stressoren, die zur MN-Bildung führen, gelang der Nachweis von zwei Genen (RAB-

2, BNIPL), die unabhängig vom Zelltyp und dem Stressor in allen drei Versuchsreihen 

differentiell exprimiert waren. Elf weitere Gene (JUN, MYC, DDIT, VEGF, CST3, SQSTM1, 

PHLDA1, RXRA, PTMA, DAD1 und MAPK14) zeigten sich in jeweils zwei Versuchsreihen 

differentiell exprimiert. Die bekannte Funktion aller 13 Gene steht mit der Apoptose bzw. 

dem Zelltod in direktem Zusammenhang. Nachfolgende Untersuchungen, beispielsweise 

mittels siRNA, werden zeigen, ob diese Gene einen Einfluss auf die MN-Bildung haben und 

können weitere Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen MN-Bildung und Apoptose als 

Formen des Zelltodes geben. 
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Abb. 8.1 Autoradiographie der Hybridisierungsergebnisse der cDNA-Proben eines Bestrahlungsexperimentes. 
(2 Gy, Versuch 1). Die Proben wurden auf eine Nylonmembran hybridisiert, die mit immobilisierten cDNA-
Spezies bestückt ist. Die unterschiedlichen Graustufen der punktförmigen Hybridisierungen korrelieren mit der 
Anzahl entsprechender mRNA-/cDNA-Spezies der Proben. 
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Abb. 8.2 Autoradiographie der Hybridisierungsergebnisse der cDNA-Proben eines Bestrahlungsexperimentes 
(2 Gy, Versuch 2). Die Proben wurden auf eine Nylonmembran hybridisiert, die mit immobilisierten cDNA-
Spezies bestückt ist. Die unterschiedlichen Graustufen der punktförmigen Hybridisierungen korrelieren mit der 
Anzahl entsprechender mRNA-/cDNA-Spezies der Proben. 
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Abb. 8.3 Autoradiographie der Hybridisierungsergebnisse der cDNA-Proben eines Bestrahlungsexperimentes 
(6 Gy, Versuch 1). Die Proben wurden auf eine Nylonmembran hybridisiert, die mit immobilisierten cDNA-
Spezies bestückt ist. Die unterschiedlichen Graustufen der punktförmigen Hybridisierungen korrelieren mit der 
Anzahl entsprechender mRNA-/cDNA-Spezies der Proben. 
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Abb. 8.4 Autoradiographie der Hybridisierungsergebnisse der cDNA-Proben eines Bestrahlungsexperimentes 
(6 Gy, Versuch 2). Die Proben wurden auf eine Nylonmembran hybridisiert, die mit immobilisierten cDNA-
Spezies bestückt ist. Die unterschiedlichen Graustufen der punktförmigen Hybridisierungen korrelieren mit der 
Anzahl entsprechender mRNA-/cDNA-Spezies der Proben. 
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Abb. 8.13 Grafische Darstellung der differentiellen Genexpression der Gene Rab2, Atf4 und Bax zu einem 
Zeitpunkt nach Bestrahlung in Abhängigkeit von der Strahlendosis (durchgängige Linie/Symbol:Rechteck) und 
der Klonogenität (unterbrochene Linie/Symbol:Dreieck). Dargestellt ist der Durchschnitt der differentiellen 
Genexpression des Gens zu diesem Zeitpunkt mit Fehlerbalken (Maximalwert und Minimalwert). Die Linie 
beschreibt die Genexpressionsdaten mit einer Regression zweiter Ordnung. Es handelt sich um Gene, die für die 
biologische Dosimetrie besonders geeignet scheinen. Die Einordnung in die Gruppen und die Auswahl der Gene 
ist in Kap. 4.2.2.1.2 beschrieben. 
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Abb. 8.14 Grafische Darstellung der differentiellen Genexpression des Myc Gens zu unterschiedlichen 
Zeitpunkten, der Gene Fgfr1 und Col6a1 zu einem Zeitpunkt nach Bestrahlung in Abhängigkeit von der 
Strahlendosis (durchgängige Linie/Symbol:Rechteck) und der Klonogenität (unterbrochene 
Linie/Symbol:Dreieck). Dargestellt ist jeweils der Durchschnitt der differentiellen Genexpression des Gens zu 
diesem Zeitpunkt mit Fehlerbalken (Maximalwert und Minimalwert). Die Linie beschreibt die 
Genexpressionsdaten mit einer Regression zweiter Ordnung. Es handelt sich um Gene, die für die biologische 
Dosimetrie besonders geeignet scheinen. Die Einordnung in die Gruppe und die Auswahl der Gene ist in Kap. 
4.2.2.1.2 beschrieben. 
 
 



8. Anhang  110 

Gruppe 5

Ryk 36h p.r.

Strahlendosis (Gy)

0 2 4 6

G
en

ex
pr

es
si

on
(r

el
at

iv
 z

ur
 K

on
tr

ol
le

)

0,2

0,4

0,6

0,8

1

2

Klonogenität

100,0 71,0 6,8

Ryk 72h p.r.

Strahlendosis (Gy)

0 2 4 6

G
en

ex
pr

es
si

on
(r

el
at

iv
 z

ur
 K

on
tr

ol
le

)

0,8

1

2

3

Klonogenität

100,0 71,0 6,8

 

Abb. 8.15 Grafische Darstellung der differentiellen Genexpression des Ryk Gens zu unterschiedlichen 
Zeitpunkten nach Bestrahlung in Abhängigkeit von der Strahlendosis (durchgängige Linie/Symbol:Rechteck) 
und der Klonogenität (unterbrochene Linie/Symbol:Dreieck). Dargestellt ist der Durchschnitt der differentiellen 
Genexpression des Gens zu diesem Zeitpunkt mit Fehlerbalken (Maximalwert und Minimalwert). Die Linie 
beschreibt die Genexpressionsdaten mit einer Regression zweiter Ordnung. Es handelt sich um ein Gen, das für 
die biologische Dosimetrie besonders geeignet scheint. Die Einordnung in die Gruppe und die Auswahl der Gene 
ist in Kap. 4.2.2.1.2 beschrieben. 
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