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Zusammenfassung

0 Zusammenfassung

Zur Optimierung der Radiotherapie von soliden Tumoren werden selektiv radioprotektive
Substanzen gesucht, die eine hoéhere Strahlendosis im Tumorgewebe bei gleichzeitigem
Schutz des umliegenden Normalgewebes erlauben. Daruiber hinaus sind solche radioprotektiv
wirksamen Stoffe auch in Hinblick auf Strahlenexposition in Umwelt und Beruf und der

Minimierung der daraus resultierenden Schéden von Interesse.

In dieser Arbeit wurde Ortho-Phospho-L-Tyrosin (pTyr) eingehender untersucht. Es handelt
sich dabei um ein Aminosdurederivat, das auch beim Verdau des Bowman-Birk-Inhibitors
(BBI) aus der Sojabohne entsteht und welches selektiv radioprotektive Eigenschaften in
Zellen mit Wildtyp-TP53 aufweist.

Eine 16-stindige pTyr-Behandlung vor Bestrahlung verbesserte sowohl nach
niederenergetischer y-Strahlung, als auch nach hochenergetischer a-Teilchen-Strahlung das
klonogene Uberleben der TP53-Wildtyp-Zelllinien A549 und HSF4. Dabei zeigte sich eine
beschleunigte Reparatur von DNA-Doppelstrangbriichen (DNA-DSB), ersichtlich an einer
schnelleren Abnahme der mit DNA-DSB assoziierten YH2AX-positiven Foci. In Zellen mit
mutiertem TP53 bewirkte pTyr im Gegensatz dazu ein reduziertes Uberleben und eine

verlangsamte Reparatur.

Da bislang lediglich bekannt war, dass pTyr TP53-abhéngig wirkt und dabei eine
Phosphorylierung und nukledre Translokation des EGFR bewirkt, wurde untersucht, tber
welche Signalketten eine verbesserte DNA-Reparatur eingeleitet wird und welche

molekularen Veranderungen dies nach sich zieht.

Es konnte gezeigt werden, dass pTyr eine Reihe reparaturrelevanter Proteine beeinflusst. So
kommt es zu einer Stabilisierung der ATM, einer EGFR-vermittelten Aktivierung des
P13-Kinase/ AKT-Signalwegs und einer damit verkniipften Aktivierung der DNA-PK sowie
einer Inhibierung des AKT-Substrats GSK3. Gleichzeitig bewirkt pTyr eine Offnung des
Chromatins, sodass die rekrutierten Reparaturproteine Schaden leichter erkennen und beheben

kdnnen.

Eine Behandlung mit pTyr bewirkte dartiber hinaus einen kurzfristigen Wechsel zur aeroben

Glykolyse, was einen Anstieg der zellularen Laktatkonzentration mit sich brachte. In



Zusammenfassung

bestimmten Konzentrationen wirkt Laktat antioxidativ und radioprotektiv. Da TP53-mutierte
Zellen Dbereits eine hohere Glykolyserate als Normalgewebszellen aufweisen, konnte dies
erklaren, warum sich eine pTyr-Behandlung gar nicht oder sogar eher negativ auf diese Zellen
auswirkt, da durch die pTyr-Behandlung eventuell eine kritische Konzentration an Laktat

uberschritten wird, beziehungsweise keine Steigerung des Laktats mehr moglich ist.

Gleichzeitig kam es in den behandelten Zellen zu einer Erneuerung der Mitochondrien durch
Mitophagie, so dass die Konzentration an reaktiven Sauerstoffspezies, die fir gewdhnlich im
Laufe der oxidativen Phosphorylierung in den Mitochondrien entstehen, reduziert wurde und
es zu einer Verjingung der Mitochondrienpopulation kam. Der Wechsel zur
Milchsduregarung zeigte sich auch anhand einer Phosphorylierung der Pyruvat-
Dehydrogenase (PDH), die ein Eintreten des Pyruvats in die mitochondriale Atmungskette

verhindert.

Der Wirkmechanismus von pTyr beruht also auf einem Zusammenspiel mehrerer Faktoren.
Durch die Aktivierung von Reparaturproteinen, der Relaxation des Chromatins und einer
Umstellung der Energiegewinnung werden TP53-Wildtyp-Zellen optimal auf eine
Schédigung der DNA vorbereitet und konnen somit schneller und effizienter Schéaden
reparieren. Somit besitzt pTyr nicht nur ein grofles Potenzial als Radioprotektor bei
therapeutisch eingesetzter Strahlung zum Schutz des umliegenden Normalgewebes, sondern
es spricht vieles dafiir, dass pTyr auch praventiv eingenommen einen Schutz gegen
verschiedene Arten von Strahlung bieten kann, denen man in der Umwelt oder im Beruf

ungewollt ausgesetzt ist.



Einleitung

1 Einleitung

Laut Robert-Koch-Institut und der Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in
Deutschland e.V. lag die Anzahl der Krebsneuerkrankungen im Jahr 2010 allein in
Deutschland bei 477.300, das sind ca. 1,6 % mehr als noch im Jahre 2008. Fir das Jahr 2014
ergibt die Hochrechnung einen Anstieg auf 500.900 Neuerkrankungen. Mit 218.258
Todesféllen in Deutschland im Jahr 2010 ist Krebs verantwortlich fiir etwa 25 % aller
Sterbefélle (Kaatsch et al. 2013). Wahrend in einigen Féllen eine operative Entfernung des
Tumorgewebes bereits gendgt, ist in den meisten Féllen zusatzlich eine weitere Therapie
notig, um eine vollstandige Eliminierung aller Krebszellen zu erreichen beziehungsweise ein
erneutes Wachstum verbliebener Tumorzellen zu minimieren. Hierzu wird je nach
Ausgangslage entweder Chemotherapie, Strahlentherapie oder eine Kombination aus beidem

angewandt.

Neben dem Einsatz von Strahlung in der Medizin erfolgt auch eine Exposition gegenuber
naturlich auftretender Strahlung. Diese schwankt in Deutschland zwischen 2 und 5 mSv/ a,
nur in Einzelfallen werden Werte von 10 mSv/a gemessen. Dabei wird ca. 33 % der
Strahlung von aufien aufgenommen, ca. 14 % durch Nahrung und tiber 50 % durch Einatmen
von natdrlichen radioaktiven Substanzen, wie etwa Radon (BfS 2013). Wahrend diese Werte
noch unbedenklich sind, kann wie im Falle von Fukushima Daiichi oder Tschernobyl die
Strahlenbelastung diesen unbedenklichen Wert aber auch akut um ein Vielfaches
uberschreiten und durch umfassende Schéadigung des Organismus zu der lebensgeféahrlichen
Strahlenkrankheit sowie langfristig zu einem erhohten Krebsrisiko fiihren. Des Weiteren sind
bestimmte Berufsgruppen, wie beispielsweise Piloten, Astronauten und medizinisches
Personal, aber auch Personen, die an der Produktion oder Verarbeitung von radioaktiven
Substanzen beteiligt sind, generell einer hoheren Umgebungsstrahlung ausgesetzt, was
stochastisch ein hoheres Risiko bedeutet, an Krebs zu erkranken. Die erhohte
Strahlenbelastung bestimmter Berufsgruppen fuhrt aulerdem zu einem erhohten Risiko fur

das ungeborene Leben und macht zusatzliche pranatale Diagnostik und Beratung notwendig.

Die in der Strahlentherapie bislang am hé&ufigsten eingesetzte Art der Strahlung ist
elektromagnetische y-Strahlung bzw. Rontgenstrahlung. Diese besitzt einen niedrigen linearen
Energietransfer (Low-LET). Bislang seltener eingesetzt wird Strahlung mit einem hohen

linearen Energietransfer (High-LET), wie sie a-Teilchen- oder Protonenstrahlung besitzt.

-3-
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Auch die nur indirekt ionisierende Neutronenstrahlung verursacht Strahlenschaden. Durch die
Unterschiede in der Freisetzung der auf die Zellen Ubertragenen Energie treten auch

unterschiedliche Schadensmuster in Abhangigkeit von der Strahlungsqualitét auf.

Strahlung kann direkt Einzel- oder Doppelstrangbriiche der DNA hervorrufen (DNA single
strand breaks, DNA-SSB bzw. DNA double strand breaks, DNA-DSB). Daruber hinaus spielt
die indirekte Bildung von freien Radikalen, welche wiederum zur Bildung reaktiver
Sauerstoff- (reactive oxygen species, ROS) und Stickstoffspezies (reactive nitrogen species,
RNS) fuhren, eine wesentliche Rolle bei der strahlenvermittelten Schadigung der DNA. Sind
die aufgetretenen Schaden zu gravierend, um korrekt repariert zu werden, fiihrt dies zum
Absterben der Zelle oder auch zur Tumorinitiation. In der Tumortherapie sind durch
Strahlung vermittelte Schéden im Tumor, die zum Absterben der Zellen fihren,
wiinschenswert. Einen limitierenden Faktor bildet dagegen die unerwiinschte Auswirkung der
Strahlung auf das umliegende Normalgewebe. Im Falle einer natrlichen Strahlenexposition
ist ebenfalls eine Minimierung der Schéaden erstrebenswert.

Daraus ergibt sich die Frage, wie man Normalgewebe optimal vor Strahlenschaden schitzen
kann beziehungsweise mit welchen Mitteln man eine effizientere Schadensreparatur

hervorrufen kann.

1.1 Einfluss der Strahlenqualitat auf die Zellschadigung

Das AusmaR des Schadens, der durch Strahlung auftritt, hangt zum einen von der Dosis ab,
mit der Gewebe bestrahlt wird, zum anderen von der Art der Strahlung. Rdntgen- bzw.
y-Strahlung, die oft therapeutisch oder auch diagnostisch eingesetzt wird, besitzt einen
Low-LET, bei dem die Strahlungsenergie Uber einen grofieren Bereich hinweg abgegeben
wird. Dahingegen ist bei der High-LET-Strahlung von o-Teilchen die Energie an die Masse
des Teilchens gebunden und wird bei Transmission in einem sehr begrenzten Umfeld
abgegeben. Selbst bei gleicher Energie bewirkt also vy-Strahlung ein anderes

Absorptionsspektrum und damit Schadensspektrum im Gewebe als a-Teilchen-Strahlung.

Durch die Unterschiede in der Energietibertragung l&sst sich auch ein unterschiedliches
Schadensmuster und unterschiedliche Reparaturkinetiken beobachten (Rydberg 1996, Hill et
al. 2011, Mognato et al. 2011, Wu et al. 2012). Die durch Radikalbildung verursachten
Schiaden sind bei y-Strahlung stérker abhdngig von der Sauerstoffkonzentration als bei

-4 -
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a-Teilchen-Strahlung (Frankenberg et al. 1990). Durch Teilchenstrahlung konnen
DNA-Molekile direkt geschadigt werden. Auch wird die Energie hier in einem stark
begrenzten Raum abgegeben, so dass eine hohere Schadensdichte, ein sogenannter
Cluster-Schaden, auftritt. Dabei konnen einzelne Basen beschadigt werden, aber auch
Einzelstrangbriiche und schwer zu reparierende Doppelstrangbriiche auftreten. Wéhrend
defekte Basen und Einzelstrangbriiche oft relativ leicht vom Reparaturmechanismus der Zelle
behoben werden koénnen, solange die Information auf dem komplementaren DNA-Strang
noch erhalten ist, stellen DNA-DSB ein erhebliches Reparatur-Hindernis dar. In Abhéngigkeit
der Art und der Komplexitat der Schaden treten verschiedene Reparaturmechanismen der
Zelle in Kraft (Barendsen 1994, Pinto et al. 2005, Obe et al. 2010, Tommasino et al. 2013).

Ein hoher LET fihrt bei gleicher Dosis zu einem drastisch verringerten Zelliberleben im
Gegensatz zu niedrigem LET. Auch auf molekularer Ebene lassen sich Unterschiede
feststellen. So weisen Zellen, die mit High-LET bestrahlt wurden, eine deutlich erhohte
Apoptoserate auf, was sich anhand einer verstarkten Phosphorylierung des Proteins TP53 an

Serinrest 37 nachweisen lasst (Niemantsverdriet et al. 2012).

Um Strahlungseffekte verschiedener Strahlenqualitiaten vergleichen zu kdnnen, wurde die
relative biologische Wirksamkeit (relative biological effectiveness, RBE) eingefuhrt. Dieser
Faktor beschreibt das Verhaltnis der Dosis einer untersuchten Strahlung, die einen
bestimmten Effekt hervorruft, im Vergleich zur Dosis von Réntgenstrahlung, die benétigt
wird, um denselben Effekt hervorzurufen (Friedrich et al. 2013). Dieser RBE kann je nach
biologischem Endpunkt erheblich variieren (Barendsen 1994, Barendsen 1994), etwa bei
a-Teilchen-Strahlung im Vergleich zu y-Strahlung von 1.0 £ 0.3 fir die Induktion von
yH2AX-Foci bis zu 15.3 + 5.9 fir die strahleninduzierte Bildung von Chromosomfragmenten
(Franken et al. 2011).

1.2 Reparaturmechanismen

Zellen Dbesitzen mehrere Wege, DNA-Schadden zu reparieren. Welcher dieser
unterschiedlichen Reparaturmechanismen im einzelnen Fall eingeleitet wird, ist unter
anderem abhdangig von der Art des Schadens sowie der Zellzyklusphase der geschédigten
Zelle. Die Reparatur weniger fehlerhafter Basen kann mithilfe der Basenexzisionsreparatur
(BER), der Nukleotidexzisionsreparatur (NER) sowie mittels Mismatch-Reparatur bzw.
Basenfehlpaarungsreparatur (MMR) erfolgen. Dabei kdnnen durch BER kleine Basenschaden

-5-
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von bis zu 30 Nukleotiden, welche die Helixstruktur nicht beeinflussen, herausgeschnitten
und erneuert werden. NER beseitigt auch groRere, die Helixstruktur stérende L&sionen, wie
zum Beispiel Pyridindimere oder 6,4-Photoprodukte. Die MMR beruht auf der Fahigkeit der
Korrekturlesung der DNA-Polymerase bereits wéahrend der Synthese eines Strangs, wodurch
vor allem fehlgepaarte Watson-Crick-Basenpaare erkannt und korrigiert werden (Ciccia und
Elledge 2010).

Da in der vorliegenden Arbeit der Fokus auf durch Strahlung induzierte gravierendere
DNA-Schaden wie DNA-Doppelstrangbriiche gerichtet war, sollen im Folgenden die daftr
notwendigen DNA-Reparaturmechanismen, nédmlich die homologe Rekombination (HR)
sowie vor allem das Non-homologe End-Joining (NHEJ) in eukaryotischen Zellen

ausfihrlicher beschrieben werden.

Die homologe Rekombination (HR) stellt die genaueste Mdglichkeit zur Reparatur von DNA-
Doppelstrangbriichen dar, die nahezu fehlerfrei ablduft. Jedoch ist dieser Reparaturweg
abhéangig vom Zellzyklus, kann also nicht in jeder Phase angewandt werden. Des Weiteren
benétigt die Zelle hierflr ein entsprechendes Schwesterchromatid als VVorlage. DNA-DSB
kénnen durch den MRN-Komplex erkannt werden, der sich aus Mrell, Rad50 und Nbsl
zusammensetzt. Dabei ist Mrell sowohl eine Endo- als auch eine Exonuklease, die direkt an
Nbsl, Rad 50 und die DNA binden kann. Rad50, ein Protein aus der SMC-Familie (structural
maintenance of chromosome), besitzt eine ATPase-Domane, Uber welche es an die DNA
binden kann. So bewirkt dieser Komplex eine Stabilisierung der DNA-Enden. Dariber
rekrutiert Nbs1 ATM an die Bruchstelle (Williams et al. 2007). Der MRN-Komplex bewirkt
eine Ansammlung von kurzen einzelstrangigen DNA-Oligonukleotiden, die eine Aktivierung
der ATM bewirken, welche wiederum TP53 und Chk2 phosphoryliert und somit einen
Zellzyklusarrest bewirkt (Lee und Paull 2005, Jazayeri et al. 2008). Der MRN-Komplex
interagiert des Weiteren mit CtIP, einem Protein welches Homologie zu Sae2 aufweist, das an
der Mrell-abhangigen Reparatur in Hefe beteiligt ist (Sartori et al. 2007). Beim Eintritt in die
S-Phase wird CtIP an Serinrest 327 phosphoryliert und BRCAL rekrutiert. Dieser Schritt
scheint entscheidend dafur zu sein, dass die Zelle eine Reparatur Gber den HR-Reparaturweg
ausfuhrt (Yun und Hiom 2009). Der MRN-CtIP-Komplex startet die Resektion der
einzelstrangigen DNA. Diese wird von RPA (replication protein A) umschlossen, welches im

weiteren Verlauf mithilfe von BRCA2 durch Rad51 ersetzt wird. Der Strang wird Uber einen
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D-Loop am homologen Schwesterchromatid eingefiihrt und erneuert (Sharan et al. 1997,
Pellegrini et al. 2002, Sung und Klein 2006).

Wéhrend HR vor allem in der S-Phase zum Einsatz kommt, ist die Aktivitdt dieses
Reparaturwegs in G2/M stark reduziert und in tritt in G1 gar nicht zu Tage. In diesen Phasen
repariert die Zelle Schaden vor allem bzw. ausschliellich Gber den NHEJ-Reparaturweg (Mao
et al. 2008). Das Non-homologe End-Joining ist dabei zwar weitaus fehleranfélliger als die
HR, und birgt das Risiko von Insertionen oder Deletionen, bewahrt die Zelle jedoch vor dem
Verlust wichtiger DNA-Abschnitte und ermdglicht somit das Uberleben. Der erste Schritt zur
Reparatur besteht darin, dass Ku70/ Ku80-Heterodimere (Ku) an die Enden eines DNA-DSB
binden. Ku rekrutiert daraufhin die katalytische Untereinheit von DNA-PK, die DNA-PKGcs,
sowie Artemis, eine Endonuklease, die auch ohne DNA-Schaden an die DNA-PK binden
kann. Die DNA-PKcs kann zwar auch ohne das Heterodimers an die Stelle des DNA-
Schadens binden, jedoch ist die Affinitdt durch vorherige Bindung von Ku um ein
Hundertfaches groRer (West et al. 1998). Durch die Bindung wird die Phosphorylierungs-
aktivitat der DNA-PKcs initiiert. Dabei wird sowohl Artemis als auch die DNA-PK selbst
phosphoryliert. Die Kinaseaktivitat der DNA-PKcs ist nicht nur ein wichtiger Faktor bei der
Reparatur von Schéden, die durch ionisierende Strahlung entstanden sind, sondern auch bei
der Immunantwort zur Verknlpfung der Segmente bei der VV(D)J-Rekombination von B-Zell
und T-Zell-Rezeptoren (Kurimasa et al. 1999). Die Autophosphorylierung der DNA-PK fihrt
zu einer Konformationsédnderung, sodass die DNA-Enden fir Artemis zugéanglich gemacht
werden und bearbeitet werden kénnen (Yoo und Dynan 1999, Hammarsten et al. 2000, Ma et
al. 2002). Dabei besitzt Artemis die Fahigkeit, Hairpin-Loops zu 6ffnen, falls sich solche
durch die Schadigung der DNA gebildet haben, und schneidet einzelstrangige DNA-
Uberhange weg (Ma et al. 2002, Ma et al. 2005, Niewolik et al. 2006). An diesem Schritt sind
auch weitere Nukleasen bzw. Polymerasen (Pol u, Pol X) beteiligt, abhdngig von der Art der
Enden des beschadigten DNA-Strangs (Ma et al. 2004, Nick McElhinny et al. 2005, Gu et al.
2007). Auch spielt Ku eine Rolle bei der Verarbeitung der Enden, da es eine effektive
5-dRP/AP Lyase darstellt (Roberts et al. 2010). Ein Ligationskomplex aus XRCC4, DNA-
Ligase und XLF (XRCC4-like factor, Cernunnos), der ebenfalls durch Ku rekrutiert wird,
verschlieRt letztendlich die Bruchstelle (Grawunder et al. 1997, Nick McElhinny et al. 2000,
Yano et al. 2008). Dabei ist eine funktionelle DNA-Ligase 1V essenziell fur die Ku-abhéngige
Reparatur durch NHEJ (Adachi et al. 2001).
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Auch Poly (ADP-Ribose) Polymerase 1 (PARP-1), welches normalerweise an BER und
Einzelstrangbruchreparatur beteiligt ist, kann DNA-DSB registrieren. Dabei konkurriert es bei
der Bindung an die DNA-Enden mit Ku, wobei die Bindungsaffinitdit von Ku nach
Bestrahlung deutlich héher ist als die von PARP-1. Wenn wichtige Komponenten des zuvor
beschriebenen klassischen NHEJ-Reparaturwegs fehlen oder durch Mutation eine
eingeschrankte Funktion aufweisen, kann PARP-1 einen alternativen NHEJ-Reparaturweg
einleiten, in dem anstatt des XRCC4-DNA-Ligase 1V-Komplexes ein Komplex aus XRCC1-
DNA-Ligase Il eine Hauptrolle spielt (Audebert et al. 2004, Wang et al. 2006).

1.3 Einsatz von Radioprotektoren

Radiomodulatoren im Allgemeinen sind Stoffe, die die Wirkung von Strahlung auf Zellen
verandern. Dabei gibt es sowohl radiosensibilisierende Substanzen, die den
strahleninduzierten Schaden verstarken und somit bereits bei geringerer Dosis zu einer letalen
Schédigung des Tumorgewebes fiihren, als auch radioprotektive Substanzen die entweder

spezifisch oder unspezifisch das Zelliberleben nach Bestrahlung verbessern.

Ein Ansatz der Radioprotektion ist der Einsatz von Cytokinen und Immunmodulatoren. Zum
Beispiel konnte gezeigt werden, dass Interferon gamma eine Immunantwort hervorruft, wobei
vor allem Monocyten stimuliert werden (Pujol et al. 1993). Auch die Cytokine Interleukin-1,
Interleukin-6  und  Tumor-Nekrose-Faktor-o.  vermdgen eine  Verringerung  der
Nebenwirkungen von Strahlung zu vermitteln, indem sie kdrpereigene Prozesse aktivieren
(Neta et al. 1986, Braunschweiger et al. 1996, Nair et al. 2001).

Zu den unspezifisch protektiv wirkenden Substanzen gehdren Radikalfanger, die einer
Bildung von freien Radikalen entgegenwirken. Dieser Gruppe gehéren die unterschiedlichsten
Vertreter an — Hormone, wie Melatonin (Pieri et al. 1994, Vijayalaxmi et al. 1998), eine
Reihe von Pflanzenextrakten, wie Traubenkernextrakt (Castillo et al. 2000) oder ein Extrakt
aus der Pflanze Terminalia chebula (Naik et al. 2004), verschiedene Vitamine (Harapanhalli
et al. 1994, Narra et al. 1994, Sert et al. 2000), Enzyme wie Superoxid-Dismutasen
(Fridovich 1978) — sie alle teilen die Eigenschaft, dass sie freie Radikale binden und somit die
Schéadigung der DNA durch lonisierungsereignisse reduzieren. Um umweltbedingten
Strahlenschaden entgegenzuwirken spielt die Selektivitdt der eingesetzten Substanz eine
untergeordnete Rolle, jedoch muss der Radioprotektor meist zum Zeitpunkt der Bestrahlung
bereits appliziert sein, um seinen protektiven Effekt zu entfalten. Hier ist entscheidend, dass
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die angewendete Substanz auch Uber einen langeren Zeitraum Kkeine gravierenden
Nebenwirkungen besitzt, so dass potente Radikalfanger wie Ethanol oder Glycerin aufgrund
ihrer in der bendtigten Konzentration toxischen Wirkung auf den Organismus als
Radioprotektoren ausscheiden (Nair et al. 2001). Wahrend antioxidative Substanzen hilfreich
sind zum Schutz vor ungeplanter Strahlenexposition, bieten sie keinen Vorteil in der
Tumortherapie, da sie Tumorzellen und Normalgewebszellen in gleichem Mal3e schiitzen.

Neben den Radikalfangern werden daher auch Substanzen untersucht, die auf den
Reparaturweg einwirken und somit zur Reparatur aller DNA-Schaden beitragen kénnen. Um
in der Strahlentherapie eine verbesserte Zerstérung der Tumorzellen bei minimaler
Schédigung des Normalgewebes zu erreichen, sind Radioprotektoren wiinschenswert, die

selektiv das Normalgewebe schitzen.

Verschiedene selektive Radioprotektoren wurden in den vergangenen Jahren getestet. So
konnte beispielsweise in préklinischen Studien gezeigt werden, dass Curcumin
radiosensibilisierend auf viele Tumoren wirkt, wahrend das Normalgewebe geschitzt wird.
Die Sensibilisierung beruht unter anderem auf einer Inhibierung der Histon-Acetyltransferase-
Aktivitat von p300 (Goel und Aggarwal 2010). Allerdings gibt es bislang nur einen einzigen
klinisch eingesetzten selektiven Radioprotektor, Amifostin. Dieser stammt aus der Gruppe der
Thiole, wobei Amifostin (WR2721) die inaktive Form ist, die durch alkalische Phosphatasen
im Endothel dephosphoryliert und somit in ein aktives Thiol (WR1065) umgewandelt wird
(Yuhas und Storer 1969, Grdina et al. 1985, Kouvaris et al. 2007). Die Selektivitat beruht vor
allem auf dem oft sauren Milieu und der mangelnden Durchblutung von Tumoren sowie der
zu Normalgewebe abweichenden Expression der fur die Aktivierung bendtigten sauren
Phosphatasen. Neben seiner Eigenschaft als Radikalfanger wirkt dieser Radioprotektor auch
auf die Reparatur ein (Travis 1984, Kouvaris et al. 2007). In klinischen Studien mit Patienten
mit Oro-/ Hypopharynx- oder Larynxkarzinom bzw. Hals- und Kopftumoren zeigte sich eine
signifikante Reduktion der Xerostomie. Beim Einfluss auf das Auftreten von Mukositis
zeigten sich jedoch starke Unterschiede zwischen den jeweiligen Studien (Brizel et al. 2000,
Antonadou et al. 2002, Vacha et al. 2003). Jedoch zeigt Amifostin nicht in allen Studien die
erwunschte Wirkung und ist mit teils erheblichen Nebenwirkungen verbunden (Bogo et al.
1985, Koukourakis et al. 2000, Sagowski et al. 2002).

Ein weiterer vielversprechender Vertreter der Gruppe selektiver Radioprotektoren ist der 1985

von Y. Birk ausfihrlich beschriebene Bowman-Birk-Inhibitor (BBI), ein bereits in den
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vierziger Jahren aus der Sojabohne isolierter Trypsin- und Chymotrypsin-Inhibitor (Birk
1985). BBI beziehungsweise ein mit BBI angereichertes Sojabohnenkonzentrat (BBIC) wirkt
unter anderem als Radikalfanger (Baturay und Roque 1991, Arbogast et al. 2007) und
unterbindet die Transformation, die Zellen als Reaktion auf ionisierende Strahlung
durchlaufen (Kennedy und Little 1978, Yavelow et al. 1983, Yavelow et al. 1985). Darlber
hinaus zeigt BBI einen protektiven Effekt gegen y-Strahlung in Fibroblasten (Dittmann et al.
1995), stabilisiert TP53 und wirft die zelleigene Reparaturmaschinerie an, wobei dieser Effekt
abhangig von der Expression des Wildtyps des Tumorsuppressors TP53 ist (Dittmann 1998,
Dittmann et al. 1998). Durch eine Behandlung mit BBI wird der EGFR phosphoryliert und in
den Zellkern transloziert. BBI bewirkt weiter eine Komplexbildung des nukledren EGFR mit
TP53 und MDC1 (mediator of damage checkpoint 1), welches essenziell ist flr die weitere
Rekrutierung von Reparaturproteinen bei DNA-DSB (Dittmann et al. 2008). AuRerdem zeigt
sich nach Inkubation mit BBI eine Aktivierung der DNA-PK, einem Schlisselprotein in der
Reparatur via Non-homologem End-Joining (NHEJ) (Dittmann et al. 2003). Der protektive
Effekt von BBI bzw. BBIC konnte in in vivo-Experimenten bestatigt werden (Dittmann et al.
2005, Guan et al. 2006).

Dittmann et al. (2001) konnten nachweisen, dass bereits ein kleines aus BBI isoliertes
Aminosdurederivat, Ortho-Phospho-L-Tyrosin (pTyr) (Abb. 1.1), einen radioprotektiven
Effekt zeigt, der wie bei BBI selektiv in TP53-Wildtyp-Zellen auftritt. Entgegen friiherer
Beobachtungen von Mishra und Hamburger (1993), die pTyr in millimolaren
Konzentrationen und Uber einen ladngeren Zeitraum einsetzten, fihrt eine 16-stiindige
Inkubation mit pTyr im mikromolaren Bereich nicht zu einer verlangsamten Zellproliferation.
Des Weiteren bewirkt auch pTyr alleine eine Stabilisierung von TP53 (Dittmann et al. 2001).
Auch diese pTyr-vermittelte Radioprotektion ist assoziiert mit einer nukledren Translokation
des EGFR und dessen durch Proteinkinase Ce vermittelten Phosphorylierung an T 654 sowie
mit einer Schaden-unabhdngigen Aktivierung der DNA-PK durch Phosphorylierung an
T 2609, welche in Folge von DNA-DSB schneller an DNA binden kann und somit eine
schnellere Reparatur bewirkt (Dittmann et al. 2007, Wanner et al. 2008).
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Abbildung 1.1: Struktur des Radioprotektors O-Phospho-L-Tyrosin (pTyr)

1.4 Bedeutung der Chromatinstruktur

Die Reparatur von DNA-DSB setzt voraus, dass diese von der Zelle erkannt werden und den
nétigen Reparaturproteinen der Zugang zu diesen betroffenen DNA-Regionen mdglich ist.
Die genetische Information in eukaryotischen Zellen ist durch Chromatin geschditzt, einem
dynamischen Nukleoprotein-Komplex, dessen zentrales Element das Nukleosom darstellt, ein
DNA-Abschnitt aus 146 bp, der sich um ein Histonoktamer windet. Dieses Oktamer setzt sich
aus einem (H3-H4),-Tetramer und zwei H2A-H2B-Dimeren zusammen (Kornberg 1974,
Luger et al. 1997). Histone unterliegen einer Reihe posttranslationaler Modifikationen, wie
etwa Acetylierung, Phosphorylierung, Ubiquitinierung und Methylierung, die flr die
Dynamik der Chromatinstruktur verantwortlich sind und je nach Bedarf der Zelle den
Kondensationsstatus des Chromatins regulieren, um Reparatur, Replikation, Rekombination
oder Transkription zu ermdglichen (Fukuda et al. 2006, Taverna et al. 2007, Karli¢ et al.
2010, Simon et al. 2011).

Beim Chromatin unterscheidet man locker kondensiertes Euchromatin, welches sich vor
allem in transkriptionell aktiven Genabschnitten findet und sich durch eine starke
Acetylierung der Histone und Methylierung des Histons H3 an Lysinrest 4 bzw. 36
auszeichnet (Noma et al. 2001, Barski et al. 2007, Guenther et al. 2007) und stark
kondensiertes Heterochromatin, welches ca. 20 % des menschlichen Genoms ausmacht und
vor allem hypoacetylierte Histone sowie an Lysinrest 9 di- bzw. tri-methyliertes Histon H3
aufweist (Noma et al. 2001, Barski et al. 2007, Peng und Karpen 2008). Dabei steuert das
Heterochromatin-Protein 1 (HP1) bei Bedarf eine gezielte Dekondensation des
Heterochromatins (Cheutin et al. 2003).

Die starkere Kondensation des Heterochromatins resultiert in einer verminderten Bildung
freier Radikale und damit einer geringeren Rate an DNA-DSB nach Bestrahlung (Takata et al.
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2013). DNA-Schaden, die trotz verstarkter Kondensation im Heterochromatin auftreten,
mussen den notigen Reparaturproteinen im Gegensatz zu Schaden im lockeren Euchromatin
jedoch erst zuganglich gemacht werden. Dies wird durch eine Dekondensation des
Chromatins ermdglicht, die als Reaktion auf Bestrahlung erfolgt. Wéhrend man davon
ausgeht, dass Reparaturproteine wie Nbsl und 53BP1 ohne Energieaufwand Schéden
registrieren konnen, ist die Relaxation des Chromatins und die Bindung der Reparaturproteine
an die betroffenen DNA-Stellen ein Prozess, der ATP bendétigt (Kruhlak et al. 2006,
Hargreaves und Crabtree 2011, Wu 2012).

1.5 Energiemetabolismus

Um eine zuverléssige Reparatur von DNA-Schéden zu gewahrleisten, muss der geschadigte
DNA-Abschnitt flr Reparaturproteine zuganglich gemacht werden, wofir die Zellen Energie
bendtigen. Ein Ph&dnomen, das Krebszellen auszeichnet, ist die Art ihrer Energiegewinnung.
Etwa dreiviertel des von Normalgewebszellen aufgenommenen Sauerstoffs ist an die
mitochondriale ATP-Produktion gekoppelt (Rolfe und Brown 1997). Uber diesen Weg der
Energiegewinnung kann die Zelle, im Gegensatz zur anaeroben Glykolyse bzw.
Milchséuregarung, wo pro Glukosemolekul lediglich 2 Molekule ATP gewonnen werden, 36
Molekiile ATP pro Glukosemolekiil generieren (Pelicano et al. 2006).

Die mitochondriale Atmung erfolgt Gber oxidative Phosphorylierung (OXPHQS), die an eine
Elektronentransportkette an der inneren Mitochondrienmembran gekoppelt ist. Dabei wird
zunachst Glukose in Pyruvat umgewandelt, welches oxidativ zu Acetyl-CoA decarboxyliert
wird. Dieses wird ber den Citratzyklus in den Mitochondrien verarbeitet, wodurch die
Reduktionsaquivalente NADH (nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADP™),
reduced) und FADH: (flavin adenine dinucleotide (FAD), reduced) entstehen. Die an diese
Produkte gebundenen Elektronen werden auf Sauerstoff (bertragen, wobei ein
elektrochemischer Protonengradient ber der Mitochondrienmembran entsteht, der die
Phosphorylierung von ADP zu ATP steuert (Vander Heiden et al. 2009).

Anders als Normalgewebszellen, die ATP vor allem mittels oxidativer Phosphorylierung in
den Mitochondrien gewinnen, betreiben Tumorzellen Glykolyse, selbst wenn eine
ausreichende Sauerstoffkonzentration vorliegt (Warburg 1956). Diese ,,aerobe* Glykolyse
bendtigt, anders als der Name vermuten lasst, keinen Sauerstoff. Dabei wird Pyruvat nicht in
den Citratzyklus geschleust, sondern im Cytosol zu Laktat fermentiert, wobei lediglich 4

-12 -



Einleitung

Molekiile ATP pro Glukosemolekiil gewonnen werden. Wahrend Warburg noch postulierte,
dass Tumorzellen diesen — energetisch scheinbar ungunstigen — Wechsel eventuell aufgrund
eines Defekts der Mitochondrien vollziehen, wird heute davon ausgegangen, dass diese Art
der Energiegewinnung trotz geringerer ATP-Ausbeute Vorteile fiir die Zelle bringt. So zeigen
auch proliferierende Normalgewebszellen einen, durch Wachstumsfaktoren initiierten,
vorlibergehenden Wechsel zur Fermentation der Glukose, da somit zusétzlich zu dem
gewonnenen ATP alle bendtigten Bausteine zur Generierung von neuer Biomasse gewonnen
werden koénnen, wie beispielsweise NADPH (nicotinamide adenine dinucleotide phosphate
(NADP™), reduced) und Pyruvat (Kilburn et al. 1969, Vander Heiden et al. 2001, Lunt und
Vander Heiden 2011). Des Weiteren Kkorreliert eine erhohte Serum-Laktatkonzentration bei
schweren Kopfverletzungen mit einer besseren Regeneration und geringeren Spéatfolgen, was
sich durch eine schnellere Verfugbarkeit bendtigter Energie fiir den Heilungsprozess erklaren
lasst (Cureton et al. 2010).

Aulerdem besitzt das durch die Fermentation gewonnene Laktat antioxidative Wirkung, so
dass Schaden durch reaktive Sauerstoffspezies verringert werden (Herz et al. 1997, Groussard
et al. 2000, Sattler et al. 2010). Seymour und Mothersill (1981) konnten nachweisen, dass
eine erhohte Laktatkonzentration einen radioprotektiven Effekt vermitteln kann. Jedoch ist
dafiir ausschlaggebend, wie lange Zellen diesen erh6hten Werten ausgesetzt sind. Bei langer
andauernder Erhéhung besitzt Laktat eine sensibilisierende Wirkung. Ein ausgewogenes Mafy
an Laktat scheint jedoch vorteilhaft fiir das Zelltiberleben zu sein. Auch in vivo konnte eine
Korrelation des Laktatgehalts mit gesteigerter Radioresistenz nachgewiesen werden (Quennet
et al. 2006).
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1.6 Zielsetzung

Ortho-Phospho-L-Tyrosin (pTyr), ein Aminosdurederivat, stellt einen Vertreter der selektiven
Radioprotektoren dar. Durch die Besonderheit, dass er seine protektive Wirkung nur in Zellen
mit einem Wildtyp des TP53-Proteins zeigt, Zellen mit einem mutierten TP53 jedoch nicht
schutzt beziehungsweise sogar gegeniber Strahlung sensibilisiert, ist er vor allem in der
Radiotherapie von Interesse, da ein Grofteil der soliden Tumoren eine Mutation in dem
Tumorsuppressor TP53 aufweist. Eine Behandlung mit pTyr vor Bestrahlung kann somit
ermoglichen, die applizierte Strahlendosis auf das Tumorgewebe zu erhdhen bei
gleichbleibender bzw. sogar reduzierter Nebenwirkung auf das umliegende Normalgewebe.

Doch nicht nur beim gezielten therapeutischen Einsatz von Strahlung kann dieser
Radioprotektor die Schéadigung des Normalgewebes reduzieren, auch in Hinsicht auf
ungeplante Strahlung, wie etwa durch berufliche Exposition oder nukleare Unfalle, birgt pTyr
ein hohes Potenzial, strahleninduzierte DNA-Sch&den zu minimieren. Aus diesem Grund
wurde in dieser Arbeit untersucht, ob sich die protektive Wirkung von pTyr auch bei anderen
Strahlenqualitéten entfaltet. Hierzu wurden die Effekte von pTyr nach a-Teilchen-Bestrahlung
untersucht, einer Strahlung die, im Gegensatz zum nieder-energetischem Energietransfer von
y-Strahlung, einen hohen linearen Energietransfer aufweist und somit ein anderes

Schadensspektrum in der Zelle bewirkt.

Daruber hinaus sollte der molekulare Wirkmechanismus von pTyr eingehender untersucht

werden, da dieser bisher noch nicht vollstandig geklart werden konnte.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Zelllinien und Zellkulturmedien

Die verwendeten Zelllinien (Tab.2.1) wurden in Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM, Gibco) mit 44 mM NaHCOs (Biochrom AG) kultiviert. Zusatzlich wurde dem
Medium je nach Versuch 10 % - 20 % fotales Kélberserum (FCS, PAN Biotech GmbH),
sowie 1 % Penicillin/ Streptomycin (Gibco) zugegeben. A549PON-Zellen wurden alle drei
Tage mit Geneticin behandelt, um sicherzustellen, dass nur Zellen mit TP53mut-Plasmid, an
welches eine entsprechende Resistenz gekoppelt ist, Gberleben. Die Expression des mutierten

TP53-Proteins wurde durch Zugabe von 5 pl Ponasteron/ ml Medium aktiviert.

Tabelle 2.1: Ubersicht tiber die verwendeten Zelllinien.

Zelllinie Beschreibung Herkunft TP53-Status
A549 Nichtkleinzelliges ATCC Wildtyp
Lungenkarzinom
(human)
HSF4 Hautfibroblasten Tibingen Wildtyp
(human)
FaDu Plattenepithelkarzinom | ATCC Mutiert: R248L
(human)
A549PON | Nichtkleinzelliges Dittmann et al, 2003 | Ponasteron-induzierbare
Lungenkarzinom Expression eines mutierten
(human) TP53-Proteins, welches das
Wildtyp-Protein inhibiert
DMEM-Medium: 12,04 g Mediumpulver (DMEM, low glucose)

3,3 g NaHCO3

10 ml Penicillin/ Streptomycin

ad 900 ml ddH20

pH 7,2

100 ml bzw. 200 ml FCS (10 % bzw. 20 %)
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2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 2.2: Ubersicht der verwendeten Verbrauchsmaterialien.

Produkt Hersteller
Zellkulturwaren BD Falcon
Whatman-Papier Whatman, GE Healthcare
Nitrocellulose-Membran (Optitran) Whatman, GE Healthcare
PVDF-Membran Roth

Rontgenfilme AGFA

Klonierungsringe Fisher Scientific

2.1.3 Chemikalien

Soweit nicht anders erwahnt, wurden die bendtigten Chemikalien von folgenden Firmen
bezogen: Amersham Biosciences, Applichem, BioRad, Merck, Roth, Serva, Sigma-Aldrich,

Pharmacia Biotech.

Tabelle 2.3: Ubersicht der verwendeten Chemikalien.

Produkt Firma

BSA Roth
Entwickler/ Fixierer (Western-Blot) Agfa
Geneticin Invitrogen
Phosphataseinhibitor-Cocktail 111 Sigma-Aldrich
Ponasteron A Invitrogen
Ponceau S-Farbeldsung Sigma-Aldrich
Proteaseinhibitor complete Roche

Protein Standard fiir SDS-Gele (Kaleidoscope) Bio-Rad
Trypsin (10 x) Sigma-Aldrich
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Tabelle 2.4: Ubersicht der verwendeten Gerite.

Gerat

Modell/Hersteller

Zentrifugen

Hettich Universal 30 RF (r = 142 mm)
Hettich Mikro 200R, Rotor 2424 (r = 85 mm)

SDS-Page-Kammer

Hoefer SE 600 Ruby, Amersham Biosciences
Rotiphorese PRO clamp MINI, Roth

Inkubator Zellkultur

Binder

Tank-Blotting-Apparatur

PEQ-Lab/ OWL Separation Systems/ Roth

pH-Meter

WTW Digital pH Meter pH 525

Rdntgenbestrahlungsgerét

Gulmay Medical RS225 Research System (March 2004)
Comet MXR-225/22, Nom Volt 225 kV, Power 640-
3000 W, Focal Spot 1-5,5 mm Filament A (V) 4,1 (3,0)-
4,2 (5,5), Inh. Filtration 0,8 mm

Zyklotron

Physikalisch Technische Bundesanstalt, Braunschweig

Entwicklungsmaschine

AGFA

Durchflusszytometer

FACSCalibur, Becton Dickinson

2.1.5 Losungen und Puffer

Coomassie-Farbeldsung:

Kernisolationspuffer:

0,5 g Coomassie G250
200 ml Methanol (20 %)
75 ml Eisessig (7,5 %)
ad 11 H20

100 pl Hepes (pH 7,9)

40 pl KCI (2,5 M)

12 ul EDTA (0,5 M)

Y Tablette Proteaseinhibitor
100 pl Phosphataseinhibitor
ad 10 ml H.O
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Labeling-Medium (LM): 39 FCS (2%)
3 ml 10 % iges NaAzid (0,2 %)
750 pul TritonX (0,5 %)
ad 150 ml PBS

Ladepuffer (2 x, SDS-Page): 25 ml 4 x Sammelgel-Puffer
20 ml 10 % SDS
20 ml Glycerin
2,5 mg Bromphenolblau
ad 95 ml ddH.O
Aliquots a 0,5 ml

5 % Mercaptoethanol vor Gebrauch

Laufpuffer (SDS-Page): 72,05 g Glycin
15,15 g Tris base
5,0 g SDS
ad 5 1 ddH20

Lysepuffer (LP) Gesamtlysat: 50 mM Tris-HCI pH 7,5
50 mM Glycerolphosphat
150 mM NaCl
10 % Glycerin
1 % Tween20
pro 10 ml LP:
100 pl Phosphataseinhibitor

% Tablette Proteaseinhibitor

Mitochondrien-Medium: 125 mM Sucrose
65 mM KClI
10 mM Hepes
pH 7.2
0,5mM EGTA
1 mM MgCl,
2 mM KH2POg4
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PBS: 13,7 mM NaCl
2,7 mM KCI
80,9 mM NaxHPO4
1,5 mM KH2PO4
pH 7,4

Sammelgel-Puffer: 30,3 g Tris base
20 ml 10 % SDS
pH 6,8
ad 500 ml ddH.0O

Stripping-Puffer: 0,2 M Glycin
0,1 % SDS
1,0 % Tween20
pH 2,2

TBST-Waschpuffer: 7,88 g Tris-HCI, pH 7,5
29,22 g NaCl
5 ml Tween20
ad 51 ddH20

Transfer-Puffer: 46,4 g Tris base
23,2 g Glycin
2,96 g SDS
1,6 | Methanol
ad 8 1 H20

Trenngel-Puffer: 90,85 g Tris base
20 ml 10 % SDS
pH 8,8
ad 500 ml ddH.0O
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2.1.6 Antikorper

Tabelle 2.5: Ubersicht der verwendeten Antikorper.

Priméare Antikorper

Name Herkunft Firma
Phospho-ATM (Ser1981) (10H11.E12) Maus, monoklonal Cell Signaling
ATM (D2E2) Kaninchen, monoklonal | Abcam
Rabbit polyclonal to DNA-PKcs Kaninchen, polyklonal | Abcam

(phospho S 2056)

P-DNA-PK-T 2609

Kaninchen, polyklonal

BD Biosciences

Anti-DNA-PK (Ab-2) Mouse mAb (18-2) Maus, monoklonal Calbiochem
Phospho-AKT (S274) Antibody Kaninchen, polyklonal | Cell Signaling
Phospho-AKT (Thr308) Antibody Kaninchen, polyklonal | Cell Signaling

AKT Maus, monoklonal BD Biosciences
Aktin Kaninchen, polyklonal | Sigma-Aldrich
Lamin B1 Kaninchen, polyklonal | Abcam

Acetyl- and Phospho-Histone H3 (Lys9/ Ser10) | Kaninchen, polyklonal | Cell Signaling
Antibody

Histon H3 (D1H2) Kaninchen, monoklonal | Cell Signaling
Phospho- GSK-3a/B (Ser21/9) (37F11) Rabbit | Kaninchen, polyklonal | Cell Signaling
mAb (GSK-3a Preferred)

GSK-30/p (D75D3) Rabbit mAb Kaninchen, polyklonal | Cell Signaling
PhosphoDetectTM Anti-PDH-Ela (pSer293) | Kaninchen, polyklonal | Calbiochem
Rabbit pAb

PDH-Ela (9H9): sc-65242 Maus, monoklonal Santa Cruz
Anti-Cytochrom-C Purified (6H2) Maus, monoklonal eBioscience
P-H2AX-S139 (yYH2AX) clone JBW301 Maus, monoklonal Millipore
Sekundéare Antikorper

Name Herkunft Firma
Anti-Maus-lIgG Schaf GE-Healthcare
Anti-Kaninchen-lgG Esel GE-Healthcare
Anti-Maus-Alexa Fluor488 Ziege MolecularProbes
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Tabelle 2.6: Ubersicht der verwendeten Farbstoffe.

Anwendung Produkt Firma
Nachweis der mitochondrialen MitoSOX™ Red Invitrogen
reaktiven Sauerstoffspezies mitochondrial superoxide

indicator *for live-cell

imaging* (M36008)
DNA-Farbung fur Microbeam-Scan Hoechst33342 Sigma-Aldrich
DNA-Firbung fiir yH2AX-Assay VECTASHIELD® Mounting | Vector Laboratories

Medium with DAPI
Zellzyklusanalyse Propidiumiodid (P1), Sigma-Aldrich
2.1.8 Kits
Tabelle 2.7: Ubersicht der verwendeten Kits.
Anwendung Kit Firma
Detektion Western Blot ECL-Detection Kit GE Healthcare
Proteinbestimmung Bio-Rad DC™ Protein Assay | Bio-Rad
ATP-Messung ATP Assay Kit Abnova

(Colorimetric/ Fluorometric)

Laktat-Messung Lactate Assay Kit |1 Bio Vision
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

Die in Tabelle 2.1 aufgefiihrten Zelllinien wurden unter 7 % CO2 und bei 37° C in einer
feuchten Atmosphére in einem Brutschrank der Firma Binder kultiviert. Fir Versuche wurden
ausschlieBlich Zellen aus konfluenten Massenkulturen ausgesat. Die Versuchsdurchfiihrung
erfolgte ebenfalls mit konfluenten Zellen. Die Hautfibroblastenzelllinie HSF4 wurde bis zu
einer CPD (cumulative population doublings, Summe der Populations-Verdopplungen) von
20 verwendet.

2.2.2 Bestrahlung

2.2.2.1 Bestrahlung mit y-Strahlung (Low-LET)

Die Rontgenbestrahlung wurde mit dem Rontgengenerator R225 (Gulmay) mit 200 kV und
15 mA durchgefiihrt. Die Dosisleistung betrug 1 Gy/ min. Um unerwiinschte Nebeneffekte
von gestreuten niederenergetischen Photonen zu reduzieren, wurde ein 0,5 mm dicker

Kupferfilter eingesetzt.

2.2.2.2 Bestrahlung mit a-Teilchen (Hoch-LET)

Die Bestrahlung mit a-Teilchen wurde an der Mikro-lonenstrahl- (Microbeam-) Einrichtung
der Physikalisch Technischen Bundesanstalt (PTB), Braunschweig, mittels Zyklotron
durchgefuhrt (Greif et al. 2004, Greif et al. 2006). Dabei wurde gezielt der Zellkern bestrahlt.

Hierzu wurden Zellen in einem Volumen von 20 ul auf mit BioFoil beschichtete Metalltrager
getropft. Nach Adhéasion der Zellen wurde der Trager mit Medium beflllt. Eine Stunde vor
Bestrahlung wurde das Medium abgenommen, die Zellkerne mit Hoechst33342
(Endkonzentration 150 nmol) gefarbt, nach der Farbung das alte Medium wieder zugegeben,
der Tréager in die Microbeam-Vorrichtung eingespannt und die Zellen gescannt, um eine
gezielte Bestrahlung der Zellkerne zu ermdglichen.

Die Energie des Strahls betrug 10 MeVa. Da der Strahl durch Luft, Tragerfolie und Wasser
(Medium, Cytoplasma) Energie verliert, wurde im Zellkern ein LET von 140-170 keV/ um
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erreicht. Unter Berlicksichtigung der relativen biologischen Wirksamkeit ergab sich eine
Dosis von ca. 1 Gy bei Bestrahlung mit 3 a-Teilchen pro Zellkern.

2.2.3 Koloniebildungstest — Klonogenes Uberleben konfluenter Zellen

Zellen wurden in T12,5-Flaschen ausgesat. Die Zellen wurden in stationdrer Phase mit den zu
testenden Reagenzien behandelt und mit 0 Gy, 1 Gy, 2 Gy und 4 Gy bestrahlt. Die Aussaat
erfolgte 6 Stunden nach Bestrahlung. Dabei wurden je 500 Zellen pro 10 cm-Platte in
Medium mit 20 % FCS ausgesat. Es wurden jeweils 4 Replikate angefertigt. Nach 10 (A549,
A549PON, FaDu) bis 14 (HSF4) Tagen Wachstum wurden die Kolonien mit Ethanol fixiert
und mit Coomassie-Blau-Farbelésung gefarbt. Es wurden Kolonien mit mindestens 50 Zellen

gezihlt. Das Uberleben wurde auf die jeweilige unbestrahlte Kontrolle normiert:
Die Uberlebensfraktion SF (survival fraction) errechnet sich wie folgt:
SFx ay) [%] = # Kolonien ( >50 Klone )« ey)/ (# ausgesater Zellen x PE)

Dabei gibt x Gy die jeweilige Dosis und PE die Plattiereffizienz an, das heift, wie viele der
ausgesaten Zellen ohne Bestrahlung die Fahigkeit besitzen, Kolonien mit tber 50 Klonen zu
bilden:

PE [%] = SF(cy) = # Kolonien ( >50 Klone ) cy)/# ausgesater Zellen x100

Da in den Versuchen fir alle Ansétze die gleiche Zellzahl ausgesat wurde, vereinfacht sich
diese Formel folgendermalien:

SFx ay) [%] = # Kolonien ( >50 Klone)x ey)/# Kolonien ( >50 Klone)( ay) X 100

Die Fraktion der uberlebenden Klone wurde in einer interpolierten Uberlebensfunktion

halblogarithmisch dargestellt:
SF = SF(oay) exp (-aD -BD?)

Dabei beschreibt D die applizierte Dosis, die lineare Komponente -aD die Anfangsneigung
der Kurve und die quadratische Komponente -fD? die Kriimmung. Die beiden Faktoren o und

B stellen zell- bzw. gewebespezifische Komponenten dar.
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2.2.4 Proteinanalyse mittels Westen Blot

2.2.4.1 Aufbereitung von Gesamtlysat-Proteinen

Alle Schritte wurden auf Eis durchgefuhrt. Die Zellen wurden zweimal mit kaltem PBS
gewaschen, in Lysepuffer mit Hilfe eines Zellschabers abgeldst und in ein gekiihltes
ReaktionsgefaR Uberfihrt. Die Zellen wurden durch Ultraschallbehandlung lysiert und bei
20.000 x g abzentrifugiert. Die Proteinbestimmung erfolgte mithilfe des Bio-Rad DC™
Protein Assays nach Anweisung des Herstellers. Als Standard wurde BSA verwendet. Es

wurden 5 pl Probe in dreifachen Ansétzen gemessen.

Fiir die Proteinisolierung nach Bestrahlung mit a-Partikeln wurden je Kondition vier Trager

gepoolt, um genugend Protein fiir die Western-Blot-Analyse zu erhalten.

2.2.4.2 Aufbereitung der Proteine aus Kern- und Cytoplasmafraktion

Alle Schritte wurden auf Eis durchgefiihrt. Die Zellen wurden zweimal mit kaltem PBS
gewaschen, in Kernisolationspuffer mit Hilfe eines Zellschabers abgeldst und in ein gekiihltes
Reaktionsgefa (berfihrt. Die Zellsuspensionen wurden 30 min bei 4°C auf dem
Schwenktisch inkubiert, anschliefend wurde 1 % NP-40 zugegeben und die Proben 10 sec
gevortext. Durch Zentrifugation bei 20.000 x g wurden die Kerne (Pellet) von der
cytoplasmatischen Fraktion (Uberstand) getrennt. Die Kernfraktion wurde weitere drei Male
mit kaltem PBS gewaschen wund abzentrifugiert. Dem Pellet wurde wieder
Kernisolationspuffer zugegeben, die Kerne mittels Ultraschall lysiert und bei 20.000 x g
zentrifugiert. Die Konzentration der im Uberstand enthaltenen Kernproteine und der
cytoplasmatischen Proteine wurde mit dem Bio-Rad DC™ Protein Assay nach Anweisungen
des Herstellers bestimmt. Als Standard wurde BSA verwendet. Es wurden 5 pl (Cytoplasma)

bzw. 3 ul (Kern) Probe in dreifachen Ansétzen gemessen.

2.2.4.3 Western Blot

Die Proteine wurden mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-Page) der Grolie
nach aufgetrennt und im Anschluss durch Tank-Blotting auf eine Nitrocellulose- oder PVDF-
Membran Ubertragen. Dabei war die Verwendung der PVDF-Membran fiir den Nachweis des

Proteins LC3 notig, alle weiteren Proteine wurden auf Nitrocellulose-Membran untersucht.
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Proben wurden zu gleichen Teilen mit Ladepuffer gemischt, 5 min bei 100° C im Wasserbad
aufgekocht und je Kondition 100 pg Protein auf ein Gel aufgetragen. Die Auftrennung im Gel

erfolgte bei 0,1 mA/ cm? und der Proteintransfer auf die Membran bei 5,7 mA/ cm?.

Die (bertragenen Proteine wurden mittels Ponceau-S-Farbung sichtbar gemacht und
dokumentiert. Die Membran wurde, je nach Antikorper, mit 5% BSA oder 5% Milch
abgeséttigt und ber Nacht bei 4° C mit Primar-Antikorper in 3% BSA oder 3 % Milch
inkubiert. Es folgten drei Waschschritte mit TBS-T fir je 10 min. AnschlieBend wurde die
Membran fur eine Stunde bei Raumtemperatur mit entsprechendem Sekundérantikorper
inkubiert und abermals dreimal gewaschen. Die Detektion erfolgte mithilfe des ECL-
Detection Kits (GE Healthcare) auf Rontgenfilm. Fur weitere Antikdrpernachweise wurden

alte Antikorper von der Membran durch Inkubation in Stripping-Puffer (2 x 15 min) abgelst.

2.2.5 Immunfluoreszenzfirbung zum Nachweis von YH2AX-Foci

Zellen wurden in 4well-CultureSlides (y-Strahlung) bzw. Triager mit BioFoil (a-Teilchen-
Bestrahlung) ausgesat. Die jeweilige Behandlung erfolgte nach Erreichen der Konfluenz in
Duplikaten. Die Slides/ Trager wurden dem WVersuch entsprechend bestrahlt und nach
entsprechender Zeit mit eiskaltem 70 % Ethanol fixiert. Das Ethanol wurde in drei
Waschschritten mit kaltem PBS entfernt. Die Zellen wurden durch Zugabe von
PBS + TritonX 10 min permeabilisiert und unspezifische Bindungsstellen mit 3 % BSA/ PBS
15 min bei RT geblockt. Der Priméarantikorper (anti-Histon H2AX P-S139, mm) wurde in
1 %BSA/PBS fur 1,5h bei RT zugegeben. Nach weiteren drei Waschschritten mit PBS
wurden die Zellen fur 1 h mit Sekundarantikorper (Alexa 488 anti-mouse) im Dunkeln
inkubiert. Der Antikdrper wurde durch Waschen entfernt und ein Tropfen Vectashield (mit
Dapi) aufgetragen, um die Zellen einzubetten und die Zellkerne zu farben. Nach Auflegen des
Deckglases wurden an einem Zeiss-Mikroskop mit integrierter Kamera représentative Bilder
gemacht. Es wurden je Kondition 150 (HSF4) - 500 (A549, A549PON) Kerne ausgewertet.
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2.2.6 Bestimmung der mitochondrialen reaktiven Sauerstoffspezies

Bei der oxidativen Phosphorylierung, also der mitochondrialen Atmung, entweicht stets ein
gewisser Teil der Elektronen, ohne vollstandig reduziert worden zu sein. Diese kénnen mit
Sauerstoffmolekilen zu Dioxid-Anionen (O2) reagieren, der vorherrschenden Art reaktiver
Sauerstoffspezies in den Mitochondrien.

Der fluorogene Farbstoff MitoSOX™ Red von Invitrogen, e¢in Ethidiumbromid-Derivat, ist
zellpermeabel und wird in den Mitochondrien von O oxidiert. Das entstandene
Oxidationsprodukt besitzt eine rote Fluoreszenz, welche durch Bindung an Nukleinsduren
noch intensiviert wird. Der Farbstoff besitzt eine Anregung/Emission von 510/ 580 nm.

Konfluente Zellen wurden nach Protokoll behandelt und/ oder bestrahlt. Der Farbstoff wurde
in serumfreiem Medium auf eine Endkonzentration von 5 uM gebracht. Die Zellen wurden
zweimal mit PBS gewaschen, 15 min mit Farbstoff abgedunkelt im Brutschrank inkubiert,
gewaschen, abtrypsiniert und mit 3,7 % Formaldehyd fur 20 min bei RT fixiert. Die
gewaschenen Zellpellets wurden in PBS resuspendiert. Die Messung erfolgte im

Durchflusszytometer.

2.2.7 Bestimmung des Cytochrom-C-Gehalts

Zellen wurden nach Protokoll behandelt, trypsiniert, bei 1.000 x g zentrifugiert, das Pellet
dreimal mit PBS gewaschen und in 1 ml Mitochondrien-Medium + Proteaseinhibitor
resuspendiert. Um die Zellmembran permeabel fir bereits ausgeschittetes Cytochrom C zu
machen, wurden 0.001 % Digitonin zugegeben, die Zellen 10 min bei RT inkubiert und bei
1000 x g zentrifugiert. Das Zellpellet wurde 20 min bei RT mit 3,7 % PFA/ PBS fixiert. Nach
zwei weiteren Waschschritten mit PBS wurden unspezifische Bindungsstellen fur 15 min in
Labeling-Medium (LM) blockiert. Nach Zentrifugation bei 1000 x g fur 5 min wurden die
Zellen Uber Nacht bei 4° C mit Primdrantikdrper (anti-cytochrome-c) in LM, anschlie3end flr
1 Stunde bei 4° C mit Sekundéarantikorper (Alexa-Fluor488 anti-mouse) in LM inkubiert und

das Pellet in PBS resuspendiert. Die Messung erfolgte am Durchflusszytometer.

Digitonin, ein mildes nichtionisches Tensid, permeabilisiert die Zellmembran, sodass
Cytochrom C, das bei Apoptose bereits von den Mitochondrien ins Cytoplasma freigesetzt

wurde, aus der Zelle austreten kann. Somit bedeutet eine hohe Fluoreszenz, dass die
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gemessenen Zellen noch intakte Mitochondrien haben, eine niedrige Fluoreszenz bedeutet
eine Reduktion des Cytochrom C in den Mitochondrien.

2.2.8 Bestimmung des Zellzyklus

Mithilfe des Farbstoffs Propidiumiodid, der in die DNA interkaliert, kann der DNA-Gehalt in
der Zelle im Durchflusszytometer bestimmt werden. Da sich dieser je nach Zellzyklusphase
unterscheidet, ergeben sich unterschiedliche Fluoreszenzintensitaten fir jede Phase, sodass

der prozentuale Anteil einer Zellpopulation pro Zellzyklusphase ermittelt werden kann.

Konfluente Zellen wurden 16 h mit pTyr behandelt, mit 4 Gy bestrahlt, mit Trypsin geerntet
und zweimal mit PBS gewaschen. Anschlieend wurden die Zellen in 70 % Methanol 1 h
fixiert und permeabilisiert. Nach zwei weiteren Waschschritten mit PBS wurde das Pellet in
PBS resuspendiert und fiir 10 min bei 37° C (Brutschrank) mit RNase versetzt (100 pg/ ml
Endkonzentration). Es wurde fur 5 min Propidiumiodid (PI, 10 pug/ ml) zugegeben, die Proben
anschlieBend zentrifugiert und das Pellet fur die Analyse im Durchflusszytometer in

300 pl PI + RNase (2 pg/ ml) resuspendiert.

2.2.9 Bestimmung der ATP-Konzentration

Die Bestimmung der ATP-Konzentration erfolgte mithilfe des ATP-Assay-Kits (Abnova)
nach Anweisung des Herstellers. Konfluente Zellen wurden nach Protokoll behandelt
und/ oder bestrahlt, zweimal mit PBS gewaschen und mithilfe eines Zellschabers in 250 pl
ATP-Puffer (Kit) geerntet. Die Zellen wurden durch Einfrieren in flussigem Stickstoff und
Ultraschallbehandlung aufgeschlossen. GréRere Molekiile wurden tber Centrikon-S&ulen bei
20.000 x g herausgefiltert und es wurden 50 pl Filtrat im Assay eingesetzt. Die Messung
erfolgte im ELISA-Reader.

2.2.10 Bestimmung der Laktat-Konzentration

Die Bestimmung der Laktat-Konzentration erfolgte mithilfe des Lactate-Assay-Kits Il von
BioVision nach Anweisung des Herstellers. Konfluente Zellen wurden nach Protokoll
behandelt und/ oder bestrahlt. Fir die Bestimmung der Laktat-Konzentration im Medium
wurde das Medium 1:100 in Laktat-Puffer verdiinnt. Je nach Zellart wurden 0,1 -0,5 ul

Medium im Assay eingesetzt.
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Fur die Messung des Laktat-Gehalts im Zelllysat wurden die Zellen mithilfe eines
Zellschabers in 250 pl Laktat-Puffer (Kit) abgekratzt und in ein ReaktionsgefaR tberfiihrt.
Der Aufschluss der Zellen erfolgte durch Einfrieren in flissigem Stickstoff und
anschlieBender Ultraschallbehandlung. GroRere Molekile, die das Assay beeinflussen
konnten, wurden tber Centrikon-Sdulen bei 20.000 x g herausgefiltert. Es wurden 50 pl des

Filtrats fiir das Assay eingesetzt.

Die Messung wurde im ELISA-Reader durchgefiihrt.

2.2.11 Densitometrische und statistische Auswertung

Alle densitometrischen Auswertungen der Western Blots wurden mit ImageJ durchgefiihrt.
Unabhangige Wiederholungen eines Versuches wurden in SigmaPlot mittels zweiseitigem
student-t-Test auf Signifikanz tiberpriift, wobei ein Signifikanzniveau von o = 0.05 festgelegt

wurde.
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3 Ergebnisse

3.1 pTyr wirkt radioprotektiv gegentiber Hoch- und Nieder-LET-Strahlung
3.1.1 pTyr verbessert klonogenes Uberleben nach Nieder-LET

Wie bereits von Dittmann et al. (2001) gezeigt wurde, wirkt O-Phospho-L-Tyrosin bei einer
Konzentration von 10 uM protektiv in Zellen mit Wildtyp-TP53, nicht jedoch in Zellen mit
mutiertem TP53. Deswegen wurde zunachst die protektive Eigenschaft von pTyr auf TP53wt-
Zellen gegeniiber Nieder-LET-Strahlung in der humanen Hautfibroblastenzelllinie HSF4 und
der nichtkleinzelligen Lungenkarzinom-Zelllinie A549 Uberprift. Beide Zelllinien weisen
eine Expression des Wildtyps des TP53-Proteins auf. Eine 16-stindige VVorbehandlung mit
10 uM pTyr flhrte in diesen TP53-Wildtyp-Zellen zu besserem Uberleben nach Bestrahlung,
ersichtlich an der klonogenen Uberlebensfraktion im Koloniebildungs-Assay. Sowohl
normale Hautfibroblasten als auch A549-Zellen, die mit pTyr vorbehandelt wurden, zeigten

eine signifikant erhohte Koloniebildung gegendiber der unbehandelten Kontrolle (Abb. 3.1).
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Abbildung 3.1: Klonogenes Uberleben von HSF4-Zellen (a) und A549-Zellen (b) nach y-Strahlung und
pTyr-Behandlung. Die Zellen wurden in Massenkultur fir 16 h mit 10 uM pTyr vorbehandelt oder mit
entsprechendem Volumen Wasser als Kontrolle. Anschlielend erfolgte eine Bestrahlung mit 1, 2 oder 4 Gy. Die
Aussaat erfolgte 6 h nach Bestrahlung (je 4 Replikate). Die Daten wurden aus drei unabhéngigen Experimenten
zusammengefasst. Die Datenpunkte zeigen die Uberlebensfraktion auf Basis der jeweiligen unbestrahlten
Kontrolle + Standardfehler (SE).

Das Sternchen (*) markiert statistisch signifikante Unterschiede der pTyr-behandelten Zellen zu den
Kontrollzellen (student-t-test, p-Wert < Signifikanzniveau o = 0,05).
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Dagegen fuhrte eine Vorbehandlung mit pTyr in der Plattenepithel-Karzinomzelllinie FaDu,
die ein mutiertes TP53-Protein exprimiert, nicht zu einer Protektion (Abb. 3.2). Die

behandelten Zellen zeigten keine Abweichung im Uberleben gegeniiber der Kontrolle.
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Abbildung 3.2: Klonogenes Uberleben von FaDu-Zellen nach y-Strahlung und pTyr-Behandlung. Die
Zellen wurden in Massenkultur fiir 16 h mit 10 uM pTyr vorbehandelt oder mit entsprechendem Volumen
Wasser als Kontrolle. AnschlieRend erfolgte eine Bestrahlung mit 1, 2 oder 4 Gy. Die Aussaat erfolgte 6 h nach
Bestrahlung (je 4 Replikate). Die Daten wurden aus drei unabhéngigen Experimenten zusammengefasst.

Die Datenpunkte zeigen die Uberlebensfraktion auf Basis der jeweiligen unbestrahlten Kontrolle
+ Standardfehler (SE).

Waihrend in FaDu-Zellen kein protektiver Effekt durch eine pTyr-Behandlung beobachtet
werden konnte, fiihrt die Behandlung anderer TP53-mutierter Zellen mit pTyr sogar zu einer
Radiosensibilisierung. Dies konnte anhand einer modifizierten A549-Zelllinie (A549PON)
gezeigt werden. In diesen Zellen kann durch eine Ponasteron-Behandlung die Expression
eines mutierten TP53-Proteins induziert werden, welches das Wildtyp-Protein blockiert.
Wiéhrend die nichtinduzierten A549PON-Zellen (A549PON-TP53wt) &dhnlich auf pTyr
reagieren wie normale A549-Zellen, bewirkt die pTyr-Behandlung bei den mit Ponasteron
aktivierten Zellen (A549PON-TP53mut) eine Verringerung des klonogenen Uberlebens
gegenuber den nicht behandelten Zellen (Abb. 3.3). Somit scheint der Wirkungsgrad von
pTyr stark von der Art der Mutation des TP53-Proteins abzuhéngen.
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Abbildung 3.3: Klonogenes Uberleben von A549PON-Zellen nach y-Strahlung und pTyr-Behandlung. Die
Zellen wurden in Massenkultur mit Ponasteron (TP53mut) bzw. Ldsungsmittel (TP53wt) behandelt, danach fur
16 h mit 10 uM pTyr bzw. Losungsmittel. AnschlieBend erfolgte eine Bestrahlung mit 1, 2 oder 4 Gy. Die
Aussaat erfolgte 6 h nach Bestrahlung (je 4 Replikate). Die Daten wurden aus drei unabhangigen Experimenten
zusammengefasst. Die Datenpunkte zeigen die Uberlebensfraktion auf Basis der jeweiligen unbestrahlten
Kontrolle £ Standardfehler (SE).

Das Sternchen (*) markiert statistisch signifikante Unterschiede der pTyr-behandelten Zellen zu den
Kontrollzellen (student-t-test, p-Wert < Signifikanzniveau o = 0,05).

3.1.2 pTyr verbessert klonogenes Uberleben nach Hoch-LET

Der positive Einfluss von pTyr auf das klonogene Uberleben wurde auch bei Bestrahlung mit
Hoch-LET (a-Teilchen-Strahlung) tiberpriift. a-Strahlung besitzt im Gegensatz zu y-Strahlung
eine hohere biologische Wirksamkeit, da die Energie in einem geringen Volumen absorbiert
wird (lonisationscluster), was mehr beziehungsweise gravierendere DNA-Doppelstrang-

briiche zur Folge hat.

Zellen aus Massenkultur wurden trypsiniert und 20 ul in einer Konzentration von
200 Zellen/ ul in die Mitte eines mit BioFoil beschichteten Trégers aufgetropft. Somit ergab
sich im Zentrum des Trégers ein Bereich, in welchem die Zellen Konfluenz erreichten. Aus
technischen Griinden konnte nicht der komplette Trager mit Zellen besdt werden. Nach
Adhésion wurde Medium zugegeben. Die Zellen wurden nach Behandlung mit pTyr mit
Hoechst33342 gefarbt, in der Microbeam-Vorrichtung gescannt und die Kerne mit jeweils

3, 6 oder 12 a-Teilchen bestrahlt, was in etwa 1, 2 bzw. 4 Gy entspricht. Die Zellen wurden
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direkt nach Bestrahlung auf 10 cm-Zellkulturplatten ausgesdt und nach 10 (A549) bzw.
14 Tagen (HSF4) fixiert.

Auch hier zeigte sich sowohl bei HSF4-Zellen als auch bei A549-Zellen ein signifikant
verbessertes Uberleben der pTyr-behandelten Zellen gegeniiber der Kontrolle (Abb. 3.4)
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Abbildung 3.4: Klonogenes Uberleben von HSF4-Zellen und A549-Zellen nach a-Teilchen-Strahlung und
pTyr-Behandlung. a) HSF4- bzw. b) A549-Zellen wurden auf BioFoil-Tragern fir 16 h mit 10 uM pTyr
vorbehandelt oder mit entsprechendem Volumen Wasser als Kontrolle. AnschlieBend erfolgte eine Bestrahlung
mit 3, 6, bzw. 12 a-Teilchen. Die Aussaat erfolgte direkt nach Bestrahlung (je 4 Replikate). Die Daten wurden
aus drei unabhangigen Experimenten zusammengefasst. Die Datenpunkte zeigen die Uberlebensfraktion auf
Basis der jeweiligen unbestrahlten Kontrolle + Standardfehler (SE).

Das Sternchen (*) markiert statistisch signifikante Unterschiede der pTyr-behandelten Zellen zu den
Kontrollzellen (student-t-test, p-Wert < Signifikanzniveau o = 0,05).

3.2 pTyr modifiziert Proteine, die an der DNA-Reparatur beteiligt sind

3.2.1 Eine pTyr-Vorbehandlung hat keinen Einfluss auf den Zellzyklus

Als Reaktion auf DNA-DSB, durch Strahlung oder andere schadigende Substanzen, machen
Zellen einen Zellzyklusarrest, um die notigen Reparaturen vorzunehmen. Da in friheren
Publikationen (Mishra und Hamburger 1996) festgestellt wurde, dass pTyr in millimolarer
Konzentration zu einem Zellzyklusarrest flihrt, wurde getestet, ob die Vorbehandlung mit

pTyr im mikromolaren Bereich ebenfalls zu einer Veranderung des Zellzyklus fiihrt. Dazu

-32-



Ergebnisse

wurden  A549-Zellen nach erfolgter Behandlung und/oder Bestrahlung im
Durchflusszytometer analysiert.

Die Behandlung von pTyr in der in dieser Arbeit verwendeten Konzentration hatte keinerlei
Auswirkung auf den Zellzyklus. Sowohl behandelte Zellen als auch Kontrollzellen befanden
sich zum Zeitpunkt der Bestrahlung vor allem in G1. Nach Bestrahlung mit 4 Gy verhielten
sich die behandelten Zellen ebenfalls wie die Kontrollzellen, indem der gleiche Anteil an
Zellen einen G2-Arrest zeigte (Abb. 3.5).
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Abbildung 3.5: Einfluss von pTyr auf den Zellzyklus. A549-Zellen wurden mit 10 uM pTyr fir 16 h
behandelt und mit 4 Gy bestrahlt, 6 h nach Bestrahlung geerntet, mit Propidiumiodid gefarbt und im

Durchflusszytometer analysiert. Die Daten sind aus drei unabhéngigen Experimenten zusammengefasst.

3.2.2 pTyr stabilisiert die Ataxia telangiectasia mutated (ATM)

Obwonhl eine Vorbehandlung mit pTyr in der hier verwendeten Konzentration nicht zu einem
Zellzyklusarrest fuhrt, kommt es zu einer Stabilisierung von ATM, jedoch nicht zu verstarkter
Phosphorylierung (Abb. 3.6). Die Autophosphorylierung von ATM an S 1981 erfolgt als
Reaktion auf ionisierende Strahlung und stellt einen der ersten Schritte bei der Erkennung von
DNA-Schéden dar (Bakkenist und Kastan 2003). Konfluente Zellen wurden fur die
angegebene Zeit mit pTyr behandelt und die Proteine des Gesamtlysats im Western Blot
analysiert. Zwar blieb das Verhaltnis des am Serinrest 1981 phosphorylierten ATM im
Verhaltnis zum Gesamtprotein gleich, die absolute Menge an phosphoryliertem Protein stieg
jedoch an, da auch die Menge an Gesamtprotein anstieg.
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Abbildung 3.6: Expression von ATM in A549-Zellen nach pTyr. Konfluente A549-Zellen wurden fur die
jeweilig angegebene Zeit mit 10 uM pTyr vorbehandelt und anschlielend Proteine aus Gesamtlysat im Western
Blot analysiert. a) reprasentativer Western Blot von Ab549-Zellen. b) Densitometrische Auswertung
zusammengefasst aus drei Versuchen. Die Daten zeigen das Verhéltnis von ATM zu Aktin normiert zur
Kontrolle £+ Standardfehler (SE).

Das Sternchen (*) markiert statistisch signifikante Unterschiede der pTyr-behandelten Zellen zu den

Kontrollzellen (student-t-test, p-Wert < Signifikanzniveau o = 0,05).

3.2.3 pTyr induziert die Phosphorylierung der DNA-PKcs

Wie Dittmann et al. (2007) bereits feststellen konnten, erhoht eine pTyr-Inkubation die
Menge des Proteins DNA-PK und dessen Phosphorylierung am Threoninrest 2609. Dieser
Anstieg ist gekoppelt an die durch pTyr vermittelte nukledre Translokation des EGFR
(Dittmann et al. 2005).

Neben der beobachteten Stabilisierung der ATM konnte auch ein Anstieg an
Phosphorylierung der DNA-PK, sowohl am Serinrest 2056 als auch am Threoninrest 2609,
durch eine pTyr-Vorbehandlung festgestellt werden (Abb. 3.7). Diese beiden Stellen werden
normalerweise in  Folge von durch ionisierende Strahlung entstandenen DNA-
Doppelstrangbriichen phosphoryliert. Dabei gehort die Phosphorylierungsstelle T 2609 zum
Transphosphorylierungscluster (Chan et al. 2002, Meek et al. 2007). Die Phosphorylierung an
T 2609 wird unter anderem durch ATM vermittelt und ist essenziell fur die vollstandige
Aktivierung der DNA-PK (Chen et al. 2007), die Autophosphorylierung an S 2056
dahingegen ist partiell abhangig von aktivierter AKT. Jedoch erfolgt auch bei AKT-
Inhibierung an dieser Stelle eine Autophosphorylierung als Reaktion auf eine
Strahlenexposition, welche jedoch im Vergleich zu Zellen mit aktiver AKT nur etwa die
Hélfte der Effektivitat erreicht (Toulany et al. 2008, Toulany et al. 2012).
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Abbildung 3.7: Expression von DNA-PKcs in A549-Zellen nach pTyr und IR. Konfluente A549-Zellen
wurden fir 16 h mit 10 uM pTyr vorbehandelt, mit 4 Gy bestrahlt und anschlieBend Proteine aus Kern- und

Cytoplasmafraktion

Densitometrische Auswertung erfolgte zusammengefasst aus drei Versuchen. b) Verhéltnis von P-DNA-PKcs-
S2056 zu DNA-PKcs im Cytoplasma, c) Verhédltnis von P-DNA-PKcs-S 2056 zu DNA-PKcs im Nukleus,
d) Verhaltnis von P-DNA-PKcs-T 2609 zu DNA-PKcs im Cytoplasma, e) Verhéltnis von P-DNA-PKcs-T 2609

im Western Blot analysiert.

B~ gug”

c) P-DNA-PK-S2056 im Nukleus

Zeit nach 4 Gy [min]

a) reprasentativer Western Blot von A549-Zellen.

zu DNA-PKcs im Nukleus. Die Daten sind jeweils normiert zur Kontrolle + Standardfehler (SE).

Das Sternchen (*) markiert statistisch signifikante Unterschiede der pTyr-behandelten Zellen zu den

Kontrollzellen (student-t-test, p-Wert < Signifikanzniveau o = 0,05).
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3.2.4 pTyr fahrt zu einer Aktivierung von AKT

Da die Phosphorylierung an S 2056, wie bereits unter 3.2.3 erwéhnt, partiell abhangig ist von
AKT, wurde im Folgenden der Einfluss von pTyr auf AKT untersucht. Dazu wurden wieder
konfluente A549-Zellen fir die angegebene Zeit mit 10 uM pTyr behandelt und das
Gesamtlysat-Protein im Western-Blot analysiert. Es wurde sowohl die AKT-Kinase und deren
Phosphorylierung an S 473 und T 308, als auch das AKT-Substrat Glycogen-Synthase-Kinase
GSK3 o/ f und dessen Phosphorylierung untersucht (Abb. 3.8).

Waéhrend die Phosphorylierung von AKT am T 308 durch eine pTyr-Vorbehandlung
signifikant anstieg (Abb. 3.8 b, p =0,0462), war bei der Phosphorylierung von S 473 nur
tendenziell ein Anstieg durch pTyr zu beobachten (Abb. 3.8 ¢). Entsprechend der verstéarkten
Aktivitdt von AKT war auch eine verstarkte Phosphorylierung von GSK3 o/f zu beobachten
(Abb. 3.8d +e).
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Abbildung 3.8: Expression von AKT und GSK3 a/p in A549-Zellen nach pTyr-Vorbehandlung.
Konfluente A549-Zellen wurden fiir die angegebene Zeit mit 10 uM pTyr vorbehandelt und anschlielend
Proteine aus Gesamtlysat im Western Blot analysiert. a) représentativer Western Blot von A549-Zellen.
Densitometrische Auswertung erfolgte zusammengefasst aus drei Versuchen. b) Verhaltnis von P-AKT-T 308 zu
AKT, ¢) Verhdltnis von P-AKT-S 473 zu AKT, d) Verhéltnis von P-GSK3 a-S21 zu GSK3 a, ¢) Verhdltnis von
P-GSK3 B-S9 zu GSK3 B. Die Daten sind jeweils normiert zur Kontrolle + Standardfehler (SE).

Das Sternchen (*) markiert statistisch signifikante Unterschiede der pTyr-behandelten Zellen zu den

Kontrollzellen (student-t-test, p-Wert < Signifikanzniveau o = 0,05).
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3.2.5 Einfluss der P13-Kinase auf den pTyr-Effekt

Eine Inhibierung der PI3-Kinase durch LY?294002 bewirkt fir gewdhnlich eine starke
Radiosensibilisierung, da somit auch die Aktivierung von AKT reduziert wird, welche

wiederum mit der DNA-PKGcs interagiert und somit zur DNA-DSB-Reparatur beitragt.

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob der radioprotektive Effekt von pTyr auch bei
inhibierter P13-Kinase auftritt. Fiir das klonogene Uberleben wurden konfluente A549-Zellen

mit 10 uM LY294002 behandelt, zwei Stunden spater erfolgte die gewohnte Behandlung mit
pTyr.

Wie erwartet zeigten die LY294002-behandelten Zellen ein stark reduziertes Uberleben
gegenliber der Kontrolle. Eine zusétzliche Behandlung dieser Zellen mit 10 uM pTyr
resultierte jedoch wieder in einem besseren Uberleben (Abb. 3.9a). Die zugehorigen p-Werte

sind der besseren Ubersicht wegen unter Abbildung 3.9b tabellarisch zusammengefasst.

a) b)

p-Werte fir 2Gy/ 4Gy

pTyr LY294002
0,0168/ | 0,0329/
<0,001 | <0,001

Kontrolle

LY294002+ 0,1392/ | 0,1789/
pTyr <0,001 | 0,0371

Uberlebensfraktion +/- SE

[} Kontrolle

pTyr
A 1Y294002

v LY294002+pTyr

0,01
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Dosis [Gy]

Abbildung 3.9: Klonogenes Uberleben von A549-Zellen nach Inhibierung der PI3-Kinase. a) Konfluente
A549-Zellen wurden fur zwei Stunden mit 10 uM LY?294002 bzw. DMSO behandelt, danach fir 16 h mit 10 uM
pTyr. Anschliefend erfolgte eine Bestrahlung mit 2 oder 4 Gy. Die Aussaat erfolgte 6 h nach Bestrahlung (je
4 Replikate). Die Daten wurden aus drei unabhdngigen Experimenten zusammengefasst. Die Datenpunkte zeigen
die Uberlebensfraktion auf Basis der jeweiligen unbestrahlten Kontrolle + Standardfehler (SE). b) Zugehérige
p-Werte bei 2 bzw. 4 Gy. Schwarze Zahlen bezeichnen signifikante Unterschiede mit p-Werten, die kleiner als

das Signifikanzniveau a = 0,05 sind, rote Zahlen stehen fiir Unterschiede, die nicht signifikant sind.
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3.3 pTyr beschleunigt die DNA-Reparatur

3.3.1 pTyr beschleunigt die Reparatur von DNA-Doppelstrangbriichen und

vermindert die Anzahl bleibender Schiden nach y-Strahlung

Das Histon H2AX wird in Folge von DNA-Doppelstrangbriichen am Serinrest 139
phosphoryliert (YH2AX) und dient als verlédsslicher Indikator fiir diese Lasionen (Rogakou et
al. 1998, Paull et al. 2000). An der Phosphorylierung von H2AX sind sowohl ATM als auch
DNA-PK und ATR beteiligt (Wang et al. 2005). Da das Histon nach Reparatur wieder
dephosphoryliert wird, kann durch Ermittlung der residuellen YH2AX-positiven Foci auf die
Reparatureffizienz riickgeschlossen werden. Fiir den Nachweis von yH2AX-positiven Foci
werden konfluente Zellen verwendet, da somit die Anzahl replikationsbedingter YH2AX-

positiver Foci auf ein Minimum reduziert wird.

Konfluente Zellen wurden fur 16 h mit pTyr behandelt, mit 2 Gy bestrahlt und nach
entsprechender Zeit fixiert. Nach Immunfluoreszenzfarbung wurden reprasentative Bilder

unterm Mikroskop angefertigt und Foci in 150 - 500 Zellkernen ausgewertet.

Die Vorbehandlung von TP53-wt-Zellen mit pTyr fihrte zu einer tendenziell leicht
beschleunigten Reduktion der yH2AX-positiven Foci, was bereits nach 6 h ersichtlich war
(Abb. 3.10). Dabei war kein Unterschied in der Induktion der Foci-Bildung zu erkennen, das
heif3t die verminderte Anzahl an Foci nach 6 bzw. 24 h resultierte nicht daraus, dass DNA-
Doppelstrangbriiche nicht korrekt erkannt wurden, sondern vielmehr, dass diese nur
tendenziell schneller erkannt und somit effizienter repariert werden konnten. Obwohl, wie
zuvor gezeigt, die ATM stabilisiert wurde und die DNA-PKcs ein Phosphorylierungsmuster
aufwies, das normalerweise nach DNA-Schaden auftritt, traten bei den pTyr-behandelten
unbestrahlten Zellen keine zusétzlichen YH2AX-Foci im Vergleich zur Kontrolle auf.
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Abbildung 3.10: Einfluss von pTyr auf die Phosphorylierung von YH2AX nach IR. a) HSF4-Zellen und
b) A549-Zellen wurden 16 h mit 10 uM pTyr inkubiert, mit 2 Gy bestrahlt, nach entsprechender Zeit fixiert und
gegen P-H2AX-S139 gefarbt. Der Zeitpunkt O zeigt die jeweilige unbestrahlte Kontrolle. Die Datenpunkte
zeigen die Ergebnisse aus drei unabhdngigen Experimenten + Standardfehler (SE). Es wurden jeweils
150 (HSF4) bis 500 (A549) Zellkerne pro Kondition pro Versuch ausgewertet.

Das Sternchen (*) markiert statistisch signifikante Unterschiede der pTyr-behandelten Zellen zu den

Kontrollzellen (student-t-test, p-Wert < Signifikanzniveau o = 0,05).

Die Anzahl an residuellen yH2AX-positiven Foci war auch bei hoheren Strahlendosen
geringer in den pTyr-behandelten Zellen im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. Dazu
wurden die Zellen wie zuvor behandelt und zusétzlich Bestrahlungen mit 4 und 8 Gy
vorgenommen. Es wurde lediglich die Anzahl an Foci nach 24 h, also nach Abschluss der
Reparatur Uberprift, da diese hoheren Dosen zu viele Foci produzieren, um sie nach kirzeren

Zeitspannen verlasslich auswerten zu koénnen. Dabei reduzierte die pTyr-Behandlung die
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Anzahl der residuellen Foci in HSF4 bei einer Dosis von 2 Gy auf ca. 80 %, bei héheren
Dosen war sogar eine Reduktion auf 70 % gegeniiber der Kontrolle zu beobachten. In
A549-Zellen bewirkte pTyr eine Reduktion auf 55 % (2 Gy) bzw. 85 % (4 Gy) und 83 %
(8 Gy) (Abb. 3.11).
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Abbildung 3.11: Einfluss von pTyr auf die Phosphorylierung von yH2AX nach unterschiedlicher
IR-Dosis. a) HSF4-Zellen und b) A549-Zellen wurden 16 h mit 10 uM pTyr inkubiert, mit 2, 4 oder 8 Gy
bestrahlt, nach 24 h fixiert und gegen P-H2AX-S 139 gefarbt. Die Datenpunkte zeigen die Ergebnisse aus drei
unabhéngigen Experimenten + Standardfehler (SE). Es wurden jeweils 150 (HSF4) bis 500 (A549) Zellkerne pro
Kondition pro Versuch ausgewertet.

Das Sternchen (*) markiert statistisch signifikante Unterschiede der pTyr-behandelten Zellen zu den

Kontrollzellen (student-t-test, p-Wert < Signifikanzniveau o = 0,05).
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Im Gegensatz zu den pTyr-behandelten TP53-wt-Zellen zeigten pTyr-behandelte TP53-mut-
Zellen sogar eine erhohte Anzahl an residuellen yH2 AX-positiven Foci nach Bestrahlung als
die unbehandelten Kontrollen. Bei vergleichbarer Induktion von yH2AX-positiven Foci war
die Reparatur beeintrachtigt, wie nach 6 h und 24 h ersichtlich (Abb. 3.12 b). Da die nicht
aktivierten A549PON-Zellen (TP53-Wildtyp) den erwarteten protektiven Effekt zeigten,
konnte ausgeschlossen werden, dass das TP53-Plasmid an sich einen negativen Einfluss auf
die Reparatur hatte (Abb. 3.12 a). Die Aktivierung des TP53-Plasmids mit Ponasteron ohne

Bestrahlung fuhrte zu keiner erhéhten Foci-Bildung.
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Abbildung 3.12: Einfluss von pTyr auf die Phosphorylierung von YH2AX nach IR. a) A549PON-TP53wt-
Zellen und b) A549PON-TP53mut-Zellen wurden 16 h mit 10 uM pTyr inkubiert, mit 2 Gy bestrahlt, nach
entsprechender Zeit fixiert und gegen P-H2AX-S 139 geféarbt. Der Zeitpunkt 0 zeigt die jeweilige unbestrahlte
Kontrolle. Die Datenpunkte zeigen die Ergebnisse aus drei unabhéngigen Experimenten + Standardfehler (SE).
Es wurden jeweils 500 Zellkerne pro Kondition pro Versuch ausgewertet.
Das Sternchen (*) markiert statistisch signifikante Unterschiede der pTyr-behandelten Zellen zu den

Kontrollzellen (student-t-test, p-Wert < Signifikanzniveau o = 0,05).
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In den A549PON-TP53wt-Zellen fuhrte eine Vorbehandlung mit pTyr &hnlich wie in
normalen A549-Zellen zu einer Reduktion der residuellen Foci auf 62 % (2 Gy), 81 % (4 Gy)
bzw. 75 % (8 Gy) (Abb. 3.13 a) gegeniber der Kontrolle. Dahingegen war bei A549PON-
TP53mut-Zellen keine Reduktion der Foci gegeniiber der Kontrolle zu beobachten. Die
behandelten Zellen wiesen sogar eine leicht erhdhte Anzahl an residuellen Foci auf.
Allerdings traten erst bei hoheren Strahlendosen (8 Gy) signifikante Unterschiede zur
Kontrolle auf (Abb. 3.13 b).
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Abbildung 3.13: Einfluss von pTyr auf die Phosphorylierung von YH2AX nach unterschiedlicher IR-
Dosis. a) A549PON-TP53wt-Zellen und b) A549PON-TP53mut-Zellen wurden 16 h mit 10 pM pTyr inkubiert,
mit 2, 4 oder 8 Gy bestrahlt, nach 24 h fixiert und gegen P-H2AX-S 139 geféarbt. Die Datenpunkte zeigen die
Ergebnisse aus drei unabh&ngigen Experimenten + Standardfehler (SE). Es wurden 500 Zellkerne pro
Kondition pro Versuch ausgewertet.

Das Sternchen (*) markiert statistisch signifikante Unterschiede der pTyr-behandelten Zellen zu den

Kontrollzellen (student-t-test, p-Wert < Signifikanzniveau o = 0,05).
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3.3.2 pTyr beschleunigt die Reparatur von DNA-Doppelstrangbriichen und

vermindert die Anzahl bleibender Schiden nach a-Teilchen-Strahlung

Wihrend niederenergetische y-Strahlung vor allem indirekten Schaden in der Zelle bewirkt
durch lonisierungsereignisse, treten durch hochenergetische Strahlung, wie a-Teilchen-
Strahlung, vor allem direkte Schéden an der DNA auf, wobei es zu Cluster-Schaden kommt,
also einer Vielzahl von Basenschdden und somit auch Doppelstrangbriichen in einem DNA-
Abschnitt. Da diese Schaden viel gravierender und schwerer zu reparieren sind, sollte
uberprift werden, ob der radioprotektive Effekt, gemessen anhand der yH2AX-Foci-Bildung
bzw. —Reparatur, auch bei dieser Art von Schaden beobachtet werden kann.

Hierzu wurden HSF4- und A549-Zellen wie zuvor beim Koloniebildungs-Assay auf mit
BioFoil beschichtete Trager getropft und es wurde erst nach Adhasion der Zellen in der Mitte
des Trégers das Medium aufgefillt. Die Zellen wurden mit Hoechst33342 geféarbt, um die
Erkennung der Zellkerne durch die Microbeam-Einrichtung zu ermdéglichen. Es wurden
gezielt die Zellkerne bestrahlt, wobei 10 a-Teilchen auf jeden Zellkern geschossen wurden.
Eine hohere Anzahl an o-Teilchen war nicht mdglich, da sonst der Schaden die
Reparaturkapazitit der Zelle tiberschritten hitte. Eine geringere Anzahl an a-Teilchen hétte
vermutlich nicht genligend Schéden produziert, um bei der Anzahl ausgewerteter Zellkerne
statistisch auswertbare Daten zu erlangen. Die Zellen wurden nach entsprechender Zeit fixiert
und gegen YH2AX gefirbt. Wie bereits bei der niederenergetischen y-Strahlung zeigte pTyr
auch hier einen radioprotektiven Effekt, ersichtlich an dem schnelleren Riickgang der
yH2AX-positiven Foci nach 3 h bei gleicher Induktion nach 1 h (Abb. 3.14). Nach 24 h
wiesen die pTyr-behandelten Zellen eine signifikant verringerte Anzahl an residuellen Foci

auf.
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Abbildung 3.14: Einfluss von pTyr auf die Phosphorylierung von yYH2AX nach a-Teilchen-Bestrahlung.

a) HSF4-Zellen und b) A549-Zellen wurden 16 h mit 10 uM pTyr inkubiert, mit 10 a-Teilchen/ Nukleus
bestrahlt, nach entsprechender Zeit fixiert und gegen P-H2AX-S 139 gefarbt. Die Datenpunkte zeigen die
Ergebnisse aus drei unabhé&ngigen Experimenten + Standardfehler (SE). Es wurden jeweils 150 (HSF4) bzw.
500 (A549) Zellkerne pro Kondition pro Versuch ausgewertet.

Das Sternchen (*) markiert statistisch signifikante Unterschiede der pTyr-behandelten Zellen zu den
Kontrollzellen (student-t-test, p-Wert < Signifikanzniveau o = 0,05).
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3.3.3 pTyr bewirkt eine Relaxation des Chromatins in Abwesenheit von DNA-
Schéaden

Wie Paasch (2014) bereits zeigen konnte, bewirkt die Vorbehandlung mit pTyr eine
Relaxation des Chromatins, was sich von einer erhohten Acetylierung von K 9 und einer
Phosphorylierung von S 10 des Histons H3 ableiten lasst. Es konnte gezeigt werden, dass die
hier verwendeten Zelllinien A549 und HSF4 diesen Effekt ebenfalls zeigten (Abb. 3.15).
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Abb. 3.15: Einfluss von pTyr auf die Acetylierung und Phosphorylierung von Histon H3.

Konfluente Zellen wurden die angegebene Zeit mit 10 uM pTyr inkubiert und anschlieRend die Proteine aus dem
Gesamtlysat im Western Blot analysiert. a) reprasentativer Western Blot von HSF4-Zellen. b) reprasentativer
Western Blot von A549-Zellen. Densitometrische Auswertung erfolgte zusammengefasst aus drei Versuchen.
¢) Verhéltnis von Ac-K 9/P-S 10-H3 zu Histon H3 in HSF4, d) Verhaltnis von Ac-K 9/P-S 10-H3 zu Histon H3
in A549. Die Daten sind jeweils normiert zur Kontrolle + Standardfehler (SE).

Das Sternchen (*) markiert statistisch signifikante Unterschiede der pTyr-behandelten Zellen zu den

Kontrollzellen (student-t-test, p-Wert < Signifikanzniveau o = 0,05).
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Diese Chromatin6ffnung wird auch durch DNA-Schdden beziehungsweise im Laufe des
Zellwachstums bei der Transkription induziert. Sie ist ein wichtiger Schritt, um die
DNA-Reparatur oder -Replikation zu ermdéglichen (Nowak und Corces 2004). Dabei wird
sowohl die Acetylierung an K9 als auch die Phosphorylierung an S 10 durch TP53
beeinflusst (Allison und Milner 2003). Wie gezeigt werden konnte, bewirkt pTyr diese
Offnung des Chromatins bereits ohne Auftreten eines Schadens.

3.4 pTyrerhoht die Energie, die Zellen vor Bestrahlung zur Verfligung steht

Die Vorgange, die zur Reparatur von DNA-Doppelstrangbriichen nétig sind, wie etwa die
Umstrukturierungen des Chromatins und die Rekrutierung von Reparaturproteinen, bendétigen
Energie, welche gewdhnlich nach Eintreten des Schadens mobilisiert wird. Wie Paasch
(2014) jedoch bereits zeigen konnte, fiihrt eine Vorbehandlung mit pTyr zu einem Anstieg des
zelluldren ATP-Gehalts noch bevor ein DNA-Schaden eingetreten ist. Um im Weiteren den
Ursprung dieser zusatzlichen Energie zu untersuchen, wurde dieser Effekt in den in der Arbeit

verwendeten Zelllinien Uberprift.

3.4.1 pTyr-Vorbehandlung fihrt zu erh6htem ATP-Gehalt

Konfluente Zellen wurden mit 10 uM pTyr behandelt und der ATP-Gehalt nach
entsprechender Inkubationszeit mithilfe des ATP-Assay-Kits (Abnova) colorimetrisch

bestimmt.

Die Behandlung mit pTyr steigerte den zellularen ATP-Gehalt in TP53-Wilttyp-Zellen, nicht
jedoch in Zellen mit mutiertem TP53-Protein. Sowohl in HSF4-, als auch in A549-Zellen
bewirkte eine Vorbehandlung mit 10 uM pTyr bereits nach einer Stunde einen signifikanten
Anstieg des zelluldren ATP-Gehalts. In beiden Zelllinien reduzierte sich der ATP-Gehalt nach
16 h pTyr-Behandlung wieder leicht, lag jedoch immer noch deutlich hoher als in den
Kontrollzellen (Abb. 3.16 a, b).

FaDu-Zellen, die im klonogenen Uberleben nicht auf eine pTyr-Behandlung reagierten,
zeigten auch keine Zunahme an ATP, jedoch lag der ATP-Gehalt der unbehandelten Zellen
bereits Uber dem von A549- bzw. HSF4-Zellen (Abb. 3.16 c¢). A549PON-TP53wt-Zellen
zeigten wie FaDu-Zellen keine signifikante Zunahme an ATP, besaRen allerdings ebenfalls

einen  basal hoheren Gehalt an ATP als gewdhnliche  A549-Zellen.
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A549PON-TP53mut-Zellen wiesen 16 Stunden nach Zugabe von pTyr sogar einen signifikant
verminderten ATP-Gehalt (p =0,0280) im Vergleich zu den A549PON-Wildtypzellen auf
(Abb. 3.16 d).
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Abbildung 3.16: Einfluss von pTyr auf den zellularen ATP-Gehalt. Konfluente Zellen wurden fir die
angegebene Zeit mit 10 uM pTyr behandelt und der ATP-Gehalt mithilfe des ATP-Assay-Kits von Abnova nach
Hersteller-Protokoll bestimmt. Die Daten zeigen den ATP-Gehalt pro Millionen Zellen von a) HSF4-, b) A549-,
c) FaDu- und d) A549PON-Zellen + Standardfehler (SE). Es wurden jeweils drei Versuche mit zwei
Parallelansdtzen zusammengefasst.

Das Sternchen (*) markiert statistisch signifikante Unterschiede der pTyr-behandelten Zellen zu den
Kontrollzellen (student-t-test, p-Wert < Signifikanzniveau o = 0,05).

3.4.2 Der ATP-Gehalt verhalt sich nach Bestrahlung wie in den Kontrollzellen

Fir gewohnlich fuhrt Strahlung zu einer ATP-Krise in der Zelle, bedingt durch den erhéhten
Energiebedarf fur die Reparatur entstandener Schaden und durch verminderte Leistung der
durch Strahlung beschadigten Mitochondrien. Erst nach 24 - 48 h nach Bestrahlung erreicht
die ATP-Produktion wieder ihren Ausgangswert vor Bestrahlung (Hall et al. 1963).

-48 -



Ergebnisse

Da der ATP-Gehalt in den pTyr-behandelten Zellen bereits leicht Uber dem der Kontrolle lag,
sollte im Weitern untersucht werden, ob die Behandlung einen Einfluss auf die Energie hat,

die der Zelle nach Bestrahlung zur Reparatur entstandener Schéaden zur Verfligung steht.

Dazu wurden konfluente Zellen 16 h mit 10 uM pTyr behandelt, mit 4 Gy bestrahlt und der
ATP-Gehalt wie zuvor bestimmt. In den TP53-Wildtyp-Zellen zeigte sich kein signifikanter
Unterschied zur Kontrolle (Abb. 3.17 a + b). In FaDu-Zellen, die ein mutiertes TP53-Protein
besitzen, lag der ATP-Gehalt in den Kontrollzellen nach Bestrahlung zeitweise sogar ber
dem der pTyr-behandelten Zellen (Abb. 3.17 c).

a) HSF4 b) A549

5 5
‘c'll)" _ * "'mJ —&— Kontrolle
it p=0,0008 ) T
+ - +
5 41 3 4
£ % £
= £
5 8
g ° [| &3
© . © e
fo_ —e— Kontrolle & I
=3 il -
< <<

0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50
Zeit nach 4 Gy [h] Zeit nach 4 Gy [h]
c) FaDu
5

ATP/10"6 Zellen [nmol] +/- SE
w

—&— Kontrolle
2 —8— pTyr
0 10 20 30 40
Zeit nach 4 Gy [h]

Abbildung 3.17: Einfluss von pTyr auf den zelluldaren ATP-Gehalt. Konfluente Zellen wurden fiir 16 h mit
10 uM pTyr behandelt, mit 4 Gy bestrahlt und der ATP-Gehalt mithilfe des ATP-Assay-Kits von Abnova nach
Hersteller-Protokoll bestimmt. Die Daten zeigen den ATP-Gehalt pro Millionen Zellen von a) HSF4-, b) A549-
und c) FaDu-Zellen =+ Standardfehler (SE). Es wurden je drei Versuche mit zwei Parallelansitzen
zusammengefasst.

Das Sternchen (*) markiert statistisch signifikante Unterschiede der pTyr-behandelten Zellen zu den

Kontrollzellen (student-t-test, p-Wert < Signifikanzniveau o = 0,05).
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3.5 Die mitochondriale Atmung wird durch pTyr nicht verstarkt

Die Zelle nimmt ihre bendtigte Energie in Form von Glukose auf. Diese wird im Cytosol in
mehreren Schritten zu zwei Pyruvat-Molekulen aufgespalten. Dieses Pyruvat kann entweder
uber anaerobe Atmung, also Fermentation, oder Uber aerobe Atmung, also die oxidative
Phosphorylierung (OXPHQOS) in den Mitochondrien weiter in ATP umgewandelt werden.
Wahrend Tumorzellen auch bei optimalen Sauerstoffbedingungen eher Glykolyse betreiben,
erfolgt die ATP-Gewinnung in Normalgewebszellen fur gewdhnlich Giber OXPHOS in den
Mitochondrien. In diesem Prozess dient Sauerstoff als Elektronenakzeptor. Dabei entstehen
als Zwischenprodukt auch reaktive Sauerstoffspezies (reactive oxygen species, ROS) durch
unvollstandige Reduktion, die potenziell schadlich sind fir die Zelle. Jedoch liefert diese Art
der Energiegewinnung auch eine maximale Menge an ATP pro verstoffwechselter Glukose

und ist somit energetisch gunstiger und schneller.

3.5.1 pTyr-Vorbehandlung hat keinen Einfluss auf die Bildung mitochondrialer

reaktiver Sauerstoffspezies

Die Tatsache, dass eine erhéhte ATP-Produktion durch vermehrte mitochondriale Atmung zur
gesteigerten Produktion reaktiver Sauerstoffspezies flihrt, ermdglicht einen Nachweis der
OXPHOS-Aktivitat. Um zu 0Oberprifen, ob der ATP-Anstieg, der nach pTyr-Behandlung
festgestellt wurde, durch Steigerung der mitochondrialen Atmung zustande kommt, wurde
daher die relative Menge an mitochondrialen ROS mittels Fluoreszenzanalyse im

Durchflusszytometer bestimmt.

Die konfluenten Zellen wurden nach 0,1,3,6 und 16 h pTyr-Behandlung mit dem
Lebendzellfarbstoff MitoSOX™ Red gefarbt, trypsiniert, fixiert und im Durchflusszytometer
analysiert. Die Vorbehandlung mit pTyr fihrt weder in HSF4- noch in A549-Zellen zu einer
gesteigerten mitochondrialen ROS-Produktion (Abb. 3.18). In A549-Zellen war sogar eine

leichte Reduktion gegeniiber der Kontrolle zu sehen.
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Abbildung 3.18: Einfluss von pTyr auf die mitochondriale ROS-Konzentration in HSF4 und A549.
Konfluente a) HSF4 und b) A549-Zellen wurden entsprechende Zeit mit 10 uM pTyr behandelt, mit
MitoSOX™ Red gefarbt und im Durchflusszytometer analysiert. Die Datenpunkte zeigen die relative
Fluoreszenz aus drei unabhangigen Experimenten (mit je zwei Parallelansatzen) + Standardfehler (SE) und sind
zur jeweiligen unbehandelten Kontrolle normiert.

A549PON-Zellen wiesen nach pTyr-Behandlung zundchst einen kurzfristigen geringen
Anstieg der mitochondrialen ROS-Bildung auf. Jedoch zeigte sich auch hier bereits nach zwei
Stunden ebenfalls eine Reduktion. Nach 16 Stunden wurde ein leicht erhdhter ROS-Wert
gemessen. Hierbei war kein nennenswerter Unterschied zwischen den A549PON-Zellen mit
Wildtyp oder mutiertem TP53 zu erkennen (Abb. 3.19).
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Abbildung 3.19: Einfluss von pTyr auf die mitochondriale ROS-Konzentration in A549PON
TP53wt/ mut. Konfluente A549PON-Zellen wurden mit Ponasteron (TP53mut) bzw. Lésungsmittel (TP53wt)
behandelt, entsprechende Zeit mit 10 uM pTyr inkubiert, mit MitoSOX™ Red gefarbt und im
Durchflusszytometer analysiert. Die Datenpunkte zeigen die relative Fluoreszenz aus drei unabhdngigen

Experimenten (mit je zwei Parallelansitzen) + Standardfehler (SE) und sind zur jeweiligen unbehandelten

Kontrolle normiert.
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3.5.2 pTyr hat keinen Einfluss auf die Bildung mitochondrialer reaktiver

Sauerstoffspezies nach Bestrahlung

Auch wenn die pTyr-Vorbehandlung alleine keinen Einfluss auf die Bildung mitochondrialer
ROS hatte, wurde Uberprift, ob zusammen mit Bestrahlung ein Effekt ersichtlich wére, da

Bestrahlung die Menge an mitochondrialen ROS erhoht.

Obwohl in HSF4-Zellen keinerlei Unterschied zwischen pTyr-behandelten Zellen und
Kontroll-Zellen festzustellen war und beide nach kurzfristiger Verringerung der ROS den
erwarteten Anstieg als Reaktion auf Strahlung zeigten (Abb. 3.20 a), wiesen pTyr-behandelte
A549-Zellen im Vergleich zur unbehandelten bestrahlten Kontrolle ein leicht vermindertes
Niveau auf. Dieser Unterschied war jedoch nicht signifikant Auch in den A549-Zellen fiihrte
die Bestrahlung zu einem Anstieg der mitochondrialen ROS (Abb. 3.20 b).
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Abbildung 3.20: Mitochondriale ROS-Konzentration in HSF4 und A549 nach pTyr und IR. Konfluente
a) HSF4 und b) A549-Zellen wurden 16 h mit 10 uM pTyr behandelt, mit 4 Gy bestrahlt und fir einen Zeitraum
bis zu 48 h nach Bestrahlung inkubiert. Mitochondriale ROS wurden nach MitoSOX™ Red-Farbung im
Durchflusszytometer gemessen. Die Datenpunkte zeigen die relative Fluoreszenz aus drei unabh&ngigen
Experimenten (mit je zwei Parallelansdtzen) + Standardfehler (SE) und sind zur jeweiligen unbestrahlten
Kontrolle normiert.

Die A549PON-TP53wt-Zellen zeigten nach Bestrahlung zundchst eine Verringerung der
mitochondrialen ROS. Der Wert erreichte 24 Stunden nach Bestrahlung wieder etwa das
anfangliche Niveau, wobei auch hier kein signifikanter Unterschied zwischen pTyr-
behandelten Zellen und der Kontrolle zu beobachten war. Die pTyr-behandelten Zellen
wiesen tendenziell geringere ROS-Werte als die Kontrolle auf. Im Gegensatz dazu reduziert
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sich der ROS-Level in pTyr-behandelten A549PON-TP53mut-Zellen nur leicht und bleibt
uber den gesamten Beobachtungszeitraum auf etwa dem gleichen Niveau. Die A549PON-
TP53mut-Kontrollzellen zeigen einen starkeren Anstieg als die A549PON-TP53wt-
Kontrollzellen. Die mitochondrialen ROS sind in diesen Zellen selbst 48 Stunden nach

Bestrahlung noch auf einem erhéhten Niveau (Abb. 3.21).
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Abbildung 3.21: Einfluss von pTyr auf mitochondrialen ROS nach IR in Abhéangigkeit vom TP53-Status.
Konfluente a) A549PON-TP53-Wildtyp-Zellen und b) A549PON-TP53-mutierte Zellen wurden 16 h mit pTyr
behandelt, mit 4 Gy bestrahlt und fiir einen Zeitraum bis zu 48 h nach Bestrahlung inkubiert. Mitochondriale
ROS wurden nach MitoSOX™ Red-Farbung im Durchflusszytometer gemessen Die Datenpunkte zeigen die
relative Fluoreszenz aus drei unabhéngigen Experimenten (mit je zwei Parallelansatzen) + Standardfehler (SE)

und sind zur jeweiligen unbestrahlten Kontrolle normiert.

3.5.3 pTyr induziert eine Inhibition der Pyruvat-Dehydrogenase und reduziert

somit die mitochondriale Atmung

Da eine pTyr-Vorbehandlung nicht zu einem Anstieg an mitochondrialen ROS fiihrte, und
nach Bestrahlung eher eine verringerte Menge an mitochondrialen ROS gegenulber der
Kontrolle zur Folge hatte, wurde angenommen, dass der zuvor beobachtete Anstieg an ATP
nicht durch verstarkte mitochondriale Atmung zustande kommt. Um diese Vermutung zu
bekréaftigen, wurde ein Schlisselenzym der mitochondrialen Atmung, die Pyruvat-
Dehydrogenase (PDH) untersucht. PDH steuert den Pyruvat-Metabolismus. Ist PDH
phosphoryliert, kann Pyruvat nicht mehr in die mitochondriale Atmungskette aufgenommen
werden, sondern wird durch Glykolyse verstoffwechselt.
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Es wurde im Western Blot untersucht, welchen Einfluss eine pTyr-Vorbehandlung auf den
Phosphorylierungsstatus der PDH hat. Dabei zeigte sich sowohl bei A549 als auch bei HSF4,
dass die Vorbehandlung zu einer verstarkten Phosphorylierung und somit Inhibierung der
PDH flhrte (Abb. 3.22). Diese erreichte in A549 nach 6 h pTyr-Behandlung einen signifikant
erhohten Level (pe=0,0022, pis =0,0499), in HSF4-Zellen wurde erst nach 16 h eine
signifikante Steigerung erreicht (p1s = 0,0071).
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Abbildung 3.22: Einfluss einer pTyr-Behandlung auf die Aktivitat der Pyruvat-Dehydrogenase (PDH).
a) Konfluente A549- und HSF4-Zellen wurden mit 10 uM pTyr fiir unterschiedliche Zeit behandelt und die
Proteine des Gesamtlysats im Western Blot analysiert. b) Densitometrische Auswertung von drei unabhéngigen
Versuchen. Die Datenpunkte zeigen die Relation von P-PDH-S293 zu PDH-Gesamtprotein + Standardfehler
(SE) und wurden zur unbehandelten Kontrolle normiert.

Das Sternchen (*) markiert statistisch signifikante Unterschiede zur unbehandelten Kontrolle (student-t-test,

p-Wert < Signifikanzniveau o = 0,05).
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Die Inhibition der PDH bekraftigt die Vermutung, dass das zusétzliche ATP nicht aus einer
gesteigerten mitochondrialen Atmung stammt. Da Paasch (2014) bereits zeigen konnte, dass
eine pTyr-Behandlung eine Reduktion der Mitochondrienzahl pro Zelle innerhalb der ersten
6 Stunden zur Folge hat, was auch die in der vorliegenden Arbeit beobachtete Reduktion der
ROS in diesem Zeitraum erkléren konnte, wurde im weiteren Verlauf Uberpruft, ob die
Reduktion der Mitochondrien mit einer Energiegewinnung einhergeht, in dem Sinne, dass
Mitochondrien durch Mitophagie abgebaut werden und somit zur Energiegewinnung

beitragen.

3.6 Der ATP-Gewinn durch pTyr basiert zu Teilen auf Abbau beschadigter
Mitochondrien durch Mitophagie

Da Paasch (2014) zeigen konnte, dass eine pTyr-Behandlung bereits nach kurzer Zeit einen
Anstieg der AMP-aktivierten Proteinkinase (AMPK), einen Riickgang der Mitochondrienzahl
und ein Absinken des mitochondrialen Membranpotenzial bewirkt, wurde die Mitophagie als
mdogliche ATP-Quelle genauer untersucht. Bei der Mitophagie, einer selektiven Form der
Makroautophagie, werden defekte Mitochondrien gezielt abgebaut. Dabei aktiviert
phosphoryliertes AMPK die unc-51-like-kinase 1 (ULK 1), welche wiederum das autophagy-
related-protein 13 (Atg 13) phosphoryliert und aktiviert. Es gibt auch Hinweise, dass ULK1
und Atg 13 Uber den mTor-Signalweg als Reaktion auf N&hrstoffmangel aktiviert werden und
somit ermdglichen, dass ein kurzeitiger Engpass in der Energieversorgung durch Recycling
alter bzw. defekter Mitochondrien Uberbrickt werden kann. Dabei bildet ULK 1 einen
Komplex mit ATG 13 und FIP 200, welcher als Initiator der Autophagie fungiert (Ganley et
al. 2009).

3.6.1 pTyr-Behandlung fuhrt zu Umwandlung von LC3-1 zu LC3-11

Das Protein LC3 ist ein Marker fur Autophagie. Durch den Autophagieprozess wird es von
der Cytosolischen Form LC3-1 zu LC3-11 gespalten, welches membrangebunden vorliegt. Das
Verhéltnis dieser beiden Formen gibt Aufschluss tber das AusmaR an Autophagie, die in der
Zelle stattfindet (Kabeya et al. 2000, Tanida et al. 2005). Da im Fall von pTyr-Behandlung
kein erhohtes Zellsterben ersichtlich war, konnte angenommen werden, dass ein Anstieg von
LC3-1I/LC3-1 ein Indiz fir Mitophagie war.
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HSF4- und A549-Zellen wurden wie gewohnt mit 10 uM pTyr vorbehandelt und nach 1, 3, 6
und 16 h Proteine isoliert und fur Western Blot-Analyse prapariert. Wie in Abbildung 3.23
ersichtlich, bewirkt die pTyr-Inkubation einen Anstieg an LC3-Il im Verhaltnis zu LC3-I.
Dieser Anstieg ist bei Fibroblasten allerdings nur gering ausgepragt, mit einem Maximum
nach 6 h (Abb. 3.23 a). A549-Zellen zeigen eine deutlichere Zunahme, die bereits nach 3 h ihr
Maximum erreicht (Abb. 3.23 b).
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Abbildung 3.23: Einfluss einer pTyr-Behandlung auf die Umwandlung von LC3-1 zu LC3-11. Konfluente
a) A549- und b) HSF4-Zellen wurden mit 10 uM pTyr fur unterschiedliche Zeit behandelt und die Proteine des
Gesamtlysats im Western Blot analysiert. c¢) + d) Densitometrische Auswertung von drei unabhangigen
Versuchen. Die Datenpunkte zeigen die Relation von LC3-1l zu LC3-I * Standardfehler (SE) und wurden zur
unbehandelten Kontrolle normiert.

Das Sternchen (*) markiert statistisch signifikante Unterschiede der pTyr-behandelten Zellen zu den

Kontrollzellen (student-t-test, p-Wert < Signifikanzniveau o = 0,05).

3.6.2 pTyr-Vorbehandlung reduziert die Cytochrom C-Konzentration

Da LC3 ein Marker flr Autophagie ist, wurde im Folgenden die Cytochrom C-Konzentration
in den Zellen gemessen. Bei der Mitophagie werden defekte Mitochondrien komplett in
Autophagosomen aufgenommen bevor Cytochrom C freigesetzt werden kann. Dies wird
gesteuert durch eine Modulation der Serinreste 17 und 24 in der mit LC3 interagierenden

Region von Bnip3, welches sowohl ein proapoptotisches BH3-only-Protein als auch ein
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Autophagierezeptor der Zelle darstellt (Zhu et al. 2013). Somit wird eine Abgabe des
Cytochrom C ins Cytoplasma, und eine damit verbundene Apoptose der Zelle verhindert. Es
wurden konfluente HSF4- und A549-Zellen fiir die angegebene Zeit mit 10 uM pTyr
behandelt, permeabilisiert, fixiert. und mit spezifischem Antikérper gegen Cytochrom C und
fluoreszenzmarkiertem Zweitantikorper inkubiert. Als Kontrolle wurden Zellen 4 h vor
pTyr-Behandlung mit 10 uM Chloroquin (CQ), einem Autophagie-Inhibitor, behandelt. Die
Messung erfolgte im Durchflusszytometer.

Die Behandlung mit pTyr bewirkte sowohl in HSF4-, als auch in A549-Zellen eine Reduktion
der Intensitdt des Fluoreszenzsignals. Diese war vor allem in den ersten 6 h (HSF4,
Abb. 3.24 a) bzw. 3 h (A549, Abb. 3.24 b) nach pTyr zu beobachten. Nach 16 h Behandlung
war der Cytochrom C-Level in beiden Zelllinien wieder auf Ausgangsniveau. Bei einer
vorangegangenen Inhibierung der Autophagie durch CQ war keine Reduktion zu sehen. Der

Cytochrom C-Gehalt stieg in A549-Zellen sogar leicht an.
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Abbildung 3.24: Cytochrom C-Gehalt der Mitochondrien nach pTyr-Behandlung. Konfluente a) HSF4-

Zellen und b) A549-Zellen wurden 4 h vor pTyr mit Chloroquin (CQ) bzw. Lésungsmittel behandelt und danach

fur die angegebene Zeit mit 10 uM pTyr. Es wurde gegen Cytochrom C und anschliefend mit Alexa488-

Sekundérantikorper geférbt. Die Messung erfolgte im Durchflusszytometer. Die Daten sind aus drei

unabhéngigen Experimenten mit je zwei Parallelansétzen zusammengefasst und zeigen den prozentualen Anteil
von Zellen mit niedriger Fluoreszenz + Standardfehler (SE).
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3.6.3 Die Inhibierung der Autophagie reduziert den protektiven pTyr-Effekt

Da unter pTyr sowohl ein Anstieg von LC3-II/LC3-1 zu beobachten war, als auch eine
Reduktion des mitochondrialen Cytochrom C-Gehalts, sollte tberprift werden, welchen
Einfluss die Inhibierung der Autophagie auf die pTyr-vermittelte Radioresistenz hat.
Konfluente A549-Zellen wurden 4 h vor pTyr mit Chloroquin (CQ) oder Ldsungsmittel
behandelt und anschliefend fir 16 h mit pTyr. Die Aussaat zum Koloniebildungsassay

erfolgte 6 h nach Bestrahlung mit 0, 1, 2 oder 4 Gy.

Eine alleinige Behandlung mit CQ bewirkte keine Radiosensibilisierung. Die Kombination
von CQ mit pTyr reduzierte das Uberleben auf den Level der unbehandelten Kontrollzellen
(Abb. 3.25).
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Abbildung 3.25: Einfluss der Inhibierung der Autophagie auf das klonogene Uberleben nach pTyr.
Konfluente A549-Zellen wurden 4 h vor pTyr mit Chloroquin (CQ) oder Ldsungsmittel behandelt. Es folgte
eine 16-stlindige Behandlung mit 10 uM pTyr und Bestrahlung mit 0, 1, 2 oder 4 Gy. Die Aussaat erfolgte 6 h
nach Bestrahlung (je 4 Replikate). Die Daten wurden aus drei unabhdngigen Experimenten zusammengefasst.
Die Datenpunkte zeigen die Uberlebensfraktion auf Basis der jeweiligen unbestrahlten Kontrolle
* Standardfehler (SE).
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3.7 pTyr-Vorbehandlung resultiert in verstarkter Glykolyse

Entgegen der Erwartung bewirkte eine pTyr-Inkubation keine verstarkte, sondern sogar eine
eher reduzierte mitochondriale Atmung. Auch Mitophagie kann aus zuvor genannten Griinden
nicht allein fur den beobachteten Anstieg an ATP verantwortlich sein. Eine weitere
Madglichkeit der Zelle, das aus aufgenommener Glukose gewonnene Pyruvat zu verarbeiten,
bietet die Glykolyse, wobei damit im Folgenden nicht nur die Aufspaltung von Glukose zu

Pyruvat, sondern generell die anaerobe Fermentation von Pyruvat zu Laktat gemeint ist.

3.7.1 pTyr-Vorbehandlung fihrt zu verstarkter Laktatproduktion

Laktat ist ein Produkt der Glykolyse und kann als Marker fir deren Aktivitat herangezogen
werden. Es wurde der Laktatwert in Medium und Zelllysat von TP53-wt-Zellen ermittelt, mit

oder ohne pTyr-Vorbehandlung.

Wéhrend die Behandlung mit 10 uM pTyr in Zelllysaten von HSF4-Zellen nach 16 h zu
einem erhohten Laktatwert fuhrt (Abb. 3.26 a), ist in Zelllysaten von Ab549-Zellen kein
Anstieg zu beobachten (Daten nicht gezeigt). Allerdings kann bei A549-Zellen eine Erhéhung
der Laktat-Konzentration im Medium festgestellt werden (Abb. 3.26 b), wohingegen HSF4-
Zellen keine Verdnderung zeigen (Daten nicht gezeigt). Dabei weisen A549-Zellen vor pTyr-
Behandlung eine Laktat-Konzentration von 20 mM im Medium, nach 16 h pTyr 32 mM im
Medium auf, was einer Konzentration von ca. 26 umol (Kontrolle) bzw. 42 umol
(pTyr-behandelte Zellen) Laktat pro Millionen Zellen entspricht. In HSF4-Zellen jedoch
bleibt die Laktat-Konzentration im Medium nach pTyr-Behandlung relativ konstant bei
10 mM, wie in den Kontrollzellen. Dahingegen lag der zelluldre Gehalt an Laktat in HSF4-
Zellen mit ca. 40 nmol (Kontrolle) bis 70 nmol (pTyr) pro Millionen Zellen Gber dem Wert
von A549 mit relativ konstant 35 nmol pro Millionen Zellen, was sich jedoch eventuell durch
die Grolkenunterschiede dieser beiden Zelllinien erkléren lieRe.
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Abbildung 3.26: Laktat-Konzentration nach pTyr-Behandlung. Konfluente a) HSF4 und b) A549-Zellen
wurden fur die angegebene Zeit mit 10 uM pTyr behandelt und die Laktat-Konzentration in Zelllysat (HSF4)
bzw. Medium (A549) nach Protokoll bestimmt. Die Daten sind zusammengefasst aus drei unabhangigen
Experimenten mit je zwei Parallelansétzen. Die Datenpunkte zeigen die absolute Laktatmenge pro Millionen
Zellen + Standardfehler (SE).

Das Sternchen (*) markiert statistisch signifikante Unterschiede der pTyr-behandelten Zellen zu den

Kontrollzellen (student-t-test, p-Wert < Signifikanzniveau o = 0,05).

Die beobachteten Unterschiede lassen sich dahingehend erkléren, dass A549-Zellen
grundsatzlich eine hdhere Glykolyseaktivitat besitzen als Fibroblasten. Wahrend HSF4-Zellen
noch Uber genligend Laktat-Speicherkapazitat verfugen, und daher das produzierte Laktat
nicht ans Medium abgeben, sind die Laktatspeicher in Ab49-Zellen eventuell bereits
ausgereizt, weswegen bei steigender Glykolyse das produzierte Laktat ans Medium
abgegeben wird.

3.7.2 pTyr-Vorbehandlung fuhrt zu verringerter Laktatproduktion nach

Bestrahlung

Nach Bestrahlung bendtigen Zellen zusatzliche Energie, um Schaden zu reparieren. Zudem
kénnen Mitochondrien durch die Bestrahlung beschadigt sein und nicht mehr mit voller
Kapazitat arbeiten. Dadurch werden Zellen dazu gezwungen, fir kurze Zeit vermehrt Energie
uber Glykolyse zu gewinnen. Whitfield et al. (1965) konnten feststellen, dass Bestrahlung
innerhalb von drei Stunden zu einem Anstieg von Laktat fuhrt. Da schon allein nach pTyr-
Vorbehandlung eine hohere Laktat-Konzentration im Zelllysat (HSF4) bzw. Medium (A549)
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nachgewiesen werden konnte, wurde untersucht, inwiefern diese Werte durch Bestrahlung

beeinflusst werden.

HSF4- und A549-Zellen wurden flr 16 h mit 10 uM pTyr vorbehandelt und anschlieBend mit
4 Gy bestrahlt. Laktatwerte in Zelllysat und Medium wurden Uber einen Zeitraum von zwei

Tagen nach Bestrahlung uberpruft.

Obwohl der Laktatwert der pTyr-behandelten Zellen zum Zeitpunkt der Bestrahlung erhoht
war, kam es bei diesen Zellen zu keinem weiteren Anstieg durch Bestrahlung. Die Werte
sanken nach Bestrahlung mit 4 Gy sowohl bei HSF4 als auch bei A549 wieder auf den
Kontrollwert der unbehandelten und unbestrahlten Zellen (Abb. 3.27). In der nicht mit pTyr
behandelten Kontrolle hingegen kam es sowohl bei HSF4- als auch bei A549-Zellen wie

erwartet zu einem Anstieg der Laktat-Konzentration nach Bestrahlung.
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Abbildung 3.27: Laktat-Konzentration nach pTyr-Behandlung und IR. Konfluente a) HSF4 und b) A549-
Zellen wurden fur 16 h mit 10 uM pTyr behandelt, mit 4 Gy bestrahlt und die Laktat-Konzentration nach
entsprechender Zeit in Zelllysat (HSF4) bzw. Medium (A549) nach Protokoll bestimmt. Die Daten sind
zusammengefasst aus drei unabhangigen Experimenten mit je zwei Parallelansatzen. Die Datenpunkte zeigen die
absolute Laktatmenge pro Millionen Zellen + Standardfehler (SE).

Laktat gilt als Radikalfanger (Herz et al. 1997, Groussard et al. 2000). Callahan et al. (1990)
konnten nachweisen, dass eine erhéhte Glukoseaufnahme und ein damit einhergehender
Anstieg an Laktat Zellen vor hypoxischen Schéden schiitzt. Allein durch diese Eigenschaft
wirkt Laktat unter bestimmten Umstanden radioprotektiv. Allerdings ist die protektive
Wirkung abhdngig von der Konzentration und der Dauer, der die Zellen erhéhten

Laktatwerten ausgesetzt sind. Ubersteigt die Laktatkonzentration einen kritischen Wert, der
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abhangig vom jeweiligen Gewebe ist, kann Laktat aber auch wieder radiosensibilisierend
wirken (Seymour und Mothersill 1981).

Um zu U(berprufen, ob allein eine erhdhte Laktat-Konzentration zum Zeitpunkt der
Bestrahlung einen radioprotektiven Effekt ausubt, wurden HSF4- und A549-Zellen wie zuvor
mit pTyr behandelt. Zusatzlich wurde direkt vor Bestrahlung 15 mM Laktat zugegeben. Dies
entspricht dem Anstieg der Laktat-Konzentration im Medium, den die pTyr-Behandlung in
A549-Zellen im Laufe der Inkubationszeit von 16 h bewirkt. Die Zellen wurden mit 4 Gy
bestrahlt, 6 h nach Bestrahlung ausgesat und die Kolonien nach 14 (HSF4) bzw. 10 Tagen
(A549) gefarbt und ausgewertet. In HSF4-Zellen bewirkte die Zugabe von Laktat zu den
Kontrollzellen nur ein leicht verbessertes Uberleben. In den zuvor mit pTyr behandelten
Zellen kam es sogar zu einer Reduktion des Uberlebens durch Laktatzugabe (Abb. 3.28 a). In
A549-Zellen fuhrte die Zugabe von Laktat zu den Kontrollzellen zu einer deutlicheren
Steigerung der Uberlebensfraktion, die nahezu den Level der pTyr-behandelten Zellen
erreichte. Waren die A549-Zellen vorher mit pTyr behandelt worden, fuhrte auch hier die
Zugabe von Laktat zu einer Reduktion der Uberlebensrate, welche sogar unter die der
Kontrollzellen absank (Abb. 3.28 b).
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Abbildung 3.28: Klonogenes Uberleben nach Zugabe von Laktat vor IR. Konfluente a) HSF4- und b) A549-
Zellen wurden fir 16 h mit 10 uM pTyr behandelt. Direkt vor Bestrahlung mit 4 Gy wurden 15 mM Laktat
zugegeben. Die Zellen wurden 6 h nach Bestrahlung zu je 500 Zellen pro Platte ausgesat und die Kolonien nach
14 (HSF4) bzw. 10 Tagen (A549) gefarbt. Die Daten zeigen die Anzahl der Kolonien prozentual zur
unbestrahlten Kontrolle +/- SE aus 2 unabhéngigen Versuchen mit je 4 parallelen Ansétzen..
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Somit ist denkbar, dass die pTyr-Behandlung die Laktat-Konzentration auf ein protektives
Niveau anhebt, die zusatzliche Gabe von Laktat jedoch bewirkt, dass die Kkritische
Konzentration Uberschritten wird und das Laktat seine Eigenschaft als Radioprotektor wieder
verliert und sich negativ auf das Uberleben auswirkt. So bewirkt eine zusitzliche Gabe von
Laktat in HSF4-Zellen ein leicht verbessertes Uberleben im Vergleich zur Kontrolle. Die
HSF4-Zellen, die jedoch zuvor mit pTyr behandelt wurden und somit bereits eine Steigerung
der Laktat-Konzentration erfahren haben, reagieren bei einer abermaligen Steigerung des
Laktats sensibler auf Bestrahlung als jene Zellen, die nur mit pTyr behandelt wurden.
(Abb. 3.28 a). Die Tatsache, dass das Uberleben dieser Zellen immer noch tber dem der
Kontrolle liegt, kann vermutlich auf die weiteren positiven Auswirkungen der pTyr-
Behandlung zurlickgefiihrt werden, wie die Erneuerung der Mitochondrienpopulation und die

Aktivierung von Reparaturproteinen.

A549-Zellen, die direkt vor Bestrahlung mit Laktat behandelt wurden, zeigen ebenfalls ein
deutlich verbessertes Uberleben im Vergleich zur Kontrolle. Wie auch in den Fibroblasten
senkt eine Zugabe von Laktat zu den pTyr-behandelten Zellen direkt vor Bestrahlung die
Uberlebensfahigkeit stark (Abb.3.28b). Das heit auch hier scheint die fir eine
Radioprotektion kritische Konzentration des Laktats, die mittels pTyr-Behandlung erreicht
wird, Uberschritten zu werden und die negativen Eigenschaften des Laktats wirken dem
protektiven Effekt des pTyr entgegen.
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4 Diskussion

Strahlung kann effizient zur Tumorbehandlung eingesetzt werden, wobei jedoch stets ein
Augenmerk auf das umliegende gesunde Gewebe gelegt werden muss, das bei einer
Strahlentherapie ebenfalls in bestimmtem Ausmall geschadigt wird. Neben der
therapeutischen Strahlenexposition sind Menschen auch nattrlicher Strahlung im Alltag oder
arbeitsbedingt ausgesetzt, wie etwa Piloten und Raumfahrer oder medizinisches Personal.
Waéhrend ein gewisser geringer Level an Strahlung sich als fordernd fir Wachstum und
Entwicklung erwiesen hat und sogar einen Schutzmechanismus gegen héhere Strahlendosen
darstellt (Planel et al. 1987, Liu 2010), kénnen bei héheren Dosen natlrlicher Strahlung oder
medizinisch applizierter Strahlung ebenfalls kritische DNA-Schaden in den Zellen auftreten.
Eine Mdglichkeit, sowohl die Schadigung von Normalgewebe in der Strahlentherapie als auch
natlrliche Strahlenschaden zu minimieren, bieten Radioprotektoren, die entweder passiv als
Radikalfanger wirken, oder aber, wie Ortho-Phospho-L-Tyrosin (pTyr), aktiv in den
Reparaturmechanismus der Zelle eingreifen. In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, auf
welche Weise pTyr in die Zellreparatur eingreift und welche durch pTyr vermittelten

Veranderungen in der Zelle notig sind, um dies zu ermdglichen.

4.1 pTyr wirkt radioprotektiv auf Wildtyp-TP53-Zellen bei unterschiedlichen

Strahlenqualitaten

Wie Dbereits durch Dittmann et al. (2001) gezeigt werden konnte, (bt pTyr seinen
radioprotektiven Effekt selektiv nur in TP53-Wildtyp-Zellen aus, nicht jedoch in Zellen mit
mutiertem TP53, in denen pTyr teils sogar sensibilisierend wirkt. In dieser Arbeit konnte
bestatigt werden, dass pTyr in den TP53-Wildtyp-Zellen HSF4, A549 und A549PON-TP53wt
zu einem verbesserten Uberleben nach y-Strahlung fiihrt, wahrend TP53-mutierte FaDu-
Zellen keine Verénderung durch pTyr aufweisen und A549PON-TP53mut-Zellen sogar

sensibilisiert werden.

Radioprotektoren kdnnen je nach zugrunde liegendem Wirkmechanismus bei verschiedenen
Strahlenqualitdten und -dosen unterschiedliche Effekte zeigen. Dabei spielt die Art der
Schédigung eine Rolle. Durch Strahlung kénnen direkt oder indirekt durch Bildung reaktiver
Sauerstoffspezies irreparable DNA-Schdden auftreten, die zu einem Absterben der

betroffenen Zellen fihren. Weiter bewirkt eine Bestrahlung eine Verdnderung der
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Genaktivierung, so dass beispielsweise Entziindungsreaktionen auftreten und Angiogenese
sowie Gefallpermeabilitat beeinflusst werden. Dies kann auf lange Sicht zu einer anhaltenden,
teils fatalen Veranderung im Gewebe fiihren. Uberleben Zellen trotz unreparierter Schéden,
werden diese Anderungen der DNA an Tochterzellen weitergegeben, deren Funktion im
Korper dann entweder nicht mehr voll ausgeiibt werden kann oder die daraufhin ebenfalls
Tumore bilden kénnen. Des Weiteren tritt bei Bestrahlung auch der sogenannte Bystander-
Effekt auf, das heilt selbst Zellen, die der Strahlung nicht direkt ausgesetzt sind, erleiden

DNA-Schaden und zeigen molekulare Modifikationen.

Die auftretenden DNA-Schaden unterscheiden sich nicht nur abhangig von der Dosis, sondern
auch je nach Strahlenqualitdt. So konnen durch Strahlung mit einen hohen linearen
Energietransfer (LET) mehr als doppelt so viele Lasionen in einem raumlich begrenzten
Schadenscluster auftreten als durch niederenergetische Strahlung (Semenenko und Stewart
2004). Diese hohere Schadensdichte stellt haufig ein Problem bei der Reparatur dar, da die
Erkennung und Behebung dieser Schéden durch die Komplexitét erheblich erschwert wird
(Loucas und Geard 1994, David-Cordonnier et al. 2001, Tsao et al. 2007). So besteht eine
hohe Wahrscheinlichkeit, dass Zellen bereits nach geringen Dosen von a-Teilchen-Strahlung
eine maligne Transformation aufgrund nicht oder falsch reparierter Schéden durchlaufen (Hei
et al. 1994). Auch zeigen sich unterschiedliche Genexpressionsmuster beziehungsweise eine
unterschiedliche Kinetik der Expression und Rekrutierung von Reparaturenzymen je nach Art
der Strahlung (Woloschak und Chang-Liu 1990, Hei et al. 1996, Costes et al. 20086,
Niemantsverdriet et al. 2012).

Um zu Gberprufen, ob der Effekt einer pTyr-Behandlung von der Art der Strahlung und damit
von der Beschaffenheit der DNA-Schédigung abhéngt, wurde weiterfiihrend die Wirkung von
pTyr bei a-Teilchen-Strahlung, also Strahlung mit hohem LET, tberprift. Auch hier konnte
ein radioprotektiver Effekt von pTyr auf die Wildtypzellen HSF4 und A549 nachgewiesen
werden. Diese Beobachtung l&sst den Schluss zu, dass die Protektion, die durch pTyr
vermittelt wird, nicht auf einen singulédren Wirkmechanismus dieses Radioprotektors, wie
etwa die Funktion als Radikalfanger, zuriickgefiihrt werden kann, sondern umfangreichere

Veranderungen in der Zelle zu dem besseren Uberleben beitragen.
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4.2 pTyr fuhrt trotz Abwesenheit von DNA-Schaden zu einer Aktivierung von

Reparaturproteinen ohne den Zellzyklus zu beeinflussen

Phospho-Tyrosin  fuhrt in  millimolaren Konzentrationen zu einer Inhibierung des
Zellwachstums (Mishra und Hamburger 1993). Bei der in der vorliegenden Arbeit
eingesetzten niedrigen Konzentration von 10 uM konnte jedoch keine verminderte
Proliferation festgestellt werden. Durch Vorbehandlung mit pTyr kommt es zu einer
Stabilisierung und Phosphorylierung der ATM, wobei das Verhaltnis von phosphorylierter
ATM an Serinrest 1981 zu pan-ATM dabei nahezu gleich bleibt. Da aber die Gesamtmenge
dieses Proteins ansteigt, bedeutet dies auch einen Anstieg an absoluter Menge von
phosphorylierter ATM, das heif3t es findet zwar kein relativer, aber ein absoluter Anstieg von
aktivierter ATM statt. Aktivierte ATM kann die Phosphorylierung von Chk2 (checkpoint
kinase 2) vermitteln, wodurch ein Zellzyklusarrest eingeleitet wird (Matsuoka et al. 1998,
Chaturvedi et al. 1999, Ahn et al. 2000). Dennoch zeigte sich bei pTyr-behandelten Zellen
auch im Zellzyklus keinerlei Unterschied zu unbehandelten Zellen.

Neben seiner Rolle in der der Zellzykluskontrolle ist ATM aullerdem fur die
Phosphorylierung der DNA-PKcs an Threonin 2609 verantwortlich (Chen et al. 2007). Die
DNA-PKcs stellt wie die beiden anderen Mitglieder der PIKK- (phosphoinositide-3-kinase-
related protein kinase) Familie, ATM und ATR, ein wichtiges Element der Reparatur von
DNA-Doppelstrangbrichen (DNA-DSB) dar (Lee et al. 1997, Falck et al. 2005).

Es konnte festgestellt werden, dass durch eine 16-stiindige Inkubation der TP53-
Wildtypzellen A549 mit pTyr die Phosphorylierung der DNA-PKcs an T 2609 sowohl im
Cytoplasma als auch im Nukleus signifikant erhéht wird. Nach Bestrahlung mit 4 Gy stieg der
Phosphorylierungslevel der Kontrollzellen innerhalb von 5-10 Minuten auf den Level der
pTyr-behandelten Zellen an.

Dittmann et al. (2007) konnten zeigen, dass die verstarkte Phosphorylierung der DNA-PK an
Threonin 2609 im Zusammenhang steht mit der pTyr-vermittelten nukledren Translokation
des EGFR. Die aktivierte Form der DNA-PK kann schneller an die DNA binden und somit
eine schnellere Reparatur einleiten. Dabei ist die Phosphorylierung des EGFR an Thr 654 , die
auch durch pTyr-Inkubation hervorgerufen wird, essenziell fur die Translokation des EGFR
(Dittmann et al. 2010).
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Neben  Threonin 2609 wird die DNA-PK durch Bestrahlung bzw. infolge
replikationsbedingter DNA-DSB auch an Serinrest 2056 autophosphoryliert (Chen et al.
2005). Die Kinaseaktivitat der DNA-PK ist maximal, wenn sowohl Threonin 2609 als auch
Serin 2056 phosphoryliert sind. Jedoch bewirkt eine Mutation im S 2056-Cluster nur eine
leichte Strahlensensibilisierung (Nagasawa et al. 2010). Eine Phosphorylierung an dieser
Stelle wirkt also vor allem verstarkend. Es wurde untersucht, ob eine pTyr-Inkubation bereits

ausreichend ist, eine volle Aktivierung der DNA-PK herbeizufiihren.

Die Phosphorylierung der DNA-PKcs an S 2056 wurde durch eine pTyr-Préinkubation nur
leicht erhoht. Eine zusatzliche Bestrahlung mit 4 Gy hatte jedoch zur Folge, dass die
Phosphorylierung an S 2056 in pTyr-behandelten Zellen schneller anstieg als in den
Kontrollzellen, sodass der Level im Nukleus nach drei Minuten signifikant Uber dem der
Kontrollzellen lag. Funf Minuten nach 4 Gy hatten die Kontrollzellen das gleiche Niveau wie
das der pTyr-behandelten Zellen erreicht. Dies bedeutet, dass in pTyr-behandelten Zellen zum
Zeitpunkt der Bestrahlung, also der Schadigung der DNA, die DNA-PK bereits aktiviert ist
und die Enden der DNA schneller den Reparaturproteinen zugénglich gemacht werden, und
somit eine schnellere Reparatur einsetzen kann als in Kontrollzellen, in denen dieser

Signalweg erst durch die Bestrahlung aktiviert wird.

Toulany et al. (2012) konnten zeigen, dass die DNA-PK nach Bestrahlung einen funktionellen
Komplex mit AKT bildet. AKT erhoht dabei auch die Kinaseaktivitat der DNA-PK, was zu
deren Autophosphorylierung an S 2056 fihrt und somit eine maximale Aktivierung der
Kinaseaktivitat der DNA-PK erméglicht.

Um zu Uberpriifen, ob der pTyr-vermittelte Anstieg der S 2056-Phosphorylierung auf eine
erhohte AKT-Aktivitat zurtickgefuhrt werden kann, wurde im weiteren Verlauf der Einfluss
einer pTyr-Behandlung auf den AKT-Signalweg untersucht. Eine pTyr-Behandlung fiihrte
nicht zu einem verénderten Level von AKT. Es konnte jedoch beobachtet werden, dass
sowohl die Phosphorylierung an Threonin 308 als auch an Serin 473 leicht anstieg, wobei die
Phosphorylierung an T 308 nach 16 Stunden pTyr sogar signifikant erhoht war. Da AKT
durch eine pTyr-Behandlung also starker aktiviert wird, kann damit auch ein Anstieg der

DNA-PK-Phosphorylierung erklart werden.

Die verstarkte Aktivitdt von AKT nach pTyr-Behandlung resultierte auch in einer verstéarkten

Phosphorylierung des AKT-Substrats Glycogen Synthase Kinase 3 (GSK3). Dieses Protein

-67 -



Diskussion

wird, im Gegensatz zu den meisten Proteinen, durch eine Phosphorylierung inaktiviert. GSK3
hat unter anderem Einfluss auf die TP53-vermittelte Entscheidung tber die Einleitung von
Apoptose oder Reparatur. Aktives, unphosphoryliertes GSK3 phosphoryliert die TP53-
Acetyltransferase TIP60 an Serinrest 86. Diese aktivierte Form von TIP60 kann wiederum
TP53 an Lysinrest 120 acetylieren, was eine Acetylierung des Histons H4 am Promotor des
proapoptotischen BH3-only-Proteins PUMA und damit dessen Expression zur Folge hat. Bei
einer Inhibierung von GSK3 durch Phosphorylierung wird von der Zelle nicht der Weg der
Apoptose sondern der der Zellreparatur gewahlt (Charvet et al. 2011). Des Weiteren fiihrt die
Inhibierung von GSK3-f zu einer verstarkten Phosphorylierung und damit Degradierung des
Transkriptionsfaktors p-Catenin. Es konnte gezeigt werden, dass eine verstarkte
Phosphorylierung von GSK3-p durch AKT vor oxidativem Stress schiitzt (Nair und Olanow
2008). Dass GSK3 im Laufe der pTyr-Behandlung inhibiert wird spricht daftr, dass die Zelle
als Reaktion auf Strahlenschaden nicht in Apoptose geht sondern Uberlebenssignalwege
aktiviert.

Um zu Uberprifen, ob die Beeinflussung des AKT-Signalwegs fur den radioprotektiven
Effekt von pTyr von Bedeutung ist, wurde die PI13-Kinase durch den Inhibitor LY294002
inhibiert, um somit eine Signalweiterleitung Uber AKT zu unterbinden. Eine LY294002-
Behandlung (10 uM) von A549-Zellen fiihrte zu einer Reduktion des klonogenen Uberlebens
im Vergleich zur Kontrolle. Wurden diese Zellen zusatzlich mit pTyr behandelt, so
verbesserte sich deren Uberleben leicht. Jedoch war der pTyr-Effekt abgeschwécht. Es kann
also angenommen werden, dass die Aktivierung von AKT durch pTyr im Vorfeld einer
Bestrahlung einen kleinen Teil des Mechanismus darstellt, der zu einer Radioprotektion durch
pTyr flhrt. Durch die Inaktivierung der GSK3 exprimiert die Zelle kein proapoptotisches
Protein PUMA und wabhlt folglich den Reparaturweg. Zudem wird die Aktivitat der DNA-PK
erhoht, was eine schnellere DNA-Reparatur ermdglicht. Da jedoch selbst bei Inhibierung des
AKT-Signalwegs ein verbessertes Uberleben durch pTyr auftritt, kann dies nicht alleinig fiir
die Radioprotektion verantwortlich sein.

Eine Aktivierung der Reparaturproteine erfolgt fur gewohnlich als Reaktion auf DNA-
Schéaden. Zum Nachweis von DNA-DSB wurde die Phosphorylierung von H2AX untersucht.
H2AX, eine Variante des Histons H2A, wird als Reaktion auf ionisierende Strahlung an
Serinrest 139 um den Bereich eines DNA-DSB phosphoryliert und wird dann als yYH2AX

bezeichnet. Die Phosphorylierung erreicht teils bereits 10 Minuten nach Eintreten eines
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Schadens einen Maximalwert (Rogakou et al. 1998). Diese Phosphorylierung wird von einer
oder mehreren der PI3K-verwandten Proteinkinasen vorgenommen. Sowohl die DNA-PK als
auch ATM konnen diese Phosphorylierung nach Bestrahlung liefern, aber auch ATR tragt
einen Teil zu der Phosphorylierung von H2AX bei (Burma et al. 2001, Stiff et al. 2004, Wang
et al. 2005, An et al. 2010). Dabei ist die Phosphorylierung von H2AX und die damit
verknupfte Reparatur von Schaden, vor allem in bestimmten Bereichen des schwer
zuganglichen Heterochromatins, in dem DNA-Schaden langsamer repariert werden als
Schéden im Euchromatin, abhéngig von ATM (Goodarzi et al. 2008, Jakob et al. 2011). Die
Phosphorylierung von H2AX sowohl bei Replikation als auch nach UV-Bestrahlung erfolgt,
anders als bei ionisierender Strahlung, vor allem durch ATR (Ataxia telangiectasia and
Rad3 related), wahrend ATM hier eine untergeordnete Rolle spielt (Ward und Chen 2001,
Hanasoge und Ljungman 2007). Um replikationsbedingte yH2AX-positive Foci zu

minimieren, erfolgt der Nachweis in konfluenten Kulturen.

Es konnte kein DNA-Schaden nach alleiniger pTyr-Vorbehandlung fiir 16 h festgestellt
werden. Als Reaktion auf eine zusatzliche Bestrahlung mit 2 Gy zeigte sich eine mit den
Kontrollzellen vergleichbare Induktion von yYH2AX-Foci. Innerhalb der ersten sechs Stunden
nach Bestrahlung konnte jedoch eine schnellere Reduktion dieser Foci in den pTyr-
behandelten TP53-Wildtyp-Zelllinien (A549, HSF4, A549PON-TP53wt) beobachtet werden.
Nach 24 Stunden, also nach Abschluss der DNA-Reparatur, wurden in diesen Zelllinien
signifikant weniger verbleibende Schéden registriert. Auch bei hoheren Strahlungsdosen
wurde dieser Effekt auf die Reparatur festgestellt. In Zelllinien mit mutiertem TP53
(A549PON-TP53mut) zeigte sich dahingegen sogar eine verlangsamte Reparatur der
strahleninduzierten DNA-Schdden, was in einer erhdhten Anzahl verbleibender Schéden nach
Abschluss der Reparatur resultierte. Die beschleunigte und effektivere Reparatur der pTyr-
behandelten TP53-Wildtyp-Zellen war unabhdngig von der Strahlungsqualitat. So zeigte sich
nach a-Teilchen-Strahlung ein &hnliches Muster in der Reparatur gemessen an der Anzahl von
yH2AX-positiven Foci wie nach y-Strahlung. Dieses Ergebnis zeigt noch einmal gut, dass
Zellen durch pTyr zwar nicht vor der Entstehung von Schaden geschutzt werden, diese aber

mit pTyr effektiver behoben werden kénnen.

Ein Schritt, der essentiell dafir ist, dass den beteiligten Reparaturproteinen ein Zugang zu den
DNA-Schaden (berhaupt erméglicht wird, ist die Offnung des Chromatins. Wie bereits in
vorangegangenen Arbeiten gezeigt werden konnte, fuhrt eine Inkubation mit pTyr zu einer
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signifikant verstarkten Acetylierung bzw. Phosphorylierung des Histons H3 (K 9/S 10),
welche vermutlich durch die Acetyltransferase TIP60 vermittelt wird, deren Aktivitat nach
pTyr-Inkubation erhoht ist (Paasch 2014). Diese Modifikation des Histons H3 konnte auch in
den hier verwendeten Zelllinien HSF4 und A549 bestatigt werden. Interessanter Weise konnte
dieses Phanomen des Anstiegs der TIP60-Acetyltransferase-Aktivitat und einer damit
einhergehenden Relaxation des Chromatins auch bei anderen Radioprotektoren beobachtet
werden. So fuhrt auch eine Inkubation mit dem vor allem als Antioxidans wirkenden
WR1065, der biologisch aktiven Form des Radioprotektors Amifostin, zu erhéhter TIP60-
Acetylierung und dadurch zur Offnung des Chromatins (Xu et al. 2011). TIP60 spielt auch
eine Rolle bei der Acetylierung und damit Aktivierung der Kinaseaktivitdt von ATM, mit dem
es einen Komplex bildet. Die Histonacetyltransferase-Aktivitat dieses Komplexes wird
spezifisch durch DNA-Schaden aktiviert (Sun et al. 2005).

Auch das flr die pTyr-vermittelte Radioprotektion bendtigte TP53 bt eine Funktion bei der
Offnung des Chromatins aus. So konnten Rubbi und Milner (2003) zeigen, dass TP53 die
globale Relaxation des Chromatins als Reaktion auf UV-Schaden bewirkt und somit die
Nukleotid-Exzisionsreparatur ermdglicht, indem es die Acetylierung der Histone vermittelt.
Obwohl Takata et al. (2013) mithilfe einer neuen Nachweismethode zeigen konnten, dass eine
verstarkte Kondensation der DNA die Bildung von DNA-DSB durch strahleninduzierte freie
Radikale reduziert und somit die Verpackung in Heterochromatin einen radioprotektiven
Effekt hat, scheint die Offnung des Chromatins, die durch pTyr bereits vor Bestrahlung
erfolgt, vorteilhaft fir die Zelle zu sein. Zwar wird somit die Entstehung von DNA-DBS in
diesem Bereich wahrscheinlicher, aber gleichzeitig wird den notigen Reparaturproteinen der
Zugang zu diesen Schaden erleichtert. Die Beobachtung, dass bei einer lockeren
Chromatinstruktur der Vorteil der schnelleren DNA-Reparatur den Nachteil des erhdhten
Schadensaufkommens (berwiegt, geht auch aus Studien mit Histon-Deacetylase-Inhibitoren
hervor (Carrier 2013). Vor allem bei hoheren Strahlendosen kénnen auch stark kondensierte
Bereiche leicht geschédigt werden. Dadurch, dass diese Bereiche durch pTyr ge6ffnet werden
und schneller zugéanglich sind, lieBe sich auch erklaren, warum der pTyr-Effekt bei héherer
Dosis besser zum Vorschein tritt, da eben in diesen Féllen die Vorteile des getffneten

Chromatins tiberwiegen.
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4.3 pTyr bewirkt einen Anstieg des zellularen ATP-Gehalts

Die zuvor beschriebene Aktivierung diverser Reparaturproteine und die Relaxation des
Chromatins sind VVorgange, die Energie bendtigen. Wie Paasch (2014) bereits zeigen konnte,
steht den Zellen nach pTyr-Vorbehandlung eine signifikant erhohte Menge an ATP zur
Verfligung. Dies konnte hier in HSF4- und A549-Zellen ebenfalls bestétigt werden. Dabei
beginnt der ATP-Gehalt bereits eine Stunde nach Zugabe von pTyr zu steigen. FaDu-Zellen
mit mutiertem TP53 zeigten keinen signifikanten Unterschied im ATP-Gehalt nach pTyr-
Behandlung. Jedoch besal’ diese Zelllinie bereits basal einen leicht htheren Gehalt an ATP.
Ebenso zeigten A549PON-TP53wt-Zellen keinen signifikanten Anstieg. Dahingegen nahm
der ATP-Gehalt in den A549PON-TP53mut-Zellen nach einem kurzen Anstieg sogar ab. Es
ist denkbar, dass die Behandlung der Wildtypzellen mit Ldsungsmittel, in diesem Fall
100 % iges Ethanol, die Generierung von ATP beeinflusst. Basal besitzen diese Zellen
ebenfalls mehr ATP als gewdhnliche A549-Zellen. Auch wenn der Anstieg des ATPs nicht
signifikant war, so lag der Gehalt nach 16 h pTyr-Behandlung doch signifikant tber dem der
A549PON-Zellen, die ein mutiertes TP53 exprimierten.

Normalgewebszellen generieren ATP vor allem durch oxidative Phosphorylierung in den
Mitochondrien. Unter Hypoxie dahingegen wird ATP vor allem uber die Konversion von
Glukose zu Laktat gewonnen. Auch Krebszellen betreiben vor allem Glykolyse, selbst wenn
genugend Sauerstoff fiir die oxidative Phosphorylierung vorhanden ist (Warburg 1956).
Tumore sind wechselnden Sauerstoffkonzentrationen ausgesetzt, wobei teils normoxische,
teils hypoxische Bedingungen vorliegen. Dies lasst die Vermutung zu, dass der durch
Warburg beschriebene Effekt der aeroben Glykolyse als Anpassung auf hypoxische

Bedingungen zustande kommt (Kimura et al. 1996).

Wahrend bei der Umwandlung von Glukose zu Pyruvat Uber die Glykolyse zwar weniger
ATP produziert wird als durch die mitochondriale Atmung, konnten diverse Vorteile dieses
Energiegewinnungsweges beobachtet werden. So senkt eine vermehrte Laktatproduktion den
pH-Wert, was beispielsweise zu einer verminderten Aktivitat von T-Zellen flhrt, wodurch der
Tumor der Uberwachung des Immunsystems entgehen kann (Calcinotto et al. 2012). Auch
wird Laktat als Radikalfanger angesehen, so dass die Zelle bei erhohter Laktatproduktion
besser gegen Schaden durch reaktive Sauerstoffspezies gewappnet ist. Eine erhohte
Glukoseaufnahme und ein damit einhergehender Anstieg an Laktat wurde auch mit einem

besseren Uberleben unter hypoxischen Bedingungen in Verbindung gebracht (Callahan et al.
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1990). Proliferierende Zellen bendtigen zudem zum Aufbau neuer Biomasse neben ATP auch
Bauelemente wie Kohlenstoff, Stickstoff und NADPH (nicotinamide adenine dinucleotide
phosphate (NADP*), reduced). Die oxidative Phosphorylierung liefert der Zelle zwar mehr
ATP, doch im Hinblick auf die anderen Komponenten muss die Zelle diese entweder aus
bereits bestehenden Zellelementen gewinnen, etwa durch Autophagie, beziehungsweise zeigt
sich hier ein deutlicher Vorteil der Glykolyse, was erklaren konnte, warum vor allem
proliferierende Zellen auch bei ausreichender Sauerstoffversorgung zur aeroben Glykolyse
ubergehen (Vander Heiden et al. 2009).

4.4 pTyr drosselt die mitochondriale Atmung und bewirkt eine Erneuerung

der Mitochondrien

Ein schneller Anstieg der ATP-Gewinnung kann (ber eine verstarkte oxidative
Phosphorylierung im Rahmen der mitochondrialen Atmung erfolgen. Dabei entstehen jedoch
auch mitochondriale reaktive Sauerstoffspezies (reactive oxygen species, ROS), die in zu
hoher Konzentration wiederum nachteilig fur die Zelle sein kénnen (Zorov et al. 2006). Da
pTyr einen schnellen Anstieg an ATP zeigte, wurde zundchst von einer verstarkten
mitochondrialen Atmung ausgegangen und dies anhand der Bestimmung der mitochondrialen
ROS uberpraft.

Diese mitochondrialen ROS lassen sich mithilfe des Farbstoffs MitoSOX™ Red nachweisen.
Eine Untersuchung in Phosphotyrosin-behandelten Zellen ergab, dass die Behandlung keine
vermehrte Bildung mitochondrialer ROS im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollzellen
zur Folge hatte. Wahrend sich in den Hautfibroblasten HSF4 keine Anderung zeigte, nahmen
die ROS in A549-Zellen sogar tendenziell ab. Dies spricht entgegen der Annahme sogar fir
eine verringerte mitochondriale Atmung, das heilst ein Teil der Mitochondrien wird
abgeschaltet oder die Atmung in den Mitochondrien wird generell gedrosselt. Auch der Status
des TP53-Proteins schien hierbei keine Rolle zu spielen, da sowohl A549PON-TP53wt- als
auch A549PON-TP53mut-Zellen nach einem nur Kkurzzeitigen Anstieg Uber die weitere
Behandlungsdauer ein vermindertes Niveau an mitochondrialen ROS aufwiesen. In allen
Zelllinien erreichte die Menge an ROS nach 16 h pTyr wieder ihren Ausgangswert. Nach
Bestrahlung entsprach die Menge an mitochondrialen ROS in pTyr-behandelten HSF4-Zellen
der der Kontrollzellen. Bei A549- und A549PON-Zellen bewirkte die Bestrahlung der pTyr-
behandelten Zellen eine leichte Reduktion der ROS im Vergleich zu den bestrahlten

Kontrollzellen.
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Die Annahme, dass der ATP-Anstieg nicht durch verstarkte mitochondriale Atmung zustande
kam, wurde durch die Beobachtung bestarkt, dass die Pyruvat-Dehydrogenase (PDH) im
Laufe einer pTyr-Inkubation verstarkt phosphoryliert wird. Dieses Schlisselenzym der
mitochondrialen Atmung bestimmt Uber die Verwendung von Pyruvat. Es katalysiert die
Umwandlung von Pyruvat in Acetyl-CoA, welches daraufhin in den Zitronensdurezyklus
eintreten kann. Durch eine Phosphorylierung der a-Untereinheit der PDH am Serinrest 293
wird PDH inhibiert (Linn et al. 1969, Korotchkina und Patel 1995). Diese Phosphorylierung
wird durch PDK-1 vermittelt (Kolobova et al. 2001, Korotchkina und Patel 2001) und
verhindert, dass Pyruvat der oxidativen Phosphorylierung zur Verfugung steht. Dieses wird
stattdessen durch die Laktat-Dehydrogenase (LDH) in Laktat umgewandelt. Es wurde bereits
beobachtet, dass die PDH in den meisten Tumorzellen verstarkt phosphoryliert ist, bzw.
weniger PDH exprimiert wird, bei einer gleichzeitigen Stabilisierung von HIF-1a, wodurch
die Zellen den fur Tumorzellen typischen Warburg-Effekt zeigen (Koukourakis et al. 2005).
Die Inhibierung der PDH durch PDK-1 bewirkt auch unter Hypoxie eine Verringerung der
mitochondrialen ROS und reduziert das Membranpotenzial wéhrend der VVorrat an ATP in der
Zelle steigt (Kim et al. 2006). Neben einer verstarkten Inhibierung der PDH trégt in
Tumorzellen die Expression der Pyruvat-Kinase M2 (PKM2) zum Warburg-Effekt bei. Diese
eigentlich embryonale Splice-Variante der Pyruvat-Kinase, die eine geringere Aktivitat
aufweist, unterscheidet sich von der in Normalgewebszellen exprimierten PKM1
dahingehend, dass statt Exon 10 das Exon 9 herausgeschnitten wird. Sie wirkt als
transkriptioneller Co-Aktivator und interagiert mit HIF-la, wodurch die Expression
glykolytischer Gene induziert wird (Luo et al. 2011). Dartber hinaus wird die PKM2, im
Gegensatz zu PKM1, vermittelt durch aktivierten EGFR in den Zellkern transloziert, wo sie
an B-Catenin bindet. Diese Interaktion mit B-Catenin fuhrt zu einer Acetylierung des Histons
H3 an Lysinrest 9 und zur Expression von Cyclin D1 (Yang et al. 2011, Yang et al. 2012).
Yang et al. (2012) konnten weitergehend nachweisen, dass nach EGFR-vermittelter
Aktivierung von ERK2 diese direkt an PKM2 bindet, nicht aber an PKM1, und somit die
Expression von Proteinen bewirkt, die den Warburg-Effekt hervorrufen. Wird dagegen die
normale Isoform, PKM1, wieder in Zellen eingebracht, so bewirkt dies eine Umkehrung des

Warburg-Effekts zurlick zu einem normalen Phénotyp.

Zusammen mit der Beobachtung von Paasch (2014), dass die Mitochondrienzahl in

pTyr-behandelten Zellen innerhalb der ersten sechs Behandlungsstunden abnimmt, sprechen
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die angeflhrten Erkenntnisse gegen eine verstarkte Energiegewinnung uber die oxidative
Phosphorylierung.

Die Abnahme der Mitochondrien warf die Frage auf, ob Mitophagie fir den Verlust der
Mitochondrien und fir die zusatzliche ATP-Produktion verantwortlich ist. Als
Nachweismarker fir Autophagie, und damit auch fur Mitophagie, diente das Protein LC3, das
im Laufe der Autophagie von LC3-I zu LC3-1l umgewandelt wird. Bereits innerhalb einer
Stunde nach pTyr-Zugabe kam es in A549-Zellen zu einem Anstieg des Verhéltnisses von
LC3-1l zu LC3-I, mit einem maximalen signifikant erhéhten Verhéltnis nach drei Stunden. In
HSF4-Zellen trat dieser Effekt etwas verzogert auf. Das Maximum wurde hier nach sechs
Stunden erreicht.

Des Weiteren wurde nach pTyr-Inkubation eine Reduktion des Cytochrom C-Gehalts der
Mitochondrien beobachtet. Eine Permeabilisierung der Zellmembran vor Inkubation mit
Primar-Antikorper ermdglichte hierbei, dass nur Cytochrom C gemessen wird, das noch in
den Mitochondrien eingeschlossen ist.

Ein moglicher Grund flr eine Reduktion des gemessenen mitochondrialen Cytochrom C-
Gehalts wére die Einleitung der Apoptose, wobei das Cytochrom C ans Cytoplasma
abgegeben wird. Da mit pTyr-Behandlung jedoch keine verstarkte Apoptoseinduktion
einhergeht, kann davon ausgegangen werden, dass die Cytochrom C-Reduktion andere

Ursachen hat.

Bei der Mitophagie werden defekte Mitochondrien komplett in Autophagosomen
aufgenommen, bevor sie Cytochrom C freisetzen kdnnen. Die Tatsache, dass der pTyr-
vermittelten Abnahme von Cytochrom C entgegengewirkt werden kann durch vorherige
Behandlung mit dem Autophagie-Inhibitor Chloroquin, stiitzt die These, dass pTyr zu einer
Reduktion der Mitochondrien durch Mitophagie fihrt, was mit einem Anstieg von
LC3-1I/LC3-1, einer verringerten Cytochrom C-Konzentration und verminderten
mitochondrialen ROS einhergeht und im Laufe der 16 Stunden Behandlung zu einer
verjingten Population von Mitochondrien fiihrt. Auch im klonogenen Uberleben mit
Chloroquin konnte gezeigt werden, dass die Mitophagie einen Beitrag zur Radioprotektivitét

von pTyr leistet.

Der Prozess der Mitophagie liefert auch ATP. Da jedoch nach 16 Stunden pTyr-Inkubation

wieder die volle Anzahl an Mitochondrien nachproduziert wurde, kann man davon ausgehen,
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dass das gewonnene ATP und die Biomasse der Mitochondrien vor allem in der
Neuproduktion Verwendung finden und der Zelle nicht als Uberschuss zur Verfiigung stehen.
Dieser Mechanismus ermdglicht jedoch, einen plétzlichen Bedarf an ATP schnell zu decken.
Im Laufe der pTyr-Behandlungsdauer von 16 h ist es der Zelle mdglich, den Verlust der
Mitochondrien Uber langsamere ATP-Generierung, etwa Uber aerobe Glykolyse, wieder

auszugleichen.

4.5 pTyr vermittelt eine kurzfristige Steigerung der Glykolyse

Eine 16-stiindige Behandlung mit 10 uM pTyr fuhrte sowohl in A549- als auch in HSF4-
Zellen zu einer verstarkten Laktatproduktion. Bei A549-Zellen war vor allem ein Anstieg der
Laktat-Konzentration im Medium messbar, wéhrend die Konzentration im Zelllysat
weitgehend unverdndert blieb. Die Fibroblasten dahingegen zeigten einen Anstieg im
Zelllysat, jedoch keine merkliche Verdnderung im Medium. Dies l&sst sich damit erklaren,
dass A549-Zellen basal bereits mehr Laktat produzierten als HSF4-Zellen. Zellen kénnen nur
eine begrenzte Menge Laktat speichern. Da in den Fibroblasten diese Speicher vermutlich
nicht voll sind, da die Zellen vor der pTyr-Behandlung vor allem (ber die mitochondriale
Atmung ihre Energie generieren, kann Uberschiissig produziertes Laktat noch eingelagert und
verwertet werden, wahrend A549-Zellen den Uberschuss ins Medium abgeben miissen. Die
beobachteten Konzentrationsunterschiede zwischen Ab549- und HSF4-Zellen konnen
auflerdem durch eine unterschiedliche Proliferationsgeschwindigkeit und die unterschiedliche

ZellgroRe erklart werden.

Laut Whitfield et al. (1965) fiihrt Bestrahlung zu einem Anstieg an Laktat innerhalb der
ersten drei Stunden, was zum einen auf eine gesteigerte Produktion, zum anderen auf eine
durch die Bestrahlung gestorte Fahigkeit zur Metabolisierung des Laktats zuriickzufthren ist.
Nach Bestrahlung konnte in den pTyr-behandelten Zellen jedoch kein weiterer Anstieg an
Laktat festgestellt werden. Die Laktat-Konzentration sank in beiden Zelllinien sogar unter die
der Kontrollzellen. Phosphotyrosin fuhrt also nicht zu dauerhaft erhdhten Laktatwerten,
sondern die Bestrahlung hebt die vermehrte Ansammlung von Laktat wieder auf. Da pTyr-
behandelte Zellen bereits vorab mehr Energie zur Verfugung haben, ist eine vermehrte
Laktatproduktion nach Bestrahlung vermutlich nicht nétig, wahrend diese Zellen gleichzeitig
noch féhig sind, das angesammelte Laktat weiter zu nutzen, was das Stagnieren bzw.

Absinken der Laktatkonzentration nach Bestrahlung in diesen Zellen erklaren kann. Zudem
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verfugen diese Zellen Uber eine verjliingte Mitochondrienpopulation. Das heil3t, die Energie,
die akut zur Einleitung der Reparatur von DNA-Schaden benétigt wird, steht bereits zur
Verflgung und die mitochondriale Atmung kann kurz nach Bestrahlung wieder als
Energielieferant dienen. In unbehandelten Zellen, die keine Erneuerung der Mitochondrien
erfahren haben, flhrt die Bestrahlung je nach Schadigung der Mitochondrien teils zu einem
plotzlichen Ausfall eines erheblichen Anteils dieser Energielieferanten, sodass die Zelle
gezwungen ist zur aeroben Glykolyse umzuschalten, was den in den Kontrollzellen

beobachteten Anstieg der Laktatkonzentration erklart.

Schon lange wird Laktat zu den Radikalfangern gezéhlt (Herz et al. 1997, Groussard et al.
2000). Auch konnte gezeigt werden, dass eine erhohte Glukoseaufnahme und ein damit
einhergehender Anstieg an Laktat Zellen vor hypoxischen Schéden schitzt (Callahan et al.
1990). Abhangig von der Konzentration und der Dauer, der die Zellen erhéhten Laktatwerten
ausgesetzt sind, kann Laktat damit radioprotektiv oder radiosensibilisierend wirken (Seymour
und Mothersill 1981). Da pTyr einen Anstieg des Laktats bewirkte, wurde untersucht, ob eine
Steigerung des Laktats durch exogene Zugabe zu einer Verbesserung des Uberlebens fiihrt,
also die Eigenschaft des Laktats als Radikalfanger eventuell einen Teil zur protektiven
Wirkung von pTyr beitragt. Im klonogenen Uberleben konnte hier gezeigt werden, dass
sowohl in HSF4- als auch in A549-Zellen eine exogene Zugabe von Laktat direkt vor
Bestrahlung ein verbessertes Uberleben bewirkt. In pTyr-behandelten Zellen hob eine
zusatzliche Zugabe von Laktat direkt vor Bestrahlung den protektiven Effekt von pTyr jedoch
wieder auf. Die Laktat-Konzentration, die eine Protektion hervorruft, bewegt sich also in
einem begrenzten Bereich. Ist ein bestimmter Grenzwert tber- oder unterschritten, zeigt sich
wieder eine Sensibilisierung, wie Seymour und Mothersill (1981) gezeigt hatten. In den
untersuchten TP53-Wildtypzellen scheint die Behandlung mit pTyr also ein optimales
radioprotektiv wirkendes Mal} an Laktat zu induzieren, was bei einer weiteren Zugabe von
Laktat Gberschritten wird, wodurch der pTyr-Effekt reduziert oder aufgehoben wird. In den
Kontrollzellen wird durch die externe Zugabe von Laktat dahingegen wohl erst ein Level an
Laktat erreicht, der protektiv wirkt. Dies konnte auch erklaren, warum Zelllinien mit
mutiertem TP53 durch eine pTyr-Behandlung nicht strahlenresistenter, sondern im Gegenteil
teils sogar sensibler gegentber Strahlung werden. Da diese Tumorzellen ohnehin vermehrt
Energie Uber Milchséuregarung gewinnen, ist ihre Laktatproduktion im Vergleich zu
Normalgewebszellen bereits erhoht. pTyr kann also keinen Wechsel zur aeroben Glykolyse
bewirken, da diese schon, anstelle der Mitochondrien, die Hauptenergiequelle ist. Somit fallt
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der positive Einfluss der durch pTyr-vermittelten gesteigerten Laktatkonzentration weg und
eine Laktat-vermittelte Radioprotektion ist nicht mehr gegeben. Selbst wenn pTyr die
Produktion von Laktat in diesen Zellen noch weiter zu steigern vermag, resultiert dies
vermutlich in zu hohen und damit toxischen Milchsédurewerten und folglich zu einer
Strahlensensibilisierung. Dennoch zeigt sich auch, dass vor allem in den HSF4-Zellen die
alleinige Steigerung der Laktatkonzentration in den nicht mit pTyr behandelten nicht
ausreichend ist, um das AusmaR der pTyr-vermittelten Radioprotektion zu erreichen. Jedoch

scheint die gesteigerte Laktatmenge einen Teil zum protektiven Effekt von pTyr beizutragen.

Nach einer pTyr-Behandlung kommt es auch zu einer verstarkten Aufnahme von Glukose
(Paasch 2014). Buzzai et al. (2005) konnten zeigen, dass eine Aktivierung des PI3K-
Signalwegs den Glukosebedarf von Zellen steigert. Die erhdhte Aufnahme von Glukose nach
pTyr konnte also eventuell auf metabolische Veranderungen zurtickgefihrt werden, die durch
PI3K-Signalgebung initialisiert werden. Dafiir spricht auch die nach pTyr-Behandlung
beobachtete verstarkte Phosphorylierung von AKT. Diese Aktivierung des AKT/ P13-Kinase-
Signalweges lasst sich dabei auf die pTyr-vermittelte Aktivierung des EGFR zuriickflhren
(Dittmann et al. 2007, Rodemann et al. 2007).

Die Aufnahme von Glukose erfolgt tber Glukosetransporter, wobei hier zwei Familien von
Membrantransportern eine Rolle spielen, die Familie der Tragerprotein-vermittelten Glukose-
Uniports (GLUT), die abhangig von einem Konzentrationsgradienten sind, sowie die Familie
der Natrium-Glukose-Kotransporter (SGLT, sodium-glucose linked transporter) (Hediger et
al. 1995, Olson und Pessin 1996). Welcher der Glukosetransporter dabei flr die Aufnahme
von Glukose verantwortlich ist, hangt stark vom jeweiligen Gewebetyp ab. Auch bei der
Aufnahme von Glukose kann der PI3K/AKT-Signalweg wieder Einfluss nehmen. So konnte
beispielsweise gezeigt werden, dass eine Inhibierung von GSK3, sowohl durch Inhibitor als
auch durch siRNA, eine verringerte Transkription des in den meisten Zelltypen exprimierten
GLUT-3 zur Folge hat (Watanabe et al. 2012). Da die Phosphorylierung von GSK3 durch
AKT im Rahmen einer pTyr-Inkubation jedoch gesteigert wird, also GSK3 inhibiert wird,
kann davon ausgegangen werden, dass der GLUT-3 nicht fiir die beobachtete erhohte
Glukoseaufnahme verantwortlich gemacht werden kann. Ein weiterer Glukosetransporter, der
in den meisten Korperzellen exprimiert wird, ist GLUT-1. Auch der GLUT-1 wird durch
GSK3 reguliert. Aktives GSK3 unterdriickt die Glukoseaufnahme und GLUT-1-Expression

uber einen TSC2- (tuberous sclerosis complex subunit 2) und mTOR-abhangigen Signalweg
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(Buller et al. 2008). Eine Inhibierung von GSK3 durch pTyr kdnnte also zu einer gesteigerten
Glukoseaufnahme (ber den GLUT-1 beitragen. Interessanterweise bewirkt eine Inhibierung
von Histon-Deacetylasen (HDAC) in Muskelzellen eine verstarkte Acetylierung des Histons
H3 sowie eine dadurch erhdhte Glukoseaufnahme durch eine verstarkte Expression des
GLUT-4 (Raichur et al. 2012). Da auch pTyr die Acetylierung von H3 erhoht, konnte auch
eine vermehrte Aufnahme Uber den GLUT-4 in Frage kommen. Allerdings wird dieser
Transporter vor allem in Fett- und Muskelgewebe exprimiert, sollte also in den in dieser

Arbeit untersuchten Zelllinien keinen Einfluss nehmen.

Neben der Vielzahl an Trégerprotein-vermittelten Glukose-Uniports ist vor allem der
Natrium-Glukose-Kotransporter SGLT-1 von Interesse, der in einer Vielzahl von Tumoren
uberexprimiert wird. Der SGLT bildet einen Komplex mit EGFR, wobei vor allem die
Autophosphorylierungsregion des EGFR (Aminosauren 978-1210) eine Rolle spielt (Ren et
al. 2013). Durch seine Interaktion mit dem SGLT bewirkt EGFR eine Stabilisierung
desselben und sorgt damit fiir einen ausreichenden Glukosegehalt in den Zellen (Weihua et al.
2008). Sowohl eine Inhibierung des EGFR als auch eine Inhibierung des SGLT verhindert
zum einen, dass Zellen nach Bestrahlung die nétige Menge ATP generieren kdnnen, zum
anderen unterbindet diese die ndtigen Modifikationen des Histons H3, die zu der fur die
Reparatur von Strahlenschéden erforderlichen Umstrukturierung des Chromatins flihren
(Dittmann et al. 2013). Wie Paasch (2014) zeigen konnte, bewirkt eine Inhibierung des
SGLT-1 mit Phloridzin eine Drosselung der pTyr-vermittelten Glukoseaufnahme und
verhindert die Acetylierung beziehungsweise Phosphorylierung des Histons H3, die fir
gewohnlich nach pTyr-Inkubation zu beobachten ist, was dafur spricht, dass die erhdhte

Glukoseaufnahme durch pTyr Gber den SGLT-1 erfolgt.

Wie Dbereits zuvor erwéhnt, schalten auch Normalgewebszellen unter bestimmten
Bedingungen auf aerobe Glykolyse um. In Studien mit Hefe konnte gezeigt werden, dass die
mitochondriale Atmung wahrend der S-Phase durch Glykolyse ersetzt wird, um Schéden
durch reaktive Sauerstoffspezies zu minimieren (Chen et al. 2007). Des Weiteren konnten
McFate et al. (2008) zeigen, dass der Warburg-Effekt, der in Krebszellen zu beobachten ist,
im Zusammenhang mit dem Pyruvat-Dehydrogenase-Komplex (PDC) steht. Sie beobachteten
eine verstarkte Expression der Pyruvat-Dehydrogenase-Kinase-1 (PDK-1), was zur
Inhibierung des PDC und zur inhibitorischen Phosphorylierung der Pyruvat-Dehydrogenase
(PDH) an Serinrest 293 fuhrte. Zusatzlich bewirkte die Inhibierung des PDC eine
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normoxische Stabilisierung des Transkriptionsfaktors HIF-1a durch glykolytische
Metaboliten. HIF-1a sorgt wiederum fiir eine gesteigerte Produktion von PDK-1, welche ein
direktes Target dieses Transkriptionsfaktors darstellt (Kim et al. 2006). Die Inhibierung der
PDH, die sich nach pTyr-Behandlung zeigt, bestarkt die Vermutung noch weiter, dass die

Zellen vorlbergehend verstarkt Glykolyse betreiben, trotz normoxischer Bedingungen.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass eine pTyr-Vorbehandlung von Zelllinien mit
TP53-Wildtyp zur Stabilisierung und Aktivierung reparaturrelevanter Proteine, wie ATM,
AKT und DNA-PK fiihrt, die vermutlich Gber die Aktivierung und nukleére Translokation des
EGFR initiiert wird. Weitergehend wird eine Offnung des Chromatins noch vor dem
Auftreten eines Schadens bewirkt, was eine schnellere Reaktion auf Schédden ermdglicht. Der
protektive Effekt von pTyr tritt dabei unabhangig von der untersuchten Strahlenqualitat auf
und ist im klonogenen Assay und mittels Nachweis von yH2AX-positiven Foci messbar. Die
fir die Reparaturvorgédnge bendtigte Energie gewinnt die Zelle dabei durch einen
kurzfristigen Wechsel zur aeroben Glykolyse, wodurch es zu einem Anstieg an Laktat kommt,
welches antioxidative und, in bestimmten Konzentrationen, radioprotektive Eigenschaften
besitzt. Wahrenddessen kommt es zu einer Erneuerung der Mitochondrien durch Mitophagie.
Somit wird die Generierung von reaktiven Sauerstoffspezies zum Zeitpunkt der Bestrahlung
reduziert und die Mitochondrien stehen der Zelle nach Bestrahlung wieder in vollem Umfang
als Energieproduzenten zur Verfugung. Phosphotyrosin besitzt damit ein hohes Potenzial als
selektiver Radioprotektor, der im klinischen Bereich angewendet werden kann, um eine
Dosiserh6hung im Tumorgewebe bei gleichzeitigem Schutz des umliegenden Normalgewebes
zu ermoglichen. Da pTyr seine Wirksamkeit unabhangig von der Strahlenqualitat zeigt, ist
darliber hinaus auch eine préventive Applikation von pTyr denkbar, um Schéden durch

ungewollte Strahlenexposition, in Beruf oder Umwelt, entgegenzuwirken.
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