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Einleitung

1. Einleitung:

Krebs ist eine immer haufiger werdende DiagnosBentschland. Im Jahr 2008 erkrankten
laut Daten des Robert Koch Instituts 470.000 Meesaheu an Krebs, fur das Jahr 2012 ist
mit einem Anstieg auf 490.000 Neuerkrankungen zmen.

Durch verbesserte Therapien konnte jedoch die Tattesrheblich gesenkt werden. So
starben 1980 noch etwa zwei Drittel der Krebspédieran ihrer Erkrankung, wahrend die
Zahl aktuell weniger als die Halfte betragt (Rod€oth-Institut 2012).

Fur die Behandlung von Krebs stellt in der Mediziepen vielen anderen Methoden, nach
wie vor die Strahlentherapie eine wichtige und laff® Behandlungsmethode dar. Etwa die
Halfte aller Krebspatienten erhalt im Rahmen deer@pie eine Bestrahlung (Bourgier et al.
2012). Mithilfe von Rontgenstrahlen konnen mittlel® Tumore sehr prazise mit einer
definierten Dosis bestrahlt werden. Die Strahluegibkt therapeutisch vor allem, dass das
Erbgut der Krebszellen geschadigt wird, was zureiddsterben der Zellen fuhren soll.
Neben den DNA-Doppelstrangbrtichen, die fir Zellere schwerwiegende und nicht immer
reparable Schadigung darstellen, fuhrt ionisiere@tehlung auch zur Bildung freier
Radikale im Gewebe, die wiederum die Zelle schadiged zudem auch die Signalvorgange
in den Zellen behindern kénnen.

Innerhalb des Tumors sind diese Effekte gewollt erdelen den therapeutischen Nutzen.
Jedoch kommt es auch heute trotz sehr begrenztahl@tgsfelder noch immer zur
Schadigung von umliegendem gesundem Gewebe. Diesadigung kann von ortlichen
Roétungen bis hin zur Entstehung von neuen Tumosgachiedenste Nebenwirkungen zur

Folge haben und ist sowohl dosis- als auch gewéideajig.

lonisierende Strahlung selbst verursacht DNA-SchaBéese entstandenen Schaden missen
von der Zelle zuerst registriert und dann entsmedk Signale, meist in Form von
bestimmten Signal-Proteinen, die eine Reparatur Sidraden veranlassen weitergegeben
werden. FiUr die Reparatur der DNA ist es notwendigschlieRend den Zellzyklus zu
stoppen, um dann die entsprechenden Reparaturpeozgezuleiten. Ist eine Reparatur
aufgrund der Schaden nicht mehr mdglich, wird daht@d eingeleitet.

DNA-Schaden kénnen grob in zwei Gruppen untertedtden. Zum einen treten Basen- und
Einzelstrangschaden auf, die durch Exzisionsrepametchanismen (BER, NER und MMR)
recht schnell und fehlerfrei repariert werden kdmrum anderen treten Doppelstrangbriiche
auf, welche mithilfe von homologer RekombinatiorR)-bder ,Non-Homologen Endjoining*

(NHEJ) deutlich langsamer und zum Teil mit grol3ehl&rn repariert werden kénnen.
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Eine bessere Untersuchung der Effekte von therepber Bestrahlung sowohl in Tumoren
als auch im Normalgewebe, soll zuklnftig eine ncaffektivere Tumortherapie und
gleichzeitig eine Verringerung der NebenwirkunganNormalgewebe bewirken.

1.1Der Einsatz von Radioprotektoren in der Medizin

Da ein Grol3teil der durch die therapeutische Strahkrapie ausgeldsten Zellschaden tber
die Bildung von Radikalen ausgeldst werden, wuides friih versucht diesen Effekten im
gesunden Gewebe entgegenzuwirken (Friedberg 2Q00@xfur wird der Einsatz von
Radikalfangern als Radioprotektoren untersucht.

Hanno Krieger definiert Radioprotektoren daher alSubstanzen, die die
Elektronenentzugsrate durch Neutralisation der IRdeliverringern. Solche Stoffe mussen
vor der Strahlenexposition ins Gewebe eingebracbtden, da Radikale innerhalb von
Mikrosekunden nach Bestrahlung Gewebeschaden aehes konnen (Krieger 2009).
Wichtig beim Einsatz von Radioprotektoren ist jeuoclass sie nicht Krebszellen und
Normalgewebe gleichermalien schitzen, da dies eifbprapieerfolg entgegenstiinde
(Krieger 2009).

Naturlicherweise sind alle unsere Zellen einer rggan natirlichen Strahlenbelastung
ausgesetzt, die sie tolerieren (Planel et al. 198d; 2010). Expositionen mit hdheren
Strahlendosen fiihren dagegen zu einer erhéhtervBat®lutationen und Zelltod.

Der medizinische Einsatz von Radioprotektoren kéndaher die Nebenwirkungen und
Spatfolgen der Strahlentherapie erheblich verrimgend gleichzeitig den Therapieerfolg
durch den Einsatz hoherer Dosen auf den Tumoresteigiktuell sind jedoch nur wenige
Radioprotektoren fur den medizinischen Einsatz lasgen. Als Radioprotektoren dienen vor
allem einige organische Schwefelverbindungen wie Thiole, die eine SH-Gruppe als
funktionelle Gruppe enthalten (Krieger 2009). Zundghiolen gehdrt auch der klinisch
zugelassene Radioprotektor Amifostin (WR2721) (Gadet al. 1995; Kouvaris et al. 2007).
Der zytoprotektive Schutz von Amifostin ist sehinidiziert, er umfasst das Abfangen freier
Radikale und die Beschleunigung der Reparatur. éstiri ist zugelassen, um die sich
haufende Nierenschadigung in Verbindung mit derdetbolten Gabe von Cisplatin an
Patienten mit fortgeschrittenem Ovarienkrebs (Eoeikrebs) zu reduzieren, und zum
Senken der Haufigkeit von mittlerer bis schwereroseomie bei Patienten, die postoperativ
eine Bestrahlung bei Kopf-Halstumoren erhielten W¥aris et al. 2007). Jedoch hat

Amifostin auch viele Nebenwirkungen, was den Eingagrenzt (Koukourakis et al. 2000).
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Es wird daher weiter nach effektiveren und mit wgeni Nebenwirkungen verbundenen
Radioprotektoren gesucht. Erste Uberlegungen waratie Regeneration von
haematopoetischen Stammzellen zu beeinflussen. Zdels war es, in den durch die
Bestrahlung geschadigten Stammzellen das Uberldberh Stimulation der Funktion und
Regeneration zu verbessern (Whitnall et al. 20@hdauer et al. 2003). Immunmodulatoren

und Zytokine stellten dabei die Hauptsubstanzesedigategorie dar (Hosseinimehr 2007).

Naturlich vorkommende Komponenten, welche als Adatiantien oder Immunstimulanzien

dienen, waren eine weitere Strategie, um Radioki@ten mit einer geringeren Toxizitat zu

entwickeln. Als Beispiel hierfir wéare die radiopktive Wirkung von verschiedenen

Vitaminen und Vitamin-Derivaten sowie Enzymen undh&falien zu nennen, welche jedoch
wie viele andere Substanzen nicht normalgewebdsugriwirken und daher Krebszellen

ebenso schitzen. Dieser Effekt verhindert einemddhen Einsatz (Felemovicius et al. 1995;
Nair et al. 2003).

Des Weiteren gibt es die Uberlegung SubstanzenRalsioprotektoren einzusetzen, die
endogene Schutzmechanismen, die eine Zelle ndténieise gegentber Strahlung besitzt,
zu verstarken oder zu beschleunigen, um Radiopa®ak mit einer geringeren Toxizitat als
den Thiolverbindungen zu entwickeln. Am meistenkdigert werden in diesem Rahmen
Wachstumshormone und Interleukine, wie z.B. Intgdle 1 (Braunschweiger et al. 1996).
Zudem stellt der 1985 beschriebene Bowman-BirkdHibbi  (BBI) einen
erfolgsversprechenden Vertreter dieser Gruppe Bar. BBl handelt es sich um einen
Proteaseinhibitor, der aus 71 Aminosauren bestatitin der Sojabohne vorkommt (Birk
1985).

Dittmann et al. konnten 1995 zeigen, dass einebation von Fibroblasten mit 10 uM BBI
vor Bestrahlung mit 0 - 8 Gray zu einem signifikaesseren Uberleben fiihrt (Dittmann et al.
1995). Diesen vitro Daten konnten dann 2005 auchvivo bestatigt werden (Dittmann et al.
2005).

Hinzu kam die Beobachtung, dass der radioprotel&itekt von BBI davon abhangig ist, ob
ein Wildtyp-TP53 in den Zellen vorhanden ist (Di#inm et al. 1998). Diese Beobachtung ist
von grofRer Bedeutung, da der Tumorsuppressor Ti?38ehr als der Halfte aller Tumore
mutiert ist (Hollstein et al. 1991; Otsuka and t¢déta 2007). Somit ware bei mehr als 50 %
aller Strahlentherapien der Einsatz von BBI denkhas BBI zu einem vielversprechenden

neuen Radioprotektor macht.
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BBI scheint einen positiven Einfluss auf die DNAgReatur auszuiiben und dadurch die Zelle
nach Bestrahlung zu schiitzen. Es konnte gezeigtlemerdass BBI die DNA-abhangige
Proteinkinase (DNA-PK) aktivieren kann und dadumihen positiven Einfluss auf das
»,Non-Homologe Endjoining* (NHEJ) ausubt (Dittmaninat. 2003).

Das NHEJ ist eine der zwei wichtigsten Mechanisndem Zellen zur Reparatur von
Doppelstrangbrichen. Wahrend die Homologe Rekortibm@HR) nur innerhalb der spaten
S- und der G2-Phase des Zellzyklus und nur ber @odandenen Homologie von mehr als
100 bp Reparaturen an der DNA durchfihren kannderemit Hilfe des NHEJ zu jedem
Zeitpunkt des Zellzyklus Doppelstrangbriiche repafldeber et al. 2010). Zu den bekannten
Enzymen der NHEJ gehdren beispielsweise Ku, DNAP#ymerase lambda, DNA Ligase

IV und noch viele weitere.

Da BBI ein Peptid darstellt, wurde nach dem aktiZzentrum dieses Polypeptids gesucht und
dabei eine Sequenz aus nur 5 Aminosauren (Ala-lexuF$r-Pro) identifiziert, die einen
ahnlich protektiven Effekt auf das Uberleben vonmhnen Hautfibroblasten nach
Bestrahlung zeigte, wie das urspringliche BBI (Déhn et al. 2001a).

Aus dieser Sequenz konnte wiederum ein phosphaegiel'yrosin identifiziert werden, das
vergleichbare protektive Effekte bei gleicher Kamzation auf das klonogene Uberleben von
TP53-Wildtypzellen hatte (Dittmann et al. 2001buch bei Phosphotyrosin (pTyr) konnte,
wie zuvor bei BBI, keine protektive Wirkung auf KEsl mit einem mutierten TP53

beobachtet werden.
Diese Spezifitat auf Zellen mit Wildtyp TP53 machghyr wie BBI zu vielversprechenden
Kandidaten von Radioprotektoren, die vielleicht (mitig in der Radioonkologie

Verwendung finden kdnnen.

1.1.1 Der Radioprotektor Phosphotyrosin

o- NH;"

I /
HO— CHy—CH

O COOH

Abb.1.1 Schematische Darstellung von Phosphotyi@Sigr) (Wanner 2008)

Als eine erste Wirkung von pTyr veroffentlichten diira et al. 1993, dass pTyr bei

Konzentrationen Uber 1 mM die Proliferation von alem und Brustkrebszellen inhibiert.
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Dabei wird das Wachstum in der S-Phase des Zelsygéstoppt. Gleichzeitig konnte gezeigt
werden, dass es auch zu einer Hemmung der Tyrassppbrylierung des Epidermalen
Wachstumsfaktorrezeptors (EGFR) kam (Mishra and lbiager 1993b).

Als Ursache fur die pTyr-vermittelte Wachstumshemmuwermuteten Mishra et al. eine
Unterdriickung der zellularen Tyrosinphosphoryligru8owohl die verringerte Aktivitat der

EGFR-Kinase als auch die Erh6éhung der PTPase (Rrbyeosin Phosphatasen) kdnnten die
Inhibierung des Zellwachstums begrinden (Mishratdahburger 1993a).

In folgenden Arbeiten unseres Labors konnte danmeige werden, dass pTyr in
mikromolaren Konzentrationen keinen Einfluss awf dellproliferation ausubt, jedoch in
TP53-Wildtypzellen einen radioprotektiven Effekigte(Dittmann et al. 2001a; Dittmann et
al. 2001b). Es konnte auch gezeigt werden, dass pI\einer Stabilisierung von TP53 in
Normalgewebszellen fuhrt. Fur pTyr sind leider kiskeinein vivo-Daten publiziert. Daftr
jedoch fur das verwandte BBI bei dem man pTyr &tsra Gruppe annimmt. Mithilfe eines
Beinverkiirzungs-Tests bei Mausen konnte gezeigdeverdass die Beinverklrzung bei
Mausen, die 100 mg/ kg BBI vor Bestrahlung erhaltaben, signifikant reduziert war. Bei
diesem Assay wird der Normalgewebsschaden (rade§#rose) erfasst und quantifiziert.
Diese Wirkung war jedoch nur im Normalgewebe, niot Tumoren mit TP53-Mutationen
zu beobachten (Dittmann et al. 2005). Diese Ergslensind auch fur pTyr bereits bestatigt
worden, jedoch aktuell noch nicht publiziert (Ditnm, persénliche Mitteilung).

Die Beobachtung von Mishra et al., dass eine pmitbation Einfluss auf den EGFR besitzt,
konnte 2007 von unserer Arbeitsgruppe bestatigtlarerDer radioprotektive Effekt von pTyr
auf Normalgewebe konnte durch den Einsatz des EMBRiRi#ors Cetuximab aufgehoben
werden. Weitere Untersuchungen des EGFR nach pikybhtion zeigten, dass der EGFR
am Threoninrest 654 (Thr 654) phosphoryliert wite es auch nach Bestrahlung der Fall ist.
Die EGFR-Akkumulation im Zellkern nach pTyr-Inkubmat ist assoziiert mit der Aktivierung
der DNA-PK (Dittmann et al. 2007

Zudem konnte Gabriele Wanner in ihrer Dissertat@®08 feststellen, dass es nach
pTyr-Inkubation nicht nur zu einem Anstieg des EGB&dern auch zu einer Akkumulation
des Aryl-Hydrokarbon-Rezeptors (AhR) im Zellkermkmt. Der AhR, auch Dioxin-Rezeptor
genannt, ist ein zytosolischer Liganden-abhangidgeezeptor, der vor allem im
Zusammenhang mit Toxinen bekannt ist. Er ist in dage polyzyklische Aromaten als
Liganden zu binden und wurde 1976 Uber eine Ligabaelungsanalyse mit radioaktiv

markiertem Dioxin identifiziert (Poland et al. 1%j6Der AhR liegt in der Zellmembran im
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Komplex mit weiteren Proteinen vor, u.a. der c-8itase. Nach Aktivierung wird c-Src vom
AhR-Komplex abgespalten und der AhR translokalisiere der EGFR, nach Aktivierung in
den Zellkern, wo er mit ARNT (Aryl hydrocarbon r@ter nuclear translocator) ein Dimer
bildet (Enan and Matsumura 1996; Levine and Per2l@dl). Im Zellkern wirkt der AhR als
Transkriptionsfaktor und ist in der Lage verschieel&ene zu aktivieren.

Gabriele Wanner vermutete aufgrund ihrer Beobag#nndass pTyr zu einer Aktivierung
des AhR fuhrt, dass es anschlieRend zu einer Absgader c-Src Kinase kommt und
letztendlich die Proteinkinase C epsilon den EGHFR Ehreoninrest 654 phosphoryliert.
Sowohl der AhR als auch der EGFR akkumulieren diedfténd im Zellkernen, wo es
offenbar auch Interaktionen zwischen beiden gibawer 2008).

1.2 Die Rolle der Chromatinstruktur fir die DNA-Reparatur

Ein wichtiger Faktor fur das Zelluberleben nachtBddung stellt die Fahigkeit der Zelle zur
effektiven und schnellen Reparatur der entstand&merel- und Doppelstrangbriche in der
DNA dar. Da die DNA jedoch nicht offen im Zellkeworliegt, sondern in einer dynamischen
aber schwer zuganglichen Chromatinstruktur auscherdenen Histonen und weiteren
Proteinen verpackt ist, muss die DNA fir die Repapaoteine erst zuganglich gemacht
werden (Kornberg 1974; Kornberg and Thomas 197#®) Hauptkomponente des Chromatins
ist das Nukleosom. Es umfasst die DNA, welche umHston-Oktamer gewickelt ist. Dieses
Oktamer besteht aus einem (H3-EHA)etramer, welches wiederum durch zwei H2A-H2B
Dimere flankiert ist (Dechassa and Luger 2011).sBiStruktur schiitzt einerseits die DNA,
andererseits ermdglicht sie auch die Steuerungivanskription und Replikation. Daher sind
Histone auch Ziele von verschiedenen posttransialém Modifikationen (PTMs), welche
Acetylierungen, Methylierungen und Phosphorylieemdeinhalten (Taverna et al. 2007).
Die meisten PTMs finden dabei am N-Terminus detdtis statt (Kouzarides 2007).

Die Verpackung des Chromatins ist variabel, Euclatimreprasentiert dabei beispielsweise
eine offene Chromatinstruktur mit transkriptiorativen Regionen. Typischerweise sind die
Histone im Euchromatin stark acetyliert und an hydiund 36 vom Histon H3 methyliert
(Barski et al. 2007; Guenther et al. 2007). Im Kast dazu reprasentiert das
Heterochromatin, welches 15-25 % des Sauger-Chmsnatismacht, kondensierte Regionen
mit niedriger Genaktivitat (Peng and Karpen 20@8Wit and van Steensel 2009). Histone im
Heterochromatin zeigen einen geringen Acetylierievgs, dafir eine grol3e Menge von
Histon H3, welches am Lysin 9 und 36 methyliert (Bokholok et al. 2005; Vakoc et al.
2006; Barski et al. 2007; Peng and Karpen 2008).
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Die Acetylierung von Histonen ist demnach verknimpft einer offenen Chromatinstruktur,
die notwendig ist, um die DNA fUr Reparaturprotemganglich zu machen (Bassing et al.
2002; Celeste et al. 2002; Celeste et al. 2003).Agetylierung von Lysinen treibt dabei die
Bildung einer gelockerten Chromatinstruktur besesd®ran, da durch die Acetylierung die
negative Ladung der Lysine neutralisiert wird (Wamgl Hayes 2008; Choi and Howe 2009).
Die Entdeckung der Phosphorylierung der H2A-Vaeati2AX als eines der ersten
Ereignisse bei der DNA-Reparatur stellte den erbtienveis dar, wie bedeutend die Histon-
Modifikation fur die DNA-Reparatur ist (Rogakouadt 1998). Die phosphorylierte Form des
H2AX, welche allgemein alsyH2AX bekannt ist, konzentriert sich nach DNA-
Doppelstrangbrichen an den DNA-Bruchstellen (Rogadtoal. 1999). Diese Akkumulation
an den Bereichen der DNA-Defekte ist fluoreszenzaskopisch nachweisbar (Rogakou et
al. 1999; Paull et al. 2000) und stellt dadurch eekanntes Nachweisverfahren fur
Doppelstrangbriche (DBSs) dar.

Neben Effekten auf Histon H2A haben DNA-Defekte rauuswirkungen auf andere
Histone, wie beispielsweise Histon H3. Es konnte Aeispiel gezeigt werden, dass es nicht
nur wahrend der Replikation zum Einbau neuer Histd8 kommt, sondern auch nach UV-
Strahlung an Stellen der DNA-Reparatur (Polo e2@06).
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1.2.1 Die Bedeutung der Acetyltransferase Tip60 fidie DNA-Reparatur

Einige frihere Arbeiten vermuteten einen UmbauCleromatinstruktur nach DNA-Schaden
aufgrund der Beobachtung, dass Chromatin sehr tsengegeniber Nukleasen nach
Bestrahlung war (Telford and Stewart 1989; Carieal. 1999; Rubbi and Milner 2003; Ziv
et al. 2006). Spatere Arbeiten konnten dann zeigdass die ATM-abhangige
Phosphorylierung des Heterochromatin-Bindeprotéiepl) notwendig ist fir die globale
Chromatin-Relaxation (Ziv et al. 2006).

Kapl ist ein Repressor der Transkription, welchemiglexe mit Histon-Deacetylasen,
Histon-Methyltransferasen und HP1 bildet (Zengle2@08; Li et al. 2010).

Die ATM-Kinase ist das Produkt destaxia telangiectasia Gens. Patienten miataxia
telangiectasa zeichnen sich durch eine beeintrachtigte  Antikigypeduktion,
Neurodegenerationen sowie einem erhdhten Risikdmaibs zu erkranken aus und sind
extrem sensitiv gegentber durch Strahlung verutsacbDNA-Schaden (Lavin 2008). Es
konnten mittlerweile hunderte von Proteinen idengft werden, die von ATM als Reaktion
auf DNA-Schaden phosphoryliert werden, darunter |iBdelproteine der DSB-
Reparatursignalwege wie beispielsweise TP53, Nbkk2 oder H2AX (Matsuoka et al.
2007; Lavin 2008; Jackson and Bartek 2009). Dieividtung von ATM ist daher ein
entscheidender Schritt bei der Detektion und Reparon DSBs. Fiur die Aktivierung der
ATM konnten wiederum zwei essenzielle Faktoren idierert werden: der MRN-Komplex
und die Acetyltransferase Tip60 (Uziel et al. 20B8lck et al. 2005; Lee and Paull 2007).
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Abb. 1.2 Events der DSBrkennung und Repara im Heterochromatin. Als Antwort auf DSBs wird diaseir-Kinase 2
Uiber einen bisher noch unbekannten MechanismugierktiDiese wiederum phosphoryliert HP1, was dadui3K9me:
frei zuganglich macht. Der MRIKomplex rekrutiert daraufhin den Tip-ATM-Komplex an diese DS-Stelle, wo
wiederum die HATAktivitat von Tip60 durch die Bindung an H3K9me3 igldrt wird. ATM wird dabei ebenfalls durc
Autophosphorylierung aktiviert. Die anschlieBendgpétacetylierung von Histon H3 und H4, zusammen det
Phosphorylierung von KAR-und H2AX fuhren zur Relaxation der Chromatinstrukind erlauben die DN-Reparatur.
(Fischle 2009)

Der Tumorsupgessor Tip60 (KATS) ist eine dauerhaft exprimiefizetyltransferase, welct
essentiell fur viele Signalwege, wie beispielsweiSeanskription, Stero-Rezeptor-
Funktionen, ChromatitNeuorganisation, Histonacetyling, DNA-Reparatur und Erhaltur
der Stammzellfunktion isQarrozza et al. 20(; Squatrito et al. 2006).

Tip60 acetyliert die Lysinreste sowohl von Histo-, als auch vorNicht-Histon-Proteinen,
dazu gehéren u.a. die $tone H2A, H: und H4, TP53, Enzyme des Glukosemetabolisi
und auch ATM Kimura and Horikoshi 19¢; Bird et al. 2002; Dans et al. 20C; Kusch et al.
2004; Sun et al. 200B4urr et al. 200; Tang et al. 2006; Sun et al. 2001 et al. 200)).
Tip60 wird nach ionisierender Strahlung sehr sdhrakttiviert, was wiederum zt
Acetylierung und Aktivierung der AT-Kinase fuhrt. Dabei liegen Tip60 und ATM
Komplex vor (Sun et al. 2005

Nach DSBs wird der Tipt-ATM-Komplex durch den MRNKomplex gezielt zumam
Lysin 9 trimethylierterHiston H3 gefiihrt. Die anschlielRende Interaktiomseiven H3K9me:

9
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und Tip60 ist wiederum flr die Aktivierung von Tip@&rforderlich (Sun et al. 2009). Dabei
wird H3K9me3 erst demethyliert und dann acetylievgs zur Offnung der Chromatin-
Struktur fuhrt, welche fur die anschliel3enden Refuaprozesse notwendig ist (Abb. 1.2).
Tip60 ist demnach ein bedeutendes Protein fur tN&{Reparatur, da es ein Schlisselprotein
der DNA-Relaxation darstellt, welche fur den Zugarmmn Reparaturproteinen unabdingbar
ist. Dieser wichtige Funktionsschritt konnte einémsatzpunkt fur einen effektiven

Radioprotektor darstellen.

1.3 Zusammenhang zwischen Glukosemetabolismus undNB-Reparatur

Der Prozess der Erkennung von DNA-Schaden, Gibedffieing dieser, bis hin zur Reparatur
sind sehr Energie verbrauchende Prozesse (Kruhlak 006). In der Zelle steht diesen
Prozessen meist Energie in Form von Adenosintriphais(ATP) zur Verfigung.

Fur die Generierung von ATP haben aerob wachsemrflenZprimar zwei Moglichkeiten:
zum einen die mitochondriale Atmungskette, zum esmle die Glykolyse. Die
Energiegewinnung Uber die mitochondriale Atmungskedtellt dabei mit 36 Molekllen
ATP/ Glukose die effektivere Form gegentber derk@lyse mit nur einer Ausbeute von 2
Molekilen ATP dar (Pelicano et al. 2006), weswegerobe Zellen ihre meiste Energie tUber
die mitochondriale Atmungskette gewinnen (Rolfe &nown 1997).

Im Gegensatz dazu fand O. Warburg bereits in d&©dJahren heraus, dass Tumorzellen
auch unter aeroben Bedingungen ein gesteigertes BialRaerober Glykolyse und
Milchsauregéarung aufwiesen (Warburg 1956b)

Die Komponenten der mitochondrialen Atmungsketted shtn der Mitochondrienmembran
lokalisiert. Die zwei wichtigsten Prozesse sinde 8iektronentransportkette, welche sich an
der inneren Mitochondrienmembran befindet und didative Phosphorylierung (Kadenbach
2003). Beide Prozesse sind Uber einen Protonemmtadi, der tUber der mitochondrialen
Membran liegt, aneinander gekoppelt (Mitchell 198ltchell 2011).

Die Reduktionsaquivalente  NADH (Nicotinsaureamideadh-Dinukleotid) und FADH
(Flavin-Adenin-Dinukleotid) leiten Elektronen, dim Citratzyklus gewonnen werden, tber
verschiedene Redoxvorgénge weiter (Balaban 1996)E@ktronentransportkette endet dann
in der Ubertragung der Elektronen auf das Oxidatigittel Sauerstoff, welcher letztendlich
zu Wasser reagiert (Kadenbach 2003). Die dabewéreiende Energie wird fur die
Produktion von ATP aus ADP (Adenosindiphosphat)ugetn(Pedersen and Amzel 1993).

10
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Die Glykolyse findet im Zytosol in 10 Einzelscheitt statt. Dabei wird ein Molekil Glukose
zu zwei Molekiulen Pyruvat abgebaut, die dabei feedende Energie wird zur Gewinnung
von ATP genutzt (Pelicano et al. 2006).

Je nach Sauerstoffgehalt gibt es zwei moégliche Wage weiteren Abbau des Pyruvats.
Unter anaeroben Bedingungen wird Pyruvat Uber daktdtdehydrogenase zu Laktat
abgebaut, wahrend unter aeroben Bedingungen ACeil- entstehen kann, welches
anschlieBend zu Gxidiert wird (Pelicano et al. 2006; Shaw 2006).

Die Beobachtung von O. Warburg, dass viele Tumane erhdhte Glykolyse und einen
gesteigerten Laktat-Metabolismus besitzen, konath an spateren Studien bestatigt werden
(Pedersen 2007; Yeung et al. 2008). Demnach komate feststellen, dass in 70 % aller
Krebszellen Gene, die im Zusammenhang mit der Gygleostehen, Gberexprimiert werden
und auch eine erhdhte Glukoseaufnahme gemessermwkotnte (Altenberg and Greulich
2004). Dieses Phanomen scheint eine KonsequenDafekten der zellularen Atmung,
onkogenen Veranderungen und der Uberexpression ghgkolytischen Enzymen und
metabolischen Transportern zu sein (DeBerardini998R0 Bedeutend ist dabei die
Feststellung, dass die Laktatkonzentration pogibirreliert mit Radioresistenz (Sattler et al.
2010). Es wird vermutet, dass die Korrelation dahestande kommt, dass Laktat eine
antioxidative Funktion besitzt (Groussard et aD@0

Wie O. Warburg bereits in den 1920er Jahren bedesrchnd 1956 publizierte, zeichnen sich
Krebszellen durch ein hohes Mal3 an Milchsauregaawaty unter aeroben Bedingungen aus,
wahrend sie kaum mitochondriale oxidative Phospienyng zeigen (Warburg 19564,
Pedersen 2007; Yeung et al. 2008). Dabei ist detabddismus in Krebszellen von
bestimmten Schlisselproteinen, wie TP53 oder H#bliangig (Bensaad and Vousden 2007;
Yeung et al. 2008). TP53 stellt dabei einen positivRegulator der oxidativen
Phosphorylierung durch die Transkription des ,Sgsth of Cytochrome-c-Oxidase“-Proteins
(SCO2), einem Mitglied der COX-2 Montagefaktorear dind gleichzeitig hat TP53 einen
negativen Einfluss auf die Glykolyse Uber die Aldiung von TIGAR, einem Inhibitor der
Fruktose-2,6-biphosphate (Matoba et al. 2006; Bamhsand Vousden 2007; Yeung et al.
2008; Olovnikov et al. 2009).

Es konnte auch mittlerweile gezeigt werden, dass/ddust von TP53 die Milchsauregarung
in Krebszellen fordert und dies wiederum steht ebindung mit einer héheren Aggressivitat
und Metastasierungswahrscheinlichkeit von Tumof@loynikov et al. 2009; Salminen and
Kaarniranta 2010).
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TP53 bindet direkt an den SCO2-Promotor und erdébdurch dessen Transkription und das
SCO2-Proteinlevel. SCO2 wiederum ist notwendig €@len Zusammenbau des COX-
Komplexes, welcher ein Protein der inneren mitochiaen Membran darstellt, das aus 13
Untereinheiten besteht (Glerum et al. 1996; Matetal. 2006). Es existieren zwei bekannte
SCO-Proteine: SCO1 und SCO2. SCO2 liegt vorgeshattir SCO1 und ist zwingend
erforderlich fur die COX-2-Synthese (Leary et &002; Leary et al. 2009). Mutationen in
SCO1 und SCO2 fuhren zu einer schlechten Formatoon COX und dadurch zu einem
Funktionsausfall der mitochondrialen Atmung. SCO@tdlionen verursachen daher
gravierende neonatale Defekte (Salviati et al. 20@2nopolsky et al. 2004).

Der Effekt von TP53 auf den zellularen Metabolismkennte in weiteren Studien in
Verbindung mit der Zellalterung gebracht werden. Kmebszellen agiert das TP53-
Signalmolekil AMPK (AMP- activated proteine kinasé¢d ein Energiesensor und steigert die
Glykolyse (Towler and Hardie 2007; Demidenko et28110). Zudem ist AMPK in der Lage
TP53 in einem Feed-back-Loop zu aktivieren, wasdaiem das zellulare Uberleben und
Altern fordert (Jones et al. 2005).

AMPK ist ein Sensor des zellularen Energiestatug lasst sich in allen eukaryotischen
Zellen nachweisen. Bei Anstieg des AMP:ATP-Verh&tes wird AMPK durch
Phosphorylierung aktiviert. Anschlie3end ist AMRAKder Lage, energieerzeugende Prozesse
(Glukoseaufnahme, Metabolismus etc.) zu aktivieremnd gleichzeitig sehr
energieverbrauchende Prozesse wie Biosynthesayatéistum und Proliferation zu stoppen
(Towler and Hardie 2007).

Zudem gibt es eine Verbindung zwischen AMPK undRlegulation der Autophagie (Huang
and Snider 1995; Wang et al. 2001).

Als Initiatorprotein der Autophagie ist AMPK bekan®AMPK wird bei ATP-Mangel oder
Umweltstress phosphoryliert und ist danach in dege ULK1 (unc-51-like-kinase 1) durch
Phosphorylierung zu aktivieren. ULK1 ist notwendig die Autophagie-Induktion und es
konnte gezeigt werden, dass ULK1-defiziente Mauseere gestdrten Abbau von
Mitochondrien wéhrend der Retikulozytenreifung temg(Kundu et al. 2008), was fir eine
spezifische Rolle von ULK1 in der selektiven Aufnad von Mitochondrien (Mitophagie)
spricht.

Die Aktivierung von ULK1 fuhrt zur Phosphorylierungpn Atgl3, was eine Translokation
von Atgl3 zu depolarisierten Mitochondrien veruhdgdoo et al. 2011). Die Erzeugung einer

nicht-phosphorylierbaren Mutante von Atgl3 verhieledie selektive Beseitigung von
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defekten Mitochondrien, hatte aber keinen Einfleadg die basale Autophagie durch
Energiemangel (Joo et al. 2011).
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1.4 Zielsetzung

Ein bedeutendes Problem der Strahlentherapie bebspatienten sind die Nebenwirkungen
im umliegenden gesunden Gewebe. Diese stellen aungn limitierenden Faktor fur die
Strahlendosis dar. Ware es moglich, diese Nebeowy&n deutlich zu reduzieren, kénnte
man sowohl die Lebensqualitat der Patienten al$ alie Effektivitat der Strahlentherapie
deutlich verbessern.

Vor einigen Jahren wurde ein potentieller Radiogktir O-Phospho-L-Tyrosin (pTyr)
entdeckt, der bereits in Vorversuchen gute undgerathtete Schutzwirkung auf gesunde
Zellen zeigte. Es stellte sich heraus, dass datiymEffekt einer pTyr-Vorbehandlung auf
Zellen vor einer Bestrahlung vom VorhandenseinTd@s3-Wildtyp-Proteins abhéngig ist. Da
TP53 in den meisten Tumoren mutiert ist, ist diedeasammenhang bedeutend fur eine
selektive Protektion.

Ziel dieser Arbeit war es nun, die Signalwege uigdintrazellularen Effekte von pTyr ndher
zu untersuchen. Aufgrund dessen wurden in diesdveifrfolgende Fragestellungen

untersucht:

1. Kann die bisherige Vorbehandlungszeit von 16 Standerkirzt werden, ohne die

protektive Wirkung von pTyr auf die Zellen herabetzen?

2. Gibt es einen Zusammenhang zwischen dem Effekt p/byr auf das klonogene
Uberleben von TP53-Wildtypzellen und der Akkumwdattes AhR im Zellkern?

3. Welchen Einfluss hat pTyr auf die DNA-Reparatur indA-Struktur?

4. Beeinflusst pTyr den Energiestoffwechsel der Zetié/orfeld einer Bestrahlung und
wie nimmt dieser Effekt Einfluss auf die DNA-Repar®
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Zellen und Zellkulturmedien

Fur die Versuche wurden folgende Zelllinien verwend

Tab. 2.1: Ubersicht der verwendeten Zelllinien

Zelllinie Beschreibung Herkunft

A549 Lungenkarzinom (human) ATCC, CCL
185

FaDu Plattenepithelkarzinom (human) ATCC; HTB-43

HSF7 Hautfibroblasten (human) Unser Labor

A549PON-P53-wt/-mut Lungenkarzinom (human) (Dittmaet al.
2003)

A549-AhR-SH Lungenkarzinom (human) Diese Arbeit
Siehe 2.2.7

Zur Kultivierung aller verwendeten Zelllinien wurgBullbeco’s Modified Eagle Medium®
(DMEM) von Gibco verwendet. Dieses wurde ergédnatcdu44 mM NaHCQ (Biochrom
AG) und 10 % fotales Kalberserum (FCS) von PAN &bt GmbH, sowie 1 % Penicillin und
Streptomycin (Gibco).

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Tab. 2.2: Ubersicht der verwendeten Verbrauchsmateslien

Produkt Firma
Nitrocellulose Membran (Optitran) Whatman, GE Heedire
Whatman Papier Whatman, GE Healthcare
96 well Platten Greiner
Rontgen Filme AGFA
Sterile Filtertips Biozym
Zellkulturwaren BD Falcon
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2.1.3 Chemikalien
Alle verwendeten Chemikalien wurden, wenn nicht eaaderwahnt, von den folgenden
Firmen bezogen: Sigma-Aldrich, Merck, Roth, Appé&amn Serva, BioRad, Amersham

Biosciences oder Pharmacia Biotech.

Tab. 2.3: Ubersicht tiber die verwendeten Chemikalien

Produkt Firma
ECL-Detection Kit GE Healthcare
Proteinbestimmungskit Bio-Rad
Proteaseinhibitoren complete Roche
Phosphataseinhibitor-Cocktail 111 Sigma-Aldrich
Protein-A-Sepharose AmershamBiosciences
Geneticin Invitrogen
Hexadimetrine Bromid Sigma-Aldrich
Puromycin dihydrochlorid Sigma-Aldrich
Trypsin (10x) Sigma-Aldrich
Ponceau S-Farbeldsung Sigma
BSA Roth
Protein Standard fir SDS-Gel@&io-Rad
(Kaleidoscope)

Scintillator Packard
Entwickler/ Fixierer (Western-Blot) | Agfa

2.1.4 Radiochemikalien

D-Glukose, [22H(N)] 21,2Ci/ mmol Hartmann Analytic
Acetyl-Coenzym A (Acetyl-CoA) [acetylH] 13,1 Ci/mmol Hartmann Analytic
2.1.5 Gerate

Tab. 2.4: Auflistung der fur die Arbeiten verwendetan Gerate

Gerat Hersteller

Zentrifugen Hettich

Tank-Blot-Apparatur Peqglab

Gelelektrophorese-Kammer Amersham

Rontgenbestrahlungseinheit (RSsulmay

225)
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Elisa-Reader

Anthos labtec

Beta-Counter

Wallac

Durchflusszytometer

Becton Dickinson,
Modell: FACSCalibur

Netzgeréat fur Gelelektrophorese Gibco BRL
Entwicklungsmaschine Agfa
Medien-Pumpe KNF Neuberger
Brutschrénke Binder
2.1.6 Lésungen und Puffer
Waschpuffer (fir Western-Blot): 13,7 mM NacCl
2,7 mM KCI
80,9 mM NaHPOy
1,5 mM KH,PO,

PBS:

Stripping Pulffer:

Trenngelpuffer (100 ml):

Sammelgelpuffer (100 ml):

0,1 % Tween 20
pH 7,4 (durch HCI)

13,7 mM NacCl

2,7 mM KCI

80,9 mM NaHPOy
1,5 mM KH,PO,
pH 7,4 (durch HCI)

0,2 M Glycerin

0,1 % Sodium Dodecyl Sulfate (SDS)
1,0 % Tween 20

pH 2,2 (durch HCI)

36,34 g Tris Base
0,8 g SDS

pH 8,8 (durch HCI)

12,12 g Tris Base
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0,8 g SDS
pH 6,8 (durch HCI)

Laufpuffer (5 L) : 30 g Tris Base
144 g Glycin
59 SDS
Transfer-Puffer (8 L) : 46,4 g Tris Base
23,2 g Glycin
2,96 g SDS
1,6 L Methanol

SDS-Ladepuffer (2x, 100 ml): 20 ml Glycerol
2 g SDS
10 mg Bromphenolblau
25 ml Sammelgelpuffer

5 ml B-Mercaptoethanol

Lyse-Puffer (100 ml): 1 % NP40
0,87 g NaCl
0,6 g Tris Base
pH 8,0 (durch HCI)

Kernextraktionspuffer/ Lésung A (10 ml): 100 pl 1M Hepes (pH 7,9)
40 pl KCI (2,5 M)
2 ul EDTA (0,5 M)
10 pl EGTA (0,1 M)
+ 100 pul Phosphatasecocktail 111
+ %2 Tablette Complete Mini

Proteaseinhibitor
Coomassie-Blau-Farbelésung (500 ml): 0,25 g CoomassieR

20 % Methanol
7,5 % Eisessig
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2.1.7 Detergenzien und SH-RNA

Tab. 2.5: Liste der verwendeten Detergenzien und SHNRA

Name Beschreibung Endkonzentration LAsungsmittel FFma
Phloridzin SGLT1-Inhibitor | 500 uM DMSO Sigma-
Aldrich
AhR-SH Sequenz: Sigma-
(Klon 4-1) CCGGCGGCATAGAGACCGACTTAATCTCGAGATTAAGTCGGTCTCTATG | Aldrich
CCGTTTTT
Phosphotyros 10 uM HO Sigma-
in (pTyr) Aldrich
Ponasteron A| Aktivierung dess uM Ethanol Invitrogen
Ponasteron-
induzierbaren
Plasmids in
A549PON-Zellen

Bei Verwendung von Substanzen, die in DMSO oderaith geldost werden, wurden die
Kontrollen entsprechend mit der gleichen Konzemmatdes LOsungsmittels behandelt

(Vehikel).

2.1.8 Primare Antikorper

Tab. 2.6: Ubersicht der verwendeten Primar-Antikorpe

Name des Primér- Beschreibung Hersteller
Antikorpers

EGFR Maus, monoklonal BD Falcon
Lamin B1 Kaninchen, monoklonal Abcam
Aktin Kaninchen, polyklonal Sigma-Aldrich
Ah-Rezeptor Maus, monoklonal Abcam
Pan Histon H3 (D1H2) Kaninchen, monoklonal Cellriiling
Histon H3 (K9/ S10) Kaninchen, polyklonal Cell Sading
p 21 (12D1) Kaninchen, monoklonal Cell Signaling
Pan P300 Maus, monoklonal Santa Cruz
P300 (Lys 1499) Kaninchen, polyklonal Cell Signglin

19



Material und Methoden

Tip60 (C-7) Maus, monoklonal Santa Cruz
COX2 Maus, monoklonal Santa Cruz
SCO2 Kaninchen, polyklonal Abnova
SGLT-1 (H-85) Kaninchen, polyklonal Santa Cruz
AMPK Kaninchen, polyklonal Cell Signaling
pPAMPK Kaninchen, polyklonal Cell Signaling
2.1.9 Sekundare Antikorper
Tab. 2.7: Ubersicht der verwendeten Sekundéar-Antikdper

Sekundarer Antikorper Herkunft Hersteller

Anti-Maus-1gG

Schaf

GE-Healthcare

Anti-Kaninchen-1gG

Esel

GE-Healthcare

2.1.10 Kits

Tab. 2.8: Ubersicht der verwendeten Kits

Name Beschreibung Firma
ATP Assay Kit Nachweis der ATR-Abnova
Konzentration
HAT Assay Reagent Kit Messung deMillipore
Histonacetyltransferase-
Aktivitat von Tip60
Mission Lentiviral Kit zur Herstellung der Sigma-Aldrich
Transduction Particles A549-AhR-SH Zelllinie
2.1.11 Farbstoffe fur Durchflusszytometer (FACS)
Tab. 2.9: Liste der verwendeten FACS-Farbstoffe
Name Beschreibung Firma
MitoTracker Green FM Nachweis der relativen Invitrogen
Mitochondrienzahl
TMRE Messung des Roth

Mitochondrienpotentials
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

Die verwendeten Zelllinien wurden in wasserdampitiegten Brutschranken der Firma
Binder bei 37 °C und 7 % CQuultiviert.

Fur die Versuche wurden nur Zellen verwendet, tile & der konfluenten Wachstumsphase
befanden und die humane Hautfibroblasten Zelllih&F7 wurde maximal bis zu einer CPD

von 20 verwendet.

2.2.2 Bestrahlung

Fur die Rontgenbestrahlung der Zellen wurde dend&imgenerator R225 der Firma Gulmay
(200 kV, 15 mA) mit einer Dosisleistung von 1 Gy Minute verwendet.

Um unerwinschte Quench-Effekte zu reduzieren, wuaihe 0,5mm starker Kupferfilter
zusatzlich verwendet.Der Filter wurde benutzt, um niederenergetische tdttem

herauszufiltern, die unerwinschte biologische B&diaben.

2.2.3 Koloniebildungstest (klonogenes Uberleben)

2.2.3.1 Koloniebildungstest mit stationaren Zellen

Zum Nachweis des klonogenen Uberlebens der Za@himach Rontgenbestrahlung und/ oder
Behandlung mit unterschiedlichen Substanzen wukberfluente Zellen behandelt und mit
0, 1, 2 oder 4 Gray bestrahlt. Nach einer Inkubetzeit von 6 Stunden wurden die Zellen zu
je 500 Zellen auf @ 100 mm Zellkulturschalen (Ztin pro Bedingung) mit 20 % FCS
ausgesat und 10 Tage kultiviert.

Anschliel3end wurden die gewachsenen Klone mit 7BtB&anol fir 10 Minuten fixiert und
mit Coomassie-Blau-Farbeldésung gefarbt. Nach 15ukéim wurde die Farbeldsung wieder
entfernt und die Platten mit Wasser gewaschen.

Unter dem Binokular wurden alle Kolonien (> 50 EghZellen) pro Platte ausgezéhlt und das
dosisabhangige klonogene Uberleben mittels einelbldgarithmisch aufgetragenen

Uberlebenskurve dargestellt.

2.2.3.2 Koloniebildungstest mit log-Phase Zellen

Zum Nachweis des klonogenen Uberlebens von wacksefiellen nach Réntgenbestrahlung
und/ oder Behandlung mit unterschiedlichen Substanzurden die Zellen 24 Stunden vor

Behandlung bzw. Bestrahlung zu je 500 Zellen aab@mm Zellkulturschalen (3 Platten pro

Bedingung) mit 20 % FCS ausgesat. Nach entspreeneBdhandlungen und anschliel3ender
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Bestrahlung mit 0, 1, 2 oder 4 Gray wurden die efelfir 10 Tage kultiviert und dann

identisch zum Koloniebildungstest mit stationaretieh fixiert und ausgewertet.

2.2.4 Proteinaufbereitung

2.2.4.1 Aufbereitung von Gesamt-Proteinlysaten

Konfluente Zellen wurden in der Zellkulturschalet ikaltem PBS gewaschen und zusammen
mit 500 pl Lyse-Puffer mit einem Zellschaber vomr dellkulturschale abgeldst und in ein
Reaktionsgefal? Uberfihrt. Alle weiteren Schrittedm bei 4 °C durchgefuhrt.

AnschlieRend wurden die Zellsuspensionen mithilieere kurzen Ultraschallbehandlung
lysiert, bei 20.000 g zentrifugiert und die Proteange im Uberstand quantifiziert.

Zur Bestimmung der Proteinmenge jeder Probe wueddaRad Proteinquantifizierungs-Kit

und als Konzentrationsstandard BSA verwendet.

2.2.4.2 Aufbereitung der Kern- und cytoplasmatische Proteinfraktion

Konfluente Zellen wurden in der Zellkulturschalet ikaltem PBS gewaschen und zusammen
mit 400 ul Kernextraktionspuffer mit einem Zellsblea von der Zellkulturschale abgel6st
und in ein Reaktionsgefal} tberfuhrt. Alle weitegamritte wurden bei 4 °C durchgefihrt.
Anschliel3end folgte eine 30-minttige Inkubation BefC wonach den Lysaten 25 pl
10 % iges NP40 zugefigt und alle Proben 10 Sekugdenscht wurden. Danach wurden die
Zellen bei 14.000 rpm abzentrifugiert und der Utssrd wurde in ein neues Reaktionsgefal
uberfuhrt. Beim Uberstand handelt es sich um dieptgsmatische Proteinfraktion.

Das Pellet wird dreimal mit kaltem PBS gewaschemschlieBend in 60 pul
Kernextraktionspuffer mithilfe einer kurzen Ultrasdibehandlung lysiert und bei 14.000 rpm
zentrifugiert. Beim Uberstand dieser Fraktion hdinele sich um die Kern-Proteinfraktion.

Fur die Kern- und Cytoplasma-Proteinfraktiaurde eine Proteinquantifizierung mit dem
BioRad Proteinquantifizierungs-Kit durchgefihrt urals Konzentrationsstandard BSA
verwendet.

Pro Probe wurden 100 pg Protein fur Western-Blo&glgeen und 2000-4000 pg fur

Immunoprazipitationen verwendet.

22



Material und Methoden

2.2.5 Western-Blot

Die quantitative Auftrennung der Proteine erfolgteithilfe einer SDS-Page (SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese). Die Proteinprobemden mit der entsprechenden Menge
SDS-Ladepuffer gemischt, 5 Minuten bei 100 °C ims#é&bad gekocht und auf ein SDS-Gel
aufgetragen.

Die Auftrennung erfolgte dann bei 0,1 mA/TrGel (Sambrook and Russell 2006). Zur
Immunodetektion wurden die Proteine anschlie3enfd eme Nitrozellulosemembran bei
5,7 mA/ cnf und 24 V in einem Tankblot tiber Nacht transferiert

Mithilfe einer Ponceau S-Farbelésung wurde die I&ife@&at der Proteintberfihrung
Uberpruft und anschliel3end die Membran in 3 % B®Atng fur eine Stunde abgesattigt.

Fur den Proteinnachweis wurde die Membran Uber Naeh 4 °C mit den Primar-
Antikdrpern inkubiert. Am néchsten Tag wurde die nbean dreimal mit Waschpuffer
gewaschen und anschlieRend mit dem entsprechenelexidtise-gekoppelten Sekundéar-
Antikorper fur eine Stunde bei Raumtemperatur inéxib

Der Nachweis der spezifischen Antikérper-ProteineBing wurde durch eine

Chemolumineszenzreaktion (ECL-Detection Kit) aufeen Rontgenfilm sichtbar gemacht.

2.2.6 Immunopréazipitation

Fur die Immunoprazipitation wurden 2000-4000 pg deprotein (siehe 2.2.4.1) in 600 pl
Probenvolumen zusammen mit 5 pl des immunopréagipitden Antikdrpers fur eine Stunde
bei 4 °C inkubiert. AnschlieRend wurden 60 pl ei@r% igen Protein-A-Sepharose-Losung
zugegeben und die Proben tber Nacht bei 4 °C emlauhiert.

Die Prazipitate wurden danach dreimal mit PBS gehas, in 60 pul SDS-Ladepuffer

aufgenommen und 5 Minuten bei 100 °C im Wasserlekdaht.

Die Auftrennung der Proteine und deren Nachweisdeumittels SDS-Page durchgefuhrt, wie

unter 2.2.5 beschrieben.

2.2.7 Transduktion von Zellen mit Lentiviren

Die Herstellung der A549-AhR-SH-Zellen erfolgte tei$ Transduktion durch Lentiviren.
Die Transduktion wurde anhand des Protokolls vagm@iAldrich ,MISSION® Lentiviral
Transduction Particles” durchgefuhrt. Dabei wurghee @Ol (Multiplicity of Infection) von 5
und eine Puromycinkonzentration von 1 pg/ ml vematn

Alle Puromycin-resistenten Klone (insgesamt 12) demr anschlieBend auf ihre AhR-

Konzentration im Kern mithilfe eines Western-Blgistestet. Die zwei Klone (4-1 und 4-2),
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die bei der ersten Testung die potentiell niedeigsahR-Konzentrationen aufwiesen, wurden
danach erneut im Direktvergleich zum A549-Wildtypduden A549-Leervektor-Zellen auf
einem Western-Blot betrachtet.

2.2.8 Messung der Reduktion des mitochondrialen Mebmanpotentials Aym

Mithilfe des Farbstoffs TMRE (Tetramethylrhodamitifd-Ester) kann eine Messung des
mitochondrialen Membranpotentialsym von Zellen vorgenommen werden.

TMRE ist ein positiv geladener, rotoranger Farldstér einfach in aktiven Mitochondrien,
aufgrund deren negativer Ladung, akkumulieren k&mam.Farbstoff wird durch den Laser im
Durchflusszytometer angeregt und emittiert daraufhicht. Die Intensitdt des Signals
verkleinert sich mit der Reduktion des mitochonl@naviembranpotentials.

Fur die Messung wurden die Zellen mithilfe von Tsiypvon den Kulturschalen geldst,
abzentrifugiert (500 x g, 5 Minuten) und dann inezi25 nM TMRE-L6sung (TMRE in PBS)
aufgenommen. Nach einer Inkubationszeit von 30 Minuei 37 °C wurden die Messungen
im Durchflusszytometer durchgefihrt.

Als Positivkontrolle fur einen vollstindigen Zusaembruch des mitochondrialen
Membranpotentials, wurden die Zellen mit CCCP (@asticyanid-m-Chlorphenylhydrazon)
behandelt. Es wurde jeweils eine Probe exemplarmghl uM CCCP fur 15 Minuten
inkubiert.

2.2.9 Messung der Mitochondrienzahl

Fur die Messung der Mitochondrienzahl von Zellerrdeuder Farbstoff MitoTracker Green
FM (Invitrogen) verwendet. Der Farbstoff diffundietiber die Plasmamembran und
akkumuliert in den Mitochondrien.

Fur die Messung wurden konfluente Zellen nach demvejligen Protokoll behandelt
und/ oder bestrahlt. Die weitere Aufbereitung deob@n erfolgte nach dem Protokoll
,MitoTracker® Mitochondrion-Selective Probes* (Invitrogen). Digirbung der Zellen mit

dem Farbstoff MitoTracker Green FM erfolgte nach Eigierung der Zellen mit 60 % igem
Ethanol fir 30 Minuten.

Die abschlieBende Messung der Mitochondrienzatdrantl der Intensitat des MitoTracker

Green FM-Farbstoffs erfolgte mithilfe eines Durciszytometers.
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2.2.10 Messung der ATP-Konzentration

Fur die Messung der ATP-Konzentration wurden diefkenten Zellen je nach Protokoll
behandelt und/ oder bestrahlt. Anschlie3end wurdierZellen in der Zellkulturschale kurz
mit kaltem PBS gewaschen und dann mithilfe eines@wabers in 250 pl ATP-Puffer
(Abnova, Catalog Nr. KA0806) aufgenommen und isgigem Stickstoff kurz eingefroren.

Die Abtrennung von grofR3eren Proteinen aus demyZalilerfolgte durch Centriconsaulen in
der Zentrifuge bei 14.000 x g. Die anschlie3endesddag wurde anhand des Protokolls des
Abnova ,ATP Assay Kits" vorgenommen.

Alle Messwerte jedes Versuchs wurden auf relativerté/umgerechnet, wobei der Messwert

der unbehandelten und unbestrahlten Probe immelr gesetzt wurde.

2.2.11 Messung der Glukoseaufnahme

Zur Messung der Glukoseaufnahme wurde das Wachstadism (DMEM mit 10 % FCS
und 4,5 g Glukose) der Zellen drei Tage nach Ausgagen ein Wachstumsmedium mit
reduziertem Glukosegehalt gewechselt (DMEM mit 1¢-&S und 0,5 g Glukose) und die
Zellen weitere drei Tage kultiviert.

Danach wurden die Zellen immer zeitgleich mit p{d® pM) und®*H-D-Glukose (1 pCi/ ml,
2,77 mM D-Glukose) behandelt. Nach entsprechenégerer Inkubationszeit bei 37 °C und
7 % CQ wurde die Glukoseaufnahme durch dreimaliges Wasahie kaltem PBS gestoppt.
Die Lyse der Zellen erfolgte mit Hilfe von 1 mM NBO

Anschlie3end erfolgte die Messung der von den Aalgdgenommenen Glukose mittels eines

Beta-Counters.

2.2.12 Messung der Histon-Acetyltransferaseaktivitévon Tip60

Fur die Messung wurden konfluente Zellen nach dameiligen Protokoll behandelt und/
oder bestrahilt.

Fur die Immunoprazipitation von Tip60 wurden 20@D Gesamtprotein (siehe 2.2.4.1) in
600 pul Probenvolumen zusammen mit je 5 pl Tip60H&mper flr eine Stunde bei 4 °C
inkubiert. AnschlieRend wurden 60 pul einer 50 %t&ImA-Sepharose-Lésung zugegeben
und die Proben fiir eine weitere Stunde bei 4 °Qhit. Die Prazipitate wurden danach
dreimal mit PBS gewaschen und in 50 pl sterilem $&aaufgenommen.

Alle weiteren Schritte erfolgten nach dem ,HAT Agdaeagent Kit Protokoll* der Firma
Millipore.
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2.2.13 Densitometrische Auswertung und Statistik

Fur die densitometrische Auswertung von WesterrisBlourde die Software von Scion
image (ImageJ) verwendet.

Die statistischen Auswertungen zum Vergleich zwereabhangiger Datenreihen mit jeweils
mindestens drei unabhangigen Messwerten wurdeslsmjgtudent’s t-test“ durchgefuhrt.
Dabei wurden p-Werte, die kleiner waren als 0,05 (§05) als statistisch signifikant
bewertet. Zudem werden in den Grafiken alle Mestwef- Standardfehler (SE) dargestellt.
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3. Ergebnisse

3.1. Phosphotyrosin (pTyr) induziert einen radioprdaektiven Effekt in TP53-Wildtyp-
Zellen in Abhangigkeit von der Prainkubationszeit

Aus vorangegangenen Arbeiten ist bekannt, dass Rii@mkubation mit 10 uM pTyr Gber
einen Zeitraum von 16 Stunden zu einer Radioptioiekvon TP53-Wildtypzellen im
klonogenen Uberleben fiihrt (Dittmann et al. 2001b).

Um zu Uberprifen, ob eine kirzere Behandlung alsSthden mit pTyr in den TP53-
Wildtypzellen A549 ausreicht, um eine signifikafadioprotektion der Zellen zu erreichen,
wurden Koloniebildungstests mit Zellen durchgefiidié 1, 3, 6 oder 16 Stunden mit 10 uM
pTyr vor Bestrahlung (mit O, 1, 2 oder 4 Gray) bededt wurden.

Im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle zeigen 8&%llen nur einen radioprotektiven
Effekt nach einer 16-stiindigen pTyr-VorbehandluBei kiirzeren Vorbehandlungszeiten (1,
3 oder 6 Stunden) konnte hingegen kein signifikardadioprotektiver Effekt gezeigt werden
(Abb. 3.1).
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Uberlebensfraktion +/- SE

Uberlebensfraktion +/- SE

Abb. 3.1: Koloniebildungstest mit Einzeldosisbestralung nach unterschiedlich langen pTyr-Prainkubationzeiten in
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Jeder Wert entspricht dem Mittelwert (+/- SE) atei dnabhangigen Experimenten mit jeweils drei felem Anséatzen.
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3.2 Abhangigkeit des radioprotektiven Effekts von pyr auf TP53-Wildtyp-Zellen von
der Akkumulation des Ah-Rezeptors

Bereits 2007 konnten Dittmann et al. zeigen, dasslech eine Behandlung von TP53-
Wildtyp-Zellen mit pTyr zur Akkumulation des EGFRmi Zellkern kommt. Diese
Akkumulation ist zwingend erforderlich fur den ragrotektiven Effekt von pTyr. Wird die
EGFR-Akkumulation durch Zugabe des EGFR-Inhibit@etuximab verhindert, kommt es zu
keiner Radioprotektion der Zellen.

Fur die Akkumulation im Zellkern wird der EGFR zunan der Zellmembran phosphoryliert
und wandert danach in den Zellkern (Dittmann e@lL0). Hierdurch stellte sich die Frage,
wie pTyr die Phosphorylierung des EGFR und daduteh Akkumulation im Zellkern
beginstigen kann. Aus der Literatur ist bekannssd#er Aryl-Hydrocarbon-Rezeptor (AhR)
Uber verschiedene Zwischenschritte einen Einflussdee cytoplasmatische Aktivierung des
EGFR austben kann (Kahl et al. 1980; Lombardo. €t985; Kohle et al. 1999).

Der AhR ist ein durch Liganden aktivierbarer Tramstionsfaktor (Poland et al. 1976a). Es
ist bekannt, dass auch der AhR nach Aktivierungspdielsweise durch Bestrahlung oder
zellularen Stress, einer Translokation in den Zefikunterliegt (Levine and Perdew 2001).
Aulerdem stehen AhR und EGFR im Zusammenhang mitZkdliberleben und der DNA-
Reparatur nach Bestrahlung (Rothmund 2010). Didwtdlizur Vermutung, dass ein
Zusammenhang zwischen dem radioprotektiven Effekt pTyr und dem AhR vorhanden
sein konnte.

Um zu untersuchen, ob es zu einer Komplexbildungdven dem EGFR und dem AhR nach
ionisierender Strahlung oder pTyr-Prainkubationt,giturde eine Immunoprazipitation (IP)
des AhR aus Gesamtlysat von A549-Zellen durchgefihr

In der IP zeigte sich, dass es sowohl nach Besinghdls auch nach pTyr-Prainkubation zu
einem Anstieg der Komplexbildung zwischen AhR ur@HR kommt (Abb. 3.2). Wobei die
Komplexbildungseffizienz nach pTyr-Vorbehandluntgkfiver zu sein scheint.
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IP: AhR Gesamtlysat (A549)

EGFR o~ gn, id l vee
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Abb. 3.2: pTyr- und Strahlungseffekte auf die Bindurg zwischen EGFR und AhR
A549-Zellen wurden mit 4 Gy bestrahlt und/ oderStdnden mit pTyr vorbehandelt. Der AhR wurde ans@dnd in Zellen
immunoprazipitiert und Uber SDS-Page analysiert.

Gezeigt ist ein Blot von 3 unabhangigen Blots, die die gleiche Tendenz aufwiesen.

3.2.1 Stabilisierung der nuklearen AhR-Proteinmeng@&ach pTyr-Vorbehandlung

Da in der IP eine Komplexbildung zwischen AhR un@HR in Zusammenhang mit
ionisierender Strahlung, als auch mit pTyr-Prairdtidn festgestellt wurde, sollte die
Akkumulation von AhR und EGFR im Zellkern nach pBmdinkubation naher untersucht
werden.

Fur alle Western-Blot-Analysen dieser Arbeit wurdéonfluente (stationare) Zellen
verwendet, da man dadurch zum einen immer gleigtrsuéhsvoraussetzungen (alle Zellen
in GO-Phase) gegeben hatte und zum anderen deéonéia Zustand dem der meisten
gesunden Zellen des ausgewachsenen Menschen emtspri

Um den Zusammenhang zwischen der Akkumulation d®&SREund AhR im Zellkern nach
pTyr naher zu betrachten, wurden Western-Blot-Asatyder kernstandigen Proteinfraktion
in A549-Zellen nach 1, 3, 6 und 16 Stunden pTymldtion durchgefihrt.

Nach pTyr-Inkubation von A549-Zellen kommt es ber@iach einer Stunde zu einer erhéhten
Akkumulation des EGFR und AhR in der Kernfraktigkbb. 3.3). Nach 16 Stunden pTyr-
Prainkubationszeit wurde die grofite signifikantenlyke an AhR im Zellkern nachgewiesen
(p1s = 0,02). Beim EGFR lag die maximal akkumuliert@tBmmenge im Zellkern bereits

nach drei bzw. sechs Stunden vor.
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Abb. 3.3: Nukledre EGFR- und AhR-Akkumulation in A549 (TP53 wt) Zellen nach pTyr-Préinkubation.

(A) A549-Zellen wurden in der stationdren Wachstphase mit 10 pM pTyr behandelt und nach entspreigren
Inkubationszeit die Proteine der Kernfraktion isdliund im Western-Blot analysiert.

(B) Densitometrische Auswertung entspricht den Mitteten aus drei unabhéngigen Versuchen +/- Stdfetder (SE).

Alle Datenpunkte wurden zuerst auf die zugehérigminkontrolle und anschliel3end auf den Kontrollvmentmiert.

3.2.2. Herstellung von A549 SH-AhR-Zellen (AhR-kndadown)

Durch die Beobachtung, dass der AhR nach pTyr-Bdlbag im Zellkern akkumuliert, stellte
sich die Frage, ob ein direkter Zusammenhang zwisatblem Effekt von pTyr auf das
Uberleben nach Bestrahlung und der AkkumulationAteR im Zellkern vorliegt.

Zur Untersuchung des Zusammenhangs zwischen daopratéktiven Effekt von pTyr und
dem Aryl-Hydrocarbon-Rezeptor wurde die AhR-Expi@ss mittels RNA-Interferenz
(RNAI) reduziert.

Funf unterschiedliche shRNA-Sequenzen zur RNAi-veeiten Degradation von AhR-
MRNA-Fragmenten wurden mithilfe von Lentiviren irb49-Zellen transduziert und daraus
12 Klone isoliert. Von diesen erzeugten Klonen veurdliie Klone 4-1 und 4-2, die in ersten
Testungen die niedrigsten AhR-Level zeigten, nocimal im Direktvergleich zum A549-
Wildtyp (A549-wt) und dem A549-Leervektor-Klon (AS4.V), sowohl nach Bestrahlung
mit 4 Gray als auch unbestrahlt, getestet.

Dabei stellte sich heraus, dass der Klon 4-1 ditgr AhR-Reduktion im Zellkern zeigte und
wurde daher als A549-AhR-SH-Stamm fir nachfolgdixigerimente ausgewéhlt (Abb. 3.4).
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Abb. 3.4: Auswahlverfahren der transduzierten A549Zellen zur Reduktion der AhR-Proteinkonzentration im Zellkern
(A) Die Zellen wurden in der stationdren Wachstunase mit 4 Gy bestrahlt und nach entsprechenderbhtlonszeit die
Proteine der Kernfraktion isoliert und im Westerrodnalysiert.

(B) Densitometrische Auswertung der AhR-Proteinmeingeellkern der verschiedenen Zelllinien. Alle Bapunkte wurden
zuerst auf die zugehdérige Laminkontrolle und aris@eind auf den Kontrollwert normiert.
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3.2.3 Einfluss einer AhR-Reduktion durch shRNA auflas klonogene Uberleben nach
ionisierender Strahlung

Zur ndheren Betrachtung des Zusammenhangs zwisgberAkkumulation des AhR im
Zellkern nach pTyr-Prainkubation und dem pTyr-ineéden radioprotektiven Effekt wurde
der Effekt der pTyr-Behandlung auf die A549-AhR-ZElen im klonogenen Uberleben im
Vergleich zum A549-LV-Stamm Uberpruft.

Hierflr wurden die Zellen in der stationdren Waahstphase mit 10 uM pTyr fur 16 Stunden
vorbehandelt und anschlieBend mit 0, 1, 2 oder & @®estrahlt. Nach 6 Stunden erfolgte
dann die Aussaat von je 500 Zellen pro Kulturplaiitach weiteren zehn Tagen wurden die
Klone (> 50 Zellen) quantifiziert.

Die Versuchsansatze zeigten, dass der radiopre¢el&ifekt von pTyr durch die AhR-
Reduktion in den A549-AhR-SH-Zellen nicht aufgeholveerden konnte (Abb. 3.5 A), es
aber zu einer signifikanten Radiosensitivierungctuen AhR-knockdown im Vergleich zu
den A549-LV-Zellen kommt (Abb. 3.5 B).

(A) (B)
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O  AS549-AhR-SH 1 8 A549-AhR-SH 1

Uberlebensfraktion +/- SE
Uberlebensfraktion +/- SE
=
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Abb. 3.5: Koloniebildungstest mit Einzeldosisbestralung von A549-AhR-SH und A549-LV-Zellen
Koloniebildungsrate nach Bestrahlung mit 1, 2 undy. Die konfluenten Zellen wurden fir 16 Stundert milyr
vorbehandelt und danach bestrahlt. AnschlieBendevudie Zellen fur weitere 6 Stunden im Brutschriafkbiert und auf
drei parallele Platten je 500 Zellen ausgesat. Nfchagen wurden die Klone (> 50 Zellen) quantitzi

(A) Uberlebensrate der A549-AhR-SH-Zellen mit pBrdinkubation im Vergleich zu unbehandelten Zellen.

(B) Uberlebensrate der A549-AhR-SH-Zellen im Vergtezu den A549-Leervektor-Zellen.

Jeder Wert entspricht dem Mittelwert (+/- SE) ates dnabhangigen Experimenten mit jeweils drei felem Anséatzen.
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3.3 Einfluss von pTyr auf die Chromatinstruktur der DNA durch Histon H3-
Acetylierung/ Phosphorylierung (K9/S10)

Die Gefahr von Rontgenstrahlung fir das Zellubentebesteht vor allem in den verursachten
DNA-Einzel- und Doppelstrangbriichen. Die effektiReparatur dieser Briche ist der
entscheidende Faktor fir das Zelliberleben nactrdddsng.

Es ist bekannt, dass in pTyr-vorbehandelten Zatiee schnellere DNA-Reparatur maglich
ist als in nicht vorbehandelten Zellen. Um eineftlsen Effekt auf die DNA-Reparatur zu
erzielen, muss pTyr einen globalen Wirkungsansatder Zelle besitzen. Als ein solcher
Ansatzpunkt stelle sich beispielsweise die Chronsatiktur dar.

In eukaryotischen Zellen ist die DNA mithilfe vonistbnen in eine schwer zugangliche,
kompakte aber dynamische Chromatinstruktur verpdgkirnberg 1974; Kornberg and
Thomas 1974). Die Erreichbarkeit der chromosomaldA durch Proteine ist aber
entscheidend fur viele =zellulare Prozesse, inkkisider Reparatur von DNA-
Doppelstrangbrichen (DSB). Die Acetylierung von teiien an DSB fuhrt durch
Chromatinmodifikationen zur Offnung der DNA und rhadliese fiur Reparaturvorgange
zuganglich (Bassing et al. 2002; Celeste et al220@leste et al. 2003).

3.3.1 Phosphotyrosin-vermittelte Acetylierung/ Phgshorylierung von Histon H3 in
Abhéangigkeit des TP53-Status der Zellen

Um zu Uberprifen, ob es zu einer Veranderung dstoRiH3 (K9/S10) -Acetylierung/
Phosphorylierung nach pTyr-Prainkubation kommt, deurdie Histon H3-Acetylierung/
Phosphorylierung nach Bestrahlung sowohl nach poybehandlung als auch unbehandelt
in verschiedenen Zelllinien mithilfe von Westerm&l tberpruft.

In allen untersuchten TP53-Wildtyp-Zelllinien (A548549-AhR-SH und HSF7) konnte ein
Anstieg der Menge an acetyliertem Histon H3 (K9/)SHhtweder nach Bestrahlung oder
durch 16 Stunden pTyr-Vorbehandlung, beobachtedever wahrend die TP53-mutierten
Zelllinien (FaDu und A549PON-P53-mut) keinen Angtieer Histon H3 (K9/S10)-
Acetylierung/ Phosphorylierung nach pTyr-Préainkidratzeigten (Abb. 3.6 A-E).

Auffallend ist, dass pTyr eine ebenso starke Aoatyhg/ Phosphorylierung des Histons H3
verursacht wie Rontgenstrahlung, eine Kombinatian \Roéntgenstrahlung und pTyr-
Vorbehandlung kann dies auch nicht weiter steig@bb. 3.6 und 3.7).
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Abb. 3.6: Histon H3-Acetylierung/ Phosphorylierung (K9/S10) nach Bestrahlung und pTyr —Prainkubation in TP53-
Wildtyp und TP53-mutierten Zelllinien

Die Zellen wurden in der stationdren Wachstumsplnsisel Gy bestrahlt und nach entsprechender Inkohseeit die Proteine
der Kernfraktion isoliert und im Western-Blot anadys

A — C: Menge an acetyliertem/ phosphoryliertem Histt8 (K9/S10) nach Bestrahlung und 16 Stunden pTgm¢handlung in
TP53-Wildtyp-Zelllinien (A549, A549-AhR-SH und HSE7Gezeigt ist jeweils ein reprasentativer Blot gigs (C) bis funf (A
und B) unabhangigen Versuchen mit gleicher Tendenz.

D + E: Menge an acetyliertem/ phosphoryliertem étisH3 (K9/S10) nach Bestrahlung und 16 Stunden Wbybehandlung in
TP53-mutierten Zelllinien (Fadu und A549PON-P53-m@ezeigt ist jeweils ein reprasentativer Blot dosi (E) bis vier (D)
unabhangigen Versuchen mit gleicher Tendenz.

Alle H3 (K9/S10) -Datenpunkte der densitometriscerswertung wurden zuerst auf die zugehoérige Ggsatetinbande (pan
Histon H3) und anschlieBend auf den Kontrollwemnmert.
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Abb. 3.7: Histon H3-Acetylierung/ Phosphorylierung (K9/S10) mch 16 Stunden Prainkubation mit 10 uM pTyr in
A549-Zellen (TP53-Wildtyp)

(A) A549-Zellen wurden in der stationdren Wachstphase mit 10 pM pTyr behandelt und nach entspreigren
Inkubationszeit die Proteine der Kernfraktion isdliund im Western-Blot der Anstieg der Histon H3Atierung/
Phosphorylierung analysiert.

(B) Densitometrische Auswertung der Histon H3 (K@'BAcetylierung/ Phosphorylierung. Alle Datenpunkterden zuerst
auf die zugehdrige Gesamtproteinbande (pan His&)rnuHd anschlieRend auf den Kontrollwert normiert.

Gezeigt ist jeweils ein reprasentativer Blot aus uigabhangigen Versuchen mit gleicher Tendenz.

3.3.2 ldentifizierung der Histon H3 Acetyltransferase nach pTyr-Inkubation

Als potentielle Acetyltransferasen fur die Histon 3 H(K9/S10) -—Acetylierung/

Phosphorylierung gab es zwei wahrscheinliche Kaatditt P300 und Tip60.

P300 ist eine humane Acetyltransferase, die Ubenitkinfluss auf die Chromatinstruktur
auch als Transkriptionsfaktor betrachtet werden nkaftine erhohte Aktivitat der

Acetyltransferase P300 nach DNA-Schaden im Zusarhamen mit nicht homologem

Endjoining (NHEJ) wurde bereits haufiger beschmelj@gryzko et al. 1996; Cohen et al.
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2004; Das et al. 2009), was die Vermutung bestarkte kénnte auch an der pTyr-
vermittelten Histon H3-Acetylierung/ Phosphoryliegu(K9/S10) beteiligt sein.

Der zweite Kandidat Tip60 gehort zur grof3ten bekamn Familie an Histon-
Acetyltransferasen (HAT-Proteinen), der MYST-Familiund besitzt nicht nur Histon-
Acetyltransferase-Aktivitat, sondern gilt auch alsmorsuppressor. Auch die Tip60-Aktivitat
wird durch DNA-Schéaden verstarkt aktiviert (Hlubekal. 2001; Nordentoft and Jorgensen
2003).

Um zu Uberprifen, ob diese beiden HAT-Kandidatere g@@Tyr-abhangige Aktivitat bzw.
Akkumulation im Zellkern zeigen, wurden konfluerA®49-Zellen mit 10 uM pTyr fir 16
Stunden vorbehandelt und anschlieBend mit 4 Gyrdddstund auf einem Western-Blot
analysiert. Da die HAT-Aktivitat von P300 von decetylierung an Lys1499 abhangig ist,
kann anhand des Verhaltnisses von P300 (Lys1499amnuP300 die Aktivitatsveranderung
analysiert werden (Thompson et al. 2004).

P300 zeigt nach Bestrahlung und 16 Stunden pTynirBation keinen Anstieg der
Aktivitat, sondern eine deutliche Reduktion (Abb8 3, B). Der Proteinlevel von Tip60
dagegen steigt sowohl nach Bestrahlung, als aucthdaileinige pTyr -Prdinkubation an
(Abb. 3.8 A, C).
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Abb. 3.8: pTyr- und Bestrahlungs-induzierte Effekte aif die P300-Aktivitat und Tip60-Akkumulation in A549-Zellen

(A) A549-Zellen wurden in der stationdren Wachstphase fir 16 Stunden mit 10 pM pTyr behandelt umstidieRend mit 4 Gray
bestrahlt. Nach einer Inkubationszeit von 10 Minutés 3 Stunden wurden die Proteine der Kernfrakisoliert und im Western Blot
analysiert. (B) Densitometrische Auswertung der PAROvitat. Alle P300 (Lys1499)- Datenpunkte wurdeuerst auf die zugehorige
Gesamtproteinbande (pan P300) und anschlieRendeauKontrollwert normiert. (C) Densitometrische Aestung des Tip60-Levels.
Alle Datenpunkte wurden zuerst auf die zugehérigminkontrolle und anschlieRend auf den Kontrollvmentmiert.

Gezeigt ist ein reprasentativer Blot aus drei unaglgn Versuchen mit gleicher Tendenz.

Auch bei Betrachtung des Tip60-Levels nach unteestich langen pTyr-
Vorbehandlungszeiten ist ein deutlicher Anstiegbeobachten. Das maximale Tip60-Level
lag, innerhalb der betrachteten Zeitwerte, nacBtudden vor (Abb. 3.9).
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Abb. 3.9: pTyr-induzierte Tip60-Akkumulation im Zellke rn

(A) A549-Zellen wurden in der stationdren Wachstphase mit 10 pM pTyr behandelt und nach entspreigren
Inkubationszeit die Proteine der Kernfraktion isdliund im Western-Blot der Anstieg von Tip60 anilsts

(B) Densitometrische Auswertung der Tip60-Akkumwdati Alle Datenpunkte wurden zuerst auf die zugej®ri
Laminkontrolle und anschlie3end auf den Kontroliwermiert.

Gezeigt ist ein reprasentativer Blot aus drei unabtgn Versuchen mit gleicher Tendenz.

Um zu Uberprifen, ob es eine Komplexbildung zwiscder Acetyltransferase Tip60 und
dem Histon H3 gibt, wurde eine ImmunoprazipitatiiP) aus dem Gesamtlysat von
konfluenten A549-Zellen durchgefuhrt.

In der IP zeigte sich, dass es sowohl nach Besinghtu einem Anstieg der Komplexbildung
zwischen Tip60 und Histon H3 kommt, als auch dugtote 16-stiindige Prainkubation mit
pTyr (Abb. 3.10).
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Abb. 3.10: pTyr- und Strahlungseffekte auf die Bindung zwischen Histon H3 und Tip60

(A) A549-Zellen wurden mit 4 Gy bestrahlt und/ odér Stunden mit pTyr vorbehandelt. Tip60 wurde hlisBend in den
Zellen immunoprazipitiert und tGiber SDS-Page analysi

(B) Densitometrische Auswertung der Bindung zwiscfigs60 und Histon H3. Alle Datenpunkte wurden zuexsf die
zugehdrige Tip60 -Kontrolle und anschlieend auf identrollwert normiert.

Gezeigt ist ein reprasentativer Blot aus vier unafglgien Versuchen mit gleicher Tendenz.

3.3.3 Phosphotyrosin-vermittelter Anstieg der Tip6@Aktivitat

In den vorangegangenen Western-Blot-Analysen koemeAnstieg des Tip60-Proteinlevels
in der Kernfraktion von A549-Zellen nach pTyr-Bedamg nachgewiesen werden. Da dieser
Anstieg jedoch keine Aussage Uber die Aktivitdt vbip60 nach Bestrahlung und pTyr-
Inkubation zuldsst, wurde ein radioaktiver Histocetyltransferase-Test (HAT-Test) fur
Tip60 durchgefiihrt.

Mithilfe des HAT-Tests konnte gezeigt werden, dassnach pTyr-Behandlung zu einem
signifikanten Anstieg der Tip60-Aktivitdt Uber emeZeitraum von 16 Stunden kommt
(psh=0,0073, psnh= 0,031, psn=0,016), danach fallt die Aktivitdit langsam wiedab
(Abb. 3.11 A).

41



Ergebnisse

Nach Bestrahlung der Zellen mit 4 Gray zeigtenpdigr-vorbehandelten Zellen innerhalb der
ersten 40 Minuten eine hodhere Tip60-Aktivitat aie &ontrolle, anschlielend sank die
Aktivitat in den pTyr-behandelten Zellen und demi¢ollzellen wieder ab (Abb. 3.11 B).
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Abb. 3.11: pTyr- und Strahlungs-vermittelter Anstieg der Tip60-Aktivitat

(A) A549-Zellen wurden nach entsprechender pTyrbBébiandlungszeit mit Tip60 immunoprazipitiert ungarielfend die
Aktivitat in einem HAT-Experiment mithilfe vorPiH]-Acetyl-CoA analysiert.

(B) Aktivitdt von Tip60 in A549-Zellen nach Bestrahly mit 4 Gy in Kombination mit einer 16-stiindigeyp
Prainkubation. AnschlieRend wurde Tip60 in den Brobmmunoprazipitiert und in einem HAT-Experimenithitfe von
[*H]-Acetyl-CoA analysiert.

Die dargestellten Werte stellen den Mittelwert dres unabhéngigen Versuchen (n = 3) +/- Standatelf¢BE) dar.
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3.4 Einfluss einer pTyr-Vorbehandlung auf die ATP-Roduktion und Glukoseaufnahme
der Zellen

Zellinterne Proteinakkumulationen und Veranderunden Chromatinstruktur tber Histon-
Acetylierung/ Phosphorylierung sind Energie auflotende Prozesse in der Zelle. Die hierfur
bendtigte Energie bezieht die Zelle aus der Vemstfhslung von Glukose, die sie aus der
Umgebung aufnimmt. Die aufgenommene Glukose wisthlre3end durch die Zelle in den
Energietrager Adenosintriphosphat (ATP) umgewandeler eine unmittelbare

Energieversorgung von energieverbrauchenden Zekgsen ermoglicht.

3.4.1 Phosphotyrosin beeinflusst die ATP-Konzentrain in TP53-Wildtyp und TP53-
mutierten Zellen

Um den Einfluss von pTyr auf den Energiehaushalt delle zu untersuchen, wurden
colorimetrische ATP-Messungen (Abnova, KA0806) defllinien A549 und FaDu 1, 3, 6
und 16 Stunden nach pTyr-Gabe durchgefihrt.

Bei der Zelllinie A549 wurde zudem auch eine ATPd8ieng nach Bestrahlung mit 4 Gray in
Kombination mit einer pTyr-Prainkubation von 16 i&len untersucht (Abb. 3.12).

In allen untersuchten Zelllinien kam es nach pTgh&ndlung zu einem kurzzeitigen Anstieg
der ATP-Konzentration innerhalb der ersten 6 Standiach 16 Stunden néherte sie sich aber
wieder dem Ausgangslevel an (Abb. 3.12 A, B).

Nach Bestrahlung mit 4 Gray kommt es in den untdgrs&n A549-Zellen innerhalb der ersten
6 Stunden zu einem Absinken der ATP-Konzentratammahl in den pTyr-vorbehandelten als
auch in den unbehandelten Zellen. Dabei ist jedudféllig, dass die bestrahlungsinduzierte
ATP-Krise in den pTyr-behandelten Zellen etwasHh&cverlauft, als in den unbehandelten
Zellen. Nach 16 Stunden steigt das ATP-Level sowohden behandelten als auch in den
unbehandelten Zellen wieder an und erreicht nacBtd8den annéahernd das Ausgangslevel
(Abb. 3.12 C).
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Abb. 3.12: Einfluss von pTyr auf die ATP-Konzentrationin verschiedenen Zelllinien

(A) ATP-Konzentration nach unterschiedlich langdtypPrainkubationen in A549-Zellen (TP53-wt).

(B) ATP-Konzentration nach unterschiedlich langegreRrainkubationen in FaDu-Zellen (TP53-mut).

(C) ATP-Konzentrationen in A549-Zellen nach 4 Gy-Baiskung im Zusammenhang mit einer pTyr-Prainkulmatio

Die dargestellten Werte stellen den Mittelwert dosi (B, C) bzw. sechs (A) unabhéngigen VersucherStdndardfehler

(SE) dar.

3.4.2 Glukoseaufnahme nach pTyr-Prainkubation in Alhdngigkeit des TP53-Status

Um zu untersuchen, ob der voriibergehende ATP-Ansiaeh pTyr-Behandlung durch eine
erhoéhte Glukoseaufnahme bewirkt wird, wurde diatre¢ Glukoseaufnahme von A549 und
A549PON-P53-wt/ -mut —Zellen nach pTyr-Behandlung Vergleich zur unbehandelten
Kontrolle beobachtet.

Fur diese Messung wurden die Zellen fir drei Tage @em Versuchsstart in einem
Wachstumsmedium mit reduziertem Glukosegehalt imttib AnschlieRend wurden die
Zellen mit 10 uM pTyr behandelt und bekamen glegitig *H-Glukose ins Medium.

Nach entsprechender Inkubationszeit (0, 1, 3, 6r ot Stunden) wurde die nicht
aufgenommene®H-Glukose mit dem Medium entfernt, die Zellen geshes und
anschlieBend mit Hilfe von NaOH aufgeschlossen diedaufgenommene Menge &H-

Glukose mit einem Beta-Counter gemessen.
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In Wildtyp A549-Zellen konnte eine erhthte Glukasie@ahme in den pTyr-behandelten
Zellen beobachtet werden, deren Differenz zur uabéélten Kontrolle nach 16 Stunden am
grol3ten war (Abb. 3.13 A, B).

In  den  A549PON-P53-mut-Zellen  konnte dagegen keinntet$chied der
Glukoseaufnahmegeschwindigkeit nach pTyr-Behandheupachtet werden (Abb. 3.13 C).
Mit FaDu-Zellen war diese Testung nicht mdoglich, d& sich bereits durch die
Glukosereduktion von der Platte abldsen.
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Abb. 3.13:°H-Glukoseaufnahme nach pTyr-Behandlung
Messung der aufgenommenen Glukosemenge nach uniggttichen Zeiten der pTyr-Prainkubation im Vergleizur unbehandelten
Kontrolle in (A, B) A549-Wildtypzellen und (C) A549R0GP53-mut Zellen. Gezeigt sind die Ergebnisse veogi dnabhéngigen

Versuchen +/- SE.
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3.5 Einfluss des SGLT1-Inhibitors Phloridzin auf de Glukoseaufnahme und ATP-
Konzentration nach pTyr-Behandlung

Fur die Glukoseaufnahme sind in eukaryotischen efdell zwei Typen von
Membrantransporterfamilien bekannt: die Tragerpnegrmittelten Glukose-Uniports
(GLUTSs), die Glukose entlang des Konzentrationsgraén transportieren und die Natrium-
Glukose-Kotransporter Familie (SGLTs) (Hedigerlefl@95; Olson and Pessin 1996).

Der Glukosetransporter SGLT-1 ist in der Lage, Ghk& auch entgegen des chemischen
Gradienten mit hoher Affinitat, aber geringer Kaipéz zu transportieren.

Weihua et al. zeigten 2008, dass der EGFR koldkalisit dem Glukosetransporter SGLT-1

in der Zellmembran vorliegt.

3.5.1 Phloridzin wirkt dem pTyr-vermittelten Effekt auf die Glukoseaufnahme in A549-
Zellen entgegen

Durch die bekannten Effekte von pTyr auf den EGBRzu vermuten, dass die erhohte
Glukoseaufnahme nach pTyr-Prainkubation von AS54BeAalurch eine erhdhte Aktivitat des
Glukosetransporters SGLT-1 erfolgt. Um diese Annahmu Uberprifen wurde die
Glukoseaufnahme von A549-Zellen nach Inkubation deitn SGLT-1-Inhibitor Phloridzin
und in Kombination mit pTyr getestet.

Die zuvor beobachtete erhohte Glukoseaufnahme mAoh-Behandlung konnte nach
zusatzlicher Phloridzin-Behandlung nicht mehr bebbet werden. Zellen, die sowohl mit
Phloridzin als auch pTyr behandelt wurden, zeigameddie geringste Glukoseaufnahme tber
den beobachteten Zeitraum (Abb. 3.14).
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Abb. 3.14. Einfluss von Phloridzin auf die’H-Glukoseaufnahme nach pTyr-Behandlung

Messung der aufgenommenen Glukosemenge nach umneslschen Zeiten der pTyr-Prainkubation im Vergleizur
unbehandelten Kontrolle in A549-Zellen in Kombiwatimit dem SGLT-1-Inhibitor Phloridzin (500 uM, S4unden).
Gezeigt sind die Ergebnisse von drei unabhéngigasu¢hen +/- SE.

3.5.2 Der SGLT-1-Inhibitor Phloridzin kann den Effekt von pTyr auf die Histon H3
(K9/S10) —Acetylierung/ Phosphorylierung verandern

Nach den Beobachtungen, dass Phloridzin die Glaékdsaehme der pTyr-Behandlung
beeinflussen kann, sollte nun auch Uberprift werddn Phloridzin auf die Histon H3
(K9/S10)-Acetylierung/ Phosphorylierung nach pTy&Rkubation und Bestrahlung einen
Einfluss hat.

Im Western-Blot zeigte sich, dass die alleinigeoRtkinvorbehandlung zu einem Anstieg
der Histon-Acetylierung/ Phosphorylierung fihrtj baner Kombination aus Phloridzin- und
pTyr-Behandlung sinkt die Acetylierung/ Phosphasling des Histon H3 (K9/S10) tber den
Zeitraum von 16 Stunden jedoch wieder deutlich (Abkh5).
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Abb. 3.15 : Histon H3-Acetylierung/ Phosphorylierury (K9/S10) nach pTyr—Prainkubation in Kombination mit dem

SGLT-1-Inhibitor Phloridzin
A549-Zellen wurden in der stationdren Wachstumsphag 500 puM Phloridzin oder DMSO fiir 24 Stunderhdradelt.

AnschlieRend erfolgte eine Préinkubation mit 10 pMr fir 1 bis 16 Stunden und die Isolierung dest®nkernfraktion,
die im Western-Blot analysiert wurde.
Gezeigt ist ein reprasentativer Blot (A) aus drehimngigen Versuchen mit gleicher Tendenz.

3.5.3 SGLT-1-Akkumulation in der Zelle nach pTyr-Inkubation in Abhangigkeit der
EGFR-Konzentration

Da die Behandlung von A549-Zellen mit dem SGLT-h#bitor Phloridzin einen Einfluss auf
die verschiedenen zellularen pTyr-Effekte zeigtdifes Uberprift werden, ob es auch zu einer
Veranderung des SGLT-1-Levels nach pTyr-Behandkamgmt.

In Western-Blot Analysen konnte jedoch weder in @63-Wildtyp Zelllinie A549 noch in
der TP53-mutierten Zelllinie FaDu eine Veranderutgs SGLT-1-Levels durch pTyr-
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Prainkubation beobachtet werden. Es ist jedochabigff dass sowohl der SGLT-1-Gehalt als
auch die Menge an EGFR in FaDu-Zellen deutlich higtals in A549-Zellen (Abb. 3.16).

WB: Gesamtlysat (A549, FaDu)
A549 FaDu

EGFR s MW e

SGLT-1 /\ — - N N N — Ny w—

Aktin —

K 1 3 6 16 K 1 3 6 16
Stunden nach pTyr

Abb. 3.16: SGLT1-Akkumulation von A549 und FaDu-Zellen nach pTyr-Behandlung
Konfluente A549- und FaDu-Zellen wurden fur 1, Zyder 16 Stunden mit 10 uM pTyr behandelt und diesténd die
Proteine isoliert und mithilfe eines Western-Blatsigsiert.

Gezeigt ist ein reprasentativer Blot aus drei udabfgen Versuchen mit gleicher Tendenz.

3.6 Phosphotyrosin-vermittelte Effekte auf Mitochomrien

TP53-Wildtyp-Zellen gewinnen einen Grol3teil ihrardegie Uber die Atmungskette, wahrend
Tumorzellen mit mutiertem TP53 vermehrt auf die Kélyse zurlickgreifen werden
(Pedersen 2007; Yeung et al. 2008).

Da Phosphotyrosin bisher nur bei TP53-Wildtyp-Zekéne Verbesserung der Uberlebensrate
nach Bestrahlung gezeigt hat, ist zu vermuten, dassnen Einfluss von Phosphotyrosin auf

die aerobe Atmung Uber die Mitochondrien gibt.

3.6.1 Phosphotyrosin reduziert das Mitochondrienpantial in A549-Zellen

Die Elektronentransportkette (Atmungskette) und déeIP-Synthase sind an der
Innenmembran der Mitochondrien lokalisiert. Derké&lechemische Protonengradient, der
Uber dieser Membran liegt, treibt u.a. die ATP-8wse zur Bildung von ATP an.

Die meiste Kraft des Protonengradienten ist in Fdea mitochondrialen Membranpotential
(MMP) gespeichert, welches vereinfacht den Enetafies eines Mitochondriums darstellt.
Fur eine effektive Funktion eines Mitochondriums &n stabiles MMP notwendig. Ein
sinkendes MMP wird mit der Erhéhung der mitochoalén Membranpermeabilitat und der
daraus resultierenden Apoptoseinduktion in Verbmgdgebracht, wéhrend ein Anstieg des
MMP (Hyperpolarisation) vor allem durch verschieee®tresssituationen erzeugt wird und
mit einer vermehrten ROS-Produktion einhergeht {{@&btet al. 2003; Suski et al. 2012).

50



Ergebnisse

Mit  Hilfe des lipophilen, kationischen und potefgensitiven Farbstoffs
Tetramethylrhodamin-Ethyl-Ester (TMRE) kann eintatige Messung des mitochondrialen

Membranpotentials in einem Durchflusszytometer eagmmen werden.

In A549-Zellen konnte nach pTyr-Behandlung, Ubereai Zeitraum von 16 Stunden ein
deutliches Absinken des Membranpotentials beobtalgalen (Abb. 3.17 A).

Bei Kombination einer 16-stindigen pTyr-Prainkubati mit einer anschlielRenden

Bestrahlung von 4 Gray veréanderte sich das mitodhale Membranpotential der pTyr-

vorbehandelten Zellen nur minimal, wahrend es ima@ehandelten Zellen zu einem starken
Absinken unter das Level der pTyr vorbehandeltdieddam (Abb. 3.17 B).

Die Positivkontrolle mit CCCP zeigte einen volldigen Zusammenbruch des

Membranpotentials erst bei einem relativen Membogmntial von 0,52 +/- 0,05.

(A) (B)

—— Kontrolle
—-— pTyr

A549 A549
11 11

0,91

09

08 }‘ 3 ]
| S —

0,7 \L/ £

0,6 !

0 0,5 1 15 2 2,5 3

Stunden nach 4 Gy

081 ;2005

p<0,01]

0,7

relatives Mitochondrienpotential
+/- SE

relatives
Mitochondrienpotential +SE

0,6

T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16

Stunden nach pTyr

Abb. 3.17 Veranderung des mitochondrialen Membranptentials nach pTyr-Behandlung und in Kombination mit Bestrahlung in
A549-Zellen

(A) Konfluente Zellen wurden fiir 1, 3, 6 oder 1&i&ten mit 10 uM pTyr behandelt und anschlieRendiemt Farbstoff TMRE gefarbt.
Die Bestimmung des relativen Mitochondrienpotentiafslgte dann mithilfe eines Durchflusszytometers.

Die dargestellten Datenpunkte stellen Mittelweris gier unabhéngigen Experimenten +/- StandardféSIE) dar.

(B) Konfluente Zellen wurden fiir 16 Stunden mit 181 pTyr behandelt und anschlieRend mit 4 Gy bedtratdich entsprechender
weiterer Inkubationszeit (0, 0,5, 1 oder 3 Stundeuajden die Zellen mit dem Farbstoff TMRE gefarbie Bestimmung des relativen
Mitochondrienpotentials erfolgte dann mithilfe esrl@urchflusszytometers.

Die dargestellten Datenpunkte stellen Mittelwerie drei unabhangigen Experimenten +/- Standardf¢8I) dar.

Alle Datenpunkte wurden auf die unbestrahlte, uabekelte Kontrolle normiert.

3.6.2 Einfluss einer pTyr-Prainkubation auf die Mitochondrienzahl
Die relative Zahl der Mitochondrien wurde mithilfees MitoTracker Green FM Farbstoffs

unter Verwendung eines Durchflusszytometers bestimm
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In den TP53-Wildtyp-Zelllinien A549 und HSF7 komres nach Behandlung mit pTyr
innerhalb der ersten sechs Stunden zu einem AbsudeMitochondrienzahl, die sich jedoch
nach 16 Stunden wieder auf den Ausgangswert zueiroigt.

FaDu-Zellen, die eine TP53-Mutation besitzen, zeigelagegen ein tendenziell
entgegengesetztes Phanomen mit einem Anstieg derchdindrienzahl nach pTyr-Gabe
(Abb. 3.18).

A549 HSF7
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Abb. 3.18 Veranderung der Mitochondrienzahl nach pTy-Behandlung tiber einen Zeitraum von 0 bis 16 Stunen.

Konfluente Zellen wurden fur 1, 3, 6 oder 16 Stundeit 10 puM pTyr behandelt und die fixierten ZellanschlieRend mit
MitoTracker Green FM geféarbt und mithilfe eines Enftusszytometers gemessen.

Dargestellt sind die Mittelwerte von jeweils dréj, B) bzw. zwei (mit insgesamt 4 Messwerten, C) uralgligen Experimenten +/-
Standardfehler der Zelllinien A549 (A), HSF7 (B) urabDu (C).

Alle Datenpunkte wurden auf die jeweilige unbehdtedi€ontrolle (0-Wert) normier.t

Nach Bestrahlung mit 4 Gray steigt die Mitochondzihl in A549-Zellen unabhangig von
einer pTyr-Vorbehandlung Uber den untersuchterragi von 48 Stunden an (Abb. 3.20 A).
In FaDu-Zellen zeigt sich nur bei den unbestrahKetlen ein Unterschied zwischen pTyr-
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behandelten und unbehandelten Zellen. Nach Besirghdinkt die Mitochondrienzahl dann

kurzzeitig etwas ab, bleibt aber relativ konstadil{. 3.19 B).
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Abb. 3.19: Veranderung der Mitochondrienzahl nach Bestrahlungmit 4 Gray in Kombination mit einer pTyr-
Vorbehandlung

Konfluente Zellen wurden fiir 16 Stunden mit 10 uWMypbehandelt und die fixierten Zellen anschlieBemtMitoTracker
Green FM gefarbt und mithilfe eines Durchflusszytbens gemessen.

Dargestellt sind die Mittelwerte von jeweils dreialbbhdngigen Experimenten +/- Standardfehler (SEXeiinien A549 (A)
und FaDu (B).

Alle Datenpunkte wurden auf die jeweilige unbehdtedi€ontrolle (0-Wert) normiert
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3.6.3 pTyr-Prainkubation fuhrt zum Anstieg von pAMPK

Der Energiesensor AMP-aktivierte Proteinkinase (ANIRird durch das Absinken des ATP-
Levels, Umweltstress oder Glukosemangel aktivié$. konnte von mehreren Gruppen
gezeigt werden, dass AMPK uber die PhosphoryliemorgULK1 die Autophagie aktivieren
kann (Ganley et al. 2009).

Mit Hilfe der Autophagie koénnen in eukaryotischemllZn unlosliche Proteinaggregate,
defekte Mitochondrien oder eingedrungene Pathogehech Vesikel mit einer
Doppelmembran umgeben werden, welche dann mit byses fusionieren um den Inhalt zu
degradieren.

Bei Energiemangel der Zellen dient die Autophagie Riickgewinnung von Aminoséuren
zur Produktion von essenziellen Proteinen oderGemerierung von Substrat fur die ATP-
Produktion.

Nach Behandlung mit pTyr konnte nach einer Stumida\estern Blot bei A549-Zellen ein
deutlicher Anstieg von pAMPK beobachtet werden, aafseine Aktivierung der Autophagie
hindeutet (Abb. 3.20).

(A) (B)

. . PAMPK/ AMPK
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Proteinkonzentratior

Zeit nach pTyr

Abb. 3.20 Anstieg von pAMPK in A549 nach pTyr-Behantling

(A) A549-Zellen wurden in der stationdren Wachstphase mit 10 pM pTyr behandelt und nach entspretgren
Inkubationszeit die Proteine der cytoplasmatisdhktion isoliert und im Western-Blot der pAMPK uA¥PK analysiert.

(B) Alle pAMPK-Datenpunkte der densitometrischen Wwasgung wurden zuerst auf die zugehérige Gesangtimtzande
(AMPK) und anschlieend auf den Kontrollwert nomrnie

Gezeigt ist ein reprasentativer Blot aus drei unaglgn Versuchen mit gleicher Tendenz.

3.6.4 Einfluss des SGLT-1-Inhibitors Phloridzin aufden Phosphotyrosin-vermittelten
Effekt auf die Mitochondrienzahl

Fur die Untersuchung von Phloridzin auf den pTydrierten Effekt der Mitochondrienzahl
wurden konfluente A549-Zellen mit 500 uM Phloridhehandelt und nach 24 Stunden fur
zusatzliche 1, 3, 6 oder 16 Stunden mit 10 uM Phatgposin inkubiert. Die relative Zahl der
Mitochondrien wurde anschlieBend mithilfe des Mi@dker Green FM Farbstoffs unter

Verwendung eines Durchflusszytometers bestimmt.
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A549-Zellen, die mit dem SGLT-1-Inhibitor Phloridzibehandelt wurden hatten nach
3 Stunden eine erhoéhte Zahl an Mitochondrien, naater 16-stindigen zusatzlichen
Behandlung mit pTyr lag die Mitochondrienzahl jedosieder deutlich niedriger als in der
Kontrolle (Abb. 3.21).
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Abb. 3.21 Veranderung der Mitochondrienzahl nach pTy-Behandlung uber einen Zeitraum von 0 bis 16 Stuneh in
Kombination mit Phloridzin

Konfluente A549-Zellen wurden fiir 24 Stunden mitdPidzin (500 uM) behandelt und anschlieRend fiadar 16 Stunden
mit 10 pM pTyr inkubiert. Die fixierten Zellen wued mit MitoTracker Green FM gefarbt und mithilfenes
Durchflusszytometers gemessen.

Dargestellt sind die Mittelwerte von drei unabh@egi Experimenten +/- Standardfehler (SE), die jsweiur

unbehandelten Kontrolle normiert wurden.

3.7 Effekte einer pTyr-Behandlung auf mitochondriak Proteine

Die Cytochrom-C-Oxidase (COX) ist ein wichtiges tem der mitochondrialen
Atmungskette und ist bei Eukaryoten aus 13 Untbetan zusammengesetzt. Eine dieser
Untereinheiten, das von der mitochondrialen DNA ikaé Protein MTCO2 (COX2),
bendtigt fir den Einbau in den COX-Komplex das TRabBangige, kernkodierte Protein
SCO2 (Synthesis of Cytochrome C Oxidase 2) (Ma#dlz. 2006).

3.7.1 Unterschiedliche Expressionsstarke von COX2nd SCO2 in TP53-wt und TP53-
mut-Zellen

Da TP53-wt Zellen mehr Energie Uber mitochondriétemung erzeugen als TP53-mutierte
Zellen, wurde mithilfe eines Western-Blots die Mengn COX2 und SCO2 der TP53-wt-
Zelllinie A549 mit der TP53-mut-Zelllinie FaDu vdighen.

Bei der Western-Blot-Analyse stellte sich herausssddie COX2- und SCO2-Mengen in
A549-Zellen deutlich hdher sind als in den FaDuletelAbb. 3.22 A).
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Auch in den A549PON-Zellen zeigten sich ahnlichetddschiede. Wahrend bei den
A549PON-P53wt-Zellen die Menge an COX2 nach Be&iraf) wie auch nach einer 16
stindigen pTyr-Behandlung, anstieg, lag das COXZL& den A549PON-P53mut Zellen
deutlich niedriger. In den A549PON-P53mut-Zellelegtdas COX2-Level jedoch ebenfalls

nach Bestrahlung etwas an, eine 16-stindige pTyb&wmndlung konnte diesen Anstieg

jedoch fast vollstandig verhindern (Abb. 3.22 B).

(A)
WB: Gesamtlysat (A549, FaDu)
A549 FaDu
COX2 .
SCO2 -‘ - -
Aktin _—
K 1 3 6 16 K 1 3 6 16
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(B)
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16hpTyr - - - + + + - - - + + +
SCO2 = e o e e s ]

Coxz I |

| arnis -.-»M‘i.-
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A549PON-P53wt A549PON-P53mut

Abb. 3.22 COX2 und SCO2-Konzentration in A549, A54BON und FaDu-Zellen

Konfluente A549, FaDu (A) und A549PON-Zellen (B) wan fur 1, 3, 6 oder 16 Stunden mit 10 uM pTyr neledt und

anschlieend die Proteine isoliert und mithilfeesitVestern-Blots analysiert.

Gezeigt ist jeweils ein représentativer Blot aus an@bhéngigen Versuchen mit gleicher Tendenz.
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3.7.2 Effekt von pTyr auf die Proteinexpression demitochondrialen Proteine COX2
und SCO2 in A549

Um den Effekt einer pTyr-Behandlung auf die mitoaticalen Proteine COX2 und SCO2 zu
untersuchen, wurden Western-Blot-Analysen durchgéfibabei zeigte sich, dass es in den
ersten 6 Stunden zu Effekten auf die ProteinmerngarCOX2 und SCO2 kommt.

In der Kernfraktion von A549 steigt das COX2-Levaherhalb der ersten 6 Stunden an und
sinkt dann nach 16 Stunden wieder auf das Ausgewejsturtick, wahrend SCO2 im selben
Zeitraum absinkt und ebenfalls nach 16 Stunden eviedie Ausgangsmenge erreicht
(Abb. 3.23 A).

In der cytoplasmatischen Fraktion von A549 sinlkt Eroteinkonzentration von COX2 in den
ersten 3 Stunden deutlich ab und steigt dann ne&tuttden wieder auf den Anfangswert an.
Das SCO2-Level liegt dagegen nach pTyr-Behandldngiaer Stunde nach pTyr-Gabe fast
durchgéngig Uber dem Ausgangslevel (Abb. 3.23 B).

(A) (B)
WB: Kernfraktion (A549) WB: cytoplasmatische Fraktion (A549)
e —— et~ —
SC02 SCO2 — T — B e
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Cox2 | e = _— -
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K0 1h 3h 6h 16h nach pTyr KO 1h 3h 6h  16h  nach pTyr

Abb. 3.23 COX2- und SCO2-Proteinkonzentrationen nat pTyr-Behandlung von A549-Zellen

Konfluente A549-Zellen wurden 1 bis 16 Stunden 10ituM pTyr inkubiert und anschlieend (A) die kégnslige und (B)
cytoplasmatische Proteinfraktion isoliert und anten Western-Blot analysiert.

Gezeigt ist jeweils ein reprasentativer Blot aus dn@bhangigen Versuchen mit gleicher Tendenz.

In dem Fibroblasten-Zellstamm HSF7 (TP53-wt) zeigth in Western-Blot-Analysen ein
erhohter COX2-Level sowohl nach pTyr-Vorbehandluats auch nach Bestrahlung mit
4 Gray, in den ersten 3 Stunden. Erst 6 Stundeh Bastrahlung Ubersteigt die COX2-
Konzentration in den unbehandelten Zellen die dgryorbehandelten Zellen (Abb. 3.24).
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WB: Kernfraktion (HSF7)
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Abb. 3.24 COX2- und SCO2-Proteinkonzentrationen nach pTyr-BeaAndlung von HSF7-Zellen
Konfluente HSF7-Zellen wurden 16 Stunden mit 10 pWyr inkubiert und anschlieBend mit 4 Gray bestraNkch

entsprechender Inkubationszeit (30 min, 60 minfuh&n oder 6 Stunden) wurde die kernstandige-elPfodktion isoliert
und auf einem Western-Blot analysiert.

Gezeigt ist ein reprasentativer Blot aus zwei unagig@n Versuchen mit gleicher Tendenz.
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4. Diskussion

Radioprotektoren dienen im Bereich der Krebstheraplazu, bei therapeutischen
Bestrahlungen selektiv die gesunden Zellen vor Aeswirkungen der Bestrahlung zu
schitzen. In der vorliegenden Arbeit wurde die Wimgsweise des Radioprotektors

O-Phospho-L-Tyrosin (pTyr) auf molekularer Ebenkaréduntersucht.

4.1. Fur die radioprotektive Wirkung von pTyr ist eine 16-stindige Vorbehandlung
notwendig

Radioprotektoren sind in der Medizin von besondBexieutung, da sie die Nebenwirkungen
von Strahlentherapien deutlich reduzieren und satiet Lebensqualitat der Betroffenen
verbessern konnen. In vorangegangenen Studien &ogetzeigt werden, dass eine
16-stiindige Vorbehandlung mit 10 uM pTyr zu einexdiRprotektion von TP53-Wildtyp-
Zellen fuhrt (Dittmann et al. 2001b). Veroffentliohgen zu kirzeren Behandlungszeiten mit
dieser Konzentration liegen nicht vor. Jedoch zegith in anderen Studien, dass es bereits
nach drei bis sechs Stunden zu molekularbiologsdfleranderungen in den behandelten
Zellen kommt (Wanner 2008; Wanner et al. 2008).

In dieser Arbeit konnte jedoch gezeigt werden, asssrst nach 16 Stunden Vorbehandlung
mit dem Radioprotektor pTyr zu einer signifikanteadioprotektion in A549-Zellen kommt.
Die bereits friher beobachteten molekularbiologsckerdnderungen, wie die Stabilisierung
von TP53 nach drei Stunden Prainkubation, stell@pedvermutlich nur eine notwendige
Teilreaktion der pTyr-Behandlung dar, die allein cimo nicht ausreicht, um eine
Strahlenprotektion zu ermdglichen.

Aus diesem Grund wurde in der vorliegenden Arbeit 8chwerpunkt auf die Effekte von

pTyr innerhalb der notwendigen 16 Stunden Vorinkigoszeit gelegt.

4.2 Der Aryl-Hydrocarbon-Rezeptor (AhR) ist nicht essentiell fur die Wirkungsweise
des Radioprotektors pTyr

Ziel dieser Arbeit war es u.a. die Wirkungsweisen oTyr auf die DNA-Reparatur zu
untersuchen. In vorangegangenen Studien konnté&sgezeigt werden, dass es nach pTyr-
Inkubation zu einer Akkumulation des epidermalencWéaumsfaktorrezeptors (EGFR) im
Zellnukleus kommt.

Dabei kommt es nach pTyr-Inkubation von Zellen nmadb von 16 Stunden zur
Phosphorylierung des EGFR am Aminoséaurerest T684zun Akkumulation des EGFR im
Zellkern (Dittmann et al. 2007; Wanner et al. 2008)rd die Translokation des EGFR durch

59



Diskussion

Zugabe des EGFR-Inhibitors Cetuximab verhindertwgd auch der radioprotektive Effekt
von pTyr aufgehoben (Dittmann et al. 2007).

In verschiedenen Berichten wird beschrieben, deskiganden-unabhangige Modulation des
Phosphorylierungsmusters des EGFR Src-abhangig déer Aryl-Hydrocarbon-Rezeptor
(AhR) reguliert wird (Enan and Matsumura 1996; Koldt al. 1999). Der AhR ist ein
Transkriptionsfaktor, der durch Bestrahlung odercbudie Bindung von aromatischen
Kohlenwasserstoffen und anderen Chemikalien/ Toxadgiviert wird. Nach Aktivierung, ist
der AhR in der Lage, eine Src-abhangige Signalldeska aktivieren (Kahl et al. 1980; Enan
and Matsumura 1996). Diese Informationen und d&dtellung, dass es nach pTyr-Gabe zu
einer Akkumulation des AhR in dem Zellkern kommgbkn Gabriele Wanner in ihrer
Dissertation 2008 dazu bewogen, die Vermutung atéden, dass die Wirkungsweise von
pTyr Uber den AhR zu Stande kommt.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werdergssd es zu einer pTyr- und
strahlungsinduzierten Bindung von EGFR und AhR kan#adem akkumuliert sowohl der
EGFR wie auch der AhR nach pTyr-Behandlung im Nukle

Ein Knockdown des AhR konnte jedoch die radioprowek Wirkung von pTyr nicht
aufheben, im Gegensatz zum Knockdown des EGFRjnv&@ner vorangegangenen Studie
gezeigt werden konnte (Dittmann et al. 2007). Eiekder Zusammenhang zwischen der
Akkumulation des AhR durch pTyr und dem radiopratedn Effekt konnte daher nicht
gezeigt werden.

Dennoch zeigen die Daten auch deutlich, dass d&® Alr das Gesamtiberleben nach
Bestrahlung eine wichtige Funktion besitzt, dennm ééR-Knockdown reduzierte das
Gesamtuberleben der Zellen nach Bestrahlung skagmifi Es ist daher davon auszugehen,
dass die Phosphorylierung des EGFR nach pTyr-Irtkaubaicht durch den AhR vermittelt

wird.

4.3 pTyr induzierte Effekte auf die Chromatinstruktur von TP53-Wildtypzellen

Es ist bereits bekannt, dass es durch pTyr zu éeschleunigten DNA-Reparatur nach
ionisierender Bestrahlung kommt (Wanner et al. 2008 diesem Zusammenhang konnte
man ebenfalls beobachten, dass pTyr zu einer Aklkatroo der DNA-PK, einem
Schlusselprotein der DNA-Reparatur, im Zellkernrtiibittmann et al. 2007).

Diese Beobachtungen veranlassten uns zu der Annalase pTyr einen direkten Einfluss
auf die DNA und die Proteine der DNA-Reparatur hat.
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Kommt es nach ionisierender Strahlung zu SchaderdeanDNA, muss diese erst fir
Reparaturproteine zuganglich gemacht werden, deanedkaryotische DNA ist mithilfe
verschiedener Histone in eine kompakte aber dyrdmi€hromatinstruktur verpackt, welche
sie fUr Proteine schwer zuganglich macht (Kornd&¥g4; Kornberg and Thomas 1974).

Eine sehr bekannte Histon-Modifikation nach ionmsieler Bestrahlung ist die
Phosphorylierung von H2AX zyH2AX, welche auch fir die Quantifizierung von DNA-
Doppelstrangbrichen (DSBs) genutzt wird. Die Phogglerung von H2AX bereitet die
Bindestellen fir DNA-Reparatur-Proteine an die DMAinem Bereich von 2 Mbp um einen
DSB herum vor. AnschlieRend kommt es zur Hyperdieetyng der Histone H3 und H4, was
zur Offnung und zur Relaxation der DNA fiihrt. Diis$ fir eine effektive Reparatur der
DNA-Schaden notwendig (Rogakou et al. 1998; Rogaioal. 1999; Paull et al. 2000). Die
Acetylierung der Histone H3 und H4 stellt somiteginlimitierenden Faktor fir die DNA-
Reparatur dar (Wang and Hayes 2008; Choi and HO08)2

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werdesssdes zu einem deutlichen Anstieg der
Acetylierung/ Phosphorylierung an Histon H3 (K910$ nach pTyr-Prainkubation oder
Bestrahlung in allen untersuchten TP53-Wildtypzekam. Dieser Einfluss von pTyr auf die
Acetylierung/ Phosphorylierung des Histons H3 erlicty eine Offnung der
Chromatinstruktur auch ohne Bestrahlung und dadwetten schnelleren Zugang fur
Reparatur-Proteine an die DNA nach ionisierendeaiiing. Jedoch zeigte sich beim
zeitlichen Verlauf der Acetylierung/ Phosphoryliegudes Histons H3 (K9 / S10) nach pTyr-
Behandlung bereits ein starker Anstieg ab drei &uarinkubationszeit. Da jedoch im Vorfeld
bereits gezeigt werden konnte, dass fur den valiisg@n protektiven Effekt von pTyr drei
Stunden Prainkubation nicht ausreichend sind, stheauch die Acetylierung/
Phosphorylierung des Histon H3 (K9 /S10) nur eieiterer Effekt von pTyr in einem
komplexen Wirkungsspektrum zu sein und passt vontlichen Auftreten zu bereits
bekannten molekularen Effekten von pTyr.

Ein Anstieg der Acetylierung/ Phosphorylierung deéstons H3 (K9 /S10) durch pTyr
konnte jedoch nicht in den untersuchten TP53-matieZellen beobachten werden (FaDu,
A549PON-P53mut). Dies kdnnte darin begriindet s#ss das Grundlevel an Acetylierung
in den untersuchten TP53—mutierten Zellen beréikehlag als in den TP53-Wildtypzellen.
Fur die Acetylierung von Histonen an DNA-Schadererodiir die Transkription und
Translation der DNA sorgen Histon-Acetyltransferagd ATs). Diese hyperacetylieren nach
Aktivierung spezifische Histone, was zur Entspamnund Offnung der DNA-Struktur fiihrt

und diese fur Reparaturproteine zuganglich macah@vand Seto 2007).
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Aufgrund von Daten anderer Studien war zu vermulless fir die Acetylierung des Histons
H3 an Lysin 9 am wahrscheinlichsten zwei HATs imd& kamen: Die Acetyltransferase
P300 oder Tip60.

P300 und sein Paralog CBP (CREB binding proteimpgen zur KAT3-Familie der humanen
Acetyltransferasen. Defekte in der Acetylasefunktiton P300 haben schwere Auswirkungen
fur die Zelle, da P300 durch seine Acetylasefahtgkeht nur eine wichtige Funktion bei der
Reparatur von DSBs besitzt, sondern u. a. auchratsskriptionsfaktor wirkt (Ogryzko et al.
1996).

Als weiterer Kandidat wurde Tip60 untersucht. TipBD eine Acetyltransferase aus der
gro3ten Familie der humanen Acetyltransferasen MI¢ET-Familie (Carrozza et al. 2003;
Squatrito et al. 2006). Uber Tip60 und P300 istdpekt, dass sie Lysine der Histone H3 und
H4 nach DNA-Doppelstrangbriichen acetylieren und isam a. den Reparaturproteinen
Ku70, Ku80 und letztlich der DNA-PK den Zugang z2nd>SBs ermdoglichen (Kimura and
Horikoshi 1998; Bird et al. 2002; Downs et al. 20Bdisch et al. 2004; Sun et al. 2005; Murr
et al. 2006; Tang et al. 2006; Sun et al. 2007;dtial. 2009).

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass eseweach pTyr-Inkubation noch nach
Bestrahlung zu einer Steigerung der Aktivitdt va@0® kommt. Gleichzeitig konnte jedoch
festgestellt werden, dass Tip60 nach pTyr-Inkulmabder Bestrahlung sowohl im Zellkern
akkumuliert als auch eine gesteigerte Aktivitatveeibt. Zudem konnte eine verstarkte
Bindung zwischen Histon H3 und Tip60 sowohl nachstBehlung als auch pTyr-
Prainkubation beobachtet werden.

Aufgrund dieser Daten ist davon auszugehen, dasgeBteigerte Acetylierung von Histon
H3 nach pTyr-Inkubation durch die Histon-Acetyltséarase Tip60 verursacht wird.

Dittmann et al. haben 2011 in ihrer Arbeit zeigémrken, dass es nach EGFR-Knockout zu
keiner strahlungsinduzierten Aktivitat von Tip60duauch nicht zur Histon H3-Acetylierung/
-Phosphorylierung an K9/ S10 kommt. Demnach isveumuten, dass die pTyr vermittelte
Phosphorylierung des EGFR zur Akkumulation und ¥iktung von Tip60 im Zellkern fuhrt,
welches dort fur die steigende Acetylierung/ Phosgierung von Histon H3 an Lysin 9
bzw. Serin 10 verantwortlich ist.

Zudem gibt es einen Zusammenhang zwischen Tip60T#E8. Aus friheren Arbeiten ist
bekannt, dass fur die Produktion eines aktiven PR%3 am Lysin 120 acetyliert werden
muss. Fur diese Acetylierung ist Tip60 notwendilgq®t al. 2011; Naidu et al. 2012).
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Betrachtet man den zeitlichen Verlauf der Akkumolatund Aktivitat von Tip60 nach pTyr-
Behandlung in dieser Studie, so sieht man auch d#ess fir die maximale Proteinmenge und
Aktivitat eine Prainkubationszeit von 16 Stundemwendig ist. Jedoch ist bereits nach einer
Stunde pTyr-Behandlung ein Anstieg der Tip60-Koneion als auch dessen Aktivitéat zu
beobachten. Diese schnellen Effekte nach pTyr-Bdlhag scheinen entweder noch nicht
auszureichen fur einen signifikanten protektivefelEf oder es sind noch weitere zellulare
Vorgange notwendig, um die Zellen ausreichend sngf Bestrahlung vorzubereiten.

4.4 pTyr beeinflusst den Metabolismus der Zelle

Die bisher schon bekannten Effekte von pTyr auf@meomatinstruktur, der Transport von
Proteinen aus der Zellmembran in den Kern oder aiehAktivierung von Proteinen sind
Energie verbrauchende Prozesse. Es war daher artenywdass pTyr auch einen starken
Einfluss auf den Metabolismus besitzt.

Zellen ziehen lhre Energie primar aus Glukose, neekie aus ihrer unmittelbaren Umgebung
aufnehmen und diese dann auf verschiedenen WegdgnifEnergietrager ATP umwandeln,
der fur die einzelnen zellularen Effekte als diezkEnergielieferant zur Verfligung steht.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werdesssdnach pTyr-Inkubation in den ersten
Stunden die ATP-Menge in den Zellen signifikanigiteDiese vermehrte Produktion an ATP
kann mehrere Ursachen haben, zum einen kann dle Zglen erhohten Bedarf an ATP
besitzen oder einen verringerten Abbau. Aufgrursl Alestiegs der AMPK-Phosphorylierung
ist aber zu vermuten, dass das Verhéltnis von AMP:4estiegen ist. Dies wird durch den
Sensor AMPK wahrgenommen und die Produktion vonrm#efP veranlasst (Towler and
Hardie 2007). Nach 16 Stunden Vorbehandlung sinktAP-Menge in den Zellen jedoch
wieder nahezu auf den Ausgangslevel ab. Dies lgistiié Vermutung, dass die pTyr-Effekte
auf die Zelle, die zur Vorbereitung des radiopraten Effekts notwendig sind, nach 16
Stunden abgeschlossen zu sein scheinen.

Nach Bestrahlung mit ionisierender Strahlung koremizu einem kurzzeitigen Absinken des
ATP-Gehalts in den Zellen, der sog. ATP-Krise. Biegrlauft in den Zellen, die zuvor mit
pTyr vorbehandelt wurden, etwas flacher als in gelpehandelten Zellen und der ATP-Level
liegt auch Uber den gesamten Untersuchungszeitidn@mdem der Kontrolle.

Dies konnte darauf hindeuten, dass durch die Edfekin pTyr vor der Bestrahlung viele
energieaufbrauchende Prozesse, die ansonsten eacBedtrahlung beginnen, bereits im

Vorfeld abgeschlossen waren, wie beispielsweis®ffieung der Chromatinstruktur.
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Durch den steigenden Energiebedarf der Zellen endlaftir notwendigen Bereitstellung von
ATP bendtigt die Zelle auch eine erhéhte Menge lukdse als Energielieferanten.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass nagyr-Behandlung die Glukoseaufnahme
gegenuber den unbehandelten Zellen erhéht war, b&cBtunden pTyr-Prainkubation war
die Differenz der Glukoseaufnahme zwischen den habheelten Zellen und denen mit pTyr-
Behandlung am hdchsten.

Diese Ergebnisse zeigen, dass eine pTyr-Behandluivgkt oder indirekt die
Glukoseaufnahme erhdht und somit der Zelle groReregen an Energie in Form von ATP
fur weitere energieaufbrauchende Prozesse der ZaHleesffektiven Vorbereitung auf eine
Strahlenexposition zur Verfligung stehen.

Zur Aufnahme von Glukose stehen den Zellen priefipgwei Familien an Glukose-
Transportern zur Verfigung. Zum einen die tragdaginwermittelten Glukose-Uniports
(GLUTSs), die Glukose entlang des Konzentrationsgraén transportieren und zum anderen
die Natrium-Glukose-Kotransporter-Familie (SGLTdper den Glukosetransporter SGLT-1
ist aus anderen Studien bekannt, dass dieser HKisiekamit dem EGFR in der Zellmembran
vorliegt (Engelman and Cantley 2008; Weihua e2@08). Da die Effekte von pTyr auf den
EGFR schon lange bekannt sind, wurde vermutet, di@s&rhdéhung der Glukoseaufnahme
nach pTyr-Behandlung mdglicherweise Uber den SGLlviednittelt wird (Dittmann et al.
2007). Diese Annahme konnte in dieser Arbeit b&stéerden, da nach Zugabe des SGLT-1-
Inhibitors Phloridzin die Glukoseaufnahme nach prgduziert werden konnte. Es ist daher
zu vermuten, dass pTyr auf den Gesamtkomplex voRREGnd SGLT-1 aktivierend wirkt,
wodurch einerseits tber den SGLT-1 mehr Glukoseién Zellen transportiert wird und
andererseits der aktivierte EGFR in den Zellkermdeat, wo er Effekte auf die DNA-
Reparatur hat. In dieser Arbeit konnten auch dgeBnisse von Weihua et al. 2008 bestatigt
werden, dass in Zellen, in denen der SGLT-1 hoghlrert ist, ebenfalls die Expression des
EGFR verstarkt ist.

Zudem wirkt der SGLT-1-Inhibitor Phloridzin auchgagiv auf den Effekt von pTyr auf die
Acetylierung/ Phosphorylierung des Histons H3 (KRLO). So fihrt eine 24-stindige
Phloridzin-Behandlung allein zwar zu einer Acetyliegy des Histons H3 (K9 /S10), in
Kombination mit pTyr sinkt diese jedoch sehr schrdl. Es scheint somit so, als wirde
Phloridzin dem pTyr-Effekt entgegenwirken. Die Aafime von Glukose mithilfe des SGLT-

1-Transporters scheint somit essentiell fur denrdffekt zu sein.

64



Diskussion

Zellen wandeln aufgenommene Glukose unter aerobedinBungen primar Uber zwei
maogliche Wege in ATP um: zum einen Uber die Atmbege, zum anderen uber die
Laktatproduktion.

In der vorliegenden Studie wurden die Effekte vdiyrpauf die Atmungskette untersucht, da
Zellen mit Wildtyp-TP53 primér ihre Energie UberedAtmungskette gewinnen und der
radioprotektive pTyr-Effekt bisher nur bei TP53-Wilpzellen zu beobachten war (Warburg
1956a; Pedersen 2007; Yeung et al. 2008; Madan20H1).

Fur die Atmungskette ist die Funktion der Mitochoed von essentieller Bedeutung, denn
sowohl die Elektronentransportkette (Atmungskedis)auch die ATP-Synthase sind an der
Innenmembran der Mitochondrien lokalisiert (Kadestb&2003). Die ATP-Synthase wird
dabei von einem Protonengradienten angetriebenjibler der mitochondrialen Membran
liegt und dessen Kraft zum grof3ten Teil in Form deschondrialen Membranpotentials
(MMP) gespeichert ist. Die effektive Funktion dertdthondrien ist dabei abhangig von
einem stabilen MMP. Sinkt das MMP rapide ab, sortfithes meist zur Induktion der
Apoptose, wahrend ein Anstieg zur Hyperpolarisatiod somit zu einer erhéhten Produktion
von ROS fihrt (Gottlieb et al. 2003; Suski et &l12).

Bei der Untersuchung von Effekten von pTyr auf AP konnte ein leichtes Absinken Uber
den Zeitraum von 16 Stunden beobachtet werdenebiAbsinken ist jedoch noch weit Gber
der Depolarisationskontrolle mit CCCP, einem Blacler Elektronentransportkette. Es ist
daher davon auszugehen, dass dieses erniedrigte MdbtPkeine Apoptose einleitet, sondern
nur eine Stabilisierung darstellt. Eine Initiatidar Apoptose wirde auch zu einer reduzierten
Wachstumsgeschwindigkeit nach pTyr-Inkubation fahrelies konnte jedoch bei der
verwendeten Konzentration in vorangegangenen Urtbusgen nicht beobachtet werden.
Das stabilisierte MMP verandert sich auch nach sienénder Bestrahlung in den
durchgefuhrten Untersuchungen nicht mehr, wahrendneden unbehandelten Zellen zu
einem rapiden Abfall des MMPs nach Bestrahlung korand dieses dann wieder auf den
Level der mit pTyr-vorbehandelten Zellen ansteldjeser voribergehende starke Abfall des
MMPs in den unbehandelten Zellen erklart den stérkeAbfall des ATP-Levels der
unbehandelten Zellen nach Bestrahlung. Das redazMMP konnte jedoch auch in einer
reduzierten Anzahl von Mitochondrien begriindet sg@ias diesem Grund wurden in dieser
Arbeit auch die Auswirkungen von pTyr auf die Zam Mitochondrien untersucht. Dabei
zeigte sich, dass die Zahl der Mitochondrien in d@sten drei Stunden nach pTyr-
Behandlung sank, nach 16 Stunden jedoch wiedeAdagangsniveau erreichte. Das stark

erniedrigte MMP nach 16 Stunden pTyr-Inkubatiorulgsrt daher nicht aus einer reduzierten
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Zahl von Mitochondrien. Eine mdgliche Erklarung waine pTyr-assoziierte Abschaltung
der Mitochondrien.

Der frihe Effekt auf die Mitochondrienzahl nach pTiykubation konnte sowohl bei der
TP53-Wildtyp-Krebszelllinie A549 als auch bei demutfibroblasten HSF7 nachgewiesen
werden. Die Krebszelllinie FaDu, die ein mutierfEB53 besitzt, zeigte dagegen einen
Anstieg der Mitochondrienzahl nach pTyr-Behandlung.

Aufgrund der Beobachtung, dass die Mitochondriehmald das MMP in den ersten Stunden
sinkt, wahrend der ATP-Level zeitgleich ansteigt,davon auszugehen, dass der Anstieg des
ATP-Levels nach pTyr-Behandlung nicht Uber die wfitendriale Atmung erzeugt wird. Aus
verschiedenen Studien ist bekannt, dass eine Redulier mitochondrialen Atmung einen
positiven Effekt auf das Zelliberleben nach Beswrady hat. Dies scheint vor allem darin
begriindet zu sein, dass beschadigte oder hypegpette Mitochondrien zu einer verstarkten
Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies (ROQ)reiti, welche fir die Zelle sehr
schadliche Folgen haben (Suski et al. 2012). Deb&ehtete Einfluss von pTyr auf die Zahl
und Aktivitdt der Mitochondrien verhindert eine éhte Produktion von ROS nach
Bestrahlung und wirkt dadurch radioprotektiv. Déméren Glukoseverbrauch, den die Zellen
durch eine Umstellung auf Laktatproduktion besitzgteichen sie Uber eine erhohte
Glukoseaufnahme mithilfe des SGLT-1-Transportess au

Nach Bestrahlung mit 4 Gray konnte im Rahmen didsbeit beobachtet werden, dass es in
A549-Zellen zu einem Anstieg der Mitochondrien Utbgren Zeitraum von 48 Stunden kam,
es jedoch keine signifikanten Unterschiede zwisdbheimandelten und unbehandelten Zellen
Zu geben scheint.

Bei den FaDu-Zellen ist nur in der unbestrahltemtfale eine erhdhte Mitochondrienzahl in
den pTyr-vorbehandelten Zellen zu beobachten, die8emd sinkt in den pTyr-behandelten
Zellen die Mitochondrienzahl auf den Level der umdoedelten ab und bleibt dann tber
48 Stunden stabil.

Alle molekularen fur die Radioprotektion relevantétrozesse finden daher vor der
Bestrahlung innerhalb der 16-stiindigen pTyr-Vorinelhangszeit statt.

Das Absinken der Mitochondrienzahl innerhalb destear 6 Stunden nach pTyr-Gabe kann
verschiedene Ursachen haben. Eine mdgliche Ursaldse schnellen Absinkens der
Mitochondrienzahl kann Mitophagie sein. Bei der dpihlagie handelt es sich um eine
selektive Form der Autophagie bei der Mitochonddagebaut werden und die Bestandteile

zurick in den Stoffwechsel flielRen.
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Die selektive Elimination von beschadigten oderUberzahl vorhandenen Mitochondrien
durch Mitophagie ist einer der bedeutendsten Mdsh@an der mitochondrialen
Qualitatskontrolle (Lemasters 2005; Kim et al. 2007

Als Initiatorprotein der Autophagie ist AMPK bekan®AMPK wird bei ATP-Mangel oder
Umweltstress phosphoryliert und ist danach in dagd, ULK1 durch Phosphorylierung zu
aktivieren. ULK1 gilt als ein Initiatorprotein dallgemeinen Autophagie und, tber die
Aktivierung von Atgl3, im Besonderen auch fur diedghagie (Huang and Snider 1995;
Wang et al. 2001; Kundu et al. 2008; Joo et al1201

Nach pTyr-Inkubation kommt es bereits nach einen& zu einem deutlichen Anstieg von
PAMPK in A549-Zellen. Zum selben Zeitpunkt begimi¢ Mitochondrienzahl signifikant zu
sinken. Diese Korrelation unterstitzt die Annahdess es nach pTyr-Inkubation anfanglich
zu einem Anstieg der Mitophagie kommt, was zum Aksn der Mitochondrienzahl flhrt.
Eine weitere Bestéatigung dieser Annahme lasst (#er die Ergebnisse von Studien zur E3-
Ligase Parkin finden. Kommt es zum Absinken desochibndrialen Membranpotentials
(MMP), so fuhrt dies zur Stabilisierung des mitoetinalen Aulienmembranproteins PINK1,
einer Kinase, deren Signale zur Rekrutierung vomkiRazum Mitochondrium fihren
(Narendra et al. 2008; Matsuda et al. 2010; Vivas#a et al. 2010). Unter physiologischen
Bedingungen liegt Parkin inaktiv im Cytosol vor,i Iphysiologischem und pathologischem
Stress translokalisiert es jedoch PINK1-abhangigienbeschadigten Mitochondrien, wo es
mitochondriale Proteine wie VDAC1, Mfnl, Mfn2 unctitere Proteine ubiquitiniert (Gegg et
al. 2010; Geisler et al. 2010; Matsuda et al. 2®dhle et al. 2010; Ziviani et al. 2010).

Kommt es in A549-Zellen zu einer Blockierung desL$@ durch den Inhibitor Phloridzin,
so sinkt auch die Zahl der Mitochondrien. Die Utsmadkodnnte in einem gedrosselten
Stoffwechsel der Zellen aufgrund des Nahrstoffméndjegen oder in einer Induktion der
Mitophagie auf Grund des Glukosemangels.

Werden die mit Phloridzin vorbehandelten Zellenatzisch mit pTyr inkubiert, so kommt es
nach drei Stunden zu einem kurzzeitigen AnstiegMigochondrien. Dies lasst sich durch
den steigenden Energiebedarf der Zelle erklarea.|Bhibierung des SGLT-1 reduziert die
Aufnahme von Glukose in die Zelle stark, so dassaliversucht, vermehrt Energie Uber die
effiziente mitochondriale Atmung zu gewinnen.

Eine Vorbehandlung mit dem SGLT-1-Inhibitor Phlaiid fihrte in A549-Zellen zu einer

Erniedrigung der Mitochondrienzahl. Da es durch bhikibierung des SGLT-1 zu einer
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reduzierten Versorgung der Zellen mit Glukose kopmkinnte dies ein Zeichen dafir sein,

dass die Zellen ihren Metabolismus gedrosselt haben

Aufgrund der Ergebnisse der vorliegenden ArbeissdaTlyr Einfluss auf die mitochondriale
Aktivitdt und Zahl nimmt, wurden auch die molek@arEffekte auf mitochondriale Proteine
Uberprift.

Die Cytochrom-C-Oxidase (COX) stellt einen beded&n Proteinkomplex der
mitochondrialen Atmungskette dar. Eine der 13 Umidreiten dieses Komplexes, COX-2,
konnte in dieser Arbeit als TP53-Wildtyp-abhangigpobachtet werden. Dies bestétigt die
Studie von Matoba et. al., die 2006 in Ihrer Stuekebffentlichten, dass sie in TP53-Null-
Zellen eine um 25 % herabgesetzte COX-Aktivitat seaskonnten.

Der Faktor SCO2, der fir den Einbau von COX2 in @&X-Komplex notwendig ist, wird
durch TP53-Wildtyp induziert. Eine TP53-Mutatiorhftiaber nach der Studie von Matoba et.
al., 2006 nicht immer zu einer Veranderung desdtlavels, was auch in dieser Arbeit
bestatigt werden konnte.

Wir konnten in dieser Arbeit zudem zeigen, dasge &@rhandlung von TP53-Wildtyp-Zellen
mit pTyr auch auf molekularer Ebene Effekte auf Basteinlevel von COX2 und SCO2 hat.
Wie schon bei der Messung der Mitochondrienzatd, idherhalb der ersten 16 -Stunden-
Behandlungszeit zuerst sank und dann wieder dagiahgslevel erreichte, verlauft das
COX2-Proteinlevel in der cytoplasmatischen Frakpanallel.

Der kurzzeitige Verlust an COX2 wird jedoch von déellen schnell durch eine erhéhte
Translation von COX2 im Endoplasmatischen Retikylumelches sich in der gezeigten
Kernfraktion befindet, und die steigende Proteinggeendes Einbaufaktors SCO2 im
Cytoplasma ausgeglichen.

Dieser Abbau von Mitochondrien durch Mitophagie whel anschlielende Neusynthese von
Mitochondrien, welche jedoch ein verringertes Putééngeringere Aktivitat) aufweisen,
senkt das Risiko der Zellen vor erhéhten Mengen R@S durch defekte oder
hyperpolarisierte Mitochondrien. Zusatzlich ist &i&P-Gewinnung Uber die Laktatatmung
deutlich schneller als die der mitochondrialen Atigu

Der Wechsel von mitochondrialer Atmung zu Laktatatign wird zudem durch eine erhdhte
Menge an Glukosetransportern in der Zellmembrarst&ekt. Dies konnte auch in dieser
Arbeit durch den Anstieg des Glukosetransporterd ISG beobachtet werden (Liu et al.
2010).
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Zellen sind durch pTyr-Behandlung somit in der Lagach erfolgter Schadigung der DNA
diese schneller zu reparieren und zusatzlich dagkdrvor weiteren Schaden durch ROS zu

verringern.
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Abb. 4.1: Wirkungsweise von pTyr in TP53-Wildtypzellen
Schematische Darstellung der bisher bekannten teffekn pTyr in TP53-Wildtypzellen

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen neue und kaxeplgirkungsweisen des Radioprotektors
pTyr auf. Dabei sind zwei groRe Wirkungsspektresobeers hervorzuheben: zum einen die
Wirkung auf den Metabolismus der Zelle, der dieaschange bekannte TP53-Abhangigkeit
von pTyr erklaren kann und zum anderen die Wirkanfydie Chromatinstruktur, welche die
ebenfalls schon friiher beobachteten Effekte aubD#i&-Reparatur erklaren kann.

Diese neuen Erkenntnisse unterstreichen noch eimasl Potential dieses schon langer
bekannten Radioprotektors fur die Behandlung vambKpatienten im Vorfeld einer
Strahlentherapie. Zukinftig konnte dies die Lebenftit der Patienten durch eine
Verringerung der Nebenwirkungen der Strahlentheragirbessern und die Therapieerfolge

verstarken.
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5. Zusammenfassung
Im Rahmen der Krebstherapie stellt die Strahleaihier einen sehr wichtigen Teil der

aktuellen medizinischen Behandlungen dar. EtwaHdite aller Krebspatienten wird neben
weiteren therapeutischen MalRnahmen, wie Operatioden Chemotherapie, mit Strahlung
behandelt. Es ist durch verbesserte Algorithmen @adite mittlerweile moglich, die Dosis
und den zu bestrahlenden Bereich sehr préazisegrigrzzen. Dennoch wird noch immer auch
gesundes Gewebe bestrahlt. Um die Nebenwirkungersuiehlentherapie im umliegenden
gesunden Gewebe so niedrig wie moglich zu haltémné&n Radioprotektoren eingesetzt
werden. Ein sehr aussichtsreicher Kandidat ist iddae in dieser Arbeit naher untersuchte
O-Phospho-L-Tyrosin (pTyr).

Es konnte hier gezeigt werden, dass eine 16-sténWligrinkubation mit pTyr zu einer
effektiven Radioprotektion der TP53-Wildtypzelleni A549 fuhrt. Bei kirzeren
Behandlungszeiten konnte dieser Effekt nicht nawsiegen werden.

Vorangegangene Untersuchungen mit pTyr hatten geztss es nach einer Inkubation von
Zellen mit pTyr zu einer Akkumulation des EpidereraMWachstumsfaktors (EGFR) und des
Aryl-Hydrokarbon-Rezeptors (AhR) im Zellkern komnih. der vorliegenden Arbeit konnte
diese Beobachtung bestatigt werden und aul3erdetge$tslit werden, dass es zu einer
Bindung zwischen dem AhR und dem EGFR nach pTyraBdlung kommt.

Jedoch zeigte ein AhR-Knockdown deutlich, dass dasch eine pTyr-Vorbehandlung
verbesserte klonogene Uberleben nach Bestrahluig wvom AhR abhangig ist. Allerdings

scheint der AhR bedeutend fur das Gesamtiiberledbgmionisierender Strahlung zu sein.

Stattdessen konnte diese Arbeit zeigen, dass @yreBehandlung in TP53-Wildtypzellen zu
einer verstarkten Offnung der DNA durch eine vekd&Acetylierung/ Phosphorylierung an
Histon H3 (K9/ S10) ohne vorige Bestrahlung fiilrie Offnung der DNA ist eine wichtige
Voraussetzung, damit Reparaturproteine an DNA-Smmagdelangen und diese beheben
kénnen. Dieser Effekt konnte bei den untersuchtBd3Fmutierten Zelllinien jedoch nicht
beobachtet werden, da diese von vornherein einreghfcetylierungslevel aufwiesen als die
TP53-Wildtypzellen.

Diese Acetylierung an Histon H3 konnte in diesebdit in Zusammenhang mit der Histon-
Acetyltransferase Tip60 gebracht werden. Nach giikubation akkumuliert Tip60 ebenfalls
in dem Zellkern und zeigt eine gesteigerte Aktivit&vas bei der ebenfalls untersuchten
Acetyltransferase P300 nicht beobachtet werdenteonn

Da die bereits bekannten pTyr-Effekte sehr eneuvfi@endige Signalkaskaden in Gang
setzen und zudem auch ein Zusammenhang zwische® uriebder mitochondrialen Atmung
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Zusammenfassung

bekannt ist, wurden in dieser Arbeit auch die Bifekon pTyr auf den Metabolismus néher
untersucht.

Hierbei konnte gezeigt werden, dass die TP53-Waiziylen nach pTyr-Behandlung eine
erhohte Aufnahme an Glukose aufwiesen, welche ieer Glukosetransporter SGLT-1
stattfand und zu einem vorriibergehend erhéhten Baw! flhrte. Gleichzeitig sank jedoch
das mitochondriale Membranpotential ab, was fie egduzierte Aktivitat der Mitochondrien
spricht. Die Anzahl an Mitochondrien sank ebenf&llszzeitig ab, stabilisierte sich nach
16 Stunden jedoch wieder.

Die Ursache liegt vermutlich darin, dass die Zelléme Energiegewinnung von
mitochondrialer Atmung auf die bei Bestrahlung 8eab Laktatfermentation verschieben.
Der vorubergehende Abfall der Mitochondrienzahl wshrscheinlich durch Mitophagie
bedingt, hierfir spricht auch der beobachtete A&gstdes Autophagie-Initiatorproteins
AMPK. Das vorubergehende Absinken der Mitochondradmh konnte auch auf molekularer
Ebene auf der Basis des Proteinlevels der Cytoci@e@xidase 2 (COX2) und dessen flr
den Einbau in den COX-Komplex notwendigen FaktoO3®estatigt werden.

Offenbar fuhrt eine pTyr-Inkubation zu einem Abbgan wahrscheinlich &@lteren oder
defekten Mitochondrien und einer anschlieBendensitghese. Gleichzeitig wird aber die
Aktivitat der Mitochondrien herabgesetzt, was dielleh vor einem erhohten ROS-Level
nach Bestrahlung schitzt. Die Zelle wird ihre notdige Energie stattdessen durch die
Glykolyse decken, fir die sie aufgrund der herabggdsn Effektivitat eine gesteigerte Menge
an Glukose aufnimmt.

Zusammenfassend kann man festhalten, dass pTyrht@iween positiven Einfluss auf die
DNA-Reparatur hat, als auch Einfluss auf den Mdtaivus der TP53-Wildtypzellen austibt
und ihnen damit bessere Voraussetzung schafft, veeremschliel3end zu einer Bestrahlung
der Zellen kommit.

Es ist zu hoffen, dass diese Erkenntnisse in Zukmafeiner nebenwirkungsérmeren und

sogar effektiveren Strahlentherapie von Krebsptgiefiihren werden.
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6. Abkirzungen

Abb Abbildung

Acetyl-CoA Acetyl-Coenzym A

ADP Adenosindiphosphat

AhR Arylhydrokarbonrezeptor

AMPK AMP-activated protein kinase

APS Ammoniumpersulfat

ARNT Arylhydrocarbonreceptor-Nuclear-Translhmca

ATP Adenosintriphosphat

BBI Bowman-Birk-Proteaseinhibitor

BER Basen-Excisionsreparatur

BSA Rinderserumalbumin

°C Grad Celsius

CCCP Carbonylcyanid-m-Chlorphenylhydrazon

COX Cytochrom-c-Oxidase

DAPI 4’, 6’-Diamidino-2-Phenylindol

DMEM Dulbeccos’s Modified Eagles Medium

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsaure

DNA-PK DNA-abhéangige Proteinkinase

DSB Doppelstrangbruch

ECL Enhanced Chemolumineszenzreaktion

EDTA Ethylendinitrilotetraessigsaure

EGF Epidermaler Wachstumsfaktor

EGFR Epidermaler Wachstumsfaktorrezeptor

ELISA Enzyme linked immunabsorbent assay

FADH2 Flavin-Adenin-Dinukleotid

FCS Foetales Kalberserum

g Gramm

Gy Gray

h Stunde(n)

HAT Histon-Acetyltransferasen

HEPES 2-(4-2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl1)-
Ethansulfonsaure

HSF Humane Hautfibroblasten

IP Immunprazipitation

IR lonisierende Strahlung

kDa Kilodalton

Lsg. LOsung

mA Milliampere

min Minuten

mi Milliliter

mm Millimeter

MMP mitochondriales Membranpotential

MMR Mismatch-Reparatur

Mut Mutation

NADH Nicotinsdureamid-Adenin-Dinukleotid

NER Nukleotid-Excisionsreparatur

NHEJ nichthomologes Endjoining

M Molar
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PBS Phosphatgepufferte Salzldsung

PTM posttranslationale Modifikation

pTyr O-Phospho-L-Tyrosin

RNA Ribonukleinsaure

rpm Umdrehungen pro Minute

RT Raumtemperatur

SCO2 synthesis of cytochrome-c-oxidase 2
SD Standardabweichung

SDS Natrium-Dodecylsulfat

SE Standardfehler

SF Uberlebensrate

SGLT Natrium-Glukose-Kotransporter-Familie
SiRNA small interfering RNA

TEMED N‘, N, N‘, N*-Tetramethylethylendiamin
Thr Threonin

TMRE Tetramethylrhodamin-Ethyl-Ester

uv Ultraviolette Strahlung

Vv Volt
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