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ZUSAMMENFASSUNG

Da Krebserkrankungen mittlerweile in den Industigonen die zweithaufigste Todesursache
sind und in Zeiten kontinuierlich steigender Lelmmsartung weiter zunehmen werden, ist es
Uberaus wichtig, die Entstehung und Regulation eotarteten Zellen zu verstehen. Nur so
kénnen auch bessere Behandlungsmethoden gefunddanv®ie Strahlentherapie ist neben
chirurgischen Eingriffen und chemotherapeutischeretidden eine der wichtigsten
Behandlungsart von onkologischen Erkrankungen. Biaf-Jahres-Uberlebensrate liegt in
Deutschland inzwischen im Bereich von 54 % bis 6lutiier anderem resultierend aus der
Behandlung mit Bestrahlung. Die Aufklarung der Reaparegulation von DNA-
Doppelstrangbrichen spielt fir die Optimierung &trahlentherapie und damit fir den
Erfolg der Behandlung eine wesentliche Rolle.

Das Ziel vorliegender Arbeit war, die Rolle des Wgdrocarbon Rezeptors (AhR) bei der
Regulation der Zellantwort nach ionisierender Stma@) zu untersuchen. Fur den AhR ist
bislang nur eine Aktivierung nach UV-Strahlung dolantiert. Es konnte gezeigt werden,
dass ionisierende Bestrahlung den AhR im Cytoplastiatailisiert und dass er in den Zellkern
transportiert wird. Durch die Induktion des AhR Igens CYP1A1 auf mRNA Ebene konnte
nachgewiesen werden, dass der AhR durch ionisier&ttahlung aktiviert wird. Ebenso
kommt es zur Aktivierung der im Multiproteinkomplewit dem AhR vorliegenden c-Src-
Kinase. Das Hauptprodukt der Lipidperoxidation Hydmonenal stabilisiert cytoplasmatisch
den AhR, aktiviert die c-Src-Kinase und der AhRdwvin den Kern transportiert. Mit dem
Radikalfanger Acetylcystein kann die strahlenindua Stabilisierung des AhR und dessen
Kerntransport unterdriickt werden. Des Weiteren tfidin knock-down des AhR-Proteins
durch siRNA oder shRNA sowohl zu einem erhéhten BRESstschaden nach Bestrahlung als
auch zu einer Radiosensitivierung im klonogenenrlgben in den untersuchten Zelllinien.
Die Hemmung der AhR-Proteinexpression beeinflussén d aktivitatsassoziierten
Phosphorylierungszustand der DNA-PK am Threonin2809 und am Serin Nr. 2056.
Erstmals konnten AhR-Protein-Foci, die in &hnlicheitverlauf wieyH2AX-Foci auftraten,

im Zellkern nach ionisierender Strahlung nachgeenesverden. Der AhR wurde im
immunprazipitierten Komplex gemeinsam nmyH2AX, mit der DNA-PK sowie deren
phosphorylierten Formen gefunden. Mit Hilfe von fakaler Mikroskopie konnte eine
Kolokalisation des AhR ungH2AX nachgewiesen werden. Jedoch zeigt sich nichallen
yH2AX-Foci eine Kolokalisation mit dem AhR. Die Budg deryH2AX-Foci ist allerdings
durch AhR-Protein-knock-down nicht beeintrachtigt.



Zusammenfassend formuliert zeigt die vorliegendeefirzum ersten Mal, dass der AhR in
die zellulare Antwort auf ionisierende Bestrahluhgmaner Zellen involviert ist. Die
Ergebnisse weisen darauf hin, dass der AhR mit da@paratur von DNA-

Doppelstrangbriichen nach ionisierender Strahlutegagiert und der Zelle beim Uberleben
hilft.
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SUMMARY

Today cancer is the second main cause of deatnduosirialized nations. In times of
continously rising life expectancy this problem Ivél’en increase. Thus it is most important
to understand the formation of abnormal cells dradrtregulation. With this understanding
new ways in the therapy of cancer can be foundid®aerapy is a very important method of
treatment in oncology along with surgery and chémapy. The five-year-survival-rate in
Germany ranges between 54 % and 61 %, which is grather reasons due to radiotherapy.
The elucidation of the repair regulation of DNA-tei strand breaks plays an important role
in optimizing radiotherapy and is therefore crudtaltherapy success.

Herein we identified the AhR as a new componerthe regulation of post irradiation cell
response after treatment with ionizing radiatioptddate the AhR was known to be activated
by aromatic compounds and UV-irradiation exclusivel

We could show that irradiation stabilizes the AmRcytoplasma and leads to its translocation
into the nucleus. The induction of the Cyp1Al onhARevel revealed that the activation of
the AhR is due to ionizing radiation. The src kmashich is located in the cytoplasmic multi
protein complex together with AhR, is also actidatélydroxynonenal, one of the main
products of lipid peroxidation, stabilizes AhR igtaplasma, activates the src kinase and
translocates the AhR into the nucleus. Using thdiceh scavenger acetylcysteine the
irradiation induced stabilization and translocatioh the AhR into the nucleus can be
inhibited. The knock down of the AhR protein usistRNA and shRNA results in a
radiosensitisation in clonogenic survival and ahkigdegree of residual DNA damage.
Inhibition of the AhR protein expression influendb®e activity-associated phosphorylation
status of DNA-PK residues threonin 2609 and sedb62

One of the key findings of the current study is tieservation of AhR foci after ionizing
radiation. The AhR is found in immunoprecipitatedmplex together withyH2AX and
activated DNA-PK. Confocal microscopy showed thicalisation of AhR angH2AX, but
this is not the case in all foci. After an AhR @iot knock down thgH2AX foci formation is
not affected.

In conclusion the obtained results of this studgvadd for the first time the interaction of
AhR in human cells in response to ionizing radmtidhese results give a hint that AhR is
involved in DNA-double strand break repair aftenimng radiation and enhances cell

survival.
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1 EINLEITUNG

Das Robert-Koch-Institut beziffert die Zahl der Ksdiagnosen in Deutschland auf circa
450.000 pro Jahr. Die Sterberate liegt bei dendbliden etwa bei der Halfte. Das Risiko
einer Frau, im Laufe des Lebens an Krebs zu erlegniietragt 38 % im Vergleich zu 47 %
fur Manner [Robert-Koch-Institut, 2010].

1.1 Strahlentherapie und damit einhergehende DNA-$é@den

Die Haupttherapieformen bei Krebserkrankungen St@hlen- und Chemotherapie sowie
chirurgische Eingriffe. Dabei kommt heutzutage &iahlentherapie bei mehr als jedem
zweiten Tumorpatienten zum Einsatz. Sie stellt ewielseitig einsetzbares
Behandlungskonzept in der Tumortherapie dar unch Kaier neoadjuvant oder adjuvant
genutzt werden. Eine zunehmende Bedeutung nimm&ulahlentherapie in der palliativen
Behandlung fortgeschrittener Tumorleiden ein. Aldan8ardstrahlentherapie werden
hochenergetische Photonen eingesetzt, die duraatbheschleuniger produziert werden [Van
Dyk, 1999]. Die Modalitat der Bestrahlung, der Undaihres Einsatzes sowie letztendlich
der Behandlungserfolg sind dabei von verschieddrakioren abhangig. So hat neben der
Operabilitat und dem Allgemeinzustand des Patiefesonders auch das Ansprechen des
jeweiligen Gewebes auf ionisierende Strahlung eimesentlichen Einfluss auf Einsatz und
Erfolg dieser Therapieform. Dies kann nahezu 108étung bedeuten, genauso jedoch gibt
es Tumore, die mit Strahlentherapie alleine niahrtétbar sind [Suit, 2002]. Ebenso variabel
stellt sich die Normalgewebsreaktion nach eineragheutischen Bestrahlung dar [Bentzen &
Overgaard, 1994; Turessenal., 1996].

Der Einsatz ionisierender Strahlen in therapeusiscAbsicht hat die Zerstérung des
krankhaften Gewebes unter moglichster Schonunggdsgnden Nachbargewebes zum Ziel.
Der angestrebte Zelltod resultiert dabei aus deaugiten Schaden in den bestrahlten Zellen.
Dabei kann die Strahlung entweder direkt an biclclgiwichtigen Molekilen, insbesondere
der DNA wirken oder aber indirekt Uber Radikalbitdu Diese erfolgt vorwiegend tber die
Radiolyse von Wasser unter Bildung von Hydroxydioned Peroxiden [Zaidest al., 1994].
Die entscheidende Zielstruktur stellt in jedem el DNA einer Zelle dar, diese kann dabei
verschiedene Lasionsformen aufweisen. Zu den vgstein strahleninduzierten Schéaden
gehdren Basenschaden, DNA-Einzelstrangbriiche, DNppBIstrangbriche (DSB),
Quervernetzungen in der DNA, Verbindungen zwisclden DNA und Proteinen sowie



Denaturierungen. Die induzierten DNA-Doppelstrarighe stellen im Vergleich zu den
anderen erwahnten Schaden die vital bedrohlichktemonen des Genoms dar und sind
Hauptursache strahleninduzierter Chromosomenaimerest [Morganet al., 1998]. Durch
jedes Gray (Energiedosis, 1 Gray = 1 Joule x kgjild ein Doppelstrangbruch pro 0,2 x°10
Basenpaare DNA erzeugt [Cedervatlal., 1995]. Bei einer humanen Zelle bedeutet dies,
dass circa 40 DNA-Doppelstrangbriiche, 1000 Einmeigbriiche und 2700 Schaden an
Basen pro Gray entstehen. Betrachtet man die &hniselevanten Dosen von 2-
3 Gy/Fraktion/Tag, wird klar, wie grol3 das Schagetsntial ionisierender Strahlung ist.
Gelingt es der Zelle, diese entstandenen Schadektiefzu reparieren, so kann sie dem
Zelltod entgehen. Ist sie dazu nicht oder nichtreiokend in der Lage, so resultieren
Zellzyklusarrest, mitotischer Zelltod oder Entagyhloeijmakers, 2001; Olive, 1998; Rieh
al., 2000; Vamvakast al., 1997]. Strahleninduzierte Schaden kénnen in egpgsrofizienten
Zellen binnen weniger Minuten bis Stunden durclersthiedliche Prozesse repariert werden.
Die Reparaturmechanismen der DNA haben somit eiwesentlichen Einfluss auf die
Wirkung bzw. auf das Uberleben einer Zelle im Argsh an die Bestrahlung. Man
unterscheidet zwei Hauptreparaturformen von DNA4B®gtrangbrichen - das NHEJ (non-
homologous-end-joining) und die Reparatur durch Hoge Rekombination (HR). Mit HR
ist eine sehr exakte Reparatur unter Verwendung komologer DNA in Form von
Schwesterchromatiden méglich. Jedoch ist der Raparazess mit Hilfe von HR nur in der
spaten S- und in der G2-Phase des Zellzyklus veditigDie weitaus weniger exakte
Reparatur des NHEJ, die ohne Verwendung homolodgéA-Bbschnitte einhergeht, kann
jedoch auch durchgeftihrt werden, wenn sich dieeZigllder GO/G1- oder in der S-Phase
befindet. Ein fehlerhafter Ablauf dieses Reparatmzpsses kann zur Entstehung von
Chromosomenaberationen wie z. B. dizentrischen i@bsomen fihren [Friedberg al.,
2006]. Der genaue Ablauf dieser Reparaturwege tstdtien komplizierten und nur
unvollstandig verstandenen Prozess dar, an demerdid Faktoren wie p53, ATM und
DNA-PKcs beteiligt sind [Bassing & Alt, 2004; Hoeigkers, 2001; Kanaast al., 1998;
Peterson & Cote, 2004]. Die Anwesenheit der DNA@HK DNA-Schaden und im Speziellen
deren Aktivierungszustand spielen dabei eine esdienRolle und ist somit maf3geblich an
der Qualitat der nicht homologen DNA-Reparatur (NIHEeteiligt [Anet al., 2010; Povirket

al., 2007; Weterings & Chen, 2007].



1.2 DNA-DSB Detektion von Hilfe voryH2AX

In dieser Arbeit wurde die Reparatur von DSB nadnisierender Strahlung in
Zusammenhang mit dem AhR naher untersucht. Vortussg fir eine solche Untersuchung
ist die Detektion von DNA-Schaden. Das momentarsifigate Detektionsverfahren von
DNA-Doppelstrangbriichen stellt der Nachweis deddfasyH2AX dar. Im Gegensatz zu den
bisherigen Verfahren wird dabei nicht die DNA selb$s Messparameter herangezogen,
sondern das reparaturassoziierte Histon H2AX. Estzteeine fur seine Funktion &ul3erst
wichtige und charakteristische Aminosauresequere-G@n-GIn-Tyr), die auch als SQ-Motiv
bezeichnet wird [Mannirongt al., 1989]. Uber dieses Motiv bzw. seine Modifikatikann
die Aktivitat dieses Histons gesteuert werden. @mikt es im Rahmen seiner Aktivierung zu
einer durch so genannte PIKK-Kinasen (P13 Kinasated Kinases) katalysierten
Phosphorylierung des hier gelegenen Serin-Res@mlidumanen Zelllinien [Rogakaat al.,
1998]. Die Bedeutung des Histons H2AX im Zusammaeaghait Doppelstrangbriichen der
DNA wurde erstmals von Rogakoet al. [1998] beobachtet. Dabei konnte mittels
Gelelektrophorese gezeigt werden, dass die Fraktionphosphoryliertem H2AXyH2AX)
nach Bestrahlung im Vergleich zu unbestrahltenetelunimmt [Rogakoet al., 1998]. Die
Gesamtmenge ayH2AX verhielt sich dabei proportional zur verwereteStrahlendosis. Pro
Gray wurde dabei eine Phosphorylierung von 1 %welsandenen H2AX gefunden, was in
etwa 0,03 % des H2AX pro DNA-DSB entspricht [Rogakbal., 1998]. Ebenfalls waren es
Rogakouet al. [1998], die zeigen konnten, dagd2AX als spezifische Antwort auf DNA-
DSBs erscheint. Obgleich H2AX normalerweise gleiéBig im Zellkern verteilt zu sein
scheint, kommt es im Anschluss an einen DNA-DSBKkamzentrierung degH2AX am Ort
der DNA Lasion [Rogakowt al., 1999]. Das phosphorylierte Protein flankiert dadgp®(3e
Bereiche des Chromatins in der Umgebung des DNA-D8Bd bildet hier
fluoreszenzmikroskopisch nachweisbare Foci odeF IRfradiation induced foci) [Paukt
al., 2000; Rogakowt al., 1999]. Solche Ansammlungen vgH2AX kénnen bereits wenige
Minuten nach dem entstandenen Schaden nachgewiesden und erreichen nach etwa 10-
30 Minuten ihr Maximum [Redoret al., 2002]. Der Bereich, den diese Foci flankieren,
umfasst in etwa 2 Megabasen der DNA [Roga&bal., 1999]. Zunachst wurdgH2AX als
essentiell fur die Rekrutierung der assoziiertenpdRaturproteine an den Lasionsort
angesehen. Jedoch wurde von Celestt. [2003] gezeigt, dass Zelllinien auch ohne H2AX
nach Induktion eines DNA-DSB entsprechende Repdeitioren im Bereich des DNA-
Bruches aufweisen konnen. Im Gegensatz zu Zellindte H2AX exprimieren konnten,
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bildeten die H2AX-defekten Mutanten allerdings keiRRIF aus. Das HistopH2AX ist fur
die Rekrutierung von Reparaturfaktoren an den @# DNA-DSB durch Markierung des
Schadens verantwortlich. Es ist essentiell flr epersistierende Ansammlung der
Reparaturkomplexe und die Bildung von Foci [Bassh@l., 2002; Celestest al., 2003;
Celestest al., 2002]. Durch die Erkenntnis, dass jeddRAX-Focus genau einem DNA-DSB
entspricht, konnte nun mit Hilfe spezifischer Aftiger gegenyH2AX und Uber den
fluoreszenzmikroskopischen Nachweis der 0,1 bisuh2yrof3en, fluoreszierendgf2AX-
Foci eine Quantifizierung der entstandenen DNA-D&fblgen [Rogakouet al., 1999;
Sedelnikoveet al., 2002]. Der Nachweis von DNA-DSB ist mit dieserthtzde bis zu einigen
hundertstel Gray moglich [MacPhatlal., 2003]. Die Vorteile dieses Verfahrens liegen dabe
in der geringen Zahl bengtigter Versuchszellengden guten Quantifizierbarkeit von DNA-
DSBs fiur jede einzelne Zelle und der problemlosewies schnellen Durchfihrbarkeit des
Verfahrens selbst. Die Quantifizierung der entstawethyH2AX-Foci kann durch Auszéhlen
[Tanejaet al., 2004], durch die FACS-Analyse [Banathal., 2004; Olive & Banath, 2004]
oder die Messung der Fluoreszenzintensitaten vozebildern erfolgen [MacPhadt al.,
2003; Mahet al., 2010; Mahrhofeet al., 2006; Mirzayanst al., 2006]. Dartber hinaus kann
eine Quantifizierung voryH2AX auch mittels elektrophoretischer Verfahren ahgefihrt
werden [Paull et al., 2000; Tanejaet al., 2004]. Es konnte bereits digH2AX-
Phosphorylierung in A549-Zellen nach Exposition atbakrauch, der unter anderem auch

Dioxin enthalt, nachgewiesen werden [Tanekal., 2007].

1.3 Der Arylhydrocarbon Rezeptor (AhR) — Struktur und Signalwege

In vorliegender Arbeit wurde untersucht, ob der Ah&ch ionisierender Strahlung mit der
DNA-Reparatur interagiert. Der AhR, auch Dioxin-Bptor genannt, ist ein cytosolischer
Rezeptor, der klassischer Weise aus dem Fremddt#bulismus bekannt ist. Er ist ein
Liganden aktivierter Transkriptionsfaktor, der durcLigandenbindungsanalysen mit
radioaktiv markiertem Dioxin von Polaretl al. [1976] identifiziert wurde. Der AhR und die
mit ihm in dessen Signaltransduktionskette assweineProteine Arylhydrocarbon Rezeptor
Repressor (AhRR) und Arylhydrocarbon Rezeptor Nakl€ranslokator (ARNT), gehdren
zur Familie der basic helix-loop-helix (bHLH)-PASanskriptionsfaktoren [Get al., 2000;

Taylor & Zhulin, 1999]. Die Bezeichnung dieser DamaPAS leitet sich von Per (period)-
ARNT-Sim (single minded) ab. Per und Sim sind duritddl homologe und nah verwandte
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Proteine zum AhR auSrosophila [Whitlock, 1999]. Nahe des N-terminalen Endes ABR
liegt die bHLH Domane. Die basic Region fuhrt zuNABindung, wahrend die HLH
Doméne fur Protein/Protein Dimerisierungen veramthob ist. Am N-Terminus ist des
Weiteren ein Bereich zu finden, der sowohl einelearctranslocation sequence (NLS) als
auch eine nuclear export sequence (NES) aufweisdrr@inal zur HLH Region liegt die oben
genannte PAS Domane. Durch ihre Struktur und Rwosibeeinflusst sie Protein/Protein
Interaktionen wie die Bindung an das Chaperon Witkeckprotein (Hsp) 90 oder die
Ligandenbindung [Fukunaget al., 1995; Reisz-Porszas al., 1994]. Hsp90 interagiert
sowohl mit der PAS B Region als auch mit der bHLBIni2ine. Dadurch wird im Liganden
freien Zustand des AhR die NLS maskiert und dieahipn gebundene Konformation
stabilisiert. Die NES ist fir den nuklearen Expdes Rezeptors verantwortlich, der seine
proteasomale Degradierung zur Folge hat [DavaBsllenz, 1999; Ma & Baldwin, 2000].
Der wenig konservierte C-terminale Bereich des AliiRinhaltet eine komplexe,
glutaminreiche (Q-rich subdomain) Domane, die eifielzahl von stimulatorischen und

inhibitorischen Untereinheiten enthalt.

bHLH PAS Domine "Qrrich”

NH, [I A B COOH

— NLS
— MES
= DNA-Bindung
— Dimerisierung
—— Iag::ﬂ:mdmng_
Tramsaltivisrons 4
Abb. 1.1: AhR Struktur

Der AhR liegt in seinem inaktiven Zustand in einegytosolischen Multiproteinkomplex
gebunden vor. Dieser besteht aus dem AhR, einerf@HSpner, dem Ko-Chaperon p23 und
dem Immunophilinhomologen AhR interacting proteXiR) [Petruliset al., 2003] und der
assoziierten c-Src-Kinase [Enan & Matsumura, 1998 Hsp90 Proteine halten den
Rezeptor in einer offenen Konformation fur die Lamglenbindung und werden durch die
Interaktion mit p23 stabilisiert. AIP (auch als X2Bezeichnet) ist gemeinsam mit p23 an der
cytosolischen Lokalisation des AhR beteiligt [KaBkaset al., 2000]. Es blockiert die
Bindung von Importir3 und hélt den Komplex im Cytosol arretiert [Pesuei al., 2003].
Allerdings wurde gezeigt, dass dieses Protein reslentiell fir die Funktionalitat des AhR
ist [Bell & Poland, 2000; Kazlauskas al., 2000; LaPrest al., 2000; Petrulis & Perdew,
2002]. p23 scheint eine Rolle in der Stabilisieragieg ATP-gebundenen Form und der durch
Liganden vermittelten Abspaltung von Hsp90 zu smelFreeman & MacNaughton, 2000;
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Kazlauskast al., 1999]. Nach Eintritt oder Freisetzung eines Lagm und Bindung dessen
an den AhR kommt es zu einer Transformation undldgeng der NLS. Der Ligand-
Rezeptor-Komplex transloziert unter Energieverbhaiw den Zellkern. Nun erfolgt die
Bindung an ARNT, welches im Zellkern lokalisiert ismd entgegen seiner Benennung keine
Bedeutung fir die Liganden aktivierte Translokaties AhR hat [Denisoet al., 2002;
Scheelet al.,, 2002; Scheel & Schrenk, 2000]. Die Abspaltung udgp90 ist ebenso
notwendig fur die Bildung des AhR/ARNT Heterodiméieid et al., 2000]. AnschlielRend
wird der Rezeptorkomplex unter Aktivierung der NiBQlas Cytoplasma zurtick transportiert
und dort Ubiquitin-abhangig im Proteasom abgeb®&avprinos & Pollenz, 1999; Ma &
Baldwin, 2000; Ma & Baldwin, 2002; Song & Pollen2002]. Die Blockierung der AhR
Degradation kann zu einer kontinuierlichen Aktivieg der AhR-vermittelten Genexpression
fuhren. Damit verbunden sind nachteilige Effekte die Zelle, z.B. der Abbau der freien
ARNT-Konzentration [Ma & Baldwin, 2002; Song & Peliz, 2002]. Die Dimerisierung des
AhR mit ARNT ist entscheidend fir seine spezifisdéhteraktion mit responsiven DNA-
Elementen. [Denisost al., 2002; Hahn, 2002; Mimura & Fujii-Kuriyama, 2008ie et al.,
2001]. Der entstandene AhR/ARNT-Komplex wirkt alsafiskriptionsfaktor, der mit hoher
Affinitat an spezifische Enhancer-Sequenzen der DiiAdet. Die DNA-Bindungsaktivitat
wird Uber eine Tyrosin Phosphorylierung regulidfirjsavageet al., 2004; Parlet al., 2000].
Diese sogenannten xenobiotic responsive elemem&)Xauch Dioxin Responsive Elemente
(DRE) genannt, enthalten die fur die Bindung esskatNukleotidfolge 5-CGTG-3". Diese
Bindung fiihrt zu einer Anderung der lokalen Chrdnsituktur und der Moglichkeit fir
Transkriptionsfaktoren, mit dem Promotor zu intézegn. Die DNA-Bindung des aktiven

Komplexes beeinflusst die Regulation unterschibelicGene.
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Abb. 1.2: klassischer AhR-Signalweg nach TCDD Aliung, modifiziert von Quiagen.com

Der AhR reguliert Uber die XRE-Bindung eine Vielkalon Genen. Hierzu gehdren die
fremdstoffmetabolisierenden Phase | Enzyme der cytom P450 (CYP)- Familie CYP1Al
und 1A2, CYP1B1 und CYP2A8 (Hamster).

AhR-Liganden beeinflussen die Expression weiterenés So werden unter anderem wichtige
Faktoren fur Zellwachstum und -differenzierung winsforming growth factor TGE-und
TGF{32, plasminogen activator inhibitor 2 (PAI-2), In&rkin-13 (IL-1p), c-jun und c-fos
von TCDD induziert [Abbottet al., 1998; Bock, 1994; Hankinson, 1995; Rowlands &
Gustafsson, 1997] [Gramatzl al., 2009]. Der AhR ist in der Lage als Inhibitor fur
Estrogen-induzierte Gene zu fungieren, z.B. CaihePps tissue plasminogen activator und
uterine epidermal growth factor, die unter andebsinder Modulation des Progesteron- und
Estrogen-Rezeptors eine Rolle spielen [Abdelraétia., 2006; Ahmedtt al., 2009; Castro-
Riveraet al., 1999; Liuet al., 2006; Marconettt al., 2010; Selminet al., 2005]. Neuere
Untersuchungen zeigen, dass der AhR hierbei algiQuitin Ligase agieren kann [Ohtake
et al., 2007; Ohtakeet al., 2009]. Weitere Kreuzreaktionen sind mit multiplen
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Signaltransduktionswegen [Pughal., 2009], zum Beispiel der MAP-Kinase [Henkloea
al., 2008], der Erk-Kinase [Chest al., 2005], JNK [Diryet al., 2006] oder Apoptose und
Aktivierung zellularer Prozesse als Antwort aufdativen Stress [Daltod al., 2002; Nieet
al., 2001; Safe, 2001] bekannt. Des Weiteren wurdeiggzdass der AhR die Progression
und Regulation des Zellzyklus beeinflusst [Marlofv®uga, 2005; Puget al., 2002], indem
er als Koaktivator von E2F-1 fungiert [Puggal., 2000; Watabest al., 2010]. AulRerdem
wird die Rolle des AhR als Tumorsuppressor beilagdyer Karzinogenese diskutiert [Feain
al., 2010]. Kurzlich wurde die funktionelle Interakticdles AhR mit der Cyclin-abh&ngigen
Kinase 4 (CDK4) und die daraus resultierende Zkllwy Progression in humanen
Brustkrebszellen nachgewiesen [Barhoaateal., 2010; Korzeniewsket al., 2010].

1.4 AhR-Liganden und Zielgene der CYP-Familie

Der AhR wird in vielen Geweben exprimiert, untedarem in Lunge, Leber, Thymus und
Testes. Er bindet, untypisch fir Liganden regudidRezeptoren, eine Vielzahl an Liganden
unterschiedlichen Ursprungs und vielfaltiger StankfAdachi et al., 2004; Adachiet al.,
2001; Denison & Nagy, 2003; Fujii-Kuriyama & Mimyr2005; Heath-Pagliusa al., 1998].
Diese Stoffe sind anthropogener, biogener wie aewctiogener Herkunft. Hierbei wird
unterschieden zwischen einer high affinity Bindamgden AhR, wie etwa bei TCDD und low
affinity Liganden, zu denen einige Pharmazeutikd endogene Liganden gehoren. Struktur-
Aktivitats-Untersuchungen ergaben, dass Ligandeh hmoher Bindungsaffinitdt zumeist
aromatische, planare und relativ hydrophobe Veunigén sind. Dabei korreliert die Affinitat
positiv mit der Toxizitat und der biologischen Rateder Verbindung. Schwache Liganden
hingegen entsprechen nur unzureichend diesen i¢nteDie Tatsache, dass viele dieser
Substanzen in Liganden-Bindungs-Versuchen nichtragitoaktiv markiertem TCDD um die
Bindung am AhR konkurrieren, filhrte zu der Hypothedass unterschiedliche Bereiche der
AhR-Ligandenbindungsdomane fiir die Interaktionen ldgandentypen mit dem Rezeptor
verantwortlich sind [Backlund & Ingelman-Sundbe?§04; Bradshavet al., 2002; Denison

& Nagy, 2003; Denisomt al., 2002]. Die Einteilung der Liganden erfolgt jedaalcht nach
ihrer Bindungsaffinitat, sondern nach ihrer Herkurds gibt zwei groRe Kategorien von
AhR-Liganden, zum einen die exogenen Liganden, rdest als Folge anthropogener
Aktivitaten entstehen und in der Umwelt weit vertaesind. Zum anderen gibt es nattrliche

Liganden, die durch biologische Prozesse entsteBan.werden nochmals unterteilt in



exogene Stoffe, die groéftenteils Uber die Nahranden Organismus gelangen und endogene
Verbindungen, die im Korper gebildet werden. Zurugre der exogenen klassischen
Liganden gehtéren PAKs (z.B. 3-Methylcholanthren, nBmnthracene, Benzoflavone,
Benzo[a]pyren) und HAKs wie polychlorierte Bipheay|PCBSs), polychlorierte Dibenzo-p-
dioxine (PCDDs), polychlorierte Dibenzofurane (PGRF Die Mitglieder dieser
Verbindungsklassen weisen zumeist eine hohe Birghffigitait an den AhR auf und
entsprechen den hierfur postulierten StrukturkieterAls Leitsubstanz dient TCDD, einer der
potentesten Induktoren des AhR. Zu den nicht-kdabsin Liganden gehoéren sehr
unterschiedliche Substanzklassen, unter anderemiBelazole wie Thiabendazol und der
Magensaureblocker Omeprazol. Carbaryl, ein Insektidas als schwacher Cholinesterase-
Hemmer fungiert, Diflubenzuron, ein Chitin-Synthiesgbitor, und bestimmte Pharmazeutika
wie YH439 zahlen ebenfalls zu dieser Gruppe.

Die grofdte Expositionsquelle fur natirliche AhR-&mglen ist die Nahrung. Verschiedene
Studien zeigten, dass Resveratrol, ein Inhaltsstoff Trauben und auch Wein, ebenso wie
viele Flavonoide inhibitorisch auf die AhR-induzeiGenexpression von CYP1A1 wirkt und
in der Lage sind, pathologische Effekte eines atign AhR auf die Zelle zu verhindern
[Casperet al., 1999; Ciolinoet al., 1998; Panget al., 2008]. Auch in der Abwesenheit von
exogenen Liganden kann der AhR Signaltransduktiegswlurch endogene Liganden
aktiviert werden. Ein Hinweis hierfur ist, dass dedtivierte AhR Komplex im Kern in
Gewebeschnitten von unbehandelten Tieren und ieharxelten Zellkulturen zu finden ist
[Anderssoret al., 2002; Chang & Puga, 1998]. Auch die Beobachtdags eine Blockierung
der AhR-Expression in Mausblastozyten zu Entwicghkstoérungen fuhrt, spricht fur diese
Hypothese [Peters & Wiley, 1995]. Studien an AhRekkout Mausen zeigten, dass der AhR
eine Rolle in vielen physiologischen Prozessen edwi der Entwicklung der Leber und des
Immunsystems spielt [Liet al., 2001; Schmidgt al., 1996]. Dass die Aktivierung des Ah-
Rezeptors und die damit nachgeschaltete Signaltterng nicht nur durch aromatische
Kohlenwasserstoffe, sondern auch durch UV-Strahlodgziert werden kann, wurde bereits
beschrieben [Fritschet al., 2007]. Das Tryptophanderivat FICZ ist als endegdngand des
AhR in der Diskussion [Wincert al., 2009].

Die Induktion der CYP1A1 Genexpression gilt als Bemmarker fir die biologische Aktivitat
von AhR-Liganden. Sie ist daher ein wichtiger Faktar Untersuchung des Mechanismus
der Transkription und Regulation von Liganden véteiten Effekten auf den Organismus.
Cytochrom P450 Enzyme sind Ham-haltige Monooxigenadie in der Membran des

endoplasmatischen Retikulums vorliegen. CYPs spielee wichtige Rolle in der oxidativen



Biotransformation von Fremdstoffen, was sowohl mee Aktivierung der Substrate und
eventuell zur Bildung karzinogener Metabolite algha zur Detoxifizierung fuhren kann.
Weiterhin sind CYPs in die Synthese und den Metabuls von Steroiden, Retinoiden,
Fettsauren, Prostaglandinen, Leukotrienen, Galleesa und anderen endogenen
Verbindungen involviert. Sie katalysieren unter emeeh Hydroxylierungen, Epoxidierungen,
Dealkylierungen und Dehalogenierungen Uber die (Hinfng eines aktivierten Sauerstoff-
Atoms in das Substrat. Die humane CYP1A Familientaiet 2 Isoformen, CYP1Al und
1A2. CYP1A2 wird konstitutiv in stark unterschieslien Gehalten vor allem in der Leber
exprimiert. CYP1AL1 findet sich zumeist in extrahepehen Geweben, z.B. Lunge, Plazenta,
Haut und Lymphozyten, und nur in geringer Konzdidrain der Leber. Seine mal3gebliche
Rolle im hepatischen Metabolismus von PAHs und eerd&mweltkontaminanten geht auf
seine  hohe, AhR vermittelte Induzierbarkeit zurtckDie Induktion der
fremdstoffmetabolisierenden Enzyme dient als astapfintwort zur Minimierung toxischer

Effekte auf den Organismus.

1.5 Zielsetzung

Fritsche und Mitarbeiter zeigten 2007, dass der AfdRh UV-Strahlung in den Kern
transportiert wird und als Transkriptionsfaktor ktirin der vorliegenden Arbeit sollte geklart

werden welchen Einfluss der AhR auf die zelluldml@enantwort hat.

Folgende Fragen wurden untersucht:

1) Wird der AhR durch ionisierende Strahlung in datikern transloziert und wirkt dort als
Transkriptionsfaktor?

2) Welchen Einfluss hat eine Inhibition des AhR dig Radiosensitivitat von menschlichen
Zellen?

3) Welche Rolle spielt der AhR beim NHEJ nach i@render Strahlung?
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Material

2.1.1 Zellen und Zellkulturmedium

Es wurden folgende etablierte Zelllinien verwendet:

Tab.:2.1 Ubersicht der verwendeten Zelllinien

Zelllinie Beschreibung Quelle/Refernz
A549 Lungenkarzinom (human) ATCC; CCL 185
FaDu Plattenepithelkarzinom (human) ATCC; HTB-43
HaCat Keratinozyten (human) Fritscéteal ., 2007
Hepalclc7 Maushepatom ATCC; CRL 2026

A549 wurden in D-MEM, HaCat in D-MEM/F12 kultiviert

Dullbeco's Modified Eagle Medium (D-MEM) wurde 33l NaHCQ; (Biochrom AG)
zugesetzt. Dulbecco's Modified Eagle Medium: Nakahung F-12 (D-MEM/F12), versetzt
mit 1,2 g/l NaHCQ. Alle Medien wurden von Gibco bezogen. Dem Medivarde 10 %
fotales Kalberserum (FCS) von PAN Biotech und 1é&xaiéillin und Streptomycin (Gibco)

zugesetzt.

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Tab. 2.2: Verbrauchsmaterialien

Produkt

Firma

ECL Detection Kit

Amersham Bioscience

Lipofectamir™ 2000

Invitrogen

Nitrocellulose Membran (Optitran)

Schleicher-Schuel

Phosphataseinhibitor-Cocktail | Sigma-Aldrich
Proteaseinhibitoren Roche
Proteinbestimmungskit BioRad
Protein-A-Sepharose Amersham Bioscience
Rontgenfilme AGFA

Sterilfilter Sartorius

Sterile Filtertips

Greiner BioOne

Whatman Papier

Schleicher-Schuell

Zellkulturwaren

BD Falcon
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2.1.3 Chemikalien
Alle verwendeten Chemikalien wurden von den FirrBegma-Aldrich, Merck, Roth,

Applichem, Serva, BioRad, Amersham oder PharmateBh bezogen.

2.1.4 Radiochemikalien
3H- Methionin 49 Ci/mmol Amersham Biosciences

2.1.5 Gerate

Tab. 3: Auflistung der Gerate

Gerat Hersteller
ELISA-Reader Anthos Labtec
Gelelektrophorese-Kammer Hoefer
Light Cycler Roche

Rontgenbestrahlungseinheit (RS-225) Gulmay

Spektrophotometer Nanodrop ND-100( Peglab

Tank Blot-Apparatur Pharmacia
PCR-Gerat GeneAmp PCR System 2400 Perkin Elmer

Zentrifugen Eppendorf
Mikroskope Zeiss
Konfokales Mikroskop Leica

2.1.6 Losungen und Puffer

Tab. 2.3: Verwendete Puffer und Losungen
Blottingpuffer 11 Methanol

299 Tris Base
14,59 Glycin
1,859 SDS
ad 41 HOdd

Coomassi€ -Blau-Farbelésung 50% Methanol
10% Eisessig
0,25% CoomassieR
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Kernextraktionspuffer (Puffer A)

1001M HEPES
40ul 2,5M KClI
12ul 0,5M EDTA
ad 10ml HOdd

SDS-Probenpuffer

2,5 ml 4x Sammelgelpuffer
2,0 ml SDS (10 %)
2,0 ml Glycerin
0,5 mlp-Mercaptoethanol
0,25 mg Bromphenolblau
ad 10 ml HOdd

Laufpuffer

115,29 Glycin
249 Tris Base
49 SDS

ad 41 HOdd

Lysispuffer

1% NP40
0,87g NaCl
0,69 Tris base
ad 100ml HOdd
pH 8,0 (HCI)

Sammelgelpuffer (4x)

30,39 Tris Base
2g SDS
ad 500ml HOdd
pH 6,8 (HCI)

SDS-Probenpuffer (2x)

20ml Glycerin
2g SDS
10mg Bromphenolblau
24ml Sammelgelpuffer (4x)
5,4mlB-Mercaptoethanol
ad 100ml HOdd
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Stripping-Puffer

4,59 Glycin
0,3g SDS
3ml Tween20
ad 300ml HOdd
pH 2,2 (HCI)

Trenngelpuffer (4x)

90,859 Tris Base
29 SDS
ad 500m| HOdd
pH 8,8 (HCI)

PBS

13,7mM NacCl
2,7mM KClI
80,9mM NaHPO4
1,5mM KH,PO4

Waschpuffer (Western Blot)

1l PBS-
0,1% Tween20

2.1.7 Inhibitoren und siRNA
Tab. 2.4: Auflistung der verwendeten siRNA

Si-RNA Sequenz Firma
AhR ACAUAUCCAGCUGAAUUAA MWG Biotech AG
AhR SASI_Hs01_ 00140197 SASI_Hs01_0014018igma-Aldrich

7_AS
AhR AACUCGGUCUCUAUGCCGC MWG Biotech AG
Kontrolle
ARNT SASI_Hs01_00166998 SASI_Hs01_001669%igma-Aldrich
Kontrolle | AGGUAGUGUAAUCGCCU MWG Biotech AG
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2.1.8 Antikorper

Tab. 2.5: Auflistung der eingesetzten Antikdrper

Primare Antikorper Beschreibung Hersteller
Ah-Rezeptor Maus, monoklonal Abcam

Hase, polykonal
Aktin Kaninchen, polyklonal Abcam
ARNT Maus, monoklonal Upstate
CYP1Al Kaninchen, polyklonal Abcam
DNA-PK Maus, monoklonal Dianova
DNA-PK pT 2609 Kaninchen, polyklonal Rockland
DNA-PK pS 2056 Kaninchen, polyklonal Rockland
DNA Maus, monoklonal Abcam
H2AX pS 139 Maus, monoklonal Abcam
HNE Kaninchen, polyklonal Abcam
HSP90 Maus, monoklonal Abcam
Lamin B1 Maus, monoklonal Biozol
c-Src-Kinase Maus, monoklonal Santa Cruz
c-Src-Kinase pY 418 Kaninchen, polyklonal Biosource
Sekundare Antikorper Herkunft Hersteller
Anti-Maus-1gG Ziege Sigma-Aldrich
Anti-Kaninchen-1gG Ziege Sigma-Aldrich
Anti-Maus-Alexa 610 Esel Invitrogen
Anti-Hase-Alexa 350 Esel Invitrogen
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2.2 METHODEN

2.2.1 Zellkultur
Alle Zelllinien wurden in wasserdampfgesattigteru8chranken (Heraeus, Binder) bei 37°C
und 7 % CQ kultiviert.

2.2.2 Bestrahlung

Die Bestrahlung der Zellen erfolgte im Gulmay Ré&mgenerator R225. Bestrahlt wurde
durch Rontgenstrahlung bei einer Dosisleistung vbrGy/Minute und mit  einer
Grundeinstellung von 200 kV und 15 mA bei 37°C. bwviemschte Quencheffekte wurden

durch einen 0,5 mm Kupferfilter minimiert.

2.2.3 Koloniebildungstest

Um die klonogene Uberlebensrate verschiedeneridell nach Bestrahlung und / oder
Behandlung mit unterschiedlicher Substanzen zurbestn, wurden 500 Zellen in @ 10 cm
Zellkulturschalen mit 20 % FCS ausgesat und flirS2dnden im Brutschrank inkubiert.
Danach wurden sie entsprechend dem Protokoll beltander bestrahlt. Nach 10 Tagen
Inkubation wurden die Kulturschalen mit Formaldehyad Ethanol fixiert. Anschlie3end
wurden die Kolonien fur eine Minute in einer Coosiad.dsung gefarbt, danach gewassert
und im Trockenschrank bei 50°C getrocknet. Unten dnokular wurden nur Kolonien die
mehr als 50 Zellen aufwiesen gezahlt und anschii@é@as klonogene Uberleben mittels einer
halblogarithmischen aufgetragenen Uberlebenskurv&érgleich zur Kontrolle festgestellt.

Pro Versuchsbedingung wurden drei Schalen ausdezahl

2.2.4yH2AX-Assay

Um die Anzahl an residualen DNS-DoppelstrangbriaménpositivemyH2AX-Focus nach
Bestrahlung unter verschiedenen Bedingungen zusudeen, wurden Zellen auf spezielle
Zellkulturobjekttrager ausgesat (BD Falcon) und Brutschrank bis zur vollstandigen
Konfluenz inkubiert. Vor der Bestrahlung wurden dellen mit der jeweiligen SiRNA
transfiziert. Standardmalig wurden die Zellen 2dn8é&n nach Bestrahlung mit 70 %igem
Ethanol fixiert und bis zur Immunfluoreszenzfarbuogy -20°C gelagert. Zur Farbung mit
demyH2AX-spezifischen Antikdrper wurde fir zwei Stundesi Raumtemperatur inkubiert.
Um positive Foci im Zellkern zu markieren wurdene dProben fir 30 Minuten bei

Raumtemperatur mit dem spezifischen sekundar Argeéod (488- Alexa) markiert und
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anschlieBend die DNS mittels einer DAPI Gegenfagbsichtbar gemacht. Die Auswertung
erfolgte an einem Fluoreszenzmikroskop (Axiovertisge Zu jeder Probe wurden
Aufnahmen mit einem Plan-NeoFluar 40x/0,75D Objekti einer 400-fachen Vergré3erung

gemacht. Pro Kondition wurden 100 Kerne ausgezabhilt.

2.2.5 Proteinaufarbeitung & Kernextraktion

Zellen in der stationaren Phase wurden einmal nskadiem PBS gewaschen und
anschlieBend mit Hilfe eines Zellschabers von detlkdlturschale gelost, in 454
Lysispuffer aufgenommen und in ein entsprechendeakfbonsgefald Uberfihrt. Eine 30
mindtige Inkubation bei + 4°C und eine kurze Ulttzslbehandlung lysierte die Zellen
vollstandig. Die Lysate wurden mit 14 000 rpm be4>€ zentrifugiert und der Uberstand zur
weiteren Proteinquantifizierung verwendet.

Die Extraktion der cytoplasmatischen und nukledfgaktion wurde entsprechend der
Anweisung im Protokoll des NE-PER® Extraktions-Hitrchgefiihrt (Pierce). Um die exakte
Proteinmenge fir jede Probe zu ermitteln, wurde Hilfe eines BioRad-Kits die
Proteinquantifizierung nach Bradford vorgenommeie. Konzentrationsbestimmung erfolgte
nach den Angaben des Herstellers und wurde benB820n ELISA-Reader ausgelesen. Als
Standard wurde BSA verwendet.

2.2.6 Western-Blot-Analyse

Die Auftrennung der Proteine erfolgte mittels ein8DS-PAGE (SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese). Die Proben, versetzt mit SD&&mpuffer, wurden fur finf Minuten in
kochendem Wasser denaturiert. Es wurden (ip@®Protein pro Probe auf ein SDS-Gel
aufgetragen. Bei 0,1 mA/cm? pro Gel wurden die €&tnat aufgetrennt [Sambrook & Russell,
2006]. AnschlieBend wurden die Proteine zur Immundetektioauf eine
Nitrozellulosemembran transferiert. Bei 5,7 mAfcomd 24 V wurden die Proteine uber
Nacht bei +4°C in einem Tankblot auf eine Membrablgttet. Es folgte eine Ponceau S-
Farbung um die Proteine sichtbar zumachen, entfarbtde in Wasser. Die freien
Bindungsstellen der Nitrozellulosemembran wurdeneiiie Stunde bei Raumtemperatur mit
einer 3 %igen BSA-L6sung abgesattigt. Danach wdrdevlembran mit dem entsprechenden
Primarantikorper bei +4°C Uber Nacht inkubiert. Nalreimaligem Waschen der Membran
mit PBST folgte eine einstiindige Inkubation mit deekundéren Peroxidase-gekoppelten

Antikdrper bei Raumtemperatur. Der Nachweis dee#igsehen Antikorper-Protein-Bindung
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wurde durch eine Chemoluminiszenzreaktion nachgemieund Uber eine Exposition auf

Rontgenfilmen sichtbar gemacht.

2.2.7 Immunprazipitation

Fur Immunprazipitationen wurden 3 mg Protein eieggs Die Extraktion der
cytoplasmatischen und nukledren Fraktion wurdespeathend der Anweisung im Protokoll
des NE-PER® Extraktions-Kit durchgefuhrt (Pierce).

Die nukleére oder cytoplasmatische Fraktion wurde5ml des zu immunprazipitierenden
Antikorpers fur drei Stunden bei +4°C inkubiert. s&hliel3end wurden 5@ einer 50 %igen
Protein-A-Sepharose-Ldsung zugegeben und die ProbenNacht bei +4°C inkubiert. Die
Préazipitate wurden danach finfmal mit PBS gewascaeschliel3end mit SDS- Probenpuffer
versetzt und 5 Minuten gekocht. Die Auftrennung id@munprézipitierten Proteine geschah

mittels SDS-PAGE und Immunoblotting, wie unter 8.heschrieben.

2.2.8 Behandlung mit Inhibitoren

Die Inhibitoren wurden gemaf den Angaben der Higstiea Stammldsungen aliquotiert und
unter den angegeben Temperaturen bis zur endgultiderwendung gelagert. Bei
Substanzen, die in DMSO oder Ethanol gelost wanenmgden die Kontrollen entsprechend

mit der gleichen Konzentration des Lésungsmittelsamdelt.

2.2.9 Transfektion mit SIRNA

Die Zellen wurden in @ 10 cm Zellkulturschalen kaért. Funf Stunden vor der Transfektion
wurde das entsprechende Medium auf Medium mit 16@& aber ohne Antibiotika
gewechselt. Die siRNA (siehe Tab. 2.4) wurde ansBkhd mit einer Endkonzentration von
30 nM mit Hilfe des Transfektionsreagenz Lipofedail 2000 (Invitrogen) nach den
Abgaben des Herstellers fiir 72 Stunden transfizdath der Transfektion wurden die Zellen
gemal’ dem Versuchsprotokoll weiter behandelt.

2.2.10 Densitometrische Auswertung und Statistik

Die densitometrische Quantifizierung der Westerot8wurde mit der Software von Scion

image durchgefiihrt. Um einen Vergleich zwischeneDadus zwei unabhéngigen Gruppen
anzustellen, wurde der student's t-test durchgeféie Werte zeigen den Mittelwert +/- der

Standardabweichung oder des Standardfehlers. ReWerls 0,05 (p < 0.05) wurden als

statistisch relevant anerkannt.
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2.2.11 Radioaktive Markierung von Proteinen

Zellen in der Stationaren Wachstumsphase wurde3®n& Methionin Medium versetzt, mit
4 Gy bestrahlt, eine Stunde inkubiert und danachrddioaktiv markierte Methionin durch
einen Mediumwechsel entfernt. Die Zellen wurdenvi@itere 4, 24 und 48 h im Brutschrank

inkubiert, anschliel3end lysiert und mittels SDS€4”agd Rontgenfilmen analysiert

2.2.12 Lightcycler-PCR

Mit Hilfe der Lightcycler-PCR, einer Weiterentwickig der konventionellen PCR, kann die
DNA-Amplifikation in Echtzeit (real-time-PCR) vertigt werden. Zur Detektion des
Amplifikats wurde SYBR Green | verwendet. Aus deshMttpunkten (sog. crossing points,
Cp) der Wendepunkttangenten an den sigmoiden Aikggiibnskurven mit der Zeit-
/Reaktionszyklenachse kann die relative Menge arjadeeiligen cDNA berechnet werden.
Neben dem Zielgen wird zudem ein PCR-Lauf mit eirkReferenzgen durchgefuhrt. Die Cp-
Werte des Zielgens werden auf die Werte des Refgess normiert bezogen. Es wurde die
18 S rRNA als Referenzgen verwendet. Die Primerall@Reagenzien wurden vom Institut
fur Experimentelle und Klinische Pharmakologie Urukikologie, Abteilung Toxikologie der

Uni Tuabingen bereitgestellt.

Tab. 2.6: Lightcycler-PCR Ansatz fur eine Probeg(B:

PCR-Mastermix fur Lightcycler | 3 mM Mg¢l
Ampuwa-Wasser 5,7 ul
MgCl; (25 mM) 0,8 ul
Primer forward_LC (20 uM) 0,25 ul
Primer reverse_LC (20 uM) 0,25 pl
10x PCR-Mix 1l

Der 10x PCR-Mix enthalt SYBR Green |, dNTPs undTie-Polymerase.

2.2.13 RNA-Isolierung

Die Zellen wurden einmal mit eiskaltem PBS gewascbied mit 1 ml Trizol / 6 well fur

3 min auf Eis inkubiert. Die lysierten Zellen wurdan ein Reaktionsgefal? tberfuhrt. Nach
Zugabe von 200 pl Chloroform wurde 30 Sekunden kaaflig geschuttelt und anschlie3end
15 min bei 13 000 rpm und 4°C zentrifugiert. Dieemwassrige Phase wurde in ein neues

Zentrifugenréhrchen tberfuhrt und mit dem gleicatumen eiskaltem Isopropanol versetzt
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und gemischt. Die Féllung erfolgte 1 h bei -20°@nBch wurde flr 30 min bei 13 000 rpm
und 4°C zentrifugiert und der Uberstand verworf@as Pellet wurde mit 500 pl eiskaltem
75 %igem Ethanol gewaschen und 15 min bei 13 000 ty;md 4°C zentrifugiert, der

Uberstand verworfen und das Pellet an der Luftogktiet. Das Pellet wurde dann in 25 pl
DEPC-Wasser gelost und tber Nacht bei 4°C aufbaw&fanach wurde die mRNA zur

langeren Aufbewahrung bei —70°C gelagert.

2.2.14 cDNA Synthese durch Reverse Transkription (R

Da die Tag-Polymerase keine RNA-abhangige DNA-Pel@se-Aktivitat besitzt, muss die

isolierte mMRNA zur Verwendung als PCR Template dudas Enzym Reverse Transkriptase
in cDNA umgeschrieben werden. Als Primer werderdoam-Hexamere, welche zufallig mit

komplementaren RNA-Abschnitten hybridisieren und@ligo(dT) Primer verwendet, der an

die Poly-Adenosin-Reste von mRNAs bindet. Die Vardieng von Oligo(dT) Primer sichert,

dass nur voll prozessierte mRNA die einen polyAv&ate tragt in cDNA umgeschrieben

wird. Die Reaktionen wurden mit der AMV Reversenigiriptase durchgefihrt.

Folgender Ansatz wird flr RT-Reaktion pipettiert
Tab. 2.7. Standardansatze fir RT-Reaktionen

RT-Standardansatz AMV | s 15ul
Ampuwa-Wasser 4,29 ul
MgCl, (25 mM) 3 ul
10x RT Puffer 1,5 pl
dNTPs (je 210mM) 1,5 pl
RNA sin 0,76 pl
Primer Oligo dTs 0,38 pl
Primer random d(N) 0,38 ul
mischen
AMV-RT 0,19 pl
RNA-L6sung (125 ng/ul) | 3 ul

RT-Reaktion 60 min, 42°C

Denaturierung 5 min, 95°C
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2.2.15 Photometrische Quantifizierung von Nukleinsdren

Die Quantifizierung erfolgt durch Messung der Ektian beil = 260 nm (Nukleobasen) und
A =280 nm (aromatische Aminosauren in Proteineme Bbsorption von 1 entspricht einer
Konzentration von 50 ug/ ml DNA, bzw. 40 pg/ mNR (empirische Faktoren). Der
Quotient 260/ 280 ist ein Mal3 fir die Reinheit dembe, er sollte= 1,8 sein. Die
Konzentration kann nach folgenden Formeln berecheeden:

Azs0* X / 1000 = Konzentration in pug / pl.

x = 50 fur DNA

X =40 fur RNA

Fur die Messung wurden 2 pl der Lésung auf die Midse des nanodrop-Spektrometers

pipettiert und das entsprechende Messprogrammrtggtsta

2.2.16 Konfokale Mikroskopie

Zellen wurden auf Zellkulturobjekttrager ausgeséadit, der entsprechenden Dosis bestrahlt
und nach 1 h mit Periodat-Lysin-Paraformaldehydefix Fir die Immunfluoreszenzanalyse
wurden die Zellen Uber Nacht bei 4°C mit dem emsipenden primaren Antikorper
inkubiert. Der gebundene primére Antikorper wurdruglisiert durch einsttindige Inkubation
mit dem entsprechenden Alexa-Antikorper. Die Zeliee wurden mit YO-PRO-1 gefarbt.
Die Zellen wurden mit einem konfokalen Leica TCS SWMiikroskop im
elektronenmikroskopischen Labor, Prof. M. Schallemiversitats-Hautklinik Tubingen

analysiert.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Strahleninduzierte Aktivierung bzw. Stabilisieung des Arylhydrocarbon Rezeptors
Zunachst wurde geklart, inwiefern im verwendetean8ard-Tumorzellsystem die aus der
Literatur bekannte Aktivierung des ArylhydrocarbRazeptors (AhR) durch UV-B Strahlung
nachweisbar ist. Nachfolgend wurde die LungenkarniZelllinie A549 auf die AhR-
vermittelte Zellreaktion nach ionisierender Straigwntersucht. Sie ist durch die Expression

von wt Tp53 charakterisiert.

3.1.1 Stabilisierung des AhR durch UV-B Strahlung

Zur Uberprifung unseres Zellsystems auf die Akthaekeit des AhR wurden Zellen mit
UV-B bestrahlt und im Western-Blot (Abb. 3.1) dashRProtein nachgewiesen.
Standardmé&nRig wurde mit 300 J/m? UV-B bestrahlts Aer Literatur ist bekannt, dass der
AhR durch UV-Strahlung aus dem cytoplasmatischenltipoteinkomplex freigesetzt,
aktiviert und in den Kern transportiert wird [Fateeet al., 2007].

(A)  WB: A549 cytoplasmatische Fraktion

AhR «w» == ap

K 5 10 min
nach 300 J/m? UV-B

(B) WB: A549 Kernfraktion

AhR & & S

Lamin B1 s——aas a8

K 5 10 min
nach 300 J/m? UV-B
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Abb. 3.1: Nukledre Akkumulation des AhR nach UV-B $ahlung. A549-Zellen wurden in der stationdren
Phase mit 300 J/m2 UV-B bestrahlt, nach 5 bzw. Iimcytoplasmatisch@A) und Kernfraktion(B) getrennt
und anschlieRend in einem Western-Blot wie unt2ré62beschrieben analysief€) Quantifizierung der AhR-
Proteinexpression durch densitometrische Auswertnoigniert auf die entsprechende Laminkontrolle.

Dieser Transport in den Zellkern konnte in A549&relbereits 5 min nach UV-B Strahlung
nachgewiesen werden und stieg bis zum letzten sudbten Zeitpunkt an. Im Cytoplasma
allerdings konnte keine Stabilisierung beobachtetden. Im Kern wurde die Proteinmenge
densitometrisch quantifiziert. Es zeigte sich 1@ mach UV-B Strahlung ein Anstieg des
AhR um das 1,8-fache.

3.1.2 Stabilisierung des AhR durch ionisierende Sashlung

Um den Effekt von ionisierender Strahlung auf demRAzu untersuchen, wurden A549-
Zellen mit 4 Gray bestrahlt und nach den angegebé&teiten geerntet, die Zellfraktionen
isoliert und im Western-Blot analysiert (Abb. 3.2)lberraschenderweise wurde eine
zunehmende cytoplasmatische Proteinstabilisieruegy AhR lber die Zeit gefunden. Im
Vergleich zur unbestrahlten Kontrolle stieg dieettéerte AhR-Menge bereits 10 min nach
4 Gray an und war nach 40 min um ein VielfacheglerhNach ionisierender Strahlung
wurde auch eine Veranderung des Phosphorylieruaigsstier c-Src-Kinase gefunden. Sie
war am Tyrosinrest Nr. 418 (Autophosphorylierungitsj phosphoryliert. Diese

Phosphorylierungsstelle steht fur die Aktivitat aeBrc-Kinase. Die Aktivierung verlief in

ahnlicher Kinetik wie die AhR-Stabilisierung nadnisierender Strahlung.
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(A) WB: A549 cytoplasmatische Fraktion

Src py418 [ S S

i Bt
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(B) WB: A549 Kernfraktion

DNA-Pkcs pT2609 = w8 |
DNA-PK e v ey
Lamin B1 &= = aas a3
K 10 20 40 min
nach 4 Gy

Abb. 3.2: AhR-Stabilisierung nach ionisierender Stahlung. A549-Zellen wurden in der stationdren Phase
mit 4 Gy bestrahlt und nach 10, 20 und 40 min itoplasmatisch€A) und nukleére Fraktio(B) getrennt und
anschlieBend in einem Western-Blot analysiert.

Kurze Zeit nach Bestrahlung war der AhR auch inmk&eh zu finden. Um einen potentiellen

Effekt auf die DNA-Reparatur abschéatzen zu konmearrgde die Phosphorylierung der DNA-

PK untersucht. Sie reguliert die Aktivitat der Ksgaund spielt damit eine wichtige Rolle

beim NHEJ. Nach Bestrahlung stieg die Phosphotyligram Tyrosinrest Nr. 2609 der DNA-

PK, verglichen zur unbestrahlten Kontrolle, wie artet stark an.

Die zeitliche Stabilisierung des AhR-Proteins imt@pfasma und im Kern nach ionisierender
Strahlung wurde in einem pulse-chase-Experimerdrantht. Dazu wurden A549-Zellen mit

35 S Methionin im Medium mit 4 Gy bestrahlt, fineiStunde inkubiert und dann das freie
Methionin entfernt und durch nicht radioaktiv manites ersetzt. Nach weiteren 4, 24 bzw.
48 h wurden die Zellen lysiert und neu synthetisieAhR nach Ubertragung auf eine

Nitrocellulosemembran mit Réntgenfilmen analysiert.
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Abb. 3.3: pulse-chase-Experiment zur Klarung des AR Turnover im Cytoplasma und im Kern nach
Bestrahlung mit 4 Gy. 1 h nach Bestrahlung und pulse mit 35 S erfolgte Mediumwechsel auf kaltes
Methionin. Abstoppen des Versuchs durch SDS-PAGH neeiteren 4, 24 und 48 h.

Abbildung 3.3 (A) zeigt die Menge an markiertem Ahkch 4 Gy Bestrahlung im
Cytoplasma und im Kern. Die Halbwertszeit des AhRKern ist in Abb. 3.3 (B) dargestellt.
Im Kern hatte der AhR nach Bestrahlung eine Halkszeit von rund dreieinhalb Stunden,

wahrend im Cytoplasma die Halbwertszeit mit knapgb h deutlich héher war.

3.2 Stabilisierung bzw. Aktivierung des AhR durch Giemikalien
3.2.1 Aktivierung des AhR durch den klassischen Ingktor 3-Methylcholanthren

Als Positiv-Kontrolle fur die Aktivierung des AhRniA549-Zellen wurde der klassische

Induktor 3-Methylcholanthren verwendet. Es wurdeeeBehandlungskinetik erstellt, um das
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Zeitfenster der Aktivierung in A549-Zellen fur deewartete AhR vermittelte transkriptionelle
Aktivierung von CYP1A zu finden (Abb. 3.4).

(A) WB: A549 cytoplasmatische Fraktion
DMEM DMSO 3-MC
AhR — — —— — = = == -
CYP1A « ., - v v s e e S
SrcpY418 T8 & & & & - = w - R E S
cSrc RV W B T Y T YT IR
AKIN - - - - - — — — — - - -
K 0,25 1 4 24 0,25 1 4 24 0,25 1 4 24h
nach Behandlung
(B) WB: A549 Kernfraktion
DMEM DMSO 3-MC

AhR e e e e e e e e e o

Lamin Bl e csmer e e c— o o— e e— e o—— —
K 0,25 1 4 24 025 1 4 24 0,25 1 4 24h
nach Behandlung
Abb. 3.4: AhR-Aktivierung mit 3-Methylcholanthren i m Cytoplasma (A) und im Kern (B). A549-Zellen
wurden in der stationdren Wachstumsphase mit 2 gWethylcholanthren behandelt, nach den angegebenen

Zeitwerten wurden die Zellen aufgetrennt und aneBiind in einem Western-Blot wie unter 2.2.6 basblen
analysiert.

Es zeigte sich wie erwartet eine CYP1A-InduktioncmaBehandlung mit 3-Methyl-

cholanthren. Die AhR-Stabilisierung im Cytoplasnmal seine Translokation in den Zellkern
reduzierte sich innerhalb der ersten Stunde aufB#salwert. Um einen Losungsmitteleffekt
auszuschliel3en, wurde dieselbe Kinetik mit Zugatre ®-MEM durchgefuhrt. Es zeigte sich

kein Unterschied zwischen Medium und Losungsmittel.

3.2.2 Behandlung mit 3-Methylcholanthren kombiniertmit ionisierender Strahlung

Um zu klaren, ob 3-Methylcholanthren den Strahlektfauf den AhR beeinflusst, wurde die
Kombination von ionisierender Strahlung und kladsesn Induktor in A549 durchgefuhrt
(Abb. 3.5).
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(A) WB: A549 cytoplasmatische Fraktion
DMSO 3-MC 2uM/1h
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nach 4 Gy
(B) WB: A549 Kernfraktion
DMSO 3-MC 2uM/1h
AhR| = S — "
Lamin B1 <lietbed feddull - St s
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nach 4 Gy

Abb. 3.5: Behandlung mit 3-Methylcholathren kombiniert mit ionisierender Strahlung im Cytoplasma (A)

und im Kern (B). A549-Zellen wurden in der stationdren Wachstumsphame Stunde mit 2 uM 3-
Methylcholanthren vorbehandelt und anschlieend 4ndy bestrahlt. Nach den angegebenen Zeitwerten
wurden die Zellen lysiert und anschlieend in eiM¢astern-Blot aufgetrennt.

Im Cytoplasma war bereits in der behandelten ahbestrahlten Kontrolle der AhR nahezu
vollstandig in den Kern transportiert worden. Naicmisierender Strahlung verlief die
Reaktion deutlich langsamer. Die Kombination voniseerender Strahlung mit Behandlung
durch  3-Methylcholanthren  beschleunigte die  AhRbiilerung und seine
Kerntranslokation. Allein nach Behandlung mit 3-kidtholanthren wurde das Maximum
des AhR Kernproteins nach einer Stunde erreichinliniert mit Bestrahlung war bereits
nach 10 min die maximale AhR-Menge im Kern erreicht

3.2.3 Hemmung von Hsp90 im AhR-Multiproteinkomplex

Als Hsp90-Inhibitor wurde Geldanamycin eingesdiieses bindet an Hsp90 [Miyata, 2005]
und macht es somit in seiner Funktion unwirksanmli8@lich kommt es zur Aufspaltung des
Multiproteinkomplexes, bestehend aus dem AhR, d8rceKinase, Hsp90, AIP und p23
[Song & Pollenz, 2003]. A549-Zellen in der statioerd Wachstumsphase wurden mit 2 uM
Geldanamycin behandelt und mit der angegebenertiKigsiert (Abb. 3.6).
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(B) WB: A549 Kernfraktion
DMSO 2uM Geldanamycin
AhR | bt | , o b b
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Abb. 3.6: Aktivierung des AhR durch Hemmung von Hs®0 durch Behandlung mit Geldanamycin im
Cytoplasma (A) und im Kern (B). A549-Zellen wurden in der stationdren Wachstumsphast 2 pM
Geldanamycin behandelt, die Kontrolle blieb unbeledtin Nach den angegebenen Zeitwerten wurden dierze
aufgetrennt und anschlie3end in einem WesternsBilnter 2.2.6 beschrieben analysiert.

Bereits 2 min nach Behandlung wurde eine AhR-S&abiling im Cytoplasma beobachtet,
die nach diesem kurzen Zeitwert ihren Hohepunkt uath 40 min nahezu wieder
Basalwertniveau erreicht hatte. Eine ahnliche A&tiymngskinetik wurde bei der c-Src-Kinase
beobachtet, die wie der AhR nach 2 min Behandlwigsien héchsten Wert erreichte. Im
Kern wurde der AhR nach 10 min gefunden und eintidgder AhR-Menge bis zum 40 min
Zeitpunkt nach Behandlung beobachtet.

3.2.4 Behandlung mit Hydroxynonenal und in Kombinaton mit ionisierender Strahlung
Hydroxynonenal (HNE) ist als Produkt der Lipidpedation und fur seine Bindung an
Hsp90 bekannt [Carbonet al., 2005]. Bei der durch ionisierende Strahlung alisien
Lipidperoxidation entsteht HNE als Hauptproduktesdis wiederum ist hochreaktiv und
verantwortlich fur die Aktivierung der c-Src-Kinasach ionisierender Strahlung [Dittmann
et al.,, 2009]. Es wurden A549-Zellen mit HNE in bestiremtZeitintervallen behandelt,
ebenso wurde HNE-Behandlung mit ionisierender Strahkombiniert.
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Abb. 3.7: Behandlung von A549-Zellen mit HNE (A + B kombiniert mit ionisierender Strahlung (C + D).
A549-Zellen wurden in der stationaren Wachstumspleiise Stunde mit 10 uM Hydroxynonenal vorbehandelt
und anschlieRend mit 4 Gy bestrahlt. Nach den astgmen Zeitwerten wurden die Zellen lysiert undnden
einem Western-Blot wie unter 2.2.6 beschriebenettggnt.

In den mit Hydroxynonenal inkubierten Zellen wurdee Stabilisierung des AhR im
Cytoplasma gefunden, die bereits nach 2 min Belaggdkeit inr Maximum erreicht hatte.
Allein Behandlung mit HNE bewirkte eine Kerntrarisdtion des AhR. Das Losungsmittel
hatte keinen Effekt. Nach Hydroxynonenal-Behandlfamgl man bereits in der unbestrahlten
Kontrolle durch HNE Prasenz eine AhR-Stabilisierutanisierende Strahlung erhdhte das

Niveau der nukleédren Anreicherung des AhR erhephenglichen mit Zellen, die nur mit
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HNE behandelt wurden, jedoch nicht bestrahlt wai®e Kerntransportkinetik des AhR
wurde verkurzt. Dieser Effekt wurde bereits bei Komation von 3-Methylcholanthren und

ionisierender Strahlung beobachtet.

3.3 Reaktive Sauerstoffspezies nach ionisierendetr&lung - sind sie verantwortlich fir
den Strahleneffekt?

Reaktive Sauerstoffspezies (ROS) im Cytoplasma tednfiir den Strahleneffekt des AhR
verantwortlich sein. Zur Uberpriifung dieser Hypsthevurde ein Radikalfanger verwendet
und ein Inhibitor der endogenen Radikalbildung es&izt.

3.3.1 Behandlung von Zellen mit dem Radikalfanger getylcystein
A549-Zellen wurden mit 1 mM Acetylcystein (NAC) féwne Stunde prainkubiert, bestrahlt
und nach den angegebenen Zeitwerten lysiert. Imtéueslot wurden die entsprechenden

Proteine detektiert.

(A) WB: A549 cytoplasmatische Fraktion
Kontrolle Acetylcystein 1mM 1h
AhR . e S o— R ——
Src pY418 - ——

C-SIC  wr w— — i - e it e oy

Aktin e - - - P e —

K 5 10 20 40 K 5 10 20 40 min
nach 4 Gy
(B) WB: A549 Kernfraktion
Kontrolle Acetylcystein 1mM 1h
AhR L by e 2
Lamin B1 e e e = - o o,
K 5§ 10 20 40 K 5 10 20 40 min
nach 4 Gy

Abb. 3.8: Hemmung der AhR-Aktivierung nach ionisieender Strahlung durch den Radikalfanger
Acetylcystein. A549-Zellen wurden in der stationdren Wachstumsphase Stunde mit 1 mM Acetylcystein
vorbehandelt und anschlieRend mit 4 Gy bestralilth\den angegebenen Zeitwerten wurden die Zelkdearty

in cytoplasmatische FraktioA) und Kernfraktion(B) aufgetrennt und anschlieend mit SDS-PAGE und
spezifischen Antikdrpern analysiert.
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Eine Bestrahlung fuhrte in der unbehandelten Kdietsowohl beim AhR als auch bei der c-
Src-Kinase zu einer von der Zeit abhangigen Swéiling. Die Kerntranslokation des AhR
nach ionisierender Strahlung war ebenfalls klarseben. Nach Acetylcystein-Behandlung
war die cytoplasmatische Stabilisierung nach Bekirag von c-Src-Kinase und AhR deutlich
reduziert, genauso wie der Kerntransport des Ahtierbanden war. Es kénnten also reaktive
Sauerstoffspezies, die nach ionisierender StrahtuBg aus der Zellmembran freigesetzt
werden, fur die Aktivierung des AhR verantwortliskein. Hydroxynonenal ist eines der
Hauptprodukte, die bei der Lipidperoxidation nachmisierender Strahlung entstehen. Es
aktiviert den AhR wie in Abb. 3.7 gezeigt wird. UabschlieRend zu klaren, ob durch
radiogene Lipidperoxidationsprodukte der AhR tdtéah aktiviert wird, sind weitere

Versuche notwendig.

3.3.2 Inhibition von endogenen Radikalen

Prinzipiell kénnen endogene Liganden in gleicherid&evie Xenobiotika zur Aktivierung
des AhR flihren, auch wenn tber endogene AhR-Ligahisher weniger bekannt ist. Nach
ionisierender Strahlung ist es denkbar, dass RO8i€iStabilisierung bzw. Aktivierung des
AhR verantwortlich sind. Jedoch konnten auch endegRadikale in diese Reaktion mit
einflieBen. Um diese Moglichkeit zu tGberprufen, deimit Hilfe eines Inhibitors (Racl) die
Bildung von endogenen Radikalen gehemmt und deskEtfes Racl-Inhibitors auf die AhR-
Stabilisierung untersucht. Racl ist eine kleine &R die zur Familie der Rho GTPasen
zahlt und unter anderem p67phox reguliert, dasBilidung von Superoxiden beeinflusst
[Bosco et al., 2009]. A549-Zellen wurden vor Bestrahlung fih 2nit dem Racl-Inhibitor
inkubiert und anschlieRend in bestimmten Zeitirdéen lysiert. Die cytoplasmatische

Fraktion wurde weiter mit SDS-PAGE und im WesteltotBinalysiert.
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WB: A549 cytoplasmatische Fraktion
Rac1 Inhibitor 50uM 2h

Src pY418 -
C-SIC = e - e ww

Aklin - - - e o

K 2 5 10 20 40 min
nach 4 Gy

Abb. 3.9: Inhibition der endogenen Radikale beeinflsst die AhR-Stabilisierung nach ionisierender
Strahlung nicht. A549-Zellen wurden in der stationdren Wachstumspheise Stunde mit 50 uM Racl
Inhibitor vorbehandelt und anschlieRend mit 4 Ggtiahlt. Nach den angegebenen Zeitwerten wurden die
Zellen lysiert und anschlieRend in einem Westermt-Blie unter 2.2.6 beschrieben aufgetrennt.

Abbildung 3.9 zeigt, dass die strahleninduzieribfisierung des AhR unter Hemmung der
Bildung von endogenen Radikalen unbeeintrachtigéuét. Ebenso ist die c-Src-Aktivierung
in Form der Phosphorylierung am Tyrosin Nr. 418 eliiinschrdnkung zu beobachten. Die
Hemmung der endogenen Radikalproduktion durch Racdrhindert somit die

strahleninduzierte AhR-Stabilisierung und die Aldrnang der c-Src-Kinase nicht.

3.4 Hemmung der AhR-Proteinexpression

3.4.1 Hemmung durch siRNA

Die Reduktion des Proteins in der cytoplasmatisalnash nuklearen Fraktion konnte mittels
temporarer Transfektion mit spezifischer AhR-siRMAA549-Zellen erreicht werden (Abb.
3.10). Um die Spezifitdt der verwendeten siRNA berprufen, wurde die Expression der
Strukturproteine Lamin B1 im Kern und Aktin in deytoplasmatischen Fraktion untersucht.
Beide Proteine zeigten weder nach siRNA-Behandhuwgh nach Bestrahlung einen Effekt
auf ihre Expression. Die Verminderung der AhR-Espren durch siRNA-Behandlung
beeinflusste die Expression der c-Src-Kinase nishitnulierte jedoch signifikant deren
Aktivierung, also die Phosphorylierung am Tyrosii84 Die Autophosphorylierungsstelle
Y 418 steht stellvertretend fur den Aktivierungdansl der c-Src-Kinase.

Nachdem mit dem klassischen AhR-Induktor 3-Methglahthren die zu erwartende
CYP1A-Expression gefunden wurde, sollte nun auchersocht werden, ob nach
ionisierender Strahlung eine Verédnderung der CYEXPression vorhanden ist. Unter

Kontroll-siRNA-Bedingungen konnte nach nur 15 mimee Stabilisierung von CYP1A
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gezeigt werden. Nach den fir die Neusynthese aeksitjgen Zeitwerten von 4 und
24 Stunden zeigte sich eine Erhdhung der CYP1lAeHmotenge nach ionisierender
Strahlung. Mittels real-time-PCR wurde diese ventiehe CYP1A-Expression nédher

untersucht (siehe 3.8.1), um eine Proteinstahilisig auszuschlief3en.

(A) WB: A549 cytoplasmatische Fraktion

Kontroll-siRNA AhR-siRNA

ARR oo . s

C-SIC = W S W o wr S
CYPIA TR su ol % - = w»

AKtIn W W - -
K0254 24 K025 4 24h
nach 4 Gy

(B) WB: A549 Kernfraktion

Kontroll-siRNA AhR-siRNA

ARR et e - g

Lamin Bl oo o e o baadll S
K 10 20 40 K 10 20 40 min
nach 4 Gy

Abb. 3.10: Unterdrickung des AhR-Proteins durch speifische AhR-siRNA in A549-Zellen flihrt zur
Aktivierung der c-Src-Kinase. Die Zellen wurden mit 30 nM Kontroll-siRNA oder sgfischer siRNA gegen
AhR transfiziert. 3 Tage spater wurden die ZellendGy bestrahlt, nach den entsprechenden Zeygart und

in cytoplasmatische Proteir{@d) und KernproteingB) getrennt. Mit SDS-PAGE wurden die Proteine nach
Molekulargewicht analysiert und mit spezifischertikdrpern identifiziert.

Neben der Lungenkarzinom-Zelllinie A549 wurden aut#llen eines Kopf-Hals-Tumors
(FADU) mit AhR-siRNA behandelt (Abb. 3.11). Auch PADU-Zellen, die ein mutiertes
Tp53 exprimieren, wurde eine strahleninduziertebiBserung des AhR und eine c-Src
Aktivierung (siehe Kontroll-siRNA-Bedingungen in Bb3.11) gefunden. Nach Behandlung
mit spezifischer AhR-siRNA war die AhR-Proteinmerggavohl im Cytoplasma als auch im
Kern mal3geblich reduziert. Die c-Src-Kinase wurdabitisiert und die aktive Form
Src pY418 war in der unbestrahlten, AhR-siRNA beladien Kontrolle deutlich erhdht, wie

bereits in den A549-Tumorzellen beobachtet.
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(A) WB: FADU cytoplasmatische Fraktion B WB: FADU Kernfraktion
y
Kontroll-siRNA AhR-siRNA Kontroll-siRNA ARR-sIRNA

AhR S S " S

ANR [ 8 Lamin BT | e s s s —— — —
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Abb. 3.11: Hemmung der AhR-Expression in FADU-Zella mit siRNA fiihrt zur Phosphorylierung der c-
Src-Kinase am Tyrosinrest 418 FADU-Zellen wurden mit 30 nM Kontroll-siRNA oder spifischer siRNA
gegen AhR transfiziert. 3 Tage spater wurden dikedemit 4 Gy bestrahlt, nach den entsprechendeteZe
lysiert und in cytoplasmatisch@) bzw. Kernfraktion(B) getrennt. Mit SDS-PAGE wurden die Proteine nach
Molekulargewicht analysiert und mit spezifischertikdrpern identifiziert.

Neben der Modulation der c-Src-Kinase und des CYRWAde die DNA-PK im Kern sowie
deren am Threonin Nr. 2609 und Serin Nr. 2056 phospierten Formen unter AhR-siRNA-
Bedingungen detektiert (Abb. 3.12).

WB: A549 Kernfraktion

Kontroll-siRNA AhR-siRNA
DNA-PKcs pS2056 e o~ p—
DNA-PKcs pT2609 l by g - l ~
DNA-PK fomi s b mey b b b
AhR i
Lamin B1 "= eSS SSS<<
K 10 20 40 K 10 20 40 min
nach 4 Gy

Abb.: 3.12: Hemmung der AhR-Expression in A549-Zelin mit siRNA flhrte zu einer reduzierten
Phosphorylierung der DNA-PK am Threonin Nr. 2609 um am Serin Nr. 2056.A549-Zellen wurden mit
30 nM Kontroll-siRNA oder spezifischer AhR-siRNAafsfiziert. 3 Tage spater wurden die Zellen mityd G
bestrahlt, nach den entsprechenden Zeiten lysiatdie Kernfraktion isoliert. Mit SDS-PAGE wurderned
Proteine nach Molekulargewicht analysiert und mpézfischen Antikérpern identifiziert.

Unter AhR-siRNA-Bedingungen ist die Phosphoryligguter DNA-PK nach Bestrahlung
reduziert. Da die untersuchten Reste durch ihresptimrylierung die Aktivitat der Kinase
anzeigen, kann auf eine reduzierte Aktivitat gesssgn werden. Jedoch ware ein

Kinaseassay notwendig, um diese Annahme zu bestétig
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3.4.2 Stabile Hemmung der AhR-Expression durch shRA

Zusatzlich zu den Versuchen mit tempordarem knoakrddes AhR durch siRNA wurden

Versuche mit einer Keratinozyten-Zelllinie (HaCdtirchgefiihrt. Diese besitzt lentiviral eine
stabil reduzierte AhR-Expression. Zunachst wuraedieéser Zelllinie die siRNA Ergebnisse
verifiziert. Es standen sowohl die Wildtyp-Zellels @auch die eigentlichen Kontroll-Zellen

mit dem Leervektor zur Verfugung. Nachfolgend ist Western-Blot mit allen drei Zelltypen

exemplarisch gezeigt (Abb. 3.13). In den weiterepdfimenten wurden zum Teil nur die
Leervektor-Zellen als Kontrolle verwendet.

Wie in den A549-Zellen, die mit spezifischer AhRRBIA behandelt waren, wurde in den
AhR-shRNA-HaCat-Zellen verglichen mit den Wildtyglen beziehungsweise mit den
Leervektor-Zellen eine reduzierte AhR-Expressiofugeen (Abb. 3.13). Ebenfalls wurde
beobachtet, wie auch schon in den AhR-siRNA Expemni®n gefunden, dass unter
reduziertem AhR die aktivierte Form der c-Src-Kmdgereits im unbestrahlten Basalwert
anstieg. Fur die phosphorylierten Formen der DNA{#¥056 und pT2609 wurde in den
AhR-shRNA-HaCat-Zellen ebenfalls eine Reduktionugelen (K. Dittmann, personliche

Mitteilung).

(A) WB: HaCat cytoplasmatische Fraktion

(C) WB: HaCat cytoplasmatische Fraktion
LV SH
WT LV SH
AhR — — ——— — —— S——
SrcpY418 R N == W - e e W ARR s
c-Src - . LR BB | Src pY418 == = = == = =
£ EEEEEgEEEEE==
ALin  S—— ——— - CSTC z =
K 10 20 40 K 10 20 40 min AN - - o - - - - - - - -
nach 4 Gy K 10 20 40 K 10 20 40 K 10 20 40 min
nach 4 Gy
(B) e dligeatiemiEkion (D) WB: HaCat Kernfraktion
LV SH
AhR === == == —— — W LV SH
) AhR e L e
Lamin B1 |~ = — — _— e — —
K 10 20 40 K 10 20 40min Lamin Bl e
nach 4 Gy K 10 20 40 K 10 20 40 K 10 20 40 min
nach 4 Gy
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(E) Reduktion von AhR in HaCat SH versus Leervektor Zellen

im Cytoplasma und im Kern
80

60 A

40

20 A

AhR Reduktion LV/SH in % +/- SD

O T T T T T T T
0 10 20 40 0 10 20 40 min
Cytoplasma Kern nach 4 Gy

Abb. 3.13: Reduktion des AhR durch shRNA bewirkt eme Stabilisierung der aktivierten c-Src-Kinase.
Western-Blot-Analyse von HaCat Wildtyp-, Leervektemd shRNA-Zellen, die unbestrahlt in der Kontoll
oder mit 4 Gy bestrahlt wurden und 10, 20 oder 40 spater in cytoplasmatisch€Aj und (C)) und
Kernfraktion (B) und (D)) getrennt wurden(E) Densitometrische Auswertung der Reduktion des AhiRdihs
unter shRNA im Cytoplasma und im Kern verglichen den Leervektor-Zellen, normiert auf Aktin bzw.
Lamin B1. Jeder Wert entspricht dem Mittelwert $) aus 3 unabhéngigen Experimenten.

Die Reduktion des AhR in der HaCat-Zelllinie wurdiensitometrisch ausgewertet. Es ergab
sich eine Reduktion des AhR im Cytoplasma um etv&07 Im Kern dagegen wurde nur eine
Reduktion um knapp 40 % gefunden.

Um die Funktionalitdt des AhR-Signalwegs nach iemender Strahlung auch in den HaCat-
Zellen zu zeigen, wurde die CYP1A-Expression unigns

WB: HaCat cytoplasmatische Fraktion

HaCat LV HaCat SH
AhR o g v
CYP 1A = 55 5 ‘ — s e =
AKLN o o - - - e —
KO0,25 4 24 K 0,25 4 24h
nach 4 Gy

Abb. 3.14: Uberpriufung des HaCat-Zellsystems auf @i Funktionalitait des AhR-Signalwegs mittels

CYP1A-Expressionstest nach ionisierender Strahlungim Western-Blot. Zellen in der stationéren
Wachstumsphase wurden bestrahlt und bis zu 24 hctalysiert. In der cytoplasmatischen Fraktion veurd
CYP1A nachgewiesen.

In den Leervektor-Zellen zeigte sich wiederum esteahleninduzierte AhR-Stabilisierung

sowie eine CYP1A-Expression nach ionisierender hireg, wahrend unter shRNA-
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Bedingungen die AhR- und die CYP1A-Expressionenuzextt waren. Auch in diesem
Zellsystem verhielt sich der AhR-Signalweg wie emet Es fand sich nach Bestrahlung eine
AhR-Aktivierung und die damit korrelierte CYP1A-Exgssion, die in shRNA-Zellen leicht

unterdriickt war.

3.5 Die AhR-Hemmung fuhrt zu einer Radiosensitivieung und zu einem erhéhten DNA-

Restschaden

3.5.1 AhR-Reduktion durch siRNA - Effekte auf das lonogene Uberleben und den
DNA-Restschaden

Zur Untersuchung eines moglichen Effekts auf die ABReparatur nach ionisierender
Strahlung unter Beeinflussung des AhR-Proteinlewelsden jeweils spezifische Tests nach
AhR-knock-down durchgefiihrt. Die Zellen wurden sypezifischer AhR-siRNA transfiziert
und 72 h danach fur die Versuche verwendet. D@grdiche temporare Reduktion des AhR-
Proteins wurde im Western-Blot Uberpruft und ist Abb. 3.15 (C) dargestellt. Die
Uberlebensrate nach siRNA-Transfektion wurde anhdeid Koloniebildungsfahigkeit der
Zellen bestimmt. In den untersuchten A549-Zellemdeuim Koloniebildungstest durch den
AhR-knock-down im  Vergleich zur Kontroll-siRNA  ein dosisabhangiger
radiosensitivierender Effekt gefunden (Abb. 3.13)(A

Um die Reparatur von DNA-Doppelstrangbriichen zuerstichen, wurde die Menge an
residualem DNA-Schaden bestimmt. Diese Quantifizigr wird durch Markierung des
yH2AX mit einem Fluoreszenzantikérper erméglichte bnarkierten Reparatur-Foci pro Kern
konnen dann ausgezahlt werden.

In der Tumorzelllinie A549 zeigte sich eine sigkdinte Erhohung der residualen Reparatur-
Foci und somit des nicht reparierten DNA-Schaddbies trat bei allen untersuchten
Strahlungsdosen (Abb. 3.15 (B)) nach Unterdrickuleg AhR-Proteinexpression durch
siRNA-Behandlung auf.
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Abb. 3.15: Unterdriickung des AhR-Proteins in A549-2llen mit spezifischer siRNA flhrte zu signifikant
mehr DNA-Restschaden und einer Radiosensitivierundie Zellen wurden mit 30 nM Kontroll-siRNA oder
spezifischer siRNA gegen AhR transfiziert und fiie centsprechenden Versuche verwenddét) Der
Koloniebildungstest zeigt eine geringere klonogeiherlebensrate. Transfizierte A549-Zellen wurdedGnem
Schalen ausgesat und 24 h danach mit Einzeldosef s 4 Gy bestrahlt. Die Anzahl der gebildeteridkien
wurde nach 10 Tagen bestimmt. Jeder Wert entspititnt Mittelwert +/- SD aus 3 parallelen Experiman{&)
yH2AX-positive Foci 24 h nach Bestrahlung. Die Reltglen wurden mit Hilfe eines Antikérpers gegen die
phosphorylierte Form degH2AX-Histons visualisiert. Sternchen stehen fur eeistatistisch signifikante
Differenz (student’s t-test, p < 0,05) zwischen HolirsiRNA und Zellen, die mit spezifischer AhRRA
behandelt wurden. Jeder Wert entspricht dem Mittglw/- SD aus 3 parallelen Experimen(&).Erfolgreiche
Reduzierung des AhR-Proteins nach TransfektionAhR-siRNA. 3 Tage spater wurden die Zellen mit 4 Gy
bestrahlt, nach 15 min, 4 h und 24 h lysiert untd $S-PAGE nach Molekulargewicht aufgetrennt somuie
spezifischen Antikdrpern identifiziert.

3.5.2 Einfluss einer AhR-Hemmung durch shRNA auf da klonogene Uberleben nach
ionisierender Strahlung

In der HaCat AhR-shRNA-Zelllinie wurden die beragsnannten DNA-Reparaturendpunkte
untersucht. Im Koloniebildungstest wurden HaCats Kdbne (Abb. 3.16 (A)) oder in der
stationdre Wachstumsphase bestrahlt und 6 h damasbesat (Abb. 3.16 (B)). Beide
Versuchsansétze ergaben eine klare Radiosenasitigen AhR-shRNA-Zellen (Abb. 3.16),

wéahrend die Leervektor-Zellen nur marginal vom Wjpdabwichen.
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Abb. 3.16: HaCat-Zellen sind nach AhR Unterdriickungdurch shRNA radiosensitiver als Leervektor-
oder Wildtyp-Zellen. 500 Zellen wurden in 10cm Schalen pro Versuckesian ausgesat. Die
Uberlebensfraktion wurde mit Kolonien >50 Zellerstiamt. Jeder Wert entspricht dem Mittelwert +/- S5

3 parallelen ExperimenteigA) Die Zellen wurden 24 h nach Aussaat bestrahlt amsthlieRend 10 Tage im
Brutschrank inkubiert(B) HaCat-Zellen wurden in der stationdren Wachstumsghmit Einzeldosen bestrahlt
und 6 h spater ausgesat.

Auch hier konnte das Ergebnis aus den A549-Zetlenmit AhR-siRNA behandelt worden
waren, bestatigt werden. Zellen mit reduziertem AhRBtein zeigten ein signifikant

schlechteres klonogenes Uberleben nach ionisieretaghlung.

3.5.3 Einfluss von AhR-shRNA auf die Reparatur von residualen DNA-
Doppelstrangbrichen nach ionisierender Strahlung

Um den beobachteten Effekt beim klonogenen Ubenlabel den zu erwartenden Einfluss
auf die Doppelstrangbruchreparatur zu untermawenrde in den HaCat-Zellen der residuale
DNA-Schaden untersucht. HaCat Wildtyp, Leervektard ushRNA-Zellen wurden auf
Objekttrager ausgesat, bestrahlt und nach 24 lerfixNach Fluoreszensmarkierung des

yH2AX wurden 100 Kerne pro Versuchsansatz ausgezahlt
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Abb. 3.17: Der residuale DNA-Schaden 24 h nach Beahlung in HaCat shRNA-Zellen war signifikant
erhoht. Residuale DNA-Schaden wurden 24 h nach Bestrahhih@, 4 und 6 Gy mittels Quantifizierung der
yH2AX-positiven Foci durchgefiihrt. Jeder Wert steliin Mittelwert +/- SE an residualen Reparatur-Fooi
Zelle aus drei unabhangigen Experimenten dar. &tem beschreiben eine statistisch signifikante elbéffiz
(student’s t-test, p < 0,05) zwischen den Leerveké&dlen und den HaCat shRNA-Zellen.

Nach AhR-knock-down durch shRNA ergab sich 24 hhn8estrahlung ein signifikant
hoherer DNA-Restschaden als in den Leervektor-debew. den Wildtyp-Zellen (Abb.
3.17). HaCat-Zellen ohne AhR reparierten somit diarch ionisierende Strahlung
entstandenen DNA-Doppelstrangbriiche schlechterdi@sLeervektor- bzw. die Wildtyp-
Zellen. Das frihere Ergebnis mit AhR-siRNA konnteng in AhR-shRNA-Zellen bestatigt
werden. Mit reduziertem AhR reparieren A549- undCaZellen signifikant schlechter. Die

Reduktion des AhR-Proteins ist also mit einer stiteren DNA-Reparatur assoziiert.

3.6 Effekt des klassischen AhR-Induktors 3-Methylchlanthren auf das klonogene

Uberleben

Um zu zeigen, dass der beobachtete Effekt des AbOR dée DNA-Reparatur nach
ionisierender Strahlung unabhangig von seiner idelssn Aufgabe als Transkriptionsfaktor
im Fremdstoffmetabolismus ist, wurde die Auswirkudgr Aktivierung des AhR durch
aromatische Kohlenwasserstoffe auf die Endpunkte DRA-Reparatur untersucht. Im
Koloniebildungstest wurde der AhR-Induktor 3-Metttyblanthren verwendet. A549-Zellen,
die sich in der stationaren Wachstumsphase befangdenden nach einer Stunde
Vorbehandlung mit 2 uM 3-Methylcholanthren ausgesét 6 h spater bestrahlt (Abb. 3.18).
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Abb. 3.18: Klonogenes Uberleben nach klassischer Akierung des AhR mit 3-Methylcholanthren. A549-
Zellen wurden eine Stunde mit 2 uM 3-Methylcholaethinkubiert oder mit dem gleichen Volumen DMSO
(Losungsmittel) versetzt und in 10 cm Schalen aséige?4 h danach wurden die Zellen mit einer Edosb
von 1 bis 4 Gy bestrahlt. Nach 10 Tagen Inkubatimnden die Zellen abgestoppt und die GberlebendeneK
(>50 Zellen) ausgezahlt. Jeder Wert entspricht Nettelwert +/- SD aus 3 parallelen Experimenten.

Das Ergebnis zeigte keinen Effekt von 3-Methylchtteen-Behandlung auf das klonogene
Uberleben nach ionisierender Strahlung von A549efieDies konnte als Hinweis angesehen
werden, dass 3-Methylcholanthren als klassischetivaior des AhR demnach nicht die
strahleninduzierte Reaktion des Rezeptors triggeie beobachteten Effekte sind also
unabhangig vom AhR-Signalweg nach Aktivierung miengbiotika wie Dioxin, 3-

Methylcholanthren oder andere.

3.7 Einfluss von ARNT auf die DNA-Reparatur nach imisierender Strahlung

Um seine Wirkung als Transkriptionsfaktor zu enéa) dimerisiert der AhR im Kern mit
ARNT, um an das XRE binden zu kénnen. Deshalb wugdklart, ob eventuell die
Dimerisierung mit ARNT eine Rolle bei der strahlahizierten Reaktion des AhR spielen
konnte. Aul3erdem sollten weitere Hinweise erhalterden, ob der klassische Signalweg des
AhR nach ionisierender Strahlung in die Zellantwovblviert ist.

Das ARNT-Protein wurde mit Hilfe von spezifischéRNA in seiner Expression unterdrickt.
Dazu wurden A549-Zellen 72 h nach Transfektion deit ARNT-siRNA bestrahlt und nach
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unterschiedlichen Zeitpunkten lysiert. Die Kerntraken wurden im Western-Blot
untersucht. Abbildung 3.19 zeigt die temporare uirteckung des ARNT-Proteins nach

Behandlung mit spezifischer siRNA im Kern.

WB: A549 Kernfraktion
Kontroll-siRNA ARNT-siRNA

ARNT | s =

Lamin B1 & e m s e T

0 10 20 40 0 10 20 40 min
nach 4 Gy

Abb. 3.19: Western-Blot-Analyse von A549-Zellen zuWerdeutlichung der erfolgreichen Unterdriickung
der ARNT-Proteinexpression.Die Zellen wurden mit 30 nM Kontroll-siRNA oder gifscher siRNA gegen
AhR transfiziert. 3 Tage spater wurden die ZellehdGy bestrahlt und nach den entsprechendenrzZbisert.
Mit SDS-PAGE wurden die Proteine nach Molekulargdwiaufgetrennt und mit spezifischen Antikérpern
identifiziert.

Parallel dazu wurde mit diesen Zellen eine Bestimgndes residuellen DNA-Restschadens
24 h nach Bestrahlung durchgefiihrt, um die Rolle A&NT bei der Zellreaktion im Kern
nach ionisierender Strahlung zu untersuchen (Al#f)3
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Residuale yH2AX-positive Schaden pro
Nukleus 24h nach Bestrahlung +/- SD

Abb. 3.20: ResidualeyH2AX-Foci 24 h nach Bestrahlung in A549-Zellen naciARNT-siRNA Behandlung.
Die Zellen wurden mit 30 nM Kontroll-siRNA oder gigscher siRNA gegen AhR transfiziert und fur die
Fluoreszenzmikroskopie verwendet. Jeder Wert eintgpdtem Mittelwert +/- SD aus 3 parallelen Expegitten.

Der Knock-Down des ARNT-Proteins zeigte Uberrasdeeneise keine nennenswerte
Veranderung der Anzahl der Reparatur-Foci pro Baefle im Vergleich zur Kontrolle. Die

Dimerisierung von AhR und ARNT spielt somit nachigerender Strahlung keine Rolle fir
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die Signalweiterleitung im Gegensatz zur klassischmeluktion des AhR mit aromatischen
Kohlenwasserstoffen. Somit lasst sich zusammenfasiess die Induktion des AhR durch

ionisierende Strahlung unabhangig von seiner lIdaken Funktion ist.

3.8 CYP1A-Expression nach ionisierender Strahlung -welche Rolle spielt das

fremdstoffmetabolisierende Enzym nach ionisierendeStrahlung?

3.8.1 Lightcycler PCR-Analyse des CYP1A1 mRNA Levslin A549 und Hepalclc7 nach

ionisierender Strahlung

Im Western-Blot der Abbildung 3.10 wurde gezeigissl ionisierende Strahlung CYP1A-
Stabilisierung beziehungsweise CYP1A-ExpressionngedMit einer real-time-PCR wurde
diese Beobachtung néaher untersucht. Verwendet wureesi unterschiedliche Zelllinien,

zum einen die menschliche Lungenkarzinomzelllin®&48, zum anderen die Mauszelllinie

Hepalclc7. Nachfolgende Abbildungen zeigen dietcigiler-PCR Ergebnisse.
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Abb. 3.21: Real-time-PCR-Analyse der CYP1A-Expressin nach ionisierender Strahlung in A549 und
Hepalclc7 Zellen.Die relative mRNA Expression in A54\) und Hepalclc{B) wurde auf Basis der
18sRNA quantifiziert. Sternchen zeigen eine siatibt signifikante Differenz (student’s t-test, B3%), n=3)
zwischen der unbestrahlten Kontrolle und den bekéa Zellen.

In beiden Zelllinien wurde eine strahleninduziegkative CYP1A1-Expression gefunden. Als
Positiv-Kontrolle wurde wiederum 3-Methylcholanthreingesetzt. Die dadurch bewirkte
CYP1Al-Expression war in A549 bis zu einem Faktoh&her als nach ionisierender
Strahlung. In der Maushepatomzelllinie wurde eircmavesentlich grol3erer Unterschied

zwischen 3-Methylcholanthren und ionisierender8tnag gefunden.

3.8.2 CYPlAl-Expression nach ionisierender Strahlum - Auswirkungen auf die
Uberlebensrate

Zur Untersuchung der mdglichen Einwirkung von CYP4u& das klonogene Uberleben nach
ionisierender Strahlung wurde der CYP1A-Inhibitai@xein verwendet.

Zunachst wurde im Western-Blot die Funktionalités dnhibitors getestet. In Abbildung 3.22
(A) ist zu sehen, dass eine einstindige Vorbehagdimit 50 uM Daidzein die CYP1A
Stabilisierung und Expression signifikant zu hemmemmochte. Parallel dazu wurde unter

dem Einfluss von Daidzein ein Koloniebildungstestathgefiihrt (Abb. 3.22 (B)).
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(A) WB: A549 cytoplasmatische Fraktion
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Abb. 3.22: Inhibition von CYP1A hat keinen Einfluss auf das klonogene Uberleben nach ionisierender
Strahlung. (A) Western-Blot-Analyse von A549-Zellen zur Kontroler Inhibition von CYP1A durch
einstiindige Prainkubation mit 50 uM Daidze{B) Koloniebildungstest in A549-Zellen nach Inhibitimon
CYP1A. Pro Versuchsansatz wurden 500 Zellen ausgesé mit Einzeldosen von 1-4 Gy bestrahlt. Nach
zehntagiger Inkubation wurden die Klone ausgezadldtier Wert entspricht dem Mittelwert +/- SD aus 3
parallelen Experimenten.

Es zeigte sich kein Unterschied im klonogenen Uberh nach verschiedenen
Strahlungsdosen unter Hemmung von CYP1A. Fir dib&aehtete Radiosensitivierung nach
AhR-Protein-knock-down ist demnach nicht die Hemwaer AhR vermittelten CYP1A-

Induktion verantwortlich. Die CYP1A-Expression kéarfir die Metabolisierung bzw. die

Detoxifizierung des AhR-Liganden nach ionisieren8&ahlung notwendig sein.
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3.8.3 Auswirkung der CYP1A-Expression auf den DNA-Rstschaden nach ionisierender

Strahlung

Um jedoch zu klaren, ob sich die gefundene stramiierzierte CYP1A-Expression auf die
DNA-Reparatur auswirkt, wurde unter Hemmung der CXP-Aktivitat der residuale DNA-

Schaden 24 h nach Bestrahlung mit verschiedenearDastersucht (Abb. 3.23).
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Abb. 3.23: Residualer DNA-Restschaden 24 h nach Beshlung und Inhibition von CYP1A. Die Zellen
wurden 24 h nach Aussaat bestrahlt. Nach 10 Tageden die Kolonien (>50 Zellen) quantifiziert. Jedléert
entspricht dem Mittelwert +/- SD aus drei paralhelexperimenten.

Residuale yH2AX positive Schaden pro
Nukleus 24 h nach Bestrahlung +/- SD

Nach 2 Gy Bestrahlung fanden sich nach 24 h etwlglviele residuale Reparatur-Foci in
der Kontrolle wie nach CYP1A-Hemmung. Nach 4 un@y6blieben mehr DNA-Schaden
unrepariert, jedoch war dieser Unterschied nichghikant. Wie im Koloniebildungstest
zeigte sich auch inyH2AX-Test kein entscheidender Effekt von CYP1A alié DNA-
Reparatur nach ionisierender Strahlung. Fur derbdsdeten Einfluss des AhR bei der
DNA-Reparatur nach ionisierender Strahlung ist $som@ider die Dimerisierung mit ARNT

(siehe 3.7) noch die resultierende CYP1A-Expressmwendig.
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3.9 AhR-Foci-Formation im Kern nach stabiler Hemmurg der AhR-Expression durch
shRNA

Zur Aufklarung der funktionellen Bedeutung des mdken AhR fir die DNA-Reparatur
wurde die nukleare Lokalisation des AhR untersuEbtwurde nachgewiesen, dass der AhR,
etwa wie H2AX, dosisabhangig focal am DNA-Schadestétnkomplexe bildet.

3.9.1 Induktionskinetik im Vergleich zu denyH2AX-Foci in A549 Tumorzellen

Um das Auftreten von AhR-Foci im Kern zu klaren,rdes eine Induktionskinetik in A549-
Zellen nach Bestrahlung durchgefihrt. Die Zellerrdem 30 min, 1 h, 6 h und 24 h nach
Bestrahlung mit 2 Gy fixiert und fur die Fluoreszemkroskopie verwendet. Nachfolgende
Abbildung 3.24 (A) zeigt Fluoreszenzaufnahmen vasd&Zellen, die mityH2AX- oder
AhR-Antikérper inkubiert wurden. 30 min nach Bekbttang sind deutlich diegH2AX-

Reparatur-Foci zu sehen, die Uber die Zeit nadigrdicher DNA-Reparatur abnahmen.

24 h /2 Gy
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(B) A549
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Abb. 3.24: Bildung von AhR-Foci in Ab549-Zellen nach ionisierender Strahlung. (A)
Fluoreszenzmikroskopie nach 2 Gy Bestrahlung untik@rperfarbung vonyH2AX und AhR. Kerne wurden
mit DAPI sichtbar gemacht(B) Quantifizierung der AhR- ungH2AX-Foci im Nukleus. Die A549-Zellen
wurden mit 2 Gy bestrahlt und 30 min, 1 h, 6 h @dch spater fixiert und fir die Mikroskopie weiterwendet.

24 Stunden nach Bestrahlung ist der tUberwiegende dee DNA-Doppelstrangbriiche,
visualisiert durch Antikorperfabung voH2AX, repariert und es sind anndhernd keine Foci
mehr zu sehen. Uberraschenderweise wurden auchR&bRbeobachtet, die in ihrer Kinetik
einen ahnlichen Verlauf hatten wie gid2AX-Foci. Zur besseren Auswertung wurden in 100

Kernen die Foci ausgezahlt und in einem Diagramigedtagen (Abb. 3.24 (B)).

3.9.2 Induktion von AhR-Foci nach 3-Methylcholanthien-Behandlung

Um die Relevanz der gefundenen AhR-Foci nach ieresider Strahlung zu untersuchen,
wurde mit 3-Methylcholanthren behandelt und aufsBna von AhR- ungH2AX-Foci im
Kern untersucht (Abb. 3.25). A549-Zellen wurden @itM 3-Methylcholanthren fir eine
Stunde inkubiert, anschlie3end wurde das Mediumeghselt und nach 1 h, 6 h und 24 h die
Zellen fixiert. Es konnten auch in diesem Versuols#&z AhR-Foci detektiert werden, die
Uber die Zeit zunahmen und nach etwa 10 StundenSéttigung erreichten. Die gefundene

Anzahl der AhR- ungH2AX-Foci war 10-12 mal geringer als nach ionisreter Strahlung.
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Abb. 3.25: AhR- undyH2AX-Foci nach 3-Methylcholanthren-Behandlung in A%9-Zellen. Quantifizierung

der AhR- und yH2AX-Foci

pro Kern nach einstindiger Vorbehandlungr Zellen mit 2 uM 3-

Methylcholanthren und anschlieBendem Mediumwechdath 1 h, 6 h und 24 h wurden die Zellen fir die
Antikorperfarbung und die nachfolgende Fluoreszekmskopie fixiert.

3.9.3 Induktion von AhR-Foci in AhR-shRNA-knock-down-Zellen
Im Folgenden wurde untersucht wie sich die AhR-FRitdung und die Kinetik der Foci-

Formation verandert, wenn die Proteinmenge des AddRiziert ist. Dazu wurden HaCat
AhR-shRNA-Zellen und als Kontrolle die Leervektoelién verwendet. Nach 30 min, 1h, 6 h

und 24 h nach 2 Gy Bestrahlung wurden die Zelleredi und fiir die Antikérperfarbung
(AhR undyH2AX) verwendet. Es wurden Fluoreszenz-Bilder aagéjt und die Anzahl der
Foci in 100 Kernen pro Ansatz erfasst. Die Auswagtaeigt Abb. 3.26 (A) fur die AhR- und

(B) fur dieyH2AX-Foci.
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Abb. 3.26: AhR- und yH2AX-Foci in HaCat shRNA-Zellen sind signifikant ethdht. HaCat Leervektor- und

shRNA-Zellen wurden 30 min,

1h, 6h und 24 h naBbstrahlung mit 2 Gy fixiert und fiur die

Fluoreszenzmikroskopie verwendet. Sternchen ze@ea statistisch signifikante Differenz (studerttest,
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p < 0,05) zwischen den Leervektor-Zellen und defRAhRNA-Zellen. Jeder Wert entspricht dem Mittelwer
+/- SD aus 3 unabhangigen Experimenten.

Uberraschenderweise waren auch in den Zellen miR-Riock-down 30 min nach
Bestrahlung annéhernd gleich viele AhR-Foci wie dan Leervektor-Zellen gefunden
worden. Nach 1 h fanden sich signifikant mehr AhdiFals in der Kontrolle, was sich bis
24 h nach Bestrahlung fortsetzte. Das Ergebnid,zeéégs die AhR-shRNA-Zellen schlechter
reparieren als die Kontroll-Zellen. Dies ist mitndeErgebnis des Koloniebildungstests
konform. Verwunderlich jedoch war die kaum reduseAnzahl der AhR-Foci in den
shRNA-Zellen, obgleich das AhR-Protein im Kern utn% reduziert ist (Abb. 3.13). Optisch
waren in den HaCat AhR-shRNA-Zellen die AhR-Foaiker (siehe Abb. 3.27), was auf
einen geringeren AhR-Anteil schlie3en lasst. AdRAX fand sich erwartungsgemald eine
sehr ahnliche Kinetik. Es waren 24 h nach Bestrahlno den AhR-shRNA-Zellen signifikant
mehr yH2AX-Reparatur-Foci als in der Kontrolle zu findemas fiir einen grof3eren

residuellen DNS-Schaden spricht.
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Abb. 3.27: Ubersichtsaufnahme von AhR-Foci in HaCashRNA- und Leervektor-Zellen. Im HaCat
Zellsystem wurden Leervektor- und shRNA-Zellen 66 mach Bestrahlung mit 2 Gy fixiert und fir die
Fluoreszenzmikroskopie verwendet.

3.10 Identifizierung von Interaktionspartnern des AhR im Kern bei der DNA-Reparatur
nach ionisierender Strahlung

Um die Rolle des AhR bei DNA-Reparaturprozessenzwddéren und um mdogliche
Interaktionspartner des AhR im Kern zu finden, vardmmunpréazipitationen durchgefihrt.
Dazu wurden A549-Zellen bestrahlt, nach den angagaib Zeiten lysiert und die

Kernfraktion isoliert. Nach Prazipitation mit AhRafikdrper im Kernlysat von A549-Zellen
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(Abb. 3.28 (A)) wurde mittels SDS-PAGE und Transfder Proteine auf eine
Nitrozellulosemembran mit spezifischen Antikdrpelie an den AhR gebundenen Proteine
untersucht. Es wurde sowohl die DNA-PK pT 2609 (iB@hosphorylierung) als auch die
DNA-PK pS 2056 (Autophosphorylierungsstelle) gefemdDie Aktivierung der Kinase nach
ionisierender Strahlung wurde bereits in Abb. 3ezeigt. Ebenso wurde beobachtet, dass
nach AhR-siRNA-Behandlung die Aktivitdt der DNA-Pteduziert war (Abb. 3.12). Die
aktive Form de§gH2AX, phosphoryliert am Serin 139, wurde auch immifdex gefunden.

Die Interaktion des AhR my§H2AX und der DNA-PK spricht daftir, dass der AhR hér
NHEJ-Reparatur interferiert.

(A) IP: AhR _ (B) IP: yH2AX pS139
WB: Kernfraktion WB:Kernfraktion
DNA-PKcs pT2609 - el

YH2AX pS139 5 = = e

DNA-PKes pS2056 U DNA-PKes pT2609 . o
DNA-PK s it i ¥  DNA-PKcs pS2056 — et
ANR 5o 5 v vl DNA-PK & s - s o
YH2AX pS139 | A— AhR = .
DNA . i it
iNpuUt Lamin s s s inputLamin = === = == ==
0 10 20 40 min 0 10 20 40 min
nach 4 Gy nach 4 Gy

Abb. 3.28: Co-Immunprézipitation des AhR (A) und de am Serin 139 phosphorylierten Form von
yH2AX (B) im Kernlysat von A549-Zellen. A549-Zellen wurden mit 4 Gy bestrahlt und nach 20,und
40 min lysiert und die Proteine mit der SDS-PAGHgatrennt. Die Kernfraktionen (3 mg Protein) wurdén
die Immunprazipitationen mit AhR(A) oder yH2AX (B) Antikérper eingesetzt. Die prazipitierten
Proteinkomplexe wurden uber eine SDS-PAGE aufgetrend auf eine Nitrozellulosemembran ubertragda. D

Proteine mit spezifischen Antikdrpern identifizieds Kontrolle fir die eingesetzte ProteinmengedeuLamin
verwendet.

Die Ergebnisse der AhR-Immunprazipitation solltem Wmkehrversuch miyjH2AX pS139
reproduziert werden. Auch in diesem Versuchsansatmen beide aktiven Formen der
DNA-PK gefunden, ebenso wie der AhR. In diesem Wenswurde zusétzlich mit einem
Antikorper gegen DNA inkubiert und gezeigt, dashgier untersuchte Komplex tatsachlich
an der DNA befindet (Abb. 3.28 (B))
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3.11 Konfokale Mikroskopie als weitere Nachweis flirdie AhR Kolokalisation mit

yH2AX im Kern nach ionisierender Strahlung

Mit Hilfe der konfokalen Mikroskopie wurde die nedre Kolokalisation von AhR und

yH2AX weiter untersucht.

3.11.1yH2AX und AHR Kolokalisation in A549-Zellen

Es wurde mit konfokaler Mikroskopie untersucht, ibh der AhR tatsachlich igH2AX
Focus nachweisen lasst. Abbildung 3.29 zeigt daelifiis in A549-Zellen. Es zeigte sich,
dass in der unbestrahlten Kontrolle der blau gésddhR zwar im Cytoplasma vorliegt,
jedoch im Kern quasi nicht auftaucht. Wahrend niactisierender Strahlung eine deutliche
Stabilisierung im Cytoplasma und eine Kerntrandiokades AhR stattgefunden hat.

A549
0 Gy 2 Gy 60min

—_ 1

Abb. 3.29: Konfokale Mikroskopie in A549-Zellen zejt Kolokalisation von AhR und yH2AX nach
ionisierender Strahlung. Konfokale Aufnahme von Ab49-Zellen unbestrahlt uB® min nach 2 Gy

Bestrahlung. Farbung mit spezifischen Antikérpend Urluoreszenzfarbstoffen von AhR (blay{2AX (rot)
und des Kerns (griin).

Ahnlich verhalt es sich mifH2AX (in Rot) in der unbestrahlten Kontrolle findgith realtiv
wenig, wahrend nach 2 Gy Bestrahlung deutligi2AX-Foci im Kern auftauchen.

Legt man die Bilder Gbereinander erhélt man wei@giéhen, die durch Superposition der
Farben Rot, Grin und Blau entstehen. Diese merlpescdVeiss, bzw. die sehr hellen
Bereiche sind deutlich zu sehen, was eine Kolok@adia anzeigt (reines Weil3 ist nur zu
sehen, wenn alle drei Farben denselben Anteil haben
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3.11.2yH2AX und AhR-Kolokalisation in HaCat Zellen

Wie in Abb. 3.27 (A) gezeigt, verandert sich dieRARoci Bildung in HaCat AhR-shRNA.
Um diesen Befund auch bildlich zu verdeutlichenydem Versuche mit diesen Zellen unter
dem konfokalen Mikroskop durchgefiihrt. Eine Stundeh Bestrahlung zeigte sich eine klare
Bildung vonyH2AX-Foci (Rot). Der AhR konnte ebenfalls in FormrvFoci nachgewiesen
werden (Blau). Auch hier fanden sich nach Uberlaggrder drei Farbbilder in der merge-
Farbe sehr helle, fast weiRe Bereiche. Aul3erderdefarsich pinkfarbene Foci aus der
Uberlagerung von Rot und Blau.

In unten stehender Abbildung ist die strahlenindrigi Rekrutierung voyH2AX in den Kern

zum DNA-Schaden klar zu erkennen.

60 min

Abb. 3.30: Konfokale Mikroskopie zeigt Kolokalisaton von AhR undyH2AX in HaCat Leervektor-Zellen
nach ionisierender Strahlung.Konfokale Aufnahmen von HaCat LV-Zellen unbestraimd 60 min nach 2 Gy
Bestrahlung, Farbung mit spezifischen Antikrpend UFluoreszenzfarbstoffen von AhR (blayi2AX (rot)
und des Kerns (YOPRO, griin). Die Uberlagerung allexi Signale ergibt das merge-Bild und zeigt nach
Bestrahlung in den Kernen eine deutliche Kolokélisavon AhR und/H2AX.

Ebenso deutlich wird beim AhR die Focus-Bildung magnisierender Strahlung. In der
Ubereinander gelegten Abbildung (merge) wird naeltBhlung auch die Uberlagerung der
Proteine durch die weie Farbe sichtbar. Somit euanach in den HaCat Leervektor-Zellen
die Kolokalisation voryH2AX und AhR nach ionisierender Strahlung detektiBas heifldt in
den HaCat Leervektor-Zellen findet sich nach eiBestrahlung der AhR zusammen mit
yH2AX im DNA-Reparaturfocus.
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Nachfolgende Abbildung 3.31 zeigt HaCat shRNA umgkrivektor-Zellen im Vergleich 1 h
nach 2 Gy Bestrahlung.

2Gy
60 min

B . .. .
- ...

Abb. 3.31: Konfokale Mikroskopie zeigt eine stark eduzierte Kolokalisation von AhR und yH2AX in
HaCat shRNA-Zellen nach ionisierender StrahlungKonfokale Aufnahmen von HaCat LV und AhR-shRNA-
Zellen 60 min nach 2 Gy Bestrahlung, Farbung mézdischen Antikérpern und Fluoreszenzfarbstoffem v
AhR (blau),yH2AX (rot) und des Kerns (YOPRO, grin).

YOPRO yH2AX merge

Vergleicht man die strahleninduzierte Foci-BilduimgLeervektor-Zellen mit der in AhR-
ShRNA-Zellen zeigte sich, dass sowohl gi2AX- als auch die AhR-Foci-Bildung in den
AhR-shRNA-Zellen klar gehemmt war. Der optische deutk wurde auch bei einer
quantitativen Auswertung bestatigt (Abb. 3.32 (ADabei zeigte sich, die Menge von
yH2AX-Foci in den AhR-shRNA-Zellen leicht reduziesar. Analysierte man jedoch das
Ausmal} einer Kolokalisation voiH2AX- und AhR-Foci (Abb.3.32 (B)), zeigte sich, daa
den AhR-shRNA-Zellen diese deutlich reduziert vizais heil3t, dass die Bildung det2AX-
Foci auch bei deutlich reduziertem AhR-Protein tiokert.
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Abb. 3.32: Quantifizierung der yH2AX-Foci nach ionisierender Strahlung in HaCat LV-Zellen im
Vergleich mit den AhR-shRNA-Zellen (A) und Foci dieeine Kolokalisation von AhR undyH2AX zeigen
(B)

3.11.3 Konfokale Mikroskopie in HaCat Leervektorzelen - AhR und DNA-PK

In den Western-Blot-Analysen wurde in A549 die Aldgrung des DNA-PK nach
ionisierender Strahlung untersucht (Abb. 3.2) umdlén Immunprazipitationen (Abb. 3.28
(A) und (B)) wurden die DNA-PK pT 2609 und pS 2086 Komplex mityH2AX und dem
AhR gefunden. Es wurde auch in AhR-siRNA VersucdenDNA-PK-Phosphorylierungen
T 2609 und S 2056 untersucht und eine ReduktioA549-Zellen gefunden (Abb. 3.12).
Unter dem konfokalen Mikroskop sollten nun weitetieweise zur méglichen Bindung des
AhR an die DNA-PK gefunden werden. Zunachst wurdaat Leervektor-Zellen ohne und
nach 2 Gy Bestrahlung untersucht (Abb. 3.33).
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HaCat LV YOPRO AhR DNA-PK pS2056 merge

0 Gy

Abb. 3.33: Konfokale Mikroskopie zeigt eine Kolokaisation von AhR und der aktiven Form der DNA-PK
pS 2056 in HaCat Leervektor-Zellen nach ionisierengr Strahlung. Konfokale Aufnahmen von HaCat LV-
Zellen unbestrahlt und 60 min nach 2 Gy Bestrahluf@rbung mit spezifischen Antikérpern und
Fluoreszenzfarbstoffen von AhR (rot), DNA-PK pS @(@blau) und des Kerns (YOPRO, grin).

In den HaCat Leervektor-Zellen wurde erwartungsdenrd der unbestrahlten Kontrolle
weder fur den AhR noch fir die DNA-PK pS2056 eitarle Prasenz im Kern gefunden.
Nach 2 Gy Bestrahlung hingegen fand sich fur die ABRK pS2056 eine klare
Phosphorylierung und fir den AhR war ebenfalls stiarkes Signal zu beobachten. Das
merge-Bild zeigt eine Stunde nach 2 Gy mit der da#lien, fast weiRen Farbung eine
maogliche Kolokalisation.

Dieser Versuch muss mit den HaCat AhR-shRNA-Zetleginzend durchgefiihrt werden.

3.12 Beeinflusst der AhR die Zellzyklusregulation der den MRN-Komplex nach
ionisierender Strahlung?

Weiter wurde untersucht, ob der AhR den Zellzykitesst im Zusammenhang mit der DNA-
Reparatur beeinflusst. Um diese Frage zu klarerdevum einem Western-Blot der Einfluss
des AhR auf den Zellzyklusregulator p21 untersupBi ist ein Cyclin-abhangiger Kinasen
Inhibitor, der mal3geblich an der Zellzyklussteugrumeteiligt ist. Aus der Literatur ist
bekannt, dass der AhR nach Aktivierung mit klagsscAgonisten p21 beeinflusst [Pagtg
al., 2007]. Zu Klarung dieser Frage wurden A549-Zelieit AhR-siRNA transfiziert und
72 h spater bestrahlt und 45 min, 4 h und 24 hdahgiert. Die cytoplasmatische Fraktion
wurde mit SDS-PAGE aufgetrennt und die Proteine mjtezifischen Antikorpern

56



identifiziert. Allerdings wurde unter AhR-Hemmungilder p21 Expression kein Unterschied
zur Kontrolle gefunden.

Desweiteren wurde Mrell, ein Protein des MRN-Komgde untersucht. Dies ist ein
heterotrimerischer Protein Komplex, der sich augMr Rad50 und Nbsl zusammensetzt.
Dieser Komplex ist in Saugern in die DNA-Reparatwolviert. Er erkennt DNA-Schéaden,
bindet schnell an den DNA-Doppelstrangbruch unitelie Bildung deyH2AX-Foci ein. Es
wurde Nbsl im Western-Blot der cytoplasmatischeakfton von A549-Zellen, in denen der
AhR durch siRNA unterdrickt worden war untersucAbl{. 3.34). A549-Zellen wurden
verwendet, da sie wie bereits erwahnt wt Tp53 exijgrien, wahrend die HaCat-Zellen eine

p53 Mutation auf beiden Allelen tragen.

WB: A549 cytoplasmatische Fraktion

Kontroll-siRNA AhR-siRNA
AhR . . == oo ==
p21 - = = - -
Aktin = e - - - .- e o
K 0,75 4 24 K 0,75 4 24h
nach 4 Gy

Abb. 3.34: AhR-Protein-Hemmung zeigt keinen Einflus auf p21 und Nbs1

Die A549-Zellen wurden mit 30 nM Kontroll-siRNA odspezifischer siRNA gegen AhR transfiziert. 3 Tage
spater wurden die Zellen mit 4 Gy bestrahlt, naeh entsprechenden Zeiten lysiert. Mit SDS-PAGE wardie
Proteine nach Molekulargewicht analysiert und mpézfischen Antikérpern identifiziert.

Auch fir Nbsl konnte kein Einfluss des AhR festgiistverden. Somit gab es keinen
konkreten Hinweis darauf, dass der AhR nach ioreséer Strahlung auf die
Zellzyklusregulation wirkt, er in den MRN-Komplexiniolviert sein kdnnte oder diesen

beeinflusst.
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4 Diskussion

4.1 Aktivierung des AhR nach ionisierender Strahluig

Die Aktivierung des AhR durch polyzyklische aromsatie Kohlenwasserstoffe und andere
xenobiotische Verbindungen ist seit JahrzehntenTéiama in der Wissenschaft. In den
letzten Jahren wurden immer mehr Erkenntnisse gegmrdie Aufgaben und Funktionen des
AhR auch auRRerhalb des Fremdstoffmetabolismus reisbw [Bock & Kohle, 2009; Faet
al., 2010; Gasiewiczt al., 2010]. Fritscheat al. [2007] zeigten, dass der AhR nach UV-
Strahlung durch das Tryptophanderivat Formylindatbazol aktiviert und die CYP1Al-
Expression induziert wird. AuRerdem wurde die Fsng der c-Src-Kinase aus dem
cytoplasmatischen Muliproteinkomplex und ihre Akdiung gezeigt [Fritschet al., 2007].

In vorliegender Arbeit wurde die Rolle des AhR loleir Regulation der Zellantwort nach
ionisierender Strahlung untersucht. Zunachst séliterprift werden, ob die von Fritsche
al. [2007] gefundene AhR-Aktivierung durch UV-Stramy auch im humanen
Lungenkarzinom-Zellsystem A549 eintritt, das in liegender Studie verwendet wurde. Es
konnte eine Stabilisierung des AhR im Cytoplasmd ame AhR-Kerntranslokation nach
UV-Strahlung nachgewiesen werden. Der Reaktionauérivar dabei &hnlich wie nach
Behandlung mit dem klassischen AhR-Agonist 3-Meathglanthren, der als Positiv-
Kontrolle verwendet wurde. Nach Inkubation mit 3ilNldcholanthren war bereits nach
15 min der cytoplasmatische AhR nahezu vollstandigden Kern transportiert worden.
Weiterhin wurde untersucht, ob die Kerntranslokatdes AhR und die Stabilisierung im
Cytoplasma auch nach ionisierender Strahlung zdefinist. In der A549 Zelllinie konnte
gezeigt werden, dass der AhR nach ionisierendahising in einer zeitlichen Abhangigkeit
cytoplasmatisch stabilisiert und in den Kern tramsprt wird. Die Behandlung mit 3-
Methylcholanthren wurde auch mit ionisierender trag kombiniert. Das Ergebnis zeigte
einen immens schnellen Reaktionsverlauf. Die Stdiling im Cytoplasma konnte zeitlich
nicht mehr aufgelost werden. Dies setzte sich aockern fort, denn bereits nach 10 min
hatte der AhR im Kern wieder cytoplasmatisches Biverreicht. Es scheint hier einen
synergistischen Effekt zwischen Behandlung mit 3Hylleholanthren und ionisierender
Strahlung zu geben, denn die AhR-Menge war berE)snin nach Bestrahlung in den
behandelten Zellen fast vollstdndig vom Cytoplasmden Kern transloziert. Wahrend nach

ionisierender Strahlung allein der AhR im Cytoplasons 40 min zunahm.
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Nach Aktivierung des AhR wird die Expression von M1 induziert [Bondy & Naderi,
1994; Nebert & McKinnon, 1994; Rifkindet al., 1990], die als Indikator eines
funktionierenden AhR-Signalweges gilt. In der vemdleten Tumorzelllinie A549 konnte die
Expression der CYP1A-Familie im Western-Blot ebéafamachgewiesen werden. Somit
verfugen diese Zellen Uber einen funktionierendéR/Signalweg. Um zu klaren, wie stark
die Aktivierung des AhR nach ionisierender Strabluist und um das Ergebnis auf
Proteinebene zu verifizieren, wurde die CYP1Al-Esgion auf mRNA Ebene untersucht. In
den verwendeten A549-Zellen wurde eine signifikaB¢P1A1l mMRNA Expression nach
ionisierender Strahlung gefunden. Vergleicht maselijedoch mit der als Positiv-Kontrolle
verwendeten Expression des klassischen AhR-Agonitelethylcholanthren, ist sie um ein
10-faches geringer. Der gleiche Versuchsansatz evanth in der Maushepatomzelllinie
Hepalclc7 durchgefuhrt. Diese Zelllinie wird haufigZusammenhang mit Untersuchungen
des AhR-Signalweges verwendet [Darlington, 1987rlibgton et al., 1980; Hankinson,
1979]. Auch in diesen Zellen wurde eine strahlenmerte CYP1Al-Expression gefunden,
die allerdings um das 25-fache geringer war al$id@handlung mit 3-Methylcholanthren.
Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass nachammsler Strahlung die AhR-vermittelte
CYP1Al-Expression nicht von Bedeutung ist.

In einem pulse-chase-Experiment wurde die Halbweitsies AhR-Proteins im Cytoplasma
und im Kern von Ab549-Zellen nach Bestrahlung unteln$. Nach klassischer AhR-
Aktivierung mit B-Naphtoflavon ist eine Halbwertszeit des AhR im @yasma von 7,7-
17,6 h beschrieben [Swanson & Perdew, 1993], fiir Hern wurden aber keine Daten
erhoben. Nach ionisierender Strahlung zeigte sich etwas langere Halbwertszeit des AhR
mit 19,5 h im Cytoplasma und mit 3,5 h im Kern edeutlich kirzere als nach klassischer
Aktivierung.

Festzuhalten ist, dass auch in A549-Zellen dersidake AhR-Signalwege nach Aktivierung
mit 3-Methylcholantren funktioniert und die bisherbeschriebene Stabilisierung des AhR im
Cytoplasma und der Transport in den Zellkern namhisierender Strahlung beobachtet
wurde. Dass es sich hierbei um eine Aktivierung AleR im klassischen Sinn handelt, zeigt
die Expression des bekanntesten Zielgens CYP1Aln&RINA Ebene nach ionisierender
Strahlung. Dies konnte in zwei unterschiedlichehlideen nachgewiesen werden.

Der AhR befindet sich im Komplex mit der c-Src-Ksga die wie von Dittmanet al. [2009]
beschrieben bei der Zellantwort nach ionisierer&testhlung eine Rolle spielt. So ergibt sich
die Frage, ob der AhR an der Regulation der c-Snas$e beteiligt ist.
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In den Western-Blot-Analysen wurde diese Kinaseektedrt, um ihre Aktivierung durch
ionisierender Strahlung zu bestéatigen. Die aktivant der c-Src-Kinase wurde nach
Bestrahlung mit Hilfe eines Antikorpers identifidie Sie ist am Tyrosin-Rest Nr. 418
phosphoryliert [Chiarugi, 2008; Enan & Matsumur@9@; Kohleet al., 1999; Parket al.,
2007]. Die Kinetik der c-Src-Aktivierung verliefwartungsgeman in ahnlicher Weise wie die
Stabilisierung des AhR im Cytoplasma nach ionisideg Strahlung. Enan & Matsumura
[1996] zeigten, dass die c-Src-Kinase im Komplekaeim AhR vorliegt und dass es zu ihrer
Aktivierung nach AhR-Liganden Bindung kommt. Dieobachtete Phosphorylierung der c-
Src-Kinase am Tyrosin Nr. 418 nach Behandlung reitndklassischen AhR-Agonisten 3-
Methylcholanthren kann somit als Hinweis auf dienkionalitdt des AhR-Signalwegs
angesehen werden.

Die Aktivierung des AhR fuhrt nicht nur zur Express von Zielgenen, sondern auch zur
Tyrosinphosphorylierung des epidermalen WachstuksfdRezeptors (EGFR). Diese
Phosphorylierung am Tyrosinrest Nr. 845 wurde akSreabhangiger Mechanismus
beschrieben [Khast al., 2006]. Vor kurzem wurde die Involvierung des Bkeainduzierten
Lipidperoxidationsprodukts Hydroxynonenal in diet&ierung der c-Src-Kinase hinsichtlich
des EGFR gezeigt [Dittmaret al., 2009]. Dass die c-Src-Kinase im Multiproteinkosyplum
den AhR unmittelbar an der EGFR-Signalkaskade ligtést, wurde bereits nachgewiesen
[Fritscheet al., 2007; Kbhleet al., 1999]. Unklar ist, ob der AhR auf die strahlehinierte
EGFR-Signalkaskade, die auch eine Phosphorylierdag Rezeptors nach sich zieht
[Dittmannet al., 2005; Rodemane al., 2007] einen Einfluss hat.

Die Aufspaltung des AhR-Multiproteinkomplexes kaauch durch Hemmung des Chaperons
Hsp90 erfolgen. Ein bekannter Inhibitor von HspS0DGeldanamycin [Grenedt al., 1997;
Pearl & Prodromou, 2000; Stebbietsal., 1997]. Dies ist ein benzochinoides Ansamycin und
hemmt durch kompetitive Bindung mit ATP die essaldi ATPase-Funktion von Hsp90
[Miyata, 2005; Wegelest al., 2004]. Die Behandlung mit Geldanamycin fiihrte einer
Stabilisierung des AhR im Cytoplasma und zur ndgefoden Kerntranslokation. Ahnliche
Ergebnisse wurden bereits von Song & Pollenz [20§3eigt. Der Multiproteinkomplex
wurde durch die Hsp90-Hemmung mit Geldanamycin elofg, wie dies in der Literatur auch
fur andere Proteinkomplexe beschrieben wurde [$ebual., 1995; Whiteselét al., 1994].
lonisierende Strahlung fuhrt unter anderem zur &igufig der Membran durch
Lipidperoxidation. Ein Hauptprodukt der Lipidperdation ist das hochreaktive
Hydroxynonenal (HNE) [Caringt al., 2004; Esterbauest al., 1991; Yanget al., 2003]. HNE

wird intrazellular durch oxidativen Stress in vdth&maldig groRen Mengen von 0,1-
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5 mmol/l produziert [Demozasgt al., 2008]. Beschrieben ist auch die Bindung von HME a
das im Komplex mit dem AhR und der c-Src-Kinaseliggende Hsp90 [Carbonet al.,
2005]. Das Produkt der Lipidperoxidation HNE konrfir die Auflésung des AhR-
Multiproteinkomplexes nach ionisierender Strahluegantwortlich sein.

Tatsachlich bewirkte die Inkubation mit HNE die Kigung des Komplexes und eine
Stabilisierung des AhR im Cytoplasma. Ebenso wuideTransport des freien AhR in den
Zellkern beobachtet. Die aktive Form der c-Src-lsmavurde auch in vermehrter Menge
detektiert. Dies spricht fur eine Auflésung destBirikkomplexes. Kombinierte man die HNE
Inkubation mit ionisierender Strahlung, zeigte dichden AhR eine verstarkte Stabilisierung
im Cytoplasma und ein verstarkter Kerntransportrdbuwie exogene Gabe von HNE wurde
diese beobachtete Reaktion beschleunigt.

Um zu Uberprifen, ob bei der Aktivierung des AhRctiuionisierende Strahlung ROS eine
Rolle spielen, wurde der Einfluss von Radikalfamgeuf diesen Vorgang untersucht. In
dieser Arbeit wurde als solcher das N-Acetylcyst®lAC) eingesetzt, das aus der klinischen
Anwendung weitreichend bekannt ist [Kelly, 1998¢ir& Eigenschaften als Radikalfanger,
zum Beispiel durch Bindung des Superoxidradikalgtden von Benrahmouret al. [2000]
beschrieben. Die Prainkubation mit NAC in der hiarliegenden Arbeit zeigte einen
eindeutigen Effekt auf die AhR-Stabilisierung ureksen Kerntransport sowie auf die aktive
Form der c-Src-Kinase. Die strahleninduzierte $itaerung des AhR im Cytoplasma wurde
durch den Radikalfanger ebenso klar unterbunderdesid ransport des AhR in den Zellkern.
Die Phosphorylierung der c-Src-Kinase am Tyrosinrls. 418 war erwartungsgemar
reduziert. Diese Erkenntnisse konnten als Hinwei dae Involvierung von ROS in die
strahleninduzierte Stabilisierung des AhR aufgefassden.

Die Auflésung des AhR-Multiproteinkomplexes konrdgkatt durch strahleninduzierte ROS
auch durch endogene reaktive SauerstoffspeziefgenfoDiese Mdglichkeit wurde durch
Inhibition von Rac-1, einer kleinen GTPase, unteinsudie als Signalgeber flr verschiedene
Stimuli, unter anderem p67phox, fungiert [Bogtal., 2009; Gacet al., 2004; Ushio-Fukali,
2006]. p67phox ist eine NADPH-Oxidase, die hau@merortlich fur die Produktion von
endogenen reaktiven Sauerstoffspezies ist. Esezsigh jedoch, dass deren Hemmung auf
den strahleninduzierten Effekt keinen Einfluss énaltlir die beobachtete AhR-Stabilisierung
im Cytoplasma und die folgende Kerntranslokationdsisomit endogene ROS nicht

ausschlaggebend.
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4.2 Welchen Effekt hat eine AhR-Proteinreduktion afidie Zelle?

Es stellte sich die Frage, wie Zellen auf ionisigle Strahlung in Abwesenheit des AhR
reagieren. Dass der AhR wichtige endogene Aufgdianist unbestritten. AhR-knock-out-
Mause zeigen eine beeintrachtigte Entwicklung desdr und des Immunsystems [Andreola
et al.,, 1997; Gonzalez & Fernandez-Salguero, 1998; Genmaztlal., 1995; Harstadkt al.,
2006]. Ebenso zeigen unterschiedliche Berichte winbtige Rolle des AhR unabhangig vom
Fremdstoffmetabolismus in der Zelle [Afaal., 2009; Barouket al., 2007; Beischlagt al.,
2008; Carlson & Perdew, 2002; Marlovee al., 2008; Mukai & Tischkau, 2007]. Nach
ionisierender Strahlung ware ein verandertes DNA&R&urverhalten der Zellen oder eine
Strahlenprotektion bzw. -sensitivierung im klonogertuberleben denkbar.

Um die Bedeutung des AhR bei der Regulation der ER&paratur zu klaren, wurden
Untersuchungen mit AhR-siRNA und mit AhR-shRNA-Zelldurchgefihrt. Die Hemmung
des AhR-Proteins hatte eine Stabilisierung derpggmatischen c-Src-Kinase zur Folge, die
bereits im unbestrahlten Basalwert auftrat. Digsnkaine Folge des AhR-Verlustes sein. Die
CYP1Al-Expression war erwartungsgemald auf Protemebdeutlich unterdriickt. Diese
Resultate wurden in den Zelllinien A549 und FADUcimaBehandlung mit AhR-siRNA
beobachtet. In den AhR-shRNA-Zellen konnte ebemfalf Proteinebene sowohl eine
Stabilisierung der aktiven Form der c-Src-Kinase alich eine reduzierte CYP1Al1 Menge
nach ionisierender Strahlung gefunden werden. Saevaitde mit zwei unterschiedlichen
Methoden in drei verschiedenen Zelllinien die AhtBinexpression erfolgreich gehemmit.
Die erhaltenen Ergebnisse auf Proteinebene waneamaag konsistent.

Um einen Einfluss des AhR-knock-down auf die DNApBetur nach Bestrahlung zu
untersuchen, wurde der Nachweis vgH2AX-Foci eingesetzt. Zusatzlich wurde der
Koloniebildungstest verwendet, um das Uberleben Ziten nach AhR-knock-down zu
untersuchen. Dieser Test wurde bereits in den kgarfahren des 20. Jahrhunderts [Puck &
Marcus, 1956] entwickelt und anschlielend weiterdifiwert. Das Verfahren misst die
Fahigkeit einer Einzelzelle nach Kontakt zu eineox® in diesem Fall ionisierende
Strahlung, zu Uberleben und durch Zellteilungere éitolonie von mindestens 50 Zellen
zubilden. Dies spiegelt sich in der Uberlebensfaakt (surviving fraction, SF) bei
verschiedenen Strahlendosen wider. Ein gangigert WWar der SF2-Wert, der den
Uberlebenden Zellanteil bei 2 Gy angibt. Der Ko#dmidungstest wird heute als guiltiger

Standard zur Vorhersage der Strahlensensibilitérefelllinie eingesetzt und die SF2-Werte
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werden haufig als Vergleichswerte fur neuere p@tdie Verfahren zur Bestimmung der
Strahlensensibilitdt herangezogen.

In der hier vorliegenden Arbeit wurde das klonogeterleben nach ionisierender Strahlung
in Zellen untersucht, in denen mittels AhR-siRNAeodshRNA das AhR-Protein stark
reduziert war. In diesen Versuchsansatzen fandesieh Radiosensitivierung der Zellen, was
durchaus Uberraschend war, zumal es bisher kemadiBe auf eine Beteiligung des AhR an
der Regulation der Zellantwort auf ionisierendeaBlung gab. Dieser Effekt wurde sowohl in
den transient siRNA transfizierten Zellen als aurcen stabilen shRNA-Zellen reproduziert.
Uberraschenderweise hatte eine Behandlung mit 3witdtolanthren, einem klassischen
Agonisten des AhR, keinen Effekt auf das klonogeberleben. Diese Beobachtung spricht
daflr, dass die Aktivierung des AhR im klassiscls&mn von der Rolle unabhangig ist, die
der AhR nach ionisierender Strahlung einnimmt.

Als weiterer Endpunkt fir die Funktionalitdt der BNReparatur wurde deyH2AX-
Nachweis eingesetzt. Auch hier wurden sowohl siRN# auch shRNA-Zellen untersucht.
Erstaunlicherweise zeigten sich in beiden Ansat2drh nach ionisierender Strahlung
signifikant mehr DNA-Restschaden. Die Zellen repden den radiogenen DNA-Schaden
schlechter, wenn sie nur weniger als 50 % von dd@R-Rroteinmenge der Kontroll-Zellen zur
Verfugung hatten. Offensichtlich hat der AhR EisBuauf die DNA-Reparatur nach
ionisierender Strahlung. Um aber die genaue Rade AhR dabei zu klaren, sind weitere
Versuche notwendig.

4.3 Ist die transkriptionelle Aktivitat des AhR nach ionisierender Strahlung von
Bedeutung?

Unklar war, inwiefern die transkriptionelle Aktigit des AhR und die Dimerisierung mit
ARNT bei den gefundenen Effekten auf die DNA-Reparaind auf das Zelliberleben
involviert sind. Dass ionisierende Strahlung nichir den AhR-Multiproteinkomplex im
Cytoplasma auflést, sondern auch den AhR in dem Kiensloziert, wurde in vorliegender
Arbeit gezeigt. AuRerdem konnte eine CYP1Al-mRNApEession nachgewiesen werden.
Sie war zwar signifikant, fiel aber deutlich gemmgws als mit dem klassischen AhR-Agonist
3-Mehtylcholanthren. Trotzdem wéare es mdoglich, daes radiogene transkriptionelle
Aktivitat Einfluss auf die Strahlenreaktion nimnaienn es konnte z. B. die Metabolisierung

der Noxe das klonogene Uberleben verbessern. Use digpothese zu Uberpriifen, wurden
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Koloniebildungstests mit dem CYP1Al-Inhibitor Dagglz durchgefuhrt. Mehrere Berichte
zeigen den inhibitorischen Einfluss von naturlicHdavonoiden auf die Cytochrom P450
Enzyme [Daiet al., 1998; Mukaiet al., 2010; Obermeiegt al., 1995; Siesst al., 1995;
Tsyrlov et al., 1994; Zhaiet al., 1998]. Fur Daidzein wurde die nicht kompetitiverfimnung
von CYP1Al in einem NADPH abhéngigen Prozess nagiegen [Shertzeet al., 1999].
Die Hemmung der Oxidoreduktase zeigte jedoch keimegativen Einfluss im klonogenen
Uberleben der Zellen. Ebenso wenig war nach DaidBsihandlung der residuale DNA-
Schaden 24 h nach Bestrahlung signifikant erhébmiach ist die Expression von CYP1Al
nach ionisierender Strahlung weder fir die DNA-$iemsreparatur noch fir das klonogene
Uberleben ausschlaggebend. Die strahleninduzieN®181-Expression konnte fur die
Metabolisierung der potentiellen AhR-Liganden relatvsein.

Die Dimerisierung des AhR mit ARNT [Hankinson, 1998eisz-Porszaset al., 1994]
konnte auch den beobachteten Strahleneffekt bemirk&ir ARNT sind ebenfalls AhR
unabhangige Funktionen beschrieben [Chah@l., 2009; Woodet al., 1996], wie das
Synonym Hif 1-beta (hypoxia inducible factor 1 hetsahnen lasst. Zum Beispiel ist die
Rolle von ARNT bei der EGF-induzierten c-Jun/Spinvitelten Gen Expression [Huarmt
al., 2010] oder in der Karzinogenese [$hial., 2010] beschrieben. In vorliegender Arbeit
wurde ARNT mit Hilfe von siRNA in seiner Expressigehemmt, um einen mdoglichen
Effekt auf die DNA-Reparatur zu untersuchen. Esyteeisich, dass die ARNT-Protein
Reduktion mit siRNA keinen Effekt auf den residumlBNA-Schaden nach ionisierender
Strahlung hatte. Die Dimerisierung mit ARNT ist deanh ebenso wenig wie die CYP1A1l-
Expression fur den erhdhten residualen DNA-Schadech Hemmung des AhR
verantwortlich. Ob ARNT fiur den beobachteten raéiwstivierenden Effekt nach
Unterdrickung des AhR-Proteins eine Rolle spielissnin einem Koloniebildungstest nach

ARNT-Protein Hemmung untersucht werden.

4.4 Bilden sich AhR-Protein-Foci nach ionisierende6trahlung?

Die Bildung deryH2AX-Foci am DNA-Schaden nach ionisierender Straglist seit Jahren
bekannt [Celestet al., 2003; Maet al., 2010; Paulkt al., 2000; Pilchet al., 2003; Rogakou
et al., 1999; Rogakowt al., 1998]. Mittlerweile konnte gezeigt werden, dasszer Bildung
von yH2AX-Foci nach Behandlung mit unterschiedlichenaerischen Substanzen kommt.

Gezeigt wurde die ATM (Ataxia Telangiectasia mujiektivierte H2AX-Phosphorylierung
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in A549-Zellen nach Inkubation der Zellen mit Takskch [Tanakaet al., 2007] oder auch
die H2AX-Phosphorylierung nach UV-Strahlung [Habclet al., 2005; Hanasoge &
Ljungman, 2007; Martét al., 2006].

In vorliegender Arbeit wurden erstmals im Kern ARBei nach ionisierender Strahlung
nachgewiesen. In A549-Zellen wurden mit Hilfe eifds®R-Antikdrpers Foci im Kern nach
ionisierender Bestrahlung detektiert. Diese Foddahg verlief nicht nur in &hnlicher Kinetik
wie dieyH2AX Focusbildung, sondern es wurden bei beidezé&gen auch ahnliche Zahlen
von Foci detektiert. Aufgrund der bereits gefundeidfekte auf das klonogene Uberleben
und den DNA-Restschaden nach Reduktion des AhReidsotwurde auch in der AhR-
shRNA-Zelllinie die Induktion der AhR-Foci untersiic Uberraschenderweise wurden nicht
nur in den Wildtyp- und den Leervektor-Zellen, serd auch in den AhR-shRNA-Zellen
AhR-Protein-Foci gefunden. Eine mogliche Erklaratadir ist, dass sowohl in AhR-shRNA-
als auch in AhR-siRNA-Zellen die AhR-Proteinexpressnicht vollstandig unterdrickt
werden konnte. Restliches Protein ist offenbar @ Hdage, im Kern die Focusbildung
durchzufiihren, denn im Kern wurde in den AhR-sHefelnur eine Reduktion des AhR-
Proteins um 40 % gefunden. Cytoplasmatisch lag Reduktion der AhR-Proteinmenge um
70 % vor. Verglichen mit der in Kontroll-Zellen indierten Focizahl, zeigte sich eine
signifikante Erhéhung der AhR-Foci in AhR-shRNA-léel. Dasselbe wurde bgH2AX-
Foci beobachtet. Eine moégliche Erklarung fur di@sobachtung konnte sein, dass die
Reduktion des AhR-Proteins nicht mal3geblich diediy der Foci hemmt, aber die
Reparatur der DNA-Schéaden behindert.

Um diese Beobachtung von AhR-Protein-Foci nach sienénder Strahlung weiter
aufzuklaren, wurde untersucht, ob mit 3-Methylchtieen AhR-Foci induziert werden
konnen. Tatsachlich wurden auch nach Behandlung3mMiethylcholanthren AhR-Foci in
A549-Zellen detektiert. Die gefundene Anzahl derRAhund yH2AX-Foci war nach 3-
Methylcholanthren-Behandlung jedoch 10-12 mal ggnals nach ionisierender Strahlung.
Dieser Sachverhalt war nicht allzu Gberraschend-W&ethylcholanthren ganz im Gegensatz

zu ionisierender Strahlung nur sekundare Doppelglndiche verursacht.

4.5 Welche Molekile kdnnten AhR-Interaktionspartnerim Kern sein?

Um mogliche Interaktionspartner des AhR im Kern 2Zdentifizieren, wurden

Immunpréazipitationen und konfokale Mikroskopie venslet. Erste Hinweise konnten bereits
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aus dem Nachweis der AhR-Foci gezogen werden. B#liche Verlauf war annahernd
identisch mit dem deyH2AX-Foci-Bildung. Aul3erdem konnte eine direkte Weelwirkung
des AhR mityH2AX mittels Immunprazipitation nachgewiesen werddaben dem AhR und
yH2AX wurden im Komplex auch die DNA-PK und derertiaé& Formen gefunden, die am
Threonin-Rest Nr. 2609 bzw. am Serin Nr. 2056 phosyiert sind. Der Aktivierungs- bzw.
Phosphorylierungszustand der DNA-PK ist besondessagekréftig, da er Uber die Kinase-
Aktivitat Auskunft gibt [Cheret al., 2005]. Die DNA-PK und der mit ihr assoziierte Kplex
aus dem Ku-Heterodimer, das aus den UntereinhKEiterO und Ku 80 besteht, spielt fur die
Erkennung und Behebung von strahleninduzierten [8¢A&den eine essentielle Rolle. Der
Ku/DNA-PK-abhéngige Reparaturprozess (NHEJ) ist deauptreparaturweg von
Saugerzellen bei DNA-Doppelstrangbriichen nach iem@ader Strahlung [Collist al.,
2005].

Es ist nicht weiter Gberraschend, dass in dervddregenden Arbeit die DNA-PK zusammen
mit yH2AX im Komplex gefunden wurde. Berichte tber dieoBphorylierung des H2AX
durch die DNA-PK und auch ATM sind gleichermalRenhamden [Anet al., 2010; Stiffet
al., 2004]. Auf Proteinebene wurden im Hinblick aué ddNA-Reparatur-Endpunkte neben
dem AhR und der c-Src-Kinase auch die DNA-PK untedektive Formen untersucht. In
Western-Blot-Analysen  nach  AhR-siRNA  Behandlung deur sowohl die
Transphosphorylierungsstelle am Threonin Nr. 2688%ach der Autophosphorylierungsrest
am Serin Nr. 2056 detektiert. Fir beide zeigte ®ake deutliche Reduktion nach AhR-
siRNA Behandlung und nachfolgender Bestrahlung. BBR hat einen Effekt auf die
Aktivitat dieses Reparaturenzyms nach ionisierei@teahlung. Ob dieser Effekt direkt oder
indirekt wirkt, muss in weiteren Versuchen geklaverden. Denkbar wére auch eine
Einwirkung des AhR auf die ATM-Kinase, die wie di2ZNA-PK entscheidend an der
Reparatur von DNA-DSB ist und fir die auch die Riasylierung des H2AX beschrieben
ist. Bekannt ist die ATM assoziiertgH2AX-Phosphorylierung fur die Exposition mit
Tabakrauch in Ab549-Zellen [Tanaket al., 2007]. Dies koénnte ein Hinweis auf die
Involvierung des AhR auch nach ionisierender Stnadplin Zusammenhang mit der ATM-
Kinase sein, was in weiteren Experimenten tUberpvéafden muss.

Der DNA-DSB Reparaturkomplex ist kompliziert aufgeb und besteht aus mehreren
Komponenten. Er wird als MRN-Komplex bezeichnet éit, Rad50, Nbsl (Xrs2)) und ist
fur die unmittelbare Reparatur von DNA-Schaden rtsslé [Czornaket al., 2008; Furutaet
al., 2003; Lavin, 2007; Riches al., 2008; Rupniket al., 2010]. In vorliegender Arbeit wurde
die Reaktion von Nbsl (Nijmegen breakage syndroMBS) auf Proteinebene nach
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ionisierender Strahlung unter reduziertem AhR-Rmotetersucht. Dieses Syndrom ist mit
einer homozygoten Mutation des NBS1-Gens assaziMBS ist eine seltene autosomal
rezessive Funktionsstorung, die durch Chromosomst@bilitat und Hypersensitivitat
gegenuber ionisierender Strahlung charakterisisit Nbsl wird von der ATM-Kinase
phosphoryliert und ist wiederum essentiell fur Bigosphorylierung von Mrell [Carney
al., 1998; Donget al., 1999; Petrini & Stracker, 2003]. Eine Heterozygates NBS1-Gens
wird mit erhéhtem Krebsrisiko in Verbindung gebrach Masi & Antoccia, 2008].

Eine AhR-Proteinreduktion zeigte im Western-Blotigeh keinen Einfluss auf den Nbsl-
Gehalt im MRN-Komplex. Da Nbsl1 nur eine Komponetds MRN-Komplexes ist, kann aus
dieser Beobachtung kein abschlielendes Fazit auewvntuelle Beeinflussung des MRN-
Reparaturkomplexes durch den AhR gezogen werden.

Dass der AhR Einfluss auf die Regulation des Z&llsy hat, wurde bereits beschrieben
[Barhooveret al., 2010; Jinet al., 2004; Watabet al., 2010]. Es ist auch bekannt, dass p21
und p27, beides Inhibitoren der Cyclin-abhangigeinaken, durch 3-Methylcholanthren
aktiviert werden und einen Zellzyklusarrest indueie [Panget al., 2008]. Deshalb sollte
geklart werden, ob ionisierende Strahlung durchAleR die Expression von p21 beeinflusst.
Dazu wurde auf Proteinebene nach AhR-siRNA-Behargdhit anschlie3ender Bestrahlung
p21-Protein detektiert. Es konnte jedoch kein Bffektgestellt werden. In den AhR-shRNA-
Zellen wurde p21 nicht Uberprift, da die HaCat-@®lin beiden Allelen TP53 mutiert sind.
So sprechen die Ergebnisse dafir, dass der AhR diotkt am strahleninduzierten p21-
abhangigen Zellzyklusarrest beteiligt ist.

Mit Hilfe der konfokalen Mikroskopie wurde nachgesen, dass der AhR uri2AX im
Kern nach ionisierender Strahlung eine Kolokalmatzeigen. In A549-Zellen und in der
HaCat-Zelllinie wurde nach Bestrahlung eine klareldkalisation der beiden Proteine im
Kern beobachtet. AuRerdem ist die cytoplasmatisttadilisierung des AhR in den A549-
Zellen nach ionisierender Strahlung deutlich zieseln den HaCat-Leervektor-Zellen zeigte
sich eine Stunde nach Bestrahlung sowohl id2AX als auch fir den AhR eine klare
Stabilisierung. Und in der Uberlagerung aller Slgnaurde in diesen Zellen ebenfalls eine
Kolokalisation beider Proteine deutlich. In den ABRRNA-Zellen zeigte sich eine klar
reduzierte AhR-Foci-Bildung, dieyH2AX-Foci blieben jedoch in ihrer Bildung
unbeeintrachtigt. Das heil3t also, dass trotz ddutiduziertem AhR-Protein die Bildung der
yH2AX-Foci funktioniert. Die Analyse des Ausmalles d@lokalisation beider Proteine
ergab in den Leervektor-Zellen knapp 25 %. Alsgtligicht in jedenyH2AX-Focus auch der
AhR vor. In den AhR-shRNA-Zellen wurde diese Kolgation durch die AhR-
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Proteinreduktion auf unter 5 % gebracht. In denraskopischen Versuchen konnte man den
Eindruck gewinnen, dass zwar die Initiation derifzatlich annahernd identisch ablief, aber
die Auflésung der AhR-Foci zeitlich etwas versetzr. Die AhR-Foci persistierten langer als
die yH2AX-Foci. Um eine mogliche Rolle des AhR bei deN®Schadensreparatur nach
ionisierender Strahlung zu kléaren, bedarf es dalegtierer Experimente.

Zu diskutieren ist auch der bei der Durchfiihrung\dersuche erhaltene optische Eindruck in
Bezug auf die Gro3e beziehungsweise die HelligksitAhR-Foci. Rein optisch waren in den
AhR-shRNA-Zellen die AhR-Foci nicht von derselbemllidkeit wie in den Leervektor-
Zellen. Mdglicherweise bedingt die Reduktion des RAProteins weniger AhR-
Antikérperbindung. Die Reduktion des AhR-ProteimsKern der sh-Zellen um knapp 50 %
wurde nachgewiesen. Zur Bildung eines Focus stetAhR-shRNA-Zellen also weniger
Protein zu Verfigung, was die Ausbildung kleindfeci zur Folge hat. Der AhR konnte fur
die Markierung oder Reparatur bestimmter DNA-Schadme Rolle spielen oder bei der
Auflésung der Foci von Bedeutung sein. Um diese ditypsen zu bestatigen, sind weitere

Versuche notwendig.
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5 AUSBLICK

Mit den hier prasentierten Daten wurde zum ersteal Mine Verbindung zwischen
ionisierender Strahlung und dem AhR-Signalweg ggzdilit der Involvierung des AhR in
die DNA-Reparatur konnte ein Angriffspunkt des AlniR der zellularen Strahlenantwort
identifiziert werden. Jedoch gilt es, auf der Bades hier prasentierten Daten die Funktion
des AhR zu klaren. Um die Rolle des AhR in dieseontéxt besser zu verstehen, muss
untersucht werden, ob und mit welchen weiterenditen der AhR assoziiert ist, z.B. mit der
ATM-Kinase, den DNA-PK-Untereinheiten Ku 70 und B0 oder Mitgliedern des MRN-
Komplexes. Geklart werden sollte auch, ob der AhR Biidung von Foci im Kern die
yH2AX-Foci in ihrer Auflosung beeinflusst, oder ole cAhR-Foci einen bestimmten DNA-
Schaden markieren. Ebenso sollte untersucht weemlie Aktivitat der DNA-PK durch
AhR knock-down tatséchlich beeintrachtigt ist. Edlssich auch die Frage, ob nicht nur das
NHEJ, sondern auch die homologe Rekombination ddeiBasen-Excisionsreparatur vom
AhR beeinflusst wird.

AuBBerdem sollte die cytoplasmatische Rolle des AlaRh Bestrahlung weiter untersucht
werde, z.B. ob der AhR uUber die c-Src-Kinase, var die Aktivierung des EGFR
Signalweges bekannt ist [Kha&hal., 2006], oder unabhangig von ihr, den EGFR-Sigeglw
beeinflusst. Weitere Versuche zum Aktivierungsmedraus des AhR im Cytoplasma sind
notwendig, um die Schritte des zugrunde liegendeoh@nismus nach ionisierende Strahlung
ganzlich zu verstehen. Erste Hinweise deuten ddmayfdlass Hydroxynonenal als Ligand des
AhR nach ionisierender Strahlung fungieren konjgepch sind abschlieBende Versuche
notwendig um dies zu bestatigen. Ferner ist zueklamob die cytoplasmatische AhR-
Aktivierung bzw. Stabilisierung fur die Bildung d&hR-Foci notwendig ist.
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