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ZUSAMMENFASSUNG 

 

Da Krebserkrankungen mittlerweile in den Industrienationen die zweithäufigste Todesursache 

sind und in Zeiten kontinuierlich steigender Lebenserwartung weiter zunehmen werden, ist es 

überaus wichtig, die Entstehung und Regulation von entarteten Zellen zu verstehen. Nur so 

können auch bessere Behandlungsmethoden gefunden werden. Die Strahlentherapie ist neben 

chirurgischen Eingriffen und chemotherapeutischen Methoden eine der wichtigsten 

Behandlungsart von onkologischen Erkrankungen. Die Fünf-Jahres-Überlebensrate liegt in 

Deutschland inzwischen im Bereich von 54 % bis 61 %, unter anderem resultierend aus der 

Behandlung mit Bestrahlung. Die Aufklärung der Reparaturregulation von DNA-

Doppelstrangbrüchen spielt für die Optimierung der Strahlentherapie und damit für den 

Erfolg der Behandlung eine wesentliche Rolle.  

Das Ziel vorliegender Arbeit war, die Rolle des Arylhydrocarbon Rezeptors (AhR) bei der 

Regulation der Zellantwort nach ionisierender Strahlung zu untersuchen. Für den AhR ist 

bislang nur eine Aktivierung nach UV-Strahlung dokumentiert. Es konnte gezeigt werden, 

dass ionisierende Bestrahlung den AhR im Cytoplasma stabilisiert und dass er in den Zellkern 

transportiert wird. Durch die Induktion des AhR Zielgens CYP1A1 auf mRNA Ebene konnte 

nachgewiesen werden, dass der AhR durch ionisierende Strahlung aktiviert wird. Ebenso 

kommt es zur Aktivierung der im Multiproteinkomplex mit dem AhR vorliegenden c-Src-

Kinase. Das Hauptprodukt der Lipidperoxidation Hydroxynonenal stabilisiert cytoplasmatisch 

den AhR, aktiviert die c-Src-Kinase und der AhR wird in den Kern transportiert. Mit dem 

Radikalfänger Acetylcystein kann die strahleninduzierte Stabilisierung des AhR und dessen 

Kerntransport unterdrückt werden. Des Weiteren führt ein knock-down des AhR-Proteins 

durch siRNA oder shRNA sowohl zu einem erhöhten DNA-Restschaden nach Bestrahlung als 

auch zu einer Radiosensitivierung im klonogenen Überleben in den untersuchten Zelllinien. 

Die Hemmung der AhR-Proteinexpression beeinflusst den aktivitätsassoziierten 

Phosphorylierungszustand der DNA-PK am Threonin Nr. 2609 und am Serin Nr. 2056.  

Erstmals konnten AhR-Protein-Foci, die in ähnlichem Zeitverlauf wie γH2AX-Foci auftraten, 

im Zellkern nach ionisierender Strahlung nachgewiesen werden. Der AhR wurde im 

immunpräzipitierten Komplex gemeinsam mit γH2AX, mit der DNA-PK sowie deren 

phosphorylierten Formen gefunden. Mit Hilfe von konfokaler Mikroskopie konnte eine 

Kolokalisation des AhR und γH2AX nachgewiesen werden. Jedoch zeigt sich nicht in allen 

γH2AX-Foci eine Kolokalisation mit dem AhR. Die Bildung der γH2AX-Foci ist allerdings 

durch AhR-Protein-knock-down nicht beeinträchtigt.  
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Zusammenfassend formuliert zeigt die vorliegende Arbeit zum ersten Mal, dass der AhR in 

die zelluläre Antwort auf ionisierende Bestrahlung humaner Zellen involviert ist. Die 

Ergebnisse weisen darauf hin, dass der AhR mit der Reparatur von DNA-

Doppelstrangbrüchen nach ionisierender Strahlung interagiert und der Zelle beim Überleben 

hilft. 
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SUMMARY 

Today cancer is the second main cause of death in industrialized nations. In times of 

continously rising life expectancy this problem will even increase. Thus it is most important 

to understand the formation of abnormal cells and their regulation. With this understanding 

new ways in the therapy of cancer can be found. Radiotherapy is a very important method of 

treatment in oncology along with surgery and chemotherapy. The five-year-survival-rate in 

Germany ranges between 54 % and 61 %, which is among other reasons due to radiotherapy. 

The elucidation of the repair regulation of DNA-double strand breaks plays an important role 

in optimizing radiotherapy and is therefore crucial for therapy success.  

Herein we identified the AhR as a new component in the regulation of post irradiation cell 

response after treatment with ionizing radiation. Uptodate the AhR was known to be activated 

by aromatic compounds and UV-irradiation exclusively. 

We could show that irradiation stabilizes the AhR in cytoplasma and leads to its translocation 

into the nucleus. The induction of the Cyp1A1 on mRNA level revealed that the activation of 

the AhR is due to ionizing radiation. The src kinase, which is located in the cytoplasmic multi 

protein complex together with AhR, is also activated. Hydroxynonenal, one of the main 

products of lipid peroxidation, stabilizes AhR in cytoplasma, activates the src kinase and 

translocates the AhR into the nucleus. Using the radical scavenger acetylcysteine the 

irradiation induced stabilization and translocation of the AhR into the nucleus can be 

inhibited. The knock down of the AhR protein using siRNA and shRNA results in a 

radiosensitisation in clonogenic survival and a higher degree of residual DNA damage. 

Inhibition of the AhR protein expression influences the activity-associated phosphorylation 

status of DNA-PK residues threonin 2609 and serin 2056. 

One of the key findings of the current study is the observation of AhR foci after ionizing 

radiation. The AhR is found in immunoprecipitated complex together with γH2AX and 

activated DNA-PK. Confocal microscopy showed the colocalisation of AhR and γH2AX, but 

this is not the case in all foci. After an AhR protein knock down the γH2AX foci formation is 

not affected.  

In conclusion the obtained results of this study showed for the first time the interaction of 

AhR in human cells in response to ionizing radiation. These results give a hint that AhR is 

involved in DNA-double strand break repair after ionizing radiation and enhances cell 

survival. 
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1 EINLEITUNG 

 

Das Robert-Koch-Institut beziffert die Zahl der Krebsdiagnosen in Deutschland auf circa 

450.000 pro Jahr. Die Sterberate liegt bei den Erkrankten etwa bei der Hälfte. Das Risiko 

einer Frau, im Laufe des Lebens an Krebs zu erkranken, beträgt 38 % im Vergleich zu 47 % 

für Männer [Robert-Koch-Institut, 2010]. 

 

1.1 Strahlentherapie und damit einhergehende DNA-Schäden 

 

Die Haupttherapieformen bei Krebserkrankungen sind Strahlen- und Chemotherapie sowie 

chirurgische Eingriffe. Dabei kommt heutzutage die Strahlentherapie bei mehr als jedem 

zweiten Tumorpatienten zum Einsatz. Sie stellt ein vielseitig einsetzbares 

Behandlungskonzept in der Tumortherapie dar und kann hier neoadjuvant oder adjuvant 

genutzt werden. Eine zunehmende Bedeutung nimmt die Strahlentherapie in der palliativen 

Behandlung fortgeschrittener Tumorleiden ein. Als Standardstrahlentherapie werden 

hochenergetische Photonen eingesetzt, die durch Linearbeschleuniger produziert werden [Van 

Dyk, 1999]. Die Modalität der Bestrahlung, der Umfang ihres Einsatzes sowie letztendlich 

der Behandlungserfolg sind dabei von verschiedenen Faktoren abhängig. So hat neben der 

Operabilität und dem Allgemeinzustand des Patienten besonders auch das Ansprechen des 

jeweiligen Gewebes auf ionisierende Strahlung einen wesentlichen Einfluss auf Einsatz und 

Erfolg dieser Therapieform. Dies kann nahezu 100 % Heilung bedeuten, genauso jedoch gibt 

es Tumore, die mit Strahlentherapie alleine nicht kurierbar sind [Suit, 2002]. Ebenso variabel 

stellt sich die Normalgewebsreaktion nach einer therapeutischen Bestrahlung dar [Bentzen & 

Overgaard, 1994; Turesson et al., 1996]. 

Der Einsatz ionisierender Strahlen in therapeutischer Absicht hat die Zerstörung des 

krankhaften Gewebes unter möglichster Schonung des gesunden Nachbargewebes zum Ziel. 

Der angestrebte Zelltod resultiert dabei aus den erzeugten Schäden in den bestrahlten Zellen. 

Dabei kann die Strahlung entweder direkt an biologisch wichtigen Molekülen, insbesondere 

der DNA wirken oder aber indirekt über Radikalbildung. Diese erfolgt vorwiegend über die 

Radiolyse von Wasser unter Bildung von Hydroxydionen und Peroxiden [Zaider et al., 1994]. 

Die entscheidende Zielstruktur stellt in jedem Fall die DNA einer Zelle dar, diese kann dabei 

verschiedene Läsionsformen aufweisen. Zu den wichtigsten strahleninduzierten Schäden 

gehören Basenschäden, DNA-Einzelstrangbrüche, DNA-Doppelstrangbrüche (DSB), 

Quervernetzungen in der DNA, Verbindungen zwischen der DNA und Proteinen sowie 
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Denaturierungen. Die induzierten DNA-Doppelstrangbrüche stellen im Vergleich zu den 

anderen erwähnten Schäden die vital bedrohlichsten Läsionen des Genoms dar und sind 

Hauptursache strahleninduzierter Chromosomenaberrationen [Morgan et al., 1998]. Durch 

jedes Gray (Energiedosis, 1 Gray = 1 Joule x kg-1) wird ein Doppelstrangbruch pro 0,2 x 109 

Basenpaare DNA erzeugt [Cedervall et al., 1995]. Bei einer humanen Zelle bedeutet dies, 

dass circa 40 DNA-Doppelstrangbrüche, 1000 Einzelstrangbrüche und 2700 Schäden an 

Basen pro Gray entstehen. Betrachtet man die klinisch relevanten Dosen von 2-

3 Gy/Fraktion/Tag, wird klar, wie groß das Schadenspotential ionisierender Strahlung ist. 

Gelingt es der Zelle, diese entstandenen Schäden effektiv zu reparieren, so kann sie dem 

Zelltod entgehen. Ist sie dazu nicht oder nicht ausreichend in der Lage, so resultieren 

Zellzyklusarrest, mitotischer Zelltod oder Entartung [Hoeijmakers, 2001; Olive, 1998; Rich et 

al., 2000; Vamvakas et al., 1997]. Strahleninduzierte Schäden können in reparaturprofizienten 

Zellen binnen weniger Minuten bis Stunden durch unterschiedliche Prozesse repariert werden. 

Die Reparaturmechanismen der DNA haben somit einen wesentlichen Einfluss auf die 

Wirkung bzw. auf das Überleben einer Zelle im Anschluss an die Bestrahlung. Man 

unterscheidet zwei Hauptreparaturformen von DNA-Doppelstrangbrüchen - das NHEJ (non-

homologous-end-joining) und die Reparatur durch Homologe Rekombination (HR). Mit HR 

ist eine sehr exakte Reparatur unter Verwendung von homologer DNA in Form von 

Schwesterchromatiden möglich. Jedoch ist der Reparaturprozess mit Hilfe von HR nur in der 

späten S- und in der G2-Phase des Zellzyklus verfügbar. Die weitaus weniger exakte 

Reparatur des NHEJ, die ohne Verwendung homologer DNA-Abschnitte einhergeht, kann 

jedoch auch durchgeführt werden, wenn sich die Zelle in der G0/G1- oder in der S-Phase 

befindet. Ein fehlerhafter Ablauf dieses Reparaturprozesses kann zur Entstehung von 

Chromosomenaberationen wie z. B. dizentrischen Chromosomen führen [Friedberg et al., 

2006]. Der genaue Ablauf dieser Reparaturwege stellt einen komplizierten und nur 

unvollständig verstandenen Prozess dar, an dem zahlreiche Faktoren wie p53, ATM und 

DNA-PKcs beteiligt sind [Bassing & Alt, 2004; Hoeijmakers, 2001; Kanaar et al., 1998; 

Peterson & Cote, 2004]. Die Anwesenheit der DNA-PK am DNA-Schaden und im Speziellen 

deren Aktivierungszustand spielen dabei eine essentielle Rolle und ist somit maßgeblich an 

der Qualität der nicht homologen DNA-Reparatur (NHEJ) beteiligt [An et al., 2010; Povirk et 

al., 2007; Weterings & Chen, 2007]. 
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1.2 DNA-DSB Detektion von Hilfe von γγγγH2AX 

 

In dieser Arbeit wurde die Reparatur von DSB nach ionisierender Strahlung in 

Zusammenhang mit dem AhR näher untersucht. Voraussetzung für eine solche Untersuchung 

ist die Detektion von DNA-Schäden. Das momentan sensitivste Detektionsverfahren von 

DNA-Doppelstrangbrüchen stellt der Nachweis des Histons γH2AX dar. Im Gegensatz zu den 

bisherigen Verfahren wird dabei nicht die DNA selbst als Messparameter herangezogen, 

sondern das reparaturassoziierte Histon H2AX. Es besitzt eine für seine Funktion äußerst 

wichtige und charakteristische Aminosäuresequenz (Ser-Gln-Gln-Tyr), die auch als SQ-Motiv 

bezeichnet wird [Mannironi et al., 1989]. Über dieses Motiv bzw. seine Modifikation kann 

die Aktivität dieses Histons gesteuert werden. So kommt es im Rahmen seiner Aktivierung zu 

einer durch so genannte PIKK-Kinasen (PI3 Kinase-related Kinases) katalysierten 

Phosphorylierung des hier gelegenen Serin-Restes 139 in humanen Zelllinien [Rogakou et al., 

1998]. Die Bedeutung des Histons H2AX im Zusammenhang mit Doppelstrangbrüchen der 

DNA wurde erstmals von Rogakou et al. [1998] beobachtet. Dabei konnte mittels 

Gelelektrophorese gezeigt werden, dass die Fraktion von phosphoryliertem H2AX (γH2AX) 

nach Bestrahlung im Vergleich zu unbestrahlten Zellen zunimmt [Rogakou et al., 1998]. Die 

Gesamtmenge an γH2AX verhielt sich dabei proportional zur verwendeten Strahlendosis. Pro 

Gray wurde dabei eine Phosphorylierung von 1 % des vorhandenen H2AX gefunden, was in 

etwa 0,03 % des H2AX pro DNA-DSB entspricht [Rogakou et al., 1998]. Ebenfalls waren es 

Rogakou et al. [1998], die zeigen konnten, dass γH2AX als spezifische Antwort auf DNA-

DSBs erscheint. Obgleich H2AX normalerweise gleichmäßig im Zellkern verteilt zu sein 

scheint, kommt es im Anschluss an einen DNA-DSB zur Konzentrierung des γH2AX am Ort 

der DNA Läsion [Rogakou et al., 1999]. Das phosphorylierte Protein flankiert dabei große 

Bereiche des Chromatins in der Umgebung des DNA-DSB und bildet hier 

fluoreszenzmikroskopisch nachweisbare Foci oder IRIF (irradiation induced foci) [Paull et 

al., 2000; Rogakou et al., 1999]. Solche Ansammlungen von γH2AX können bereits wenige 

Minuten nach dem entstandenen Schaden nachgewiesen werden und erreichen nach etwa 10-

30 Minuten ihr Maximum [Redon et al., 2002]. Der Bereich, den diese Foci flankieren, 

umfasst in etwa 2 Megabasen der DNA [Rogakou et al., 1999]. Zunächst wurde γH2AX als 

essentiell für die Rekrutierung der assoziierten Reparaturproteine an den Läsionsort 

angesehen. Jedoch wurde von Celeste et al. [2003] gezeigt, dass Zelllinien auch ohne H2AX 

nach Induktion eines DNA-DSB entsprechende Reparaturfaktoren im Bereich des DNA-

Bruches aufweisen können. Im Gegensatz zu Zelllinien, die H2AX exprimieren konnten, 
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bildeten die H2AX-defekten Mutanten allerdings keine IRIF aus. Das Histon γH2AX ist für 

die Rekrutierung von Reparaturfaktoren an den Ort des DNA-DSB durch Markierung des 

Schadens verantwortlich. Es ist essentiell für eine persistierende Ansammlung der 

Reparaturkomplexe und die Bildung von Foci [Bassing et al., 2002; Celeste et al., 2003; 

Celeste et al., 2002]. Durch die Erkenntnis, dass jeder γH2AX-Focus genau einem DNA-DSB 

entspricht, konnte nun mit Hilfe spezifischer Antikörper gegen γH2AX und über den 

fluoreszenzmikroskopischen Nachweis der 0,1 bis 0,2 µm großen, fluoreszierenden γH2AX-

Foci eine Quantifizierung der entstandenen DNA-DSB erfolgen [Rogakou et al., 1999; 

Sedelnikova et al., 2002]. Der Nachweis von DNA-DSB ist mit dieser Methode bis zu einigen 

hundertstel Gray möglich [MacPhail et al., 2003]. Die Vorteile dieses Verfahrens liegen dabei 

in der geringen Zahl benötigter Versuchszellen, in der guten Quantifizierbarkeit von DNA-

DSBs für jede einzelne Zelle und der problemlosen sowie schnellen Durchführbarkeit des 

Verfahrens selbst. Die Quantifizierung der entstandenen γH2AX-Foci kann durch Auszählen 

[Taneja et al., 2004], durch die FACS-Analyse [Banath et al., 2004; Olive & Banath, 2004] 

oder die Messung der Fluoreszenzintensitäten von Einzelbildern erfolgen [MacPhail et al., 

2003; Mah et al., 2010; Mahrhofer et al., 2006; Mirzayans et al., 2006]. Darüber hinaus kann 

eine Quantifizierung von γH2AX auch mittels elektrophoretischer Verfahren durchgeführt 

werden [Paull et al., 2000; Taneja et al., 2004]. Es konnte bereits die γH2AX-

Phosphorylierung in A549-Zellen nach Exposition mit Tabakrauch, der unter anderem auch 

Dioxin enthält, nachgewiesen werden [Tanaka et al., 2007]. 

 

 

1.3 Der Arylhydrocarbon Rezeptor (AhR) – Struktur und Signalwege 

 

In vorliegender Arbeit wurde untersucht, ob der AhR nach ionisierender Strahlung mit der 

DNA-Reparatur interagiert. Der AhR, auch Dioxin-Rezeptor genannt, ist ein cytosolischer 

Rezeptor, der klassischer Weise aus dem Fremdstoffmetabolismus bekannt ist. Er ist ein 

Liganden aktivierter Transkriptionsfaktor, der durch Ligandenbindungsanalysen mit 

radioaktiv markiertem Dioxin von Poland et al. [1976] identifiziert wurde. Der AhR und die 

mit ihm in dessen Signaltransduktionskette assoziierten Proteine Arylhydrocarbon Rezeptor 

Repressor (AhRR) und Arylhydrocarbon Rezeptor Nuklear Translokator (ARNT), gehören 

zur Familie der basic helix-loop-helix (bHLH)-PAS Transkriptionsfaktoren [Gu et al., 2000; 

Taylor & Zhulin, 1999]. Die Bezeichnung dieser Domäne PAS leitet sich von Per (period)-

ARNT-Sim (single minded) ab. Per und Sim sind strukturell homologe und nah verwandte 
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Proteine zum AhR aus Drosophila [Whitlock, 1999]. Nahe des N-terminalen Endes des AhR 

liegt die bHLH Domäne. Die basic Region führt zur DNA-Bindung, während die HLH 

Domäne für Protein/Protein Dimerisierungen verantwortlich ist. Am N-Terminus ist des 

Weiteren ein Bereich zu finden, der sowohl eine nuclear translocation sequence (NLS) als 

auch eine nuclear export sequence (NES) aufweist. C-terminal zur HLH Region liegt die oben 

genannte PAS Domäne. Durch ihre Struktur und Position beeinflusst sie Protein/Protein 

Interaktionen wie die Bindung an das Chaperon Hitzeschockprotein (Hsp) 90 oder die 

Ligandenbindung [Fukunaga et al., 1995; Reisz-Porszasz et al., 1994]. Hsp90 interagiert 

sowohl mit der PAS B Region als auch mit der bHLH Domäne. Dadurch wird im Liganden 

freien Zustand des AhR die NLS maskiert und die Liganden gebundene Konformation 

stabilisiert. Die NES ist für den nukleären Export des Rezeptors verantwortlich, der seine 

proteasomale Degradierung zur Folge hat [Davarinos & Pollenz, 1999; Ma & Baldwin, 2000]. 

Der wenig konservierte C-terminale Bereich des AhR beinhaltet eine komplexe, 

glutaminreiche (Q-rich subdomain) Domäne, die eine Vielzahl von stimulatorischen und 

inhibitorischen Untereinheiten enthält.  

 
Abb. 1.1: AhR Struktur 

 

Der AhR liegt in seinem inaktiven Zustand in einem cytosolischen Multiproteinkomplex 

gebunden vor. Dieser besteht aus dem AhR, einem Hsp90 Dimer, dem Ko-Chaperon p23 und 

dem Immunophilinhomologen AhR interacting protein (AIP) [Petrulis et al., 2003] und der 

assoziierten c-Src-Kinase [Enan & Matsumura, 1996]. Die Hsp90 Proteine halten den 

Rezeptor in einer offenen Konformation für die Lingandenbindung und werden durch die 

Interaktion mit p23 stabilisiert. AIP (auch als XAP2 bezeichnet) ist gemeinsam mit p23 an der 

cytosolischen Lokalisation des AhR beteiligt [Kazlauskas et al., 2000]. Es blockiert die 

Bindung von Importin β und hält den Komplex im Cytosol arretiert [Petrulis et al., 2003]. 

Allerdings wurde gezeigt, dass dieses Protein nicht essentiell für die Funktionalität des AhR 

ist [Bell & Poland, 2000; Kazlauskas et al., 2000; LaPres et al., 2000; Petrulis & Perdew, 

2002]. p23 scheint eine Rolle in der Stabilisierung der ATP-gebundenen Form und der durch 

Liganden vermittelten Abspaltung von Hsp90 zu spielen [Freeman & MacNaughton, 2000; 
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Kazlauskas et al., 1999]. Nach Eintritt oder Freisetzung eines Liganden und Bindung dessen 

an den AhR kommt es zu einer Transformation und Freilegung der NLS. Der Ligand-

Rezeptor-Komplex transloziert unter Energieverbrauch in den Zellkern. Nun erfolgt die 

Bindung an ARNT, welches im Zellkern lokalisiert ist und entgegen seiner Benennung keine 

Bedeutung für die Liganden aktivierte Translokation des AhR hat [Denison et al., 2002; 

Scheel et al., 2002; Scheel & Schrenk, 2000]. Die Abspaltung von Hsp90 ist ebenso 

notwendig für die Bildung des AhR/ARNT Heterodimers [Heid et al., 2000]. Anschließend 

wird der Rezeptorkomplex unter Aktivierung der NES in das Cytoplasma zurück transportiert 

und dort Ubiquitin-abhängig im Proteasom abgebaut [Davarinos & Pollenz, 1999; Ma & 

Baldwin, 2000; Ma & Baldwin, 2002; Song & Pollenz, 2002]. Die Blockierung der AhR 

Degradation kann zu einer kontinuierlichen Aktivierung der AhR-vermittelten Genexpression 

führen. Damit verbunden sind nachteilige Effekte für die Zelle, z.B. der Abbau der freien 

ARNT-Konzentration [Ma & Baldwin, 2002; Song & Pollenz, 2002]. Die Dimerisierung des 

AhR mit ARNT ist entscheidend für seine spezifische Interaktion mit responsiven DNA-

Elementen. [Denison et al., 2002; Hahn, 2002; Mimura & Fujii-Kuriyama, 2003; Nie et al., 

2001]. Der entstandene AhR/ARNT-Komplex wirkt als Transkriptionsfaktor, der mit hoher 

Affinität an spezifische Enhancer-Sequenzen der DNA bindet. Die DNA-Bindungsaktivität 

wird über eine Tyrosin Phosphorylierung reguliert [Minsavage et al., 2004; Park et al., 2000]. 

Diese sogenannten xenobiotic responsive elements (XRE), auch Dioxin Responsive Elemente 

(DRE) genannt, enthalten die für die Bindung essentielle Nukleotidfolge 5`-CGTG-3`. Diese 

Bindung führt zu einer Änderung der lokalen Chromatinstruktur und der Möglichkeit für 

Transkriptionsfaktoren, mit dem Promotor zu interagieren. Die DNA-Bindung des aktiven 

Komplexes beeinflusst die Regulation unterschiedlicher Gene.  
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Abb. 1.2: klassischer AhR-Signalweg nach TCDD Aktivierung, modifiziert von Quiagen.com 

 

Der AhR reguliert über die XRE-Bindung eine Vielzahl von Genen. Hierzu gehören die 

fremdstoffmetabolisierenden Phase I Enzyme der Cytochrom P450 (CYP)- Familie CYP1A1 

und 1A2, CYP1B1 und CYP2A8 (Hamster).  

AhR-Liganden beeinflussen die Expression weiterer Gene. So werden unter anderem wichtige 

Faktoren für Zellwachstum und -differenzierung wie transforming growth factor TGF-α und 

TGF-β2, plasminogen activator inhibitor 2 (PAI-2), Interleukin-1β (IL-1β), c-jun und c-fos 

von TCDD induziert [Abbott et al., 1998; Bock, 1994; Hankinson, 1995; Rowlands & 

Gustafsson, 1997] [Gramatzki et al., 2009]. Der AhR ist in der Lage als Inhibitor für 

Estrogen-induzierte Gene zu fungieren, z.B. Cathepsin D, tissue plasminogen activator und 

uterine epidermal growth factor, die unter anderem bei der Modulation des Progesteron- und 

Estrogen-Rezeptors eine Rolle spielen [Abdelrahim et al., 2006; Ahmed et al., 2009; Castro-

Rivera et al., 1999; Liu et al., 2006; Marconett et al., 2010; Selmin et al., 2005]. Neuere 

Untersuchungen zeigen, dass der AhR hierbei als E3 Ubiquitin Ligase agieren kann [Ohtake 

et al., 2007; Ohtake et al., 2009]. Weitere Kreuzreaktionen sind mit multiplen 
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Signaltransduktionswegen [Puga et al., 2009], zum Beispiel der MAP-Kinase [Henklova et 

al., 2008], der Erk-Kinase [Chen et al., 2005], JNK [Diry et al., 2006] oder Apoptose und 

Aktivierung zellulärer Prozesse als Antwort auf oxidativen Stress [Dalton et al., 2002; Nie et 

al., 2001; Safe, 2001] bekannt. Des Weiteren wurde gezeigt, dass der AhR die Progression 

und Regulation des Zellzyklus beeinflusst [Marlowe & Puga, 2005; Puga et al., 2002], indem 

er als Koaktivator von E2F-1 fungiert [Puga et al., 2000; Watabe et al., 2010]. Außerdem 

wird die Rolle des AhR als Tumorsuppressor bei der Leber Karzinogenese diskutiert [Fan et 

al., 2010]. Kürzlich wurde die funktionelle Interaktion des AhR mit der Cyclin-abhängigen 

Kinase 4 (CDK4) und die daraus resultierende Zellzyklus Progression in humanen 

Brustkrebszellen nachgewiesen [Barhoover et al., 2010; Korzeniewski et al., 2010].  

 

 

1.4 AhR-Liganden und Zielgene der CYP-Familie 

 

Der AhR wird in vielen Geweben exprimiert, unter anderem in Lunge, Leber, Thymus und 

Testes. Er bindet, untypisch für Liganden regulierte Rezeptoren, eine Vielzahl an Liganden 

unterschiedlichen Ursprungs und vielfältiger Struktur [Adachi et al., 2004; Adachi et al., 

2001; Denison & Nagy, 2003; Fujii-Kuriyama & Mimura, 2005; Heath-Pagliuso et al., 1998]. 

Diese Stoffe sind anthropogener, biogener wie auch endogener Herkunft. Hierbei wird 

unterschieden zwischen einer high affinity Bindung an den AhR, wie etwa bei TCDD und low 

affinity Liganden, zu denen einige Pharmazeutika und endogene Liganden gehören. Struktur-

Aktivitäts-Untersuchungen ergaben, dass Liganden mit hoher Bindungsaffinität zumeist 

aromatische, planare und relativ hydrophobe Verbindungen sind. Dabei korreliert die Affinität 

positiv mit der Toxizität und der biologischen Potenz der Verbindung. Schwache Liganden 

hingegen entsprechen nur unzureichend diesen Kriterien. Die Tatsache, dass viele dieser 

Substanzen in Liganden-Bindungs-Versuchen nicht mit radioaktiv markiertem TCDD um die 

Bindung am AhR konkurrieren, führte zu der Hypothese, dass unterschiedliche Bereiche der 

AhR-Ligandenbindungsdomäne für die Interaktionen der Ligandentypen mit dem Rezeptor 

verantwortlich sind [Backlund & Ingelman-Sundberg, 2004; Bradshaw et al., 2002; Denison 

& Nagy, 2003; Denison et al., 2002]. Die Einteilung der Liganden erfolgt jedoch nicht nach 

ihrer Bindungsaffinität, sondern nach ihrer Herkunft. Es gibt zwei große Kategorien von 

AhR-Liganden, zum einen die exogenen Liganden, die meist als Folge anthropogener 

Aktivitäten entstehen und in der Umwelt weit verbreitet sind. Zum anderen gibt es natürliche 

Liganden, die durch biologische Prozesse entstehen. Sie werden nochmals unterteilt in 
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exogene Stoffe, die größtenteils über die Nahrung in den Organismus gelangen und endogene 

Verbindungen, die im Körper gebildet werden. Zur Gruppe der exogenen klassischen 

Liganden gehören PAKs (z.B. 3-Methylcholanthren, Benzoanthracene, Benzoflavone, 

Benzo[a]pyren) und HAKs wie polychlorierte Biphenyle (PCBs), polychlorierte Dibenzo-p-

dioxine (PCDDs), polychlorierte Dibenzofurane (PCDFs). Die Mitglieder dieser 

Verbindungsklassen weisen zumeist eine hohe Bindungsaffinität an den AhR auf und 

entsprechen den hierfür postulierten Strukturkriterien. Als Leitsubstanz dient TCDD, einer der 

potentesten Induktoren des AhR. Zu den nicht-klassischen Liganden gehören sehr 

unterschiedliche Substanzklassen, unter anderem Benzimidazole wie Thiabendazol und der 

Magensäureblocker Omeprazol. Carbaryl, ein Insektizid, das als schwacher Cholinesterase-

Hemmer fungiert, Diflubenzuron, ein Chitin-Syntheseinhibitor, und bestimmte Pharmazeutika 

wie YH439 zählen ebenfalls zu dieser Gruppe. 

Die größte Expositionsquelle für natürliche AhR-Liganden ist die Nahrung. Verschiedene 

Studien zeigten, dass Resveratrol, ein Inhaltsstoff von Trauben und auch Wein, ebenso wie 

viele Flavonoide inhibitorisch auf die AhR-induzierte Genexpression von CYP1A1 wirkt und 

in der Lage sind, pathologische Effekte eines aktivierten AhR auf die Zelle zu verhindern 

[Casper et al., 1999; Ciolino et al., 1998; Pang et al., 2008]. Auch in der Abwesenheit von 

exogenen Liganden kann der AhR Signaltransduktionsweg durch endogene Liganden 

aktiviert werden. Ein Hinweis hierfür ist, dass der aktivierte AhR Komplex im Kern in 

Gewebeschnitten von unbehandelten Tieren und in unbehandelten Zellkulturen zu finden ist 

[Andersson et al., 2002; Chang & Puga, 1998]. Auch die Beobachtung, dass eine Blockierung 

der AhR-Expression in Mausblastozyten zu Entwicklungsstörungen führt, spricht für diese 

Hypothese [Peters & Wiley, 1995]. Studien an AhR-Knockout Mäusen zeigten, dass der AhR 

eine Rolle in vielen physiologischen Prozessen sowie bei der Entwicklung der Leber und des 

Immunsystems spielt [Lin et al., 2001; Schmidt et al., 1996]. Dass die Aktivierung des Ah-

Rezeptors und die damit nachgeschaltete Signalvermittlung nicht nur durch aromatische 

Kohlenwasserstoffe, sondern auch durch UV-Strahlung induziert werden kann, wurde bereits 

beschrieben [Fritsche et al., 2007]. Das Tryptophanderivat FICZ ist als endogener Ligand des 

AhR in der Diskussion [Wincent et al., 2009]. 

Die Induktion der CYP1A1 Genexpression gilt als der Biomarker für die biologische Aktivität 

von AhR-Liganden. Sie ist daher ein wichtiger Faktor zur Untersuchung des Mechanismus 

der Transkription und Regulation von Liganden vermittelten Effekten auf den Organismus. 

Cytochrom P450 Enzyme sind Häm-haltige Monooxigenasen, die in der Membran des 

endoplasmatischen Retikulums vorliegen. CYPs spielen eine wichtige Rolle in der oxidativen 
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Biotransformation von Fremdstoffen, was sowohl zu einer Aktivierung der Substrate und 

eventuell zur Bildung karzinogener Metabolite als auch zur Detoxifizierung führen kann. 

Weiterhin sind CYPs in die Synthese und den Metabolismus von Steroiden, Retinoiden, 

Fettsäuren, Prostaglandinen, Leukotrienen, Gallensäuren und anderen endogenen 

Verbindungen involviert. Sie katalysieren unter anderem Hydroxylierungen, Epoxidierungen, 

Dealkylierungen und Dehalogenierungen über die Einführung eines aktivierten Sauerstoff- 

Atoms in das Substrat. Die humane CYP1A Familie beinhaltet 2 Isoformen, CYP1A1 und 

1A2. CYP1A2 wird konstitutiv in stark unterschiedlichen Gehalten vor allem in der Leber 

exprimiert. CYP1A1 findet sich zumeist in extrahepatischen Geweben, z.B. Lunge, Plazenta, 

Haut und Lymphozyten, und nur in geringer Konzentration in der Leber. Seine maßgebliche 

Rolle im hepatischen Metabolismus von PAHs und anderen Umweltkontaminanten geht auf 

seine hohe, AhR vermittelte Induzierbarkeit zurück. Die Induktion der 

fremdstoffmetabolisierenden Enzyme dient als adaptive Antwort zur Minimierung toxischer 

Effekte auf den Organismus. 

 

 

 

1.5 Zielsetzung 

 

Fritsche und Mitarbeiter zeigten 2007, dass der AhR nach UV-Strahlung in den Kern 

transportiert wird und als Transkriptionsfaktor wirkt. In der vorliegenden Arbeit sollte geklärt 

werden welchen Einfluss der AhR auf die zelluläre Strahlenantwort hat. 

 

Folgende Fragen wurden untersucht: 

1) Wird der AhR durch ionisierende Strahlung in den Zellkern transloziert und wirkt dort als 

Transkriptionsfaktor? 

2) Welchen Einfluss hat eine Inhibition des AhR auf die Radiosensitivität von menschlichen 

Zellen? 

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

 

2.1 Material 

2.1.1 Zellen und Zellkulturmedium 

Es wurden folgende etablierte Zelllinien verwendet: 

Tab.:2.1 Übersicht der verwendeten Zelllinien 
Zelllinie Beschreibung Quelle/Refernz 

A549  Lungenkarzinom (human)  ATCC; CCL 185 

FaDu Plattenepithelkarzinom (human)  ATCC; HTB-43 

HaCat Keratinozyten (human) Fritsche et al., 2007 

Hepa1c1c7 Maushepatom ATCC; CRL 2026 

 

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

Dullbeco's Modified Eagle Medium (D-MEM) wurde 3,7 g/l NaHCO3 (Biochrom AG) 

zugesetzt. Dulbecco's Modified Eagle Medium: Nährmischung F-12 (D-MEM/F12), versetzt 

mit 1,2 g/l NaHCO3. Alle Medien wurden von Gibco bezogen. Dem Medium wurde 10 % 

fötales Kälberserum (FCS) von PAN Biotech und 1 % Penicillin und Streptomycin (Gibco) 

zugesetzt. 

 

2.1.2 Verbrauchsmaterialien 

Tab. 2.2: Verbrauchsmaterialien 
Produkt Firma 

ECL Detection Kit Amersham Bioscience 

LipofectaminTM 2000 Invitrogen 

Nitrocellulose Membran (Optitran) Schleicher-Schuell 

Phosphataseinhibitor-Cocktail I  Sigma-Aldrich 

Proteaseinhibitoren  Roche 

Proteinbestimmungskit  BioRad 

Protein-A-Sepharose  Amersham Bioscience 

Röntgenfilme  AGFA 

Sterilfilter  Sartorius 

Sterile Filtertips  Greiner BioOne 

Whatman Papier Schleicher-Schuell 

Zellkulturwaren BD Falcon 
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2.1.3 Chemikalien 

Alle verwendeten Chemikalien wurden von den Firmen Sigma-Aldrich, Merck, Roth, 

Applichem, Serva, BioRad, Amersham oder Pharmacia Biotech bezogen. 

 

2.1.4 Radiochemikalien 

3H- Methionin 49 Ci/mmol   Amersham Biosciences 

 

2.1.5 Geräte 

 

Tab. 3: Auflistung der Geräte 
Gerät Hersteller 

ELISA-Reader  Anthos Labtec 

Gelelektrophorese-Kammer Hoefer 

Light Cycler Roche 

Röntgenbestrahlungseinheit (RS-225) Gulmay 

Spektrophotometer Nanodrop ND-1000 Peqlab 

Tank Blot-Apparatur Pharmacia 

PCR-Gerät GeneAmp PCR System 2400 Perkin Elmer  

Zentrifugen Eppendorf 

Mikroskope Zeiss 

Konfokales Mikroskop Leica 

 

 

2.1.6 Lösungen und Puffer 

Tab. 2.3: Verwendete Puffer und Lösungen 
Blottingpuffer 1l Methanol 

29g Tris Base 

14,5g Glycin 

1,85g SDS 

ad 4l H2Odd 

  

Coomassie R -Blau-Färbelösung 50% Methanol 

10% Eisessig 

0,25% CoomassieR 
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Kernextraktionspuffer (Puffer A) 100µl 1M HEPES 

40µl 2,5M KCl 

12µl 0,5M EDTA 

ad 10ml H2Odd 

  

SDS-Probenpuffer 2,5 ml 4x Sammelgelpuffer 

2,0 ml SDS (10 %) 

2,0 ml Glycerin 

0,5 ml β-Mercaptoethanol 

0,25 mg Bromphenolblau 

ad 10 ml H2Odd 

  

Laufpuffer 115,2g Glycin 

24g Tris Base 

4g SDS 

ad 4l H2Odd 

  

Lysispuffer 1% NP40 

0,87g NaCl 

0,6g Tris base 

ad 100ml H2Odd  

pH 8,0 (HCl) 

  

Sammelgelpuffer (4x) 30,3g Tris Base 

2g SDS 

ad 500ml H2Odd  

pH 6,8 (HCl) 

  

SDS-Probenpuffer (2x) 20ml Glycerin 

2g SDS 

10mg Bromphenolblau 

24ml Sammelgelpuffer (4x) 

5,4ml β-Mercaptoethanol 

ad 100ml H2Odd 
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Stripping-Puffer  4,5g Glycin 

0,3g SDS 

3ml Tween20  

ad 300ml H2Odd  

pH 2,2 (HCl) 

  

Trenngelpuffer (4x) 90,85g Tris Base 

2g SDS 

ad 500ml H2Odd  

pH 8,8 (HCl) 

  

PBS  13,7mM NaCl 

2,7mM KCl 

80,9mM Na2HPO4 

1,5mM KH2PO4 

  

Waschpuffer (Western Blot) 1l PBS- 

0,1% Tween20 

  

 

 

2.1.7 Inhibitoren und siRNA 

Tab. 2.4: Auflistung der verwendeten siRNA  
Si-RNA Sequenz Firma 

AhR ACAUAUCCAGCUGAAUUAA  MWG Biotech AG 

AhR SASI_Hs01_00140197 SASI_Hs01_0014019

7_AS 

Sigma-Aldrich 

AhR 

Kontrolle 

AACUCGGUCUCUAUGCCGC  MWG Biotech AG 

ARNT SASI_Hs01_00166998  SASI_Hs01_0016699

9 

Sigma-Aldrich 

Kontrolle AGGUAGUGUAAUCGCCU  MWG Biotech AG 
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2.1.8 Antikörper 

Tab. 2.5: Auflistung der eingesetzten Antikörper 
Primäre Antikörper Beschreibung Hersteller 

Ah-Rezeptor Maus, monoklonal 

Hase, polykonal 

Abcam 

Aktin Kaninchen, polyklonal Abcam 

ARNT Maus, monoklonal Upstate 

CYP1A1 Kaninchen, polyklonal Abcam 

DNA-PK Maus, monoklonal Dianova 

DNA-PK pT 2609 Kaninchen, polyklonal Rockland 

DNA-PK pS 2056 Kaninchen, polyklonal Rockland 

DNA Maus, monoklonal Abcam 

H2AX pS 139 Maus, monoklonal Abcam 

HNE Kaninchen, polyklonal Abcam 

HSP90 Maus, monoklonal Abcam 

Lamin B1  Maus, monoklonal Biozol 

c-Src-Kinase Maus, monoklonal Santa Cruz 

c-Src-Kinase pY 418 Kaninchen, polyklonal Biosource 

Sekundäre Antikörper Herkunft Hersteller 

Anti-Maus-IgG Ziege Sigma-Aldrich 

Anti-Kaninchen-IgG  Ziege Sigma-Aldrich 

Anti-Maus-Alexa 610 Esel Invitrogen 

Anti-Hase-Alexa 350 Esel Invitrogen 
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2.2 METHODEN 

 

2.2.1 Zellkultur 

Alle Zelllinien wurden in wasserdampfgesättigten Brutschränken (Heraeus, Binder) bei 37°C 

und 7 % CO2 kultiviert.  

 

2.2.2 Bestrahlung 

Die Bestrahlung der Zellen erfolgte im Gulmay Röntgengenerator R225. Bestrahlt wurde 

durch Röntgenstrahlung bei einer Dosisleistung von 1 Gy/Minute und mit einer 

Grundeinstellung von 200 kV und 15 mA bei 37°C. Unerwünschte Quencheffekte wurden 

durch einen 0,5 mm Kupferfilter minimiert.  

 

2.2.3 Koloniebildungstest 

Um die klonogene Überlebensrate verschiedener Zelllinien nach Bestrahlung und / oder 

Behandlung mit unterschiedlicher Substanzen zu bestimmen, wurden 500 Zellen in Ø 10 cm 

Zellkulturschalen mit 20 % FCS ausgesät und für 24 Stunden im Brutschrank inkubiert. 

Danach wurden sie entsprechend dem Protokoll behandelt oder bestrahlt. Nach 10 Tagen 

Inkubation wurden die Kulturschalen mit Formaldehyd und Ethanol fixiert. Anschließend 

wurden die Kolonien für eine Minute in einer Coomassie-Lösung gefärbt, danach gewässert 

und im Trockenschrank bei 50°C getrocknet. Unter dem Binokular wurden nur Kolonien die 

mehr als 50 Zellen aufwiesen gezählt und anschließend das klonogene Überleben mittels einer 

halblogarithmischen aufgetragenen Überlebenskurve im Vergleich zur Kontrolle festgestellt. 

Pro Versuchsbedingung wurden drei Schalen ausgezählt. 

 

2.2.4 γH2AX-Assay 

Um die Anzahl an residualen DNS-Doppelstrangbrüchen mit positivem γH2AX-Focus nach 

Bestrahlung unter verschiedenen Bedingungen zu untersuchen, wurden Zellen auf spezielle 

Zellkulturobjektträger ausgesät (BD Falcon) und im Brutschrank bis zur vollständigen 

Konfluenz inkubiert. Vor der Bestrahlung wurden die Zellen mit der jeweiligen siRNA 

transfiziert. Standardmäßig wurden die Zellen 24 Stunden nach Bestrahlung mit 70 %igem 

Ethanol fixiert und bis zur Immunfluoreszenzfärbung bei -20°C gelagert. Zur Färbung mit 

dem γH2AX-spezifischen Antikörper wurde für zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. 

Um positive Foci im Zellkern zu markieren wurden die Proben für 30 Minuten bei 

Raumtemperatur mit dem spezifischen sekundär Antikörper (488- Alexa) markiert und 
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anschließend die DNS mittels einer DAPI Gegenfärbung sichtbar gemacht. Die Auswertung 

erfolgte an einem Fluoreszenzmikroskop (Axiovert Zeiss). Zu jeder Probe wurden 

Aufnahmen mit einem Plan-NeoFluar 40x/0,75D Objektiv in einer 400-fachen Vergrößerung 

gemacht. Pro Kondition wurden 100 Kerne ausgezählt. 

 

2.2.5 Proteinaufarbeitung & Kernextraktion 

Zellen in der stationären Phase wurden einmal mit eiskaltem PBS gewaschen und 

anschließend mit Hilfe eines Zellschabers von der Zellkulturschale gelöst, in 450 µl 

Lysispuffer aufgenommen und in ein entsprechendes Reaktionsgefäß überführt. Eine 30 

minütige Inkubation bei + 4°C und eine kurze Ultraschallbehandlung lysierte die Zellen 

vollständig. Die Lysate wurden mit 14 000 rpm bei + 4°C zentrifugiert und der Überstand zur 

weiteren Proteinquantifizierung verwendet.  

Die Extraktion der cytoplasmatischen und nukleären Fraktion wurde entsprechend der 

Anweisung im Protokoll des NE-PER® Extraktions-Kit durchgeführt (Pierce). Um die exakte 

Proteinmenge für jede Probe zu ermitteln, wurde mit Hilfe eines BioRad-Kits die 

Proteinquantifizierung nach Bradford vorgenommen. Die Konzentrationsbestimmung erfolgte 

nach den Angaben des Herstellers und wurde bei 620 nm im ELISA-Reader ausgelesen. Als 

Standard wurde BSA verwendet.  

 

2.2.6 Western-Blot-Analyse 

Die Auftrennung der Proteine erfolgte mittels einer SDS-PAGE (SDS-Polyacrylamid- 

Gelelektrophorese). Die Proben, versetzt mit SDS-Probenpuffer, wurden für fünf Minuten in 

kochendem Wasser denaturiert. Es wurden 150 µg Protein pro Probe auf ein SDS-Gel 

aufgetragen. Bei 0,1 mA/cm² pro Gel wurden die Proteine aufgetrennt [Sambrook & Russell, 

2006]. Anschließend wurden die Proteine zur Immundetektion auf eine 

Nitrozellulosemembran transferiert. Bei 5,7 mA/cm2 und 24 V wurden die Proteine über 

Nacht bei +4°C in einem Tankblot auf eine Membran geblottet. Es folgte eine Ponceau S-

Färbung um die Proteine sichtbar zumachen, entfärbt wurde in Wasser. Die freien 

Bindungsstellen der Nitrozellulosemembran wurden für eine Stunde bei Raumtemperatur mit 

einer 3 %igen BSA-Lösung abgesättigt. Danach wurde die Membran mit dem entsprechenden 

Primärantikörper bei +4°C über Nacht inkubiert. Nach dreimaligem Waschen der Membran 

mit PBST folgte eine einstündige Inkubation mit dem sekundären Peroxidase-gekoppelten 

Antikörper bei Raumtemperatur. Der Nachweis der spezifischen Antikörper-Protein-Bindung 
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wurde durch eine Chemoluminiszenzreaktion nachgewiesen und über eine Exposition auf 

Röntgenfilmen sichtbar gemacht. 

 

2.2.7 Immunpräzipitation 

Für Immunpräzipitationen wurden 3 mg Protein eingesetzt. Die Extraktion der 

cytoplasmatischen und nukleären Fraktion wurden entsprechend der Anweisung im Protokoll 

des NE-PER® Extraktions-Kit durchgeführt (Pierce). 

Die nukleäre oder cytoplasmatische Fraktion wurde mit 5 µl des zu immunpräzipitierenden 

Antikörpers für drei Stunden bei +4°C inkubiert. Anschließend wurden 50 µl einer 50 %igen 

Protein-A-Sepharose-Lösung zugegeben und die Proben über Nacht bei +4°C inkubiert. Die 

Präzipitate wurden danach fünfmal mit PBS gewaschen, anschließend mit SDS- Probenpuffer 

versetzt und 5 Minuten gekocht. Die Auftrennung der immunpräzipitierten Proteine geschah 

mittels SDS-PAGE und Immunoblotting, wie unter 2.2.6. beschrieben. 

 

2.2.8 Behandlung mit Inhibitoren 

Die Inhibitoren wurden gemäß den Angaben der Hersteller in Stammlösungen aliquotiert und 

unter den angegeben Temperaturen bis zur endgültigen Verwendung gelagert. Bei 

Substanzen, die in DMSO oder Ethanol gelöst waren, wurden die Kontrollen entsprechend 

mit der gleichen Konzentration des Lösungsmittels behandelt.  

 

2.2.9 Transfektion mit siRNA 

Die Zellen wurden in Ø 10 cm Zellkulturschalen kultiviert. Fünf Stunden vor der Transfektion 

wurde das entsprechende Medium auf Medium mit 10 % FCS aber ohne Antibiotika 

gewechselt. Die siRNA (siehe Tab. 2.4) wurde anschließend mit einer Endkonzentration von 

30 nM mit Hilfe des Transfektionsreagenz LipofectaminTM 2000 (Invitrogen) nach den 

Abgaben des Herstellers für 72 Stunden transfiziert. Nach der Transfektion wurden die Zellen 

gemäß dem Versuchsprotokoll weiter behandelt. 

 

2.2.10 Densitometrische Auswertung und Statistik 

Die densitometrische Quantifizierung der Western-Blots wurde mit der Software von Scion 

image durchgeführt. Um einen Vergleich zwischen Daten aus zwei unabhängigen Gruppen 

anzustellen, wurde der student's t-test durchgeführt. Alle Werte zeigen den Mittelwert +/- der 

Standardabweichung oder des Standardfehlers. P-Werte < als 0,05 (p < 0.05) wurden als 

statistisch relevant anerkannt. 
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2.2.11 Radioaktive Markierung von Proteinen 

Zellen in der Stationären Wachstumsphase wurden mit 35 S Methionin Medium versetzt, mit 

4 Gy bestrahlt, eine Stunde inkubiert und danach das radioaktiv markierte Methionin durch 

einen Mediumwechsel entfernt. Die Zellen wurden für weitere 4, 24 und 48 h im Brutschrank 

inkubiert, anschließend lysiert und mittels SDS-Page und Röntgenfilmen analysiert 

 

2.2.12 Lightcycler-PCR 

Mit Hilfe der Lightcycler-PCR, einer Weiterentwicklung der konventionellen PCR, kann die 

DNA-Amplifikation in Echtzeit (real-time-PCR) verfolgt werden. Zur Detektion des 

Amplifikats wurde SYBR Green I verwendet. Aus den Schnittpunkten (sog. crossing points, 

Cp) der Wendepunkttangenten an den sigmoiden Amplifikationskurven mit der Zeit-

/Reaktionszyklenachse kann die relative Menge an der jeweiligen cDNA berechnet werden. 

Neben dem Zielgen wird zudem ein PCR-Lauf mit einem Referenzgen durchgeführt. Die Cp-

Werte des Zielgens werden auf die Werte des Referenzgens normiert bezogen. Es wurde die 

18 S rRNA als Referenzgen verwendet. Die Primer und alle Reagenzien wurden vom Institut 

für Experimentelle und Klinische Pharmakologie und Toxikologie, Abteilung Toxikologie der 

Uni Tübingen bereitgestellt. 

 

Tab. 2.6: Lightcycler-PCR Ansatz für eine Probe (8 µl) : 

PCR-Mastermix für Lightcycler 3 mM MgCl2 

Ampuwa-Wasser 5,7 µl 

MgCl2 (25 mM) 0,8 µl 

Primer forward_LC (20 µM) 0,25 µl 

Primer reverse_LC (20 µM) 0,25 µl 

10x PCR-Mix 1 µl 

 

Der 10x PCR-Mix enthält SYBR Green I, dNTPs und die Taq-Polymerase. 

 

2.2.13 RNA-Isolierung  

Die Zellen wurden einmal mit eiskaltem PBS gewaschen und mit 1 ml Trizol / 6 well für 

3 min auf Eis inkubiert. Die lysierten Zellen wurden in ein Reaktionsgefäß überführt. Nach 

Zugabe von 200 µl Chloroform wurde 30 Sekunden lang kräftig geschüttelt und anschließend 

15 min bei 13 000 rpm und 4°C zentrifugiert. Die obere wässrige Phase wurde in ein neues 

Zentrifugenröhrchen überführt und mit dem gleichen Volumen eiskaltem Isopropanol versetzt 
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und gemischt. Die Fällung erfolgte 1 h bei -20°C. Danach wurde für 30 min bei 13 000 rpm 

und 4°C zentrifugiert und der Überstand verworfen. Das Pellet wurde mit 500 µl eiskaltem 

75 %igem Ethanol gewaschen und 15 min bei 13 000 rpm und 4°C zentrifugiert, der 

Überstand verworfen und das Pellet an der Luft getrocknet. Das Pellet wurde dann in 25 µl 

DEPC-Wasser gelöst und über Nacht bei 4°C aufbewahrt. Danach wurde die mRNA zur 

längeren Aufbewahrung bei –70°C gelagert. 

 

2.2.14 cDNA Synthese durch Reverse Transkription (RT) 

Da die Taq-Polymerase keine RNA-abhängige DNA-Polymerase-Aktivität besitzt, muss die 

isolierte mRNA zur Verwendung als PCR Template durch das Enzym Reverse Transkriptase 

in cDNA umgeschrieben werden. Als Primer werden random-Hexamere, welche zufällig mit 

komplementären RNA-Abschnitten hybridisieren und ein Oligo(dT) Primer verwendet, der an 

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

dass nur voll prozessierte mRNA die einen polyA-Schwanz trägt in cDNA umgeschrieben 

wird. Die Reaktionen wurden mit der AMV Reverse Transkriptase durchgeführt. 

 

Folgender Ansatz wird für RT-Reaktion pipettiert 

Tab. 2.7. Standardansätze für RT-Reaktionen 

RT-Standardansatz AMV Vges: 15µl 

Ampuwa-Wasser 4,29 µl 

MgCl2 (25 mM) 3 µl 

10x RT Puffer 1,5 µl 

dNTPs (je 10mM) 1,5 µl 

RNA sin 0,76 µl 

Primer Oligo dT15 0,38 µl 

Primer random d(N)6 0,38 µl 

 mischen 

AMV-RT 0,19 µl 

RNA-Lösung (125 ng/µl) 3 µl 

 

RT-Reaktion 60 min, 42°C 

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

Die Quantifizierung erfolgt durch Messung der Extinktion bei λ = 260 nm (Nukleobasen) und 

λ = 280 nm (aromatische Aminosäuren in Proteinen). Eine Absorption von 1 entspricht einer 

Konzentration von 50 µg / ml DNA, bzw. 40 µg / ml RNA (empirische Faktoren). Der 

Quotient 260 / 280 ist ein Maß für die Reinheit der Probe, er sollte ≥ 1,8 sein. Die 

Konzentration kann nach folgenden Formeln berechnet werden: 

A260 * x / 1000 = Konzentration in µg / µl. 

x = 50 für DNA 

x = 40 für RNA 

Für die Messung wurden 2 µl der Lösung auf die Messfläche des nanodrop-Spektrometers 

pipettiert und das entsprechende Messprogramm gestartet.  

 

 

2.2.16 Konfokale Mikroskopie 

Zellen wurden auf Zellkulturobjektträger ausgesäät, mit der entsprechenden Dosis bestrahlt 

und nach 1 h mit Periodat-Lysin-Paraformaldehyd fixiert. Für die Immunfluoreszenzanalyse 

wurden die Zellen über Nacht bei 4°C mit dem entsprechenden primären Antikörper 

inkubiert. Der gebundene primäre Antikörper wurde visualisiert durch einstündige Inkubation 

mit dem entsprechenden Alexa-Antikörper. Die Zellkerne wurden mit YO-PRO-1 gefärbt. 

Die Zellen wurden mit einem konfokalen Leica TCS SP Mikroskop im 

elektronenmikroskopischen Labor, Prof. M. Schaller, Universitäts-Hautklinik Tübingen 

analysiert. 
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3 ERGEBNISSE 

 

3.1 Strahleninduzierte Aktivierung bzw. Stabilisierung des Arylhydrocarbon Rezeptors  

Zunächst wurde geklärt, inwiefern im verwendeten Standard-Tumorzellsystem die aus der 

Literatur bekannte Aktivierung des Arylhydrocarbon Rezeptors (AhR) durch UV-B Strahlung 

nachweisbar ist. Nachfolgend wurde die Lungenkarzinom-Zelllinie A549 auf die AhR-

vermittelte Zellreaktion nach ionisierender Strahlung untersucht. Sie ist durch die Expression 

von wt Tp53 charakterisiert. 

 

3.1.1 Stabilisierung des AhR durch UV-B Strahlung 

Zur Überprüfung unseres Zellsystems auf die Aktivierbarkeit des AhR wurden Zellen mit 

UV-B bestrahlt und im Western-Blot (Abb. 3.1) das AhR-Protein nachgewiesen. 

Standardmäßig wurde mit 300 J/m² UV-B bestrahlt. Aus der Literatur ist bekannt, dass der 

AhR durch UV-Strahlung aus dem cytoplasmatischen Multiproteinkomplex freigesetzt, 

aktiviert und in den Kern transportiert wird [Fritsche et al., 2007].  
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Abb. 3.1: Nukleäre Akkumulation des AhR nach UV-B Strahlung. A549-Zellen wurden in der stationären 
Phase mit 300 J/m² UV-B bestrahlt, nach 5 bzw. 10 min in cytoplasmatische (A) und Kernfraktion (B) getrennt 
und anschließend in einem Western-Blot wie unter 2.2.6 beschrieben analysiert. (C) Quantifizierung der AhR-
Proteinexpression durch densitometrische Auswertung, normiert auf die entsprechende Laminkontrolle. 
 

Dieser Transport in den Zellkern konnte in A549-Zellen bereits 5 min nach UV-B Strahlung 

nachgewiesen werden und stieg bis zum letzten untersuchten Zeitpunkt an. Im Cytoplasma 

allerdings konnte keine Stabilisierung beobachtet werden. Im Kern wurde die Proteinmenge 

densitometrisch quantifiziert. Es zeigte sich 10 min nach UV-B Strahlung ein Anstieg des 

AhR um das 1,8-fache. 

 

3.1.2 Stabilisierung des AhR durch ionisierende Strahlung 

Um den Effekt von ionisierender Strahlung auf den AhR zu untersuchen, wurden A549-

Zellen mit 4 Gray bestrahlt und nach den angegebenen Zeiten geerntet, die Zellfraktionen 

isoliert und im Western-Blot analysiert (Abb. 3.2). Überraschenderweise wurde eine 

zunehmende cytoplasmatische Proteinstabilisierung des AhR über die Zeit gefunden. Im 

Vergleich zur unbestrahlten Kontrolle stieg die detektierte AhR-Menge bereits 10 min nach 

4 Gray an und war nach 40 min um ein Vielfaches erhöht. Nach ionisierender Strahlung 

wurde auch eine Veränderung des Phosphorylierungsstatus der c-Src-Kinase gefunden. Sie 

war am Tyrosinrest Nr. 418 (Autophosphorylierungsstelle) phosphoryliert. Diese 

Phosphorylierungsstelle steht für die Aktivität der c-Src-Kinase. Die Aktivierung verlief in 

ähnlicher Kinetik wie die AhR-Stabilisierung nach ionisierender Strahlung. 
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Abb. 3.2: AhR-Stabilisierung nach ionisierender Strahlung. A549-Zellen wurden in der stationären Phase 
mit 4 Gy bestrahlt und nach 10, 20 und 40 min in cytoplasmatische (A) und nukleäre Fraktion (B) getrennt und 
anschließend in einem Western-Blot analysiert. 
 

Kurze Zeit nach Bestrahlung war der AhR auch im Zellkern zu finden. Um einen potentiellen 

Effekt auf die DNA-Reparatur abschätzen zu können, wurde die Phosphorylierung der DNA-

PK untersucht. Sie reguliert die Aktivität der Kinase und spielt damit eine wichtige Rolle 

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

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

Die zeitliche Stabilisierung des AhR-Proteins im Cytoplasma und im Kern nach ionisierender 

Strahlung wurde in einem pulse-chase-Experiment untersucht. Dazu wurden A549-Zellen mit 

35 S Methionin im Medium mit 4 Gy bestrahlt, für eine Stunde inkubiert und dann das freie 

Methionin entfernt und durch nicht radioaktiv markiertes ersetzt. Nach weiteren 4, 24 bzw. 

48 h wurden die Zellen lysiert und neu synthetisierter AhR nach Übertragung auf eine 

Nitrocellulosemembran mit Röntgenfilmen analysiert. 
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Abb. 3.3: pulse-chase-Experiment zur Klärung des AhR Turnover im Cytoplasma und im Kern nach 
Bestrahlung mit 4 Gy. 1 h nach Bestrahlung und pulse mit 35 S erfolgte ein Mediumwechsel auf kaltes 
Methionin. Abstoppen des Versuchs durch SDS-PAGE nach weiteren 4, 24 und 48 h. 
 

Abbildung 3.3 (A) zeigt die Menge an markiertem AhR nach 4 Gy Bestrahlung im 

Cytoplasma und im Kern. Die Halbwertszeit des AhR im Kern ist in Abb. 3.3 (B) dargestellt. 

Im Kern hatte der AhR nach Bestrahlung eine Halbwertszeit von rund dreieinhalb Stunden, 

während im Cytoplasma die Halbwertszeit mit knapp 19,5 h deutlich höher war.  

 

 

3.2 Stabilisierung bzw. Aktivierung des AhR durch Chemikalien 

 

3.2.1 Aktivierung des AhR durch den klassischen Induktor 3-Methylcholanthren 

Als Positiv-Kontrolle für die Aktivierung des AhR in A549-Zellen wurde der klassische 

Induktor 3-Methylcholanthren verwendet. Es wurde eine Behandlungskinetik erstellt, um das 



 26 

Zeitfenster der Aktivierung in A549-Zellen für die erwartete AhR vermittelte transkriptionelle 

Aktivierung von CYP1A zu finden (Abb. 3.4). 

 

 
Abb. 3.4: AhR-Aktivierung mit 3-Methylcholanthren i m Cytoplasma (A) und im Kern (B). A549-Zellen 
wurden in der stationären Wachstumsphase mit 2 µM 3-Methylcholanthren behandelt, nach den angegebenen 
Zeitwerten wurden die Zellen aufgetrennt und anschließend in einem Western-Blot wie unter 2.2.6 beschrieben 
analysiert. 
 

Es zeigte sich wie erwartet eine CYP1A-Induktion nach Behandlung mit 3-Methyl-

cholanthren. Die AhR-Stabilisierung im Cytoplasma und seine Translokation in den Zellkern 

reduzierte sich innerhalb der ersten Stunde auf den Basalwert. Um einen Lösungsmitteleffekt 

auszuschließen, wurde dieselbe Kinetik mit Zugabe von D-MEM durchgeführt. Es zeigte sich 

kein Unterschied zwischen Medium und Lösungsmittel. 

 

 

3.2.2 Behandlung mit 3-Methylcholanthren kombiniert mit ionisierender Strahlung 

Um zu klären, ob 3-Methylcholanthren den Strahleneffekt auf den AhR beeinflusst, wurde die 

Kombination von ionisierender Strahlung und klassischem Induktor in A549 durchgeführt 

(Abb. 3.5). 
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Abb. 3.5: Behandlung mit 3-Methylcholathren kombiniert mit ionisierender Strahlung im Cytoplasma (A) 
und im Kern (B). A549-Zellen wurden in der stationären Wachstumsphase eine Stunde mit 2 µM 3-
Methylcholanthren vorbehandelt und anschließend mit 4 Gy bestrahlt. Nach den angegebenen Zeitwerten 
wurden die Zellen lysiert und anschließend in einem Western-Blot aufgetrennt. 
 

Im Cytoplasma war bereits in der behandelten aber unbestrahlten Kontrolle der AhR nahezu 

vollständig in den Kern transportiert worden. Nach ionisierender Strahlung verlief die 

Reaktion deutlich langsamer. Die Kombination von ionisierender Strahlung mit Behandlung 

durch 3-Methylcholanthren beschleunigte die AhR-Stabilisierung und seine 

Kerntranslokation. Allein nach Behandlung mit 3-Methylcholanthren wurde das Maximum 

des AhR Kernproteins nach einer Stunde erreicht. Kombiniert mit Bestrahlung war bereits 

nach 10 min die maximale AhR-Menge im Kern erreicht.  

 

 

3.2.3 Hemmung von Hsp90 im AhR-Multiproteinkomplex 

Als Hsp90-Inhibitor wurde Geldanamycin eingesetzt. Dieses bindet an Hsp90 [Miyata, 2005] 

und macht es somit in seiner Funktion unwirksam. Schließlich kommt es zur Aufspaltung des 

Multiproteinkomplexes, bestehend aus dem AhR, der c-Src-Kinase, Hsp90, AIP und p23  

[Song & Pollenz, 2003]. A549-Zellen in der stationären Wachstumsphase wurden mit 2 µM 

Geldanamycin behandelt und mit der angegebenen Kinetik lysiert (Abb. 3.6). 
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Abb. 3.6: Aktivierung des AhR durch Hemmung von Hsp90 durch Behandlung mit Geldanamycin im 
Cytoplasma (A) und im Kern (B). A549-Zellen wurden in der stationären Wachstumsphase mit 2 µM 
Geldanamycin behandelt, die Kontrolle blieb unbehandelt. Nach den angegebenen Zeitwerten wurden die Zellen 
aufgetrennt und anschließend in einem Western-Blot wie unter 2.2.6 beschrieben analysiert. 
 

Bereits 2 min nach Behandlung wurde eine AhR-Stabilisierung im Cytoplasma beobachtet, 

die nach diesem kurzen Zeitwert ihren Höhepunkt und nach 40 min nahezu wieder 

Basalwertniveau erreicht hatte. Eine ähnliche Aktivierungskinetik wurde bei der c-Src-Kinase 

beobachtet, die wie der AhR nach 2 min Behandlungszeit den höchsten Wert erreichte. Im 

Kern wurde der AhR nach 10 min gefunden und ein Anstieg der AhR-Menge bis zum 40 min 

Zeitpunkt nach Behandlung beobachtet. 

 

 

3.2.4 Behandlung mit Hydroxynonenal und in Kombination mit ionisierender Strahlung 

Hydroxynonenal (HNE) ist als Produkt der Lipidperoxidation und für seine Bindung an 

Hsp90 bekannt [Carbone et al., 2005]. Bei der durch ionisierende Strahlung ausgelösten 

Lipidperoxidation entsteht HNE als Hauptprodukt, dieses wiederum ist hochreaktiv und 

verantwortlich für die Aktivierung der c-Src-Kinase nach ionisierender Strahlung [Dittmann 

et al., 2009]. Es wurden A549-Zellen mit HNE in bestimmten Zeitintervallen behandelt, 

ebenso wurde HNE-Behandlung mit ionisierender Strahlung kombiniert. 
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Abb. 3.7: Behandlung von A549-Zellen mit HNE (A + B) kombiniert mit ionisierender Strahlung (C + D). 
A549-Zellen wurden in der stationären Wachstumsphase eine Stunde mit 10 µM Hydroxynonenal vorbehandelt 
und anschließend mit 4 Gy bestrahlt. Nach den angegebenen Zeitwerten wurden die Zellen lysiert und dann in 
einem Western-Blot wie unter 2.2.6 beschrieben aufgetrennt. 
 

In den mit Hydroxynonenal inkubierten Zellen wurde eine Stabilisierung des AhR im 

Cytoplasma gefunden, die bereits nach 2 min Behandlungszeit ihr Maximum erreicht hatte. 

Allein Behandlung mit HNE bewirkte eine Kerntranslokation des AhR. Das Lösungsmittel 

hatte keinen Effekt. Nach Hydroxynonenal-Behandlung fand man bereits in der unbestrahlten 

Kontrolle durch HNE Präsenz eine AhR-Stabilisierung. Ionisierende Strahlung erhöhte das 

Niveau der nukleären Anreicherung des AhR erheblich, verglichen mit Zellen, die nur mit 
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HNE behandelt wurden, jedoch nicht bestrahlt waren. Die Kerntransportkinetik des AhR 

wurde verkürzt. Dieser Effekt wurde bereits bei Kombination von 3-Methylcholanthren und 

ionisierender Strahlung beobachtet. 

 

 

3.3 Reaktive Sauerstoffspezies nach ionisierender Strahlung - sind sie verantwortlich für 

den Strahleneffekt? 

Reaktive Sauerstoffspezies (ROS) im Cytoplasma könnten für den Strahleneffekt des AhR 

verantwortlich sein. Zur Überprüfung dieser Hypothese wurde ein Radikalfänger verwendet 

und ein Inhibitor der endogenen Radikalbildung eingesetzt.  

 

3.3.1 Behandlung von Zellen mit dem Radikalfänger Acetylcystein 

A549-Zellen wurden mit 1 mM Acetylcystein (NAC) für eine Stunde präinkubiert, bestrahlt 

und nach den angegebenen Zeitwerten lysiert. Im Western-Blot wurden die entsprechenden 

Proteine detektiert. 

 

 
Abb. 3.8: Hemmung der AhR-Aktivierung nach ionisierender Strahlung durch den Radikalfänger 
Acetylcystein. A549-Zellen wurden in der stationären Wachstumsphase eine Stunde mit 1 mM Acetylcystein 
vorbehandelt und anschließend mit 4 Gy bestrahlt. Nach den angegebenen Zeitwerten wurden die Zellen lysiert, 
in cytoplasmatische Fraktion (A) und Kernfraktion (B) aufgetrennt und anschließend mit SDS-PAGE und 
spezifischen Antikörpern analysiert. 
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Eine Bestrahlung führte in der unbehandelten Kontrolle sowohl beim AhR als auch bei der c-

Src-Kinase zu einer von der Zeit abhängigen Stabilisierung. Die Kerntranslokation des AhR 

nach ionisierender Strahlung war ebenfalls klar zu sehen. Nach Acetylcystein-Behandlung 

war die cytoplasmatische Stabilisierung nach Bestrahlung von c-Src-Kinase und AhR deutlich 

reduziert, genauso wie der Kerntransport des AhR unterbunden war. Es könnten also reaktive 

Sauerstoffspezies, die nach ionisierender Strahlung z.B. aus der Zellmembran freigesetzt 

werden, für die Aktivierung des AhR verantwortlich sein. Hydroxynonenal ist eines der 

Hauptprodukte, die bei der Lipidperoxidation nach ionisierender Strahlung entstehen. Es 

aktiviert den AhR wie in Abb. 3.7 gezeigt wird. Um abschließend zu klären, ob durch 

radiogene Lipidperoxidationsprodukte der AhR tatsächlich aktiviert wird, sind weitere 

Versuche notwendig. 

 

3.3.2 Inhibition von endogenen Radikalen  

Prinzipiell können endogene Liganden in gleicher Weise wie Xenobiotika zur Aktivierung 

des AhR führen, auch wenn über endogene AhR-Liganden bisher weniger bekannt ist. Nach 

ionisierender Strahlung ist es denkbar, dass ROS für die Stabilisierung bzw. Aktivierung des 

AhR verantwortlich sind. Jedoch könnten auch endogene Radikale in diese Reaktion mit 

einfließen. Um diese Möglichkeit zu überprüfen, wurde mit Hilfe eines Inhibitors (Rac1) die 

Bildung von endogenen Radikalen gehemmt und der Effekt des Rac1-Inhibitors auf die AhR-

Stabilisierung untersucht. Rac1 ist eine kleine GTPase, die zur Familie der Rho GTPasen 

zählt und unter anderem p67phox reguliert, das die Bildung von Superoxiden beeinflusst 

[Bosco et al., 2009]. A549-Zellen wurden vor Bestrahlung für 2 h mit dem Rac1-Inhibitor 

inkubiert und anschließend in bestimmten Zeitintervallen lysiert. Die cytoplasmatische 

Fraktion wurde weiter mit SDS-PAGE und im Western-Blot analysiert. 
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Abb. 3.9: Inhibition der endogenen Radikale beeinflusst die AhR-Stabilisierung nach ionisierender 
Strahlung nicht. A549-Zellen wurden in der stationären Wachstumsphase eine Stunde mit 50 µM Rac1 
Inhibitor vorbehandelt und anschließend mit 4 Gy bestrahlt. Nach den angegebenen Zeitwerten wurden die 
Zellen lysiert und anschließend in einem Western-Blot wie unter 2.2.6 beschrieben aufgetrennt. 
 

Abbildung 3.9 zeigt, dass die strahleninduzierte Stabilisierung des AhR unter Hemmung der 

Bildung von endogenen Radikalen unbeeinträchtigt verläuft. Ebenso ist die c-Src-Aktivierung 

in Form der Phosphorylierung am Tyrosin Nr. 418 ohne Einschränkung zu beobachten. Die 

Hemmung der endogenen Radikalproduktion durch Rac1 verhindert somit die 

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

 

 

3.4 Hemmung der AhR-Proteinexpression  

 

3.4.1 Hemmung durch siRNA  

Die Reduktion des Proteins in der cytoplasmatischen und nukleären Fraktion konnte mittels 

temporärer Transfektion mit spezifischer AhR-siRNA in A549-Zellen erreicht werden (Abb. 

3.10). Um die Spezifität der verwendeten siRNA zu überprüfen, wurde die Expression der 

Strukturproteine Lamin B1 im Kern und Aktin in der cytoplasmatischen Fraktion untersucht. 

Beide Proteine zeigten weder nach siRNA-Behandlung noch nach Bestrahlung einen Effekt 

auf ihre Expression. Die Verminderung der AhR-Expression durch siRNA-Behandlung 

beeinflusste die Expression der c-Src-Kinase nicht, stimulierte jedoch signifikant deren 

Aktivierung, also die Phosphorylierung am Tyrosin 418. Die Autophosphorylierungsstelle 

Y 418 steht stellvertretend für den Aktivierungszustand der c-Src-Kinase. 

Nachdem mit dem klassischen AhR-Induktor 3-Methylcholanthren die zu erwartende 

CYP1A-Expression gefunden wurde, sollte nun auch untersucht werden, ob nach 

ionisierender Strahlung eine Veränderung der CYP1A-Expression vorhanden ist. Unter 

Kontroll-siRNA-Bedingungen konnte nach nur 15 min eine Stabilisierung von CYP1A 
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gezeigt werden. Nach den für die Neusynthese aussagekräftigen Zeitwerten von 4 und 

24 Stunden zeigte sich eine Erhöhung der CYP1A-Proteinmenge nach ionisierender 

Strahlung. Mittels real-time-PCR wurde diese vermeintliche CYP1A-Expression näher 

untersucht (siehe 3.8.1), um eine Proteinstabilisierung auszuschließen. 

 

 

 

Abb. 3.10: Unterdrückung des AhR-Proteins durch spezifische AhR-siRNA in A549-Zellen führt zur 
Aktivierung der c-Src-Kinase. Die Zellen wurden mit 30 nM Kontroll-siRNA oder spezifischer siRNA gegen 
AhR transfiziert. 3 Tage später wurden die Zellen mit 4 Gy bestrahlt, nach den entsprechenden Zeiten lysiert und 
in cytoplasmatische Proteine (A) und Kernproteine (B) getrennt. Mit SDS-PAGE wurden die Proteine nach 
Molekulargewicht analysiert und mit spezifischen Antikörpern identifiziert. 
 

 

Neben der Lungenkarzinom-Zelllinie A549 wurden auch Zellen eines Kopf-Hals-Tumors 

(FADU) mit AhR-siRNA behandelt (Abb. 3.11). Auch in FADU-Zellen, die ein mutiertes 

Tp53 exprimieren, wurde eine strahleninduzierte Stabilisierung des AhR und eine c-Src 

Aktivierung (siehe Kontroll-siRNA-Bedingungen in Abb. 3.11) gefunden. Nach Behandlung 

mit spezifischer AhR-siRNA war die AhR-Proteinmenge sowohl im Cytoplasma als auch im 

Kern maßgeblich reduziert. Die c-Src-Kinase wurde stabilisiert und die aktive Form 

Src pY418 war in der unbestrahlten, AhR-siRNA behandelten Kontrolle deutlich erhöht, wie 

bereits in den A549-Tumorzellen beobachtet. 



 34 

 

 
Abb. 3.11: Hemmung der AhR-Expression in FADU-Zellen mit siRNA führt zur Phosphorylierung der c-
Src-Kinase am Tyrosinrest 418. FADU-Zellen wurden mit 30 nM Kontroll-siRNA oder spezifischer siRNA 
gegen AhR transfiziert. 3 Tage später wurden die Zellen mit 4 Gy bestrahlt, nach den entsprechenden Zeiten 
lysiert und in cytoplasmatische (A) bzw. Kernfraktion (B) getrennt. Mit SDS-PAGE wurden die Proteine nach 
Molekulargewicht analysiert und mit spezifischen Antikörpern identifiziert. 
 

Neben der Modulation der c-Src-Kinase und des CYP1A wurde die DNA-PK im Kern sowie 

deren am Threonin Nr. 2609 und Serin Nr. 2056 phosphorylierten Formen unter AhR-siRNA-

Bedingungen detektiert (Abb. 3.12). 

 

 
Abb.: 3.12: Hemmung der AhR-Expression in A549-Zellen mit siRNA führte zu einer reduzierten 
Phosphorylierung der DNA-PK am Threonin Nr. 2609 und am Serin Nr. 2056. A549-Zellen wurden mit 
30 nM Kontroll-siRNA oder spezifischer AhR-siRNA transfiziert. 3 Tage später wurden die Zellen mit 4 Gy 
bestrahlt, nach den entsprechenden Zeiten lysiert und die Kernfraktion isoliert. Mit SDS-PAGE wurden die 
Proteine nach Molekulargewicht analysiert und mit spezifischen Antikörpern identifiziert. 
 

Unter AhR-siRNA-Bedingungen ist die Phosphorylierung der DNA-PK nach Bestrahlung 

reduziert. Da die untersuchten Reste durch ihre Phosphorylierung die Aktivität der Kinase 

anzeigen, kann auf eine reduzierte Aktivität geschlossen werden. Jedoch wäre ein 

Kinaseassay notwendig, um diese Annahme zu bestätigen.  
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3.4.2 Stabile Hemmung der AhR-Expression durch shRNA  

Zusätzlich zu den Versuchen mit temporärem knock-down des AhR durch siRNA wurden 

Versuche mit einer Keratinozyten-Zelllinie (HaCat) durchgeführt. Diese besitzt lentiviral eine 

stabil reduzierte AhR-Expression. Zunächst wurden in dieser Zelllinie die siRNA Ergebnisse 

verifiziert. Es standen sowohl die Wildtyp-Zellen als auch die eigentlichen Kontroll-Zellen 

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

exemplarisch gezeigt (Abb. 3.13). In den weiteren Experimenten wurden zum Teil nur die 

Leervektor-Zellen als Kontrolle verwendet. 

Wie in den A549-Zellen, die mit spezifischer AhR-siRNA behandelt waren, wurde in den 

AhR-shRNA-HaCat-Zellen verglichen mit den Wildtyp-Zellen beziehungsweise mit den 

Leervektor-Zellen eine reduzierte AhR-Expression gefunden (Abb. 3.13). Ebenfalls wurde 

beobachtet, wie auch schon in den AhR-siRNA Experimenten gefunden, dass unter 

reduziertem AhR die aktivierte Form der c-Src-Kinase bereits im unbestrahlten Basalwert 

anstieg. Für die phosphorylierten Formen der DNA-PK pS2056 und pT2609 wurde in den 

AhR-shRNA-HaCat-Zellen ebenfalls eine Reduktion gefunden (K. Dittmann, persönliche 

Mitteilung). 
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Abb. 3.13: Reduktion des AhR durch shRNA bewirkt eine Stabilisierung der aktivierten c-Src-Kinase. 
Western-Blot-Analyse von HaCat Wildtyp-, Leervektor- und shRNA-Zellen, die unbestrahlt in der Kontrolle 
oder mit 4 Gy bestrahlt wurden und 10, 20 oder 40 min später in cytoplasmatische ((A) und (C)) und 
Kernfraktion ((B) und (D)) getrennt wurden. (E) Densitometrische Auswertung der Reduktion des AhR-Proteins 
unter shRNA im Cytoplasma und im Kern verglichen zu den Leervektor-Zellen, normiert auf Aktin bzw. 
Lamin B1. Jeder Wert entspricht dem Mittelwert +/- SD aus 3 unabhängigen Experimenten. 
 

Die Reduktion des AhR in der HaCat-Zelllinie wurde densitometrisch ausgewertet. Es ergab 

sich eine Reduktion des AhR im Cytoplasma um etwa 70 %. Im Kern dagegen wurde nur eine 

Reduktion um knapp 40 % gefunden.  

Um die Funktionalität des AhR-Signalwegs nach ionisierender Strahlung auch in den HaCat-

Zellen zu zeigen, wurde die CYP1A-Expression untersucht. 

 

 
Abb. 3.14: Überprüfung des HaCat-Zellsystems auf die Funktionalität des AhR-Signalwegs mittels 
CYP1A-Expressionstest nach ionisierender Strahlung im Western-Blot. Zellen in der stationären 
Wachstumsphase wurden bestrahlt und bis zu 24 h danach lysiert. In der cytoplasmatischen Fraktion wurde 
CYP1A nachgewiesen. 
 

In den Leervektor-Zellen zeigte sich wiederum eine strahleninduzierte AhR-Stabilisierung 

sowie eine CYP1A-Expression nach ionisierender Strahlung, während unter shRNA-
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Bedingungen die AhR- und die CYP1A-Expressionen reduziert waren. Auch in diesem 

Zellsystem verhielt sich der AhR-Signalweg wie erwartet. Es fand sich nach Bestrahlung eine 

AhR-Aktivierung und die damit korrelierte CYP1A-Expression, die in shRNA-Zellen leicht 

unterdrückt war. 

 

3.5 Die AhR-Hemmung führt zu einer Radiosensitivierung und zu einem erhöhten DNA-

Restschaden 

 

3.5.1 AhR-Reduktion durch siRNA - Effekte auf das klonogene Überleben und den 

DNA-Restschaden 

Zur Untersuchung eines möglichen Effekts auf die DNA-Reparatur nach ionisierender 

Strahlung unter Beeinflussung des AhR-Proteinlevels wurden jeweils spezifische Tests nach 

AhR-knock-down durchgeführt. Die Zellen wurden mit spezifischer AhR-siRNA transfiziert 

und 72 h danach für die Versuche verwendet. Die erfolgreiche temporäre Reduktion des AhR-

Proteins wurde im Western-Blot überprüft und ist in Abb. 3.15 (C) dargestellt. Die 

Überlebensrate nach siRNA-Transfektion wurde anhand der Koloniebildungsfähigkeit der 

Zellen bestimmt. In den untersuchten A549-Zellen wurde im Koloniebildungstest durch den 

AhR-knock-down im Vergleich zur Kontroll-siRNA ein dosisabhängiger 

radiosensitivierender Effekt gefunden (Abb. 3.15 (A)). 

Um die Reparatur von DNA-Doppelstrangbrüchen zu untersuchen, wurde die Menge an 

residualem DNA-Schaden bestimmt. Diese Quantifizierung wird durch Markierung des 

γH2AX mit einem Fluoreszenzantikörper ermöglicht. Die markierten Reparatur-Foci pro Kern 

können dann ausgezählt werden. 

In der Tumorzelllinie A549 zeigte sich eine signifikante Erhöhung der residualen Reparatur-

Foci und somit des nicht reparierten DNA-Schadens. Dies trat bei allen untersuchten 

Strahlungsdosen (Abb. 3.15 (B)) nach Unterdrückung der AhR-Proteinexpression durch 

siRNA-Behandlung auf. 
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Abb. 3.15: Unterdrückung des AhR-Proteins in A549-Zellen mit spezifischer siRNA führte zu signifikant 
mehr DNA-Restschaden und einer Radiosensitivierung. Die Zellen wurden mit 30 nM Kontroll-siRNA oder 
spezifischer siRNA gegen AhR transfiziert und für die entsprechenden Versuche verwendet. (A) Der 
Koloniebildungstest zeigt eine geringere klonogene Überlebensrate. Transfizierte A549-Zellen wurden in 10 cm 
Schalen ausgesät und 24 h danach mit Einzeldosen von 1 bis 4 Gy bestrahlt. Die Anzahl der gebildeten Kolonien 
wurde nach 10 Tagen bestimmt. Jeder Wert entspricht dem Mittelwert +/- SD aus 3 parallelen Experimenten. (B) 
γH2AX-positive Foci 24 h nach Bestrahlung. Die Restschäden wurden mit Hilfe eines Antikörpers gegen die 
phosphorylierte Form des γH2AX-Histons visualisiert. Sternchen stehen für eine statistisch signifikante 
Differenz (student´s t-test, p < 0,05) zwischen Kontroll-siRNA und Zellen, die mit spezifischer AhR-siRNA 
behandelt wurden. Jeder Wert entspricht dem Mittelwert +/- SD aus 3 parallelen Experimenten.(C) Erfolgreiche 
Reduzierung des AhR-Proteins nach Transfektion mit AhR-siRNA. 3 Tage später wurden die Zellen mit 4 Gy 
bestrahlt, nach 15 min, 4 h und 24 h lysiert und mit SDS-PAGE nach Molekulargewicht aufgetrennt sowie mit 
spezifischen Antikörpern identifiziert. 
 

 

3.5.2 Einfluss einer AhR-Hemmung durch shRNA auf das klonogene Überleben nach 

ionisierender Strahlung 

In der HaCat AhR-shRNA-Zelllinie wurden die bereits genannten DNA-Reparaturendpunkte 

untersucht. Im Koloniebildungstest wurden HaCats als Klone (Abb. 3.16 (A)) oder in der 

stationäre Wachstumsphase bestrahlt und 6 h danach ausgesät (Abb. 3.16 (B)). Beide 

Versuchsansätze ergaben eine klare Radiosensitivierung in AhR-shRNA-Zellen (Abb. 3.16), 

während die Leervektor-Zellen nur marginal vom Wildtyp abwichen. 
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Abb. 3.16: HaCat-Zellen sind nach AhR Unterdrückung durch shRNA radiosensitiver als Leervektor- 
oder Wildtyp-Zellen. 500 Zellen wurden in 10 cm Schalen pro Versuchsansatz ausgesät. Die 
Überlebensfraktion wurde mit Kolonien >50 Zellen bestimmt. Jeder Wert entspricht dem Mittelwert +/- SD aus 
3 parallelen Experimenten. (A) Die Zellen wurden 24 h nach Aussaat bestrahlt und anschließend 10 Tage im 
Brutschrank inkubiert. (B) HaCat-Zellen wurden in der stationären Wachstumsphase mit Einzeldosen bestrahlt 
und 6 h später ausgesät. 
 

Auch hier konnte das Ergebnis aus den A549-Zellen, die mit AhR-siRNA behandelt worden 

waren, bestätigt werden. Zellen mit reduziertem AhR-Protein zeigten ein signifikant 

schlechteres klonogenes Überleben nach ionisierender Strahlung. 

 

 

3.5.3 Einfluss von AhR-shRNA auf die Reparatur von residualen DNA-

Doppelstrangbrüchen nach ionisierender Strahlung 

Um den beobachteten Effekt beim klonogenen Überleben und den zu erwartenden Einfluss 

auf die Doppelstrangbruchreparatur zu untermauern, wurde in den HaCat-Zellen der residuale 

DNA-Schaden untersucht. HaCat Wildtyp, Leervektor und shRNA-Zellen wurden auf 

Objektträger ausgesät, bestrahlt und nach 24 h fixiert. Nach Fluoreszensmarkierung des 

γH2AX wurden 100 Kerne pro Versuchsansatz ausgezählt. 
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Abb. 3.17: Der residuale DNA-Schaden 24 h nach Bestrahlung in HaCat shRNA-Zellen war signifikant 
erhöht. Residuale DNA-Schäden wurden 24 h nach Bestrahlung mit 2, 4 und 6 Gy mittels Quantifizierung der 
γH2AX-positiven Foci durchgeführt. Jeder Wert stellt den Mittelwert +/- SE an residualen Reparatur-Foci pro 
Zelle aus drei unabhängigen Experimenten dar. Sternchen beschreiben eine statistisch signifikante Differenz 
(student´s t-test, p < 0,05) zwischen den Leervektor-Zellen und den HaCat shRNA-Zellen. 
 

Nach AhR-knock-down durch shRNA ergab sich 24 h nach Bestrahlung ein signifikant 

höherer DNA-Restschaden als in den Leervektor-Zellen bzw. den Wildtyp-Zellen (Abb. 

3.17). HaCat-Zellen ohne AhR reparierten somit die durch ionisierende Strahlung 

entstandenen DNA-Doppelstrangbrüche schlechter als die Leervektor- bzw. die Wildtyp-

Zellen. Das frühere Ergebnis mit AhR-siRNA konnte somit in AhR-shRNA-Zellen bestätigt 

werden. Mit reduziertem AhR reparieren A549- und HaCat-Zellen signifikant schlechter. Die 

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

 

 

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

Überleben 

Um zu zeigen, dass der beobachtete Effekt des AhR auf die DNA-Reparatur nach 

ionisierender Strahlung unabhängig von seiner klassischen Aufgabe als Transkriptionsfaktor 

im Fremdstoffmetabolismus ist, wurde die Auswirkung der Aktivierung des AhR durch 

aromatische Kohlenwasserstoffe auf die Endpunkte der DNA-Reparatur untersucht. Im 

Koloniebildungstest wurde der AhR-Induktor 3-Methylcholanthren verwendet. A549-Zellen, 

die sich in der stationären Wachstumsphase befanden, wurden nach einer Stunde 

Vorbehandlung mit 2 µM 3-Methylcholanthren ausgesät und 6 h später bestrahlt (Abb. 3.18).  
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Abb. 3.18: Klonogenes Überleben nach klassischer Aktivierung des AhR mit 3-Methylcholanthren. A549-
Zellen wurden eine Stunde mit 2 µM 3-Methylcholanthren inkubiert oder mit dem gleichen Volumen DMSO 
(Lösungsmittel) versetzt und in 10 cm Schalen ausgesät. 24 h danach wurden die Zellen mit einer Einzeldosis 
von 1 bis 4 Gy bestrahlt. Nach 10 Tagen Inkubation wurden die Zellen abgestoppt und die überlebenden Klone 
(>50 Zellen) ausgezählt. Jeder Wert entspricht dem Mittelwert +/- SD aus 3 parallelen Experimenten. 
 

Das Ergebnis zeigte keinen Effekt von 3-Methylcholanthren-Behandlung auf das klonogene 

Überleben nach ionisierender Strahlung von A549-Zellen. Dies konnte als Hinweis angesehen 

werden, dass 3-Methylcholanthren als klassischer Aktivator des AhR demnach nicht die 

strahleninduzierte Reaktion des Rezeptors triggert. Die beobachteten Effekte sind also 

unabhängig vom AhR-Signalweg nach Aktivierung mit Xenobiotika wie Dioxin, 3-

Methylcholanthren oder andere.  

 

 

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

Um seine Wirkung als Transkriptionsfaktor zu entfalten, dimerisiert der AhR im Kern mit 

ARNT, um an das XRE binden zu können. Deshalb wurde geklärt, ob eventuell die 

Dimerisierung mit ARNT eine Rolle bei der strahleninduzierten Reaktion des AhR spielen 

könnte. Außerdem sollten weitere Hinweise erhalten werden, ob der klassische Signalweg des 

AhR nach ionisierender Strahlung in die Zellantwort involviert ist. 

Das ARNT-Protein wurde mit Hilfe von spezifischer siRNA in seiner Expression unterdrückt. 

Dazu wurden A549-Zellen 72 h nach Transfektion mit der ARNT-siRNA bestrahlt und nach 
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unterschiedlichen Zeitpunkten lysiert. Die Kernfraktionen wurden im Western-Blot 

untersucht. Abbildung 3.19 zeigt die temporäre Unterdrückung des ARNT-Proteins nach 

Behandlung mit spezifischer siRNA im Kern. 

 

 
Abb. 3.19: Western-Blot-Analyse von A549-Zellen zur Verdeutlichung der erfolgreichen Unterdrückung 
der ARNT-Proteinexpression. Die Zellen wurden mit 30 nM Kontroll-siRNA oder spezifischer siRNA gegen 
AhR transfiziert. 3 Tage später wurden die Zellen mit 4 Gy bestrahlt und nach den entsprechenden Zeiten lysiert. 
Mit SDS-PAGE wurden die Proteine nach Molekulargewicht aufgetrennt und mit spezifischen Antikörpern 
identifiziert. 
 

Parallel dazu wurde mit diesen Zellen eine Bestimmung des residuellen DNA-Restschadens 

24 h nach Bestrahlung durchgeführt, um die Rolle von ARNT bei der Zellreaktion im Kern 

nach ionisierender Strahlung zu untersuchen (Abb. 3.20). 

 

 
 

Abb. 3.20: Residuale γγγγH2AX-Foci 24 h nach Bestrahlung in A549-Zellen nach ARNT-siRNA Behandlung. 
Die Zellen wurden mit 30 nM Kontroll-siRNA oder spezifischer siRNA gegen AhR transfiziert und für die 
Fluoreszenzmikroskopie verwendet. Jeder Wert entspricht dem Mittelwert +/- SD aus 3 parallelen Experimenten. 
 

Der Knock-Down des ARNT-Proteins zeigte überraschenderweise keine nennenswerte 

Veränderung der Anzahl der Reparatur-Foci pro Einzelzelle im Vergleich zur Kontrolle. Die 

Dimerisierung von AhR und ARNT spielt somit nach ionisierender Strahlung keine Rolle für 
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die Signalweiterleitung im Gegensatz zur klassischen Induktion des AhR mit aromatischen 

Kohlenwasserstoffen. Somit lässt sich zusammenfassen, dass die Induktion des AhR durch 

ionisierende Strahlung unabhängig von seiner klassischen Funktion ist.  

 

 

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

fremdstoffmetabolisierende Enzym nach ionisierender Strahlung? 

 

3.8.1 Lightcycler PCR-Analyse des CYP1A1 mRNA Levels in A549 und Hepa1c1c7 nach 

ionisierender Strahlung 

Im Western-Blot der Abbildung 3.10 wurde gezeigt, dass ionisierende Strahlung CYP1A-

Stabilisierung beziehungsweise CYP1A-Expression bedingt. Mit einer real-time-PCR wurde 

diese Beobachtung näher untersucht. Verwendet wurden zwei unterschiedliche Zelllinien, 

zum einen die menschliche Lungenkarzinomzelllinie A549, zum anderen die Mauszelllinie 

Hepa1c1c7. Nachfolgende Abbildungen zeigen die Lightcycler-PCR Ergebnisse. 
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Abb. 3.21: Real-time-PCR-Analyse der CYP1A-Expression nach ionisierender Strahlung in A549 und 
Hepa1c1c7 Zellen. Die relative mRNA Expression in A549 (A) und Hepa1c1c7 (B) wurde auf Basis der 
18sRNA quantifiziert. Sternchen zeigen eine statistisch signifikante Differenz (student´s t-test, p<0,05, n=3) 
zwischen der unbestrahlten Kontrolle und den bestrahlten Zellen. 
 

In beiden Zelllinien wurde eine strahleninduzierte relative CYP1A1-Expression gefunden. Als 

Positiv-Kontrolle wurde wiederum 3-Methylcholanthren eingesetzt. Die dadurch bewirkte 

CYP1A1-Expression war in A549 bis zu einem Faktor 7 höher als nach ionisierender 

Strahlung. In der Maushepatomzelllinie wurde ein noch wesentlich größerer Unterschied 

zwischen 3-Methylcholanthren und ionisierender Strahlung gefunden. 

 

3.8.2 CYP1A1-Expression nach ionisierender Strahlung - Auswirkungen auf die 

Überlebensrate 

Zur Untersuchung der möglichen Einwirkung von CYP1A auf das klonogene Überleben nach 

ionisierender Strahlung wurde der CYP1A-Inhibitor Daidzein verwendet. 

Zunächst wurde im Western-Blot die Funktionalität des Inhibitors getestet. In Abbildung 3.22 

(A) ist zu sehen, dass eine einstündige Vorbehandlung mit 50 µM Daidzein die CYP1A 

Stabilisierung und Expression signifikant zu hemmen vermochte. Parallel dazu wurde unter 

dem Einfluss von Daidzein ein Koloniebildungstest durchgeführt (Abb. 3.22 (B)). 
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Abb. 3.22: Inhibition von CYP1A hat keinen Einfluss auf das klonogene Überleben nach ionisierender 
Strahlung. (A) Western-Blot-Analyse von A549-Zellen zur Kontrolle der Inhibition von CYP1A durch 
einstündige Präinkubation mit 50 µM Daidzein. (B) Koloniebildungstest in A549-Zellen nach Inhibition von 
CYP1A. Pro Versuchsansatz wurden 500 Zellen ausgesät und mit Einzeldosen von 1-4 Gy bestrahlt. Nach 
zehntägiger Inkubation wurden die Klone ausgezählt. Jeder Wert entspricht dem Mittelwert +/- SD aus 3 
parallelen Experimenten. 
 

Es zeigte sich kein Unterschied im klonogenen Überleben nach verschiedenen 

Strahlungsdosen unter Hemmung von CYP1A. Für die beobachtete Radiosensitivierung nach 

AhR-Protein-knock-down ist demnach nicht die Hemmung der AhR vermittelten CYP1A-

Induktion verantwortlich. Die CYP1A-Expression könnte für die Metabolisierung bzw. die 

Detoxifizierung des AhR-Liganden nach ionisierender Strahlung notwendig sein. 
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3.8.3 Auswirkung der CYP1A-Expression auf den DNA-Restschaden nach ionisierender 

Strahlung 

Um jedoch zu klären, ob sich die gefundene strahleninduzierte CYP1A-Expression auf die 

DNA-Reparatur auswirkt, wurde unter Hemmung der CYP1A1-Aktivität der residuale DNA-

Schaden 24 h nach Bestrahlung mit verschiedenen Dosen untersucht (Abb. 3.23). 

 

 
Abb. 3.23: Residualer DNA-Restschaden 24 h nach Bestrahlung und Inhibition von CYP1A. Die Zellen 
wurden 24 h nach Aussaat bestrahlt. Nach 10 Tagen wurden die Kolonien (>50 Zellen) quantifiziert. Jeder Wert 
entspricht dem Mittelwert +/- SD aus drei parallelen Experimenten. 
 

Nach 2 Gy Bestrahlung fanden sich nach 24 h etwa gleich viele residuale Reparatur-Foci in 

der Kontrolle wie nach CYP1A-Hemmung. Nach 4 und 6 Gy blieben mehr DNA-Schäden 

unrepariert, jedoch war dieser Unterschied nicht signifikant. Wie im Koloniebildungstest 

zeigte sich auch im γH2AX-Test kein entscheidender Effekt von CYP1A auf die DNA-

Reparatur nach ionisierender Strahlung. Für den beobachteten Einfluss des AhR bei der 

DNA-Reparatur nach ionisierender Strahlung ist somit weder die Dimerisierung mit ARNT 

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

shRNA 

 

Zur Aufklärung der funktionellen Bedeutung des nukleären AhR für die DNA-Reparatur 

wurde die nukleäre Lokalisation des AhR untersucht. Es wurde nachgewiesen, dass der AhR, 

etwa wie H2AX, dosisabhängig focal am DNA-Schaden Proteinkomplexe bildet. 

 

3.9.1 Induktionskinetik im Vergleich zu den γγγγH2AX-Foci in A549 Tumorzellen 

Um das Auftreten von AhR-Foci im Kern zu klären, wurde eine Induktionskinetik in A549-

Zellen nach Bestrahlung durchgeführt. Die Zellen wurden 30 min, 1 h, 6 h und 24 h nach 

Bestrahlung mit 2 Gy fixiert und für die Fluoreszenzmikroskopie verwendet. Nachfolgende 

Abbildung 3.24 (A) zeigt Fluoreszenzaufnahmen von A549-Zellen, die mit γH2AX- oder 

AhR-Antikörper inkubiert wurden. 30 min nach Bestrahlung sind deutlich die γH2AX-

Reparatur-Foci zu sehen, die über die Zeit nach erfolgreicher DNA-Reparatur abnahmen.  
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Abb. 3.24: Bildung von AhR-Foci in A549-Zellen nach ionisierender Strahlung. (A) 
Fluoreszenzmikroskopie nach 2 Gy Bestrahlung und Antikörperfärbung von γH2AX und AhR. Kerne wurden 
mit DAPI sichtbar gemacht.. (B) Quantifizierung der AhR- und γH2AX-Foci im Nukleus. Die A549-Zellen 
wurden mit 2 Gy bestrahlt und 30 min, 1 h, 6 h und 24 h später fixiert und für die Mikroskopie weiterverwendet. 
 

24 Stunden nach Bestrahlung ist der überwiegende Teil der DNA-Doppelstrangbrüche, 

visualisiert durch Antikörperfäbung von γH2AX, repariert und es sind annähernd keine Foci 

mehr zu sehen. Überraschenderweise wurden auch AhR-Foci beobachtet, die in ihrer Kinetik 

einen ähnlichen Verlauf hatten wie die γH2AX-Foci. Zur besseren Auswertung wurden in 100 

Kernen die Foci ausgezählt und in einem Diagramm aufgetragen (Abb. 3.24 (B)). 

 

 

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

Um die Relevanz der gefundenen AhR-Foci nach ionisierender Strahlung zu untersuchen, 

wurde mit 3-Methylcholanthren behandelt und auf Präsenz von AhR- und γH2AX-Foci im 

Kern untersucht (Abb. 3.25). A549-Zellen wurden mit 2 µM 3-Methylcholanthren für eine 

Stunde inkubiert, anschließend wurde das Medium gewechselt und nach 1 h, 6 h und 24 h die 

Zellen fixiert. Es konnten auch in diesem Versuchsansatz AhR-Foci detektiert werden, die 

über die Zeit zunahmen und nach etwa 10 Stunden eine Sättigung erreichten. Die gefundene 

Anzahl der AhR- und γH2AX-Foci war 10-12 mal geringer als nach ionisierender Strahlung. 

 



 49 

 
Abb. 3.25: AhR- und γγγγH2AX-Foci nach 3-Methylcholanthren-Behandlung in A549-Zellen. Quantifizierung 
der AhR- und γH2AX-Foci pro Kern nach einstündiger Vorbehandlung der Zellen mit 2 µM 3-
Methylcholanthren und anschließendem Mediumwechsel. Nach 1 h, 6 h und 24 h wurden die Zellen für die 
Antikörperfärbung und die nachfolgende Fluoreszenzmikroskopie fixiert. 
 

 

3.9.3 Induktion von AhR-Foci in AhR-shRNA-knock-down-Zellen 

Im Folgenden wurde untersucht wie sich die AhR-Foci-Bildung und die Kinetik der Foci-

Formation verändert, wenn die Proteinmenge des AhR reduziert ist. Dazu wurden HaCat 

AhR-shRNA-Zellen und als Kontrolle die Leervektor-Zellen verwendet. Nach 30 min, 1h, 6 h 

und 24 h nach 2 Gy Bestrahlung wurden die Zellen fixiert und für die Antikörperfärbung 

(AhR und γH2AX) verwendet. Es wurden Fluoreszenz-Bilder angefertigt und die Anzahl der 

Foci in 100 Kernen pro Ansatz erfasst. Die Auswertung zeigt Abb. 3.26 (A) für die AhR- und 

(B) für die γH2AX-Foci. 

 

 
 

Abb. 3.26: AhR- und γγγγH2AX-Foci in HaCat shRNA-Zellen sind signifikant erhöht. HaCat Leervektor- und 
shRNA-Zellen wurden 30 min, 1 h, 6 h und 24 h nach Bestrahlung mit 2 Gy fixiert und für die 
Fluoreszenzmikroskopie verwendet. Sternchen zeigen eine statistisch signifikante Differenz (student´s t-test, 
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p < 0,05) zwischen den Leervektor-Zellen und den AhR-shRNA-Zellen. Jeder Wert entspricht dem Mittelwert 
+/- SD aus 3 unabhängigen Experimenten. 
 
Überraschenderweise waren auch in den Zellen mit AhR-knock-down 30 min nach 

Bestrahlung annähernd gleich viele AhR-Foci wie in den Leervektor-Zellen gefunden 

worden. Nach 1 h fanden sich signifikant mehr AhR-Foci als in der Kontrolle, was sich bis 

24 h nach Bestrahlung fortsetzte. Das Ergebnis zeigt, dass die AhR-shRNA-Zellen schlechter 

reparieren als die Kontroll-Zellen. Dies ist mit dem Ergebnis des Koloniebildungstests 

konform. Verwunderlich jedoch war die kaum reduzierte Anzahl der AhR-Foci in den 

shRNA-Zellen, obgleich das AhR-Protein im Kern um 40 % reduziert ist (Abb. 3.13). Optisch 

waren in den HaCat AhR-shRNA-Zellen die AhR-Foci kleiner (siehe Abb. 3.27), was auf 

einen geringeren AhR-Anteil schließen lässt. Für γH2AX fand sich erwartungsgemäß eine 

sehr ähnliche Kinetik. Es waren 24 h nach Bestrahlung in den AhR-shRNA-Zellen signifikant 

mehr γH2AX-Reparatur-Foci als in der Kontrolle zu finden, was für einen größeren 

residuellen DNS-Schaden spricht. 

 

Abb. 3.27: Übersichtsaufnahme von AhR-Foci in HaCat-shRNA- und Leervektor-Zellen. Im HaCat 
Zellsystem wurden Leervektor- und shRNA-Zellen 60 min nach Bestrahlung mit 2 Gy fixiert und für die 
Fluoreszenzmikroskopie verwendet. 
 

 

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

nach ionisierender Strahlung 

Um die Rolle des AhR bei DNA-Reparaturprozessen aufzuklären und um mögliche 

Interaktionspartner des AhR im Kern zu finden, wurden Immunpräzipitationen durchgeführt. 

Dazu wurden A549-Zellen bestrahlt, nach den angegebenen Zeiten lysiert und die 

Kernfraktion isoliert. Nach Präzipitation mit AhR-Antikörper im Kernlysat von A549-Zellen 
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(Abb. 3.28 (A)) wurde mittels SDS-PAGE und Transfer der Proteine auf eine 

Nitrozellulosemembran mit spezifischen Antikörpern die an den AhR gebundenen Proteine 

untersucht. Es wurde sowohl die DNA-PK pT 2609 (Transphosphorylierung) als auch die 

DNA-PK pS 2056 (Autophosphorylierungsstelle) gefunden. Die Aktivierung der Kinase nach 

ionisierender Strahlung wurde bereits in Abb. 3.2 gezeigt. Ebenso wurde beobachtet, dass 

nach AhR-siRNA-Behandlung die Aktivität der DNA-PK reduziert war (Abb. 3.12). Die 

aktive Form des γH2AX, phosphoryliert am Serin 139, wurde auch im Komplex gefunden.  

Die Interaktion des AhR mit γH2AX und der DNA-PK spricht dafür, dass der AhR mit der 

NHEJ-Reparatur interferiert. 

 

 
 

 
 

Abb. 3.28: Co-Immunpräzipitation des AhR (A) und der am Serin 139 phosphorylierten Form von 
γγγγH2AX (B) im Kernlysat von A549-Zellen. A549-Zellen wurden mit 4 Gy bestrahlt und nach 10, 20 und 
40 min lysiert und die Proteine mit der SDS-PAGE aufgetrennt. Die Kernfraktionen (3 mg Protein) wurden für 
die Immunpräzipitationen mit AhR (A) oder γH2AX (B) Antikörper eingesetzt. Die präzipitierten 
Proteinkomplexe wurden über eine SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine Nitrozellulosemembran übertragen. Die 
Proteine mit spezifischen Antikörpern identifiziert. Als Kontrolle für die eingesetzte Proteinmenge wurde Lamin 
verwendet. 
 

Die Ergebnisse der AhR-Immunpräzipitation sollten im Umkehrversuch mit γH2AX pS139 

reproduziert werden. Auch in diesem Versuchsansatz wurden beide aktiven Formen der 

DNA-PK gefunden, ebenso wie der AhR. In diesem Versuch wurde zusätzlich mit einem 

Antikörper gegen DNA inkubiert und gezeigt, dass sich der untersuchte Komplex tatsächlich 

an der DNA befindet (Abb. 3.28 (B)) 
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3.11 Konfokale Mikroskopie als weitere Nachweis für die AhR Kolokalisation mit 

γγγγH2AX im Kern nach ionisierender Strahlung 

 

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

γH2AX weiter untersucht. 

 

3.11.1 γγγγH2AX und AHR Kolokalisation in A549-Zellen 

Es wurde mit konfokaler Mikroskopie untersucht, ob sich der AhR tatsächlich im γH2AX 

Focus nachweisen lässt. Abbildung 3.29 zeigt das Ergebnis in A549-Zellen. Es zeigte sich, 

dass in der unbestrahlten Kontrolle der blau gefärbte AhR zwar im Cytoplasma vorliegt, 

jedoch im Kern quasi nicht auftaucht. Während nach ionisierender Strahlung eine deutliche 

Stabilisierung im Cytoplasma und eine Kerntranslokation des AhR stattgefunden hat. 

 

 
Abb. 3.29: Konfokale Mikroskopie in A549-Zellen zeigt Kolokalisation von AhR und γγγγH2AX nach 
ionisierender Strahlung. Konfokale Aufnahme von A549-Zellen unbestrahlt und 60 min nach 2 Gy 
Bestrahlung. Färbung mit spezifischen Antikörpern und Fluoreszenzfarbstoffen von AhR (blau), γH2AX (rot) 
und des Kerns (grün). 
 

Ähnlich verhält es sich mit γH2AX (in Rot) in der unbestrahlten Kontrolle findet sich realtiv 

wenig, während nach 2 Gy Bestrahlung deutliche γH2AX-Foci im Kern auftauchen. 

Legt man die Bilder übereinander erhält man weiße Regionen, die durch Superposition der 

Farben Rot, Grün und Blau entstehen. Diese merge-colour Weiss, bzw. die sehr hellen 

Bereiche sind deutlich zu sehen, was eine Kolokalisation anzeigt (reines Weiß ist nur zu 

sehen, wenn alle drei Farben denselben Anteil haben). 
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3.11.2 γγγγH2AX und AhR-Kolokalisation in HaCat Zellen 

Wie in Abb. 3.27 (A) gezeigt, verändert sich die AhR-Foci Bildung in HaCat AhR-shRNA. 

Um diesen Befund auch bildlich zu verdeutlichen, wurden Versuche mit diesen Zellen unter 

dem konfokalen Mikroskop durchgeführt. Eine Stunde nach Bestrahlung zeigte sich eine klare 

Bildung von γH2AX-Foci (Rot). Der AhR konnte ebenfalls in Form von Foci nachgewiesen 

werden (Blau). Auch hier fanden sich nach Überlagerung der drei Farbbilder in der merge-

Farbe sehr helle, fast weiße Bereiche. Außerdem fanden sich pinkfarbene Foci aus der 

Überlagerung von Rot und Blau. 

In unten stehender Abbildung ist die strahleninduzierte Rekrutierung von γH2AX in den Kern 

zum DNA-Schaden klar zu erkennen. 

 

 
Abb. 3.30: Konfokale Mikroskopie zeigt Kolokalisation von AhR und γγγγH2AX in HaCat Leervektor-Zellen 
nach ionisierender Strahlung. Konfokale Aufnahmen von HaCat LV-Zellen unbestrahlt und 60 min nach 2 Gy 
Bestrahlung, Färbung mit spezifischen Antikörpern und Fluoreszenzfarbstoffen von AhR (blau), γH2AX (rot) 
und des Kerns (YOPRO, grün). Die Überlagerung aller drei Signale ergibt das merge-Bild und zeigt nach 
Bestrahlung in den Kernen eine deutliche Kolokalisation von AhR und γH2AX. 
 

Ebenso deutlich wird beim AhR die Focus-Bildung nach ionisierender Strahlung. In der 

übereinander gelegten Abbildung (merge) wird nach Bestrahlung auch die Überlagerung der 

Proteine durch die weiße Farbe sichtbar. Somit wurde auch in den HaCat Leervektor-Zellen 

die Kolokalisation von γH2AX und AhR nach ionisierender Strahlung detektiert. Das heißt in 

den HaCat Leervektor-Zellen findet sich nach einer Bestrahlung der AhR zusammen mit 

γH2AX im DNA-Reparaturfocus. 
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Nachfolgende Abbildung 3.31 zeigt HaCat shRNA und Leervektor-Zellen im Vergleich 1 h 

nach 2 Gy Bestrahlung. 

 

 

 
Abb. 3.31: Konfokale Mikroskopie zeigt eine stark reduzierte Kolokalisation von AhR und γγγγH2AX in 
HaCat shRNA-Zellen nach ionisierender Strahlung. Konfokale Aufnahmen von HaCat LV und AhR-shRNA-
Zellen 60 min nach 2 Gy Bestrahlung, Färbung mit spezifischen Antikörpern und Fluoreszenzfarbstoffen von 
AhR (blau), γH2AX (rot) und des Kerns (YOPRO, grün). 
 

 

Vergleicht man die strahleninduzierte Foci-Bildung in Leervektor-Zellen mit der in AhR-

shRNA-Zellen zeigte sich, dass sowohl die γH2AX- als auch die AhR-Foci-Bildung in den 

AhR-shRNA-Zellen klar gehemmt war. Der optische Eindruck wurde auch bei einer 

quantitativen Auswertung bestätigt (Abb. 3.32 (A)). Dabei zeigte sich, die Menge von 

γH2AX-Foci in den AhR-shRNA-Zellen leicht reduziert war. Analysierte man jedoch das 

Ausmaß einer Kolokalisation von γH2AX- und AhR-Foci (Abb.3.32 (B)), zeigte sich, dass in 

den AhR-shRNA-Zellen diese deutlich reduziert war. Das heißt, dass die Bildung der γH2AX-

Foci auch bei deutlich reduziertem AhR-Protein funktioniert. 
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Abb. 3.32: Quantifizierung der γγγγH2AX-Foci nach ionisierender Strahlung in HaCat LV-Zellen im 
Vergleich mit den AhR-shRNA-Zellen (A) und Foci die eine Kolokalisation von AhR und γγγγH2AX zeigen 
(B)  
 

 

 

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

In den Western-Blot-Analysen wurde in A549 die Aktivierung des DNA-PK nach 

ionisierender Strahlung untersucht (Abb. 3.2) und in den Immunpräzipitationen (Abb. 3.28 

(A) und (B)) wurden die DNA-PK pT 2609 und pS 2056 im Komplex mit γH2AX und dem 

AhR gefunden. Es wurde auch in AhR-siRNA Versuchen die DNA-PK-Phosphorylierungen 

T 2609 und S 2056 untersucht und eine Reduktion in A549-Zellen gefunden (Abb. 3.12). 

Unter dem konfokalen Mikroskop sollten nun weitere Hinweise zur möglichen Bindung des 

AhR an die DNA-PK gefunden werden. Zunächst wurden HaCat Leervektor-Zellen ohne und 

nach 2 Gy Bestrahlung untersucht (Abb. 3.33). 
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Abb. 3.33: Konfokale Mikroskopie zeigt eine Kolokalisation von AhR und der aktiven Form der DNA-PK 
pS 2056 in HaCat Leervektor-Zellen nach ionisierender Strahlung. Konfokale Aufnahmen von HaCat LV-
Zellen unbestrahlt und 60 min nach 2 Gy Bestrahlung, Färbung mit spezifischen Antikörpern und 
Fluoreszenzfarbstoffen von AhR (rot), DNA-PK pS 2056 (blau) und des Kerns (YOPRO, grün). 
 

In den HaCat Leervektor-Zellen wurde erwartungsgemäß in der unbestrahlten Kontrolle 

weder für den AhR noch für die DNA-PK pS2056 eine starke Präsenz im Kern gefunden. 

Nach 2 Gy Bestrahlung hingegen fand sich für die DNA-PK pS2056 eine klare 

Phosphorylierung und für den AhR war ebenfalls ein starkes Signal zu beobachten. Das 

merge-Bild zeigt eine Stunde nach 2 Gy mit der sehr hellen, fast weißen Färbung eine 

mögliche Kolokalisation.  

Dieser Versuch muss mit den HaCat AhR-shRNA-Zellen ergänzend durchgeführt werden. 

 

 

3.12 Beeinflusst der AhR die Zellzyklusregulation oder den MRN-Komplex nach 

ionisierender Strahlung? 

Weiter wurde untersucht, ob der AhR den Zellzyklusarrest im Zusammenhang mit der DNA-

Reparatur beeinflusst. Um diese Frage zu klären wurde in einem Western-Blot der Einfluss 

des AhR auf den Zellzyklusregulator p21 untersucht. p21 ist ein Cyclin-abhängiger Kinasen 

Inhibitor, der maßgeblich an der Zellzyklussteuerung beteiligt ist. Aus der Literatur ist 

bekannt, dass der AhR nach Aktivierung mit klassischen Agonisten p21 beeinflusst [Pang et 

al., 2007]. Zu Klärung dieser Frage wurden A549-Zellen mit AhR-siRNA transfiziert und 

72 h später bestrahlt und 45 min, 4 h und 24 h danach lysiert. Die cytoplasmatische Fraktion 

wurde mit SDS-PAGE aufgetrennt und die Proteine mit spezifischen Antikörpern 
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identifiziert. Allerdings wurde unter AhR-Hemmung bei der p21 Expression kein Unterschied 

zur Kontrolle gefunden.  

Desweiteren wurde Mre11, ein Protein des MRN-Komplexes untersucht. Dies ist ein 

heterotrimerischer Protein Komplex, der sich aus Mre11, Rad50 und Nbs1 zusammensetzt. 

Dieser Komplex ist in Säugern in die DNA-Reparatur involviert. Er erkennt DNA-Schäden, 

bindet schnell an den DNA-Doppelstrangbruch und leitet die Bildung der γH2AX-Foci ein. Es 

wurde Nbs1 im Western-Blot der cytoplasmatischen Fraktion von A549-Zellen, in denen der 

AhR durch siRNA unterdrückt worden war untersucht (Abb. 3.34). A549-Zellen wurden 

verwendet, da sie wie bereits erwähnt wt Tp53 exprimieren, während die HaCat-Zellen eine 

p53 Mutation auf beiden Allelen tragen. 

 

 
Abb. 3.34: AhR-Protein-Hemmung zeigt keinen Einfluss auf p21 und Nbs1 
Die A549-Zellen wurden mit 30 nM Kontroll-siRNA oder spezifischer siRNA gegen AhR transfiziert. 3 Tage 
später wurden die Zellen mit 4 Gy bestrahlt, nach den entsprechenden Zeiten lysiert. Mit SDS-PAGE wurden die 
Proteine nach Molekulargewicht analysiert und mit spezifischen Antikörpern identifiziert. 
 

Auch für Nbs1 konnte kein Einfluss des AhR festgestellt werden. Somit gab es keinen 

konkreten Hinweis darauf, dass der AhR nach ionisierender Strahlung auf die 

Zellzyklusregulation wirkt, er in den MRN-Komplex involviert sein könnte oder diesen 

beeinflusst. 
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4 Diskussion 

 

4.1 Aktivierung des AhR nach ionisierender Strahlung 

 

Die Aktivierung des AhR durch polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe und andere 

xenobiotische Verbindungen ist seit Jahrzehnten ein Thema in der Wissenschaft. In den 

letzten Jahren wurden immer mehr Erkenntnisse gewonnen, die Aufgaben und Funktionen des 

AhR auch außerhalb des Fremdstoffmetabolismus nachweisen [Bock & Köhle, 2009; Fan et 

al., 2010; Gasiewicz et al., 2010]. Fritsche et al. [2007] zeigten, dass der AhR nach UV-

Strahlung durch das Tryptophanderivat Formylindolocarbazol aktiviert und die CYP1A1-

Expression induziert wird. Außerdem wurde die Freisetzung der c-Src-Kinase aus dem 

cytoplasmatischen Muliproteinkomplex und ihre Aktivierung gezeigt [Fritsche et al., 2007]. 

In vorliegender Arbeit wurde die Rolle des AhR bei der Regulation der Zellantwort nach 

ionisierender Strahlung untersucht. Zunächst sollte überprüft werden, ob die von Fritsche et 

al. [2007] gefundene AhR-Aktivierung durch UV-Strahlung auch im humanen 

Lungenkarzinom-Zellsystem A549 eintritt, das in vorliegender Studie verwendet wurde. Es 

konnte eine Stabilisierung des AhR im Cytoplasma und eine AhR-Kerntranslokation nach 

UV-Strahlung nachgewiesen werden. Der Reaktionsverlauf war dabei ähnlich wie nach 

Behandlung mit dem klassischen AhR-Agonist 3-Methylcholanthren, der als Positiv-

Kontrolle verwendet wurde. Nach Inkubation mit 3-Methylcholanthren war bereits nach 

15 min der cytoplasmatische AhR nahezu vollständig in den Kern transportiert worden. 

Weiterhin wurde untersucht, ob die Kerntranslokation des AhR und die Stabilisierung im 

Cytoplasma auch nach ionisierender Strahlung zu finden ist. In der A549 Zelllinie konnte 

gezeigt werden, dass der AhR nach ionisierender Strahlung in einer zeitlichen Abhängigkeit 

cytoplasmatisch stabilisiert und in den Kern transportiert wird. Die Behandlung mit 3-

Methylcholanthren wurde auch mit ionisierender Strahlung kombiniert. Das Ergebnis zeigte 

einen immens schnellen Reaktionsverlauf. Die Stabilisierung im Cytoplasma konnte zeitlich 

nicht mehr aufgelöst werden. Dies setzte sich auch im Kern fort, denn bereits nach 10 min 

hatte der AhR im Kern wieder cytoplasmatisches Niveau erreicht. Es scheint hier einen 

synergistischen Effekt zwischen Behandlung mit 3-Methylcholanthren und ionisierender 

Strahlung zu geben, denn die AhR-Menge war bereits 10 min nach Bestrahlung in den 

behandelten Zellen fast vollständig vom Cytoplasma in den Kern transloziert. Während nach 

ionisierender Strahlung allein der AhR im Cytoplasma bis 40 min zunahm.  
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Nach Aktivierung des AhR wird die Expression von CYP1A1 induziert [Bondy & Naderi, 

1994; Nebert & McKinnon, 1994; Rifkind et al., 1990], die als Indikator eines 

funktionierenden AhR-Signalweges gilt. In der verwendeten Tumorzelllinie A549 konnte die 

Expression der CYP1A-Familie im Western-Blot ebenfalls nachgewiesen werden. Somit 

verfügen diese Zellen über einen funktionierenden AhR-Signalweg. Um zu klären, wie stark 

die Aktivierung des AhR nach ionisierender Strahlung ist und um das Ergebnis auf 

Proteinebene zu verifizieren, wurde die CYP1A1-Expression auf mRNA Ebene untersucht. In 

den verwendeten A549-Zellen wurde eine signifikante CYP1A1 mRNA Expression nach 

ionisierender Strahlung gefunden. Vergleicht man diese jedoch mit der als Positiv-Kontrolle 

verwendeten Expression des klassischen AhR-Agonisten 3-Methylcholanthren, ist sie um ein 

10-faches geringer. Der gleiche Versuchsansatz wurde auch in der Maushepatomzelllinie 

Hepa1c1c7 durchgeführt. Diese Zelllinie wird häufig im Zusammenhang mit Untersuchungen 

des AhR-Signalweges verwendet [Darlington, 1987; Darlington et al., 1980; Hankinson, 

1979]. Auch in diesen Zellen wurde eine strahleninduzierte CYP1A1-Expression gefunden, 

die allerdings um das 25-fache geringer war als nach Behandlung mit 3-Methylcholanthren. 

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass nach ionisierender Strahlung die AhR-vermittelte 

CYP1A1-Expression nicht von Bedeutung ist. 

In einem pulse-chase-Experiment wurde die Halbwertszeit des AhR-Proteins im Cytoplasma 

und im Kern von A549-Zellen nach Bestrahlung untersucht. Nach klassischer AhR-

Aktivierung mit β-Naphtoflavon ist eine Halbwertszeit des AhR im Cytoplasma von 7,7-

17,6 h beschrieben [Swanson & Perdew, 1993], für den Kern wurden aber keine Daten 

erhoben. Nach ionisierender Strahlung zeigte sich eine etwas längere Halbwertszeit des AhR 

mit 19,5 h im Cytoplasma und mit 3,5 h im Kern eine deutlich kürzere als nach klassischer 

Aktivierung.  

Festzuhalten ist, dass auch in A549-Zellen der klassische AhR-Signalwege nach Aktivierung 

mit 3-Methylcholantren funktioniert und die bisher unbeschriebene Stabilisierung des AhR im 

Cytoplasma und der Transport in den Zellkern nach ionisierender Strahlung beobachtet 

wurde. Dass es sich hierbei um eine Aktivierung des AhR im klassischen Sinn handelt, zeigt 

die Expression des bekanntesten Zielgens CYP1A1 auf mRNA Ebene nach ionisierender 

Strahlung. Dies konnte in zwei unterschiedlichen Zelllinien nachgewiesen werden. 

Der AhR befindet sich im Komplex mit der c-Src-Kinase, die wie von Dittmann et al. [2009] 

beschrieben bei der Zellantwort nach ionisierender Strahlung eine Rolle spielt. So ergibt sich 

die Frage, ob der AhR an der Regulation der c-Src-Kinase beteiligt ist. 
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In den Western-Blot-Analysen wurde diese Kinase detektiert, um ihre Aktivierung durch 

ionisierender Strahlung zu bestätigen. Die aktive Form der c-Src-Kinase wurde nach 

Bestrahlung mit Hilfe eines Antikörpers identifiziert. Sie ist am Tyrosin-Rest Nr. 418 

phosphoryliert [Chiarugi, 2008; Enan & Matsumura, 1996; Köhle et al., 1999; Park et al., 

2007]. Die Kinetik der c-Src-Aktivierung verlief erwartungsgemäß in ähnlicher Weise wie die 

Stabilisierung des AhR im Cytoplasma nach ionisierender Strahlung. Enan & Matsumura 

[1996] zeigten, dass die c-Src-Kinase im Komplex mit dem AhR vorliegt und dass es zu ihrer 

Aktivierung nach AhR-Liganden Bindung kommt. Die beobachtete Phosphorylierung der c-

Src-Kinase am Tyrosin Nr. 418 nach Behandlung mit dem klassischen AhR-Agonisten 3-

Methylcholanthren kann somit als Hinweis auf die Funktionalität des AhR-Signalwegs 

angesehen werden. 

Die Aktivierung des AhR führt nicht nur zur Expression von Zielgenen, sondern auch zur 

Tyrosinphosphorylierung des epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptors (EGFR). Diese 

Phosphorylierung am Tyrosinrest Nr. 845 wurde als c-Src-abhängiger Mechanismus 

beschrieben [Khan et al., 2006]. Vor kurzem wurde die Involvierung des strahleninduzierten 

Lipidperoxidationsprodukts Hydroxynonenal in die Aktivierung der c-Src-Kinase hinsichtlich 

des EGFR gezeigt [Dittmann et al., 2009]. Dass die c-Src-Kinase im Multiproteinkomplex um 

den AhR unmittelbar an der EGFR-Signalkaskade beteiligt ist, wurde bereits nachgewiesen 

[Fritsche et al., 2007; Köhle et al., 1999]. Unklar ist, ob der AhR auf die strahleninduzierte 

EGFR-Signalkaskade, die auch eine Phosphorylierung des Rezeptors nach sich zieht 

[Dittmann et al., 2005; Rodemann et al., 2007] einen Einfluss hat. 

Die Aufspaltung des AhR-Multiproteinkomplexes kann auch durch Hemmung des Chaperons 

Hsp90 erfolgen. Ein bekannter Inhibitor von Hsp90 ist Geldanamycin [Grenert et al., 1997; 

Pearl & Prodromou, 2000; Stebbins et al., 1997]. Dies ist ein benzochinoides Ansamycin und 

hemmt durch kompetitive Bindung mit ATP die essentielle ATPase-Funktion von Hsp90 

[Miyata, 2005; Wegele et al., 2004]. Die Behandlung mit Geldanamycin führte zu einer 

Stabilisierung des AhR im Cytoplasma und zur nachfolgenden Kerntranslokation. Ähnliche 

Ergebnisse wurden bereits von Song & Pollenz [2003] gezeigt. Der Multiproteinkomplex 

wurde durch die Hsp90-Hemmung mit Geldanamycin aufgelöst, wie dies in der Literatur auch 

für andere Proteinkomplexe beschrieben wurde [Schulte et al., 1995; Whitesell et al., 1994].  

Ionisierende Strahlung führt unter anderem zur Schädigung der Membran durch 

Lipidperoxidation. Ein Hauptprodukt der Lipidperoxidation ist das hochreaktive 

Hydroxynonenal (HNE) [Carini et al., 2004; Esterbauer et al., 1991; Yang et al., 2003]. HNE 

wird intrazellulär durch oxidativen Stress in verhältnismäßig großen Mengen von 0,1-



 61 

5 mmol/l produziert [Demozay et al., 2008]. Beschrieben ist auch die Bindung von HNE an 

das im Komplex mit dem AhR und der c-Src-Kinase vorliegende Hsp90 [Carbone et al., 

2005]. Das Produkt der Lipidperoxidation HNE könnte für die Auflösung des AhR-

Multiproteinkomplexes nach ionisierender Strahlung verantwortlich sein. 

Tatsächlich bewirkte die Inkubation mit HNE die Auflösung des Komplexes und eine 

Stabilisierung des AhR im Cytoplasma. Ebenso wurde ein Transport des freien AhR in den 

Zellkern beobachtet. Die aktive Form der c-Src-Kinase wurde auch in vermehrter Menge 

detektiert. Dies spricht für eine Auflösung des Proteinkomplexes. Kombinierte man die HNE 

Inkubation mit ionisierender Strahlung, zeigte sich für den AhR eine verstärkte Stabilisierung 

im Cytoplasma und ein verstärkter Kerntransport. Durch die exogene Gabe von HNE wurde 

diese beobachtete Reaktion beschleunigt.  

Um zu überprüfen, ob bei der Aktivierung des AhR durch ionisierende Strahlung ROS eine 

Rolle spielen, wurde der Einfluss von Radikalfängern auf diesen Vorgang untersucht. In 

dieser Arbeit wurde als solcher das N-Acetylcystein (NAC) eingesetzt, das aus der klinischen 

Anwendung weitreichend bekannt ist [Kelly, 1998]. Seine Eigenschaften als Radikalfänger, 

zum Beispiel durch Bindung des Superoxidradikals, wurden von Benrahmoune et al. [2000] 

beschrieben. Die Präinkubation mit NAC in der hier vorliegenden Arbeit zeigte einen 

eindeutigen Effekt auf die AhR-Stabilisierung und dessen Kerntransport sowie auf die aktive 

Form der c-Src-Kinase. Die strahleninduzierte Stabilisierung des AhR im Cytoplasma wurde 

durch den Radikalfänger ebenso klar unterbunden wie der Transport des AhR in den Zellkern. 

Die Phosphorylierung der c-Src-Kinase am Tyrosinrest Nr. 418 war erwartungsgemäß 

reduziert. Diese Erkenntnisse konnten als Hinweis auf die Involvierung von ROS in die 

strahleninduzierte Stabilisierung des AhR aufgefasst werden.  

Die Auflösung des AhR-Multiproteinkomplexes könnte statt durch strahleninduzierte ROS 

auch durch endogene reaktive Sauerstoffspezies erfolgen. Diese Möglichkeit wurde durch 

Inhibition von Rac-1, einer kleinen GTPase, untersucht, die als Signalgeber für verschiedene 

Stimuli, unter anderem p67phox,  fungiert [Bosco et al., 2009; Gao et al., 2004; Ushio-Fukai, 

2006]. p67phox ist eine NADPH-Oxidase, die hauptverantwortlich für die Produktion von 

endogenen reaktiven Sauerstoffspezies ist. Es zeigte sich jedoch, dass deren Hemmung auf 

den strahleninduzierten Effekt keinen Einfluss hatte. Für die beobachtete AhR-Stabilisierung 

im Cytoplasma und die folgende Kerntranslokation sind somit endogene ROS nicht 

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

 

Es stellte sich die Frage, wie Zellen auf ionisierende Strahlung in Abwesenheit des AhR 

reagieren. Dass der AhR wichtige endogene Aufgaben hat, ist unbestritten. AhR-knock-out-

Mäuse zeigen eine beeinträchtigte Entwicklung der Leber und des Immunsystems [Andreola 

et al., 1997; Gonzalez & Fernandez-Salguero, 1998; Gonzalez et al., 1995; Harstad et al., 

2006]. Ebenso zeigen unterschiedliche Berichte eine wichtige Rolle des AhR unabhängig vom 

Fremdstoffmetabolismus in der Zelle [Afaq et al., 2009; Barouki et al., 2007; Beischlag et al., 

2008; Carlson & Perdew, 2002; Marlowe et al., 2008; Mukai & Tischkau, 2007]. Nach 

ionisierender Strahlung wäre ein verändertes DNA-Reparaturverhalten der Zellen oder eine 

Strahlenprotektion bzw. -sensitivierung im klonogenen Überleben denkbar.  

Um die Bedeutung des AhR bei der Regulation der DNA-Reparatur zu klären, wurden 

Untersuchungen mit AhR-siRNA und mit AhR-shRNA-Zellen durchgeführt. Die Hemmung 

des AhR-Proteins hatte eine Stabilisierung der cytoplasmatischen c-Src-Kinase zur Folge, die 

bereits im unbestrahlten Basalwert auftrat. Dies kann eine Folge des AhR-Verlustes sein. Die 

CYP1A1-Expression war erwartungsgemäß auf Proteinebene deutlich unterdrückt. Diese 

Resultate wurden in den Zelllinien A549 und FADU nach Behandlung mit AhR-siRNA 

beobachtet. In den AhR-shRNA-Zellen konnte ebenfalls auf Proteinebene sowohl eine 

Stabilisierung der aktiven Form der c-Src-Kinase als auch eine reduzierte CYP1A1 Menge 

nach ionisierender Strahlung gefunden werden. Somit wurde mit zwei unterschiedlichen 

Methoden in drei verschiedenen Zelllinien die AhR-Proteinexpression erfolgreich gehemmt. 

Die erhaltenen Ergebnisse auf Proteinebene waren durchweg konsistent. 

Um einen Einfluss des AhR-knock-down auf die DNA-Reparatur nach Bestrahlung zu 

untersuchen, wurde der Nachweis von γH2AX-Foci eingesetzt. Zusätzlich wurde der 

Koloniebildungstest verwendet, um das Überleben der Zellen nach AhR-knock-down zu 

untersuchen. Dieser Test wurde bereits in den Fünfzigerjahren des 20. Jahrhunderts [Puck & 

Marcus, 1956] entwickelt und anschließend weiter modifiziert. Das Verfahren misst die 

Fähigkeit einer Einzelzelle nach Kontakt zu einer Noxe, in diesem Fall ionisierende 

Strahlung, zu überleben und durch Zellteilungen eine Kolonie von mindestens 50 Zellen 

zubilden. Dies spiegelt sich in der Überlebensfraktion (surviving fraction, SF) bei 

verschiedenen Strahlendosen wider. Ein gängiger Wert ist der SF2-Wert, der den 

überlebenden Zellanteil bei 2 Gy angibt. Der Koloniebildungstest wird heute als gültiger 

Standard zur Vorhersage der Strahlensensibilität einer Zelllinie eingesetzt und die SF2-Werte 
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werden häufig als Vergleichswerte für neuere prädikative Verfahren zur Bestimmung der 

Strahlensensibilität herangezogen.  

In der hier vorliegenden Arbeit wurde das klonogene Überleben nach ionisierender Strahlung 

in Zellen untersucht, in denen mittels AhR-siRNA oder -shRNA das AhR-Protein stark 

reduziert war. In diesen Versuchsansätzen fand sich eine Radiosensitivierung der Zellen, was 

durchaus überraschend war, zumal es bisher keine Hinweise auf eine Beteiligung des AhR an 

der Regulation der Zellantwort auf ionisierende Strahlung gab. Dieser Effekt wurde sowohl in 

den transient siRNA transfizierten Zellen als auch in den stabilen shRNA-Zellen reproduziert. 

Überraschenderweise hatte eine Behandlung mit 3-Methylcholanthren, einem klassischen 

Agonisten des AhR, keinen Effekt auf das klonogene Überleben. Diese Beobachtung spricht 

dafür, dass die Aktivierung des AhR im klassischen Sinn von der Rolle unabhängig ist, die 

der AhR nach ionisierender Strahlung einnimmt. 

Als weiterer Endpunkt für die Funktionalität der DNA-Reparatur wurde der γH2AX-

Nachweis eingesetzt. Auch hier wurden sowohl siRNA als auch shRNA-Zellen untersucht. 

Erstaunlicherweise zeigten sich in beiden Ansätzen 24 h nach ionisierender Strahlung 

signifikant mehr DNA-Restschäden. Die Zellen reparierten den radiogenen DNA-Schaden 

schlechter, wenn sie nur weniger als 50 % von der AhR-Proteinmenge der Kontroll-Zellen zur 

Verfügung hatten. Offensichtlich hat der AhR Einfluss auf die DNA-Reparatur nach 

ionisierender Strahlung. Um aber die genaue Rolle des AhR dabei zu klären, sind weitere 

Versuche notwendig. 

 

 

4.3 Ist die transkriptionelle Aktivität des AhR nach ionisierender Strahlung von 

Bedeutung? 

 

Unklar war, inwiefern die transkriptionelle Aktivität des AhR und die Dimerisierung mit 

ARNT bei den gefundenen Effekten auf die DNA-Reparatur und auf das Zellüberleben 

involviert sind. Dass ionisierende Strahlung nicht nur den AhR-Multiproteinkomplex im 

Cytoplasma auflöst, sondern auch den AhR in den Kern transloziert, wurde in vorliegender 

Arbeit gezeigt. Außerdem konnte eine CYP1A1-mRNA-Expression nachgewiesen werden.  

Sie war zwar signifikant, fiel aber deutlich geringer aus als mit dem klassischen AhR-Agonist 

3-Mehtylcholanthren. Trotzdem wäre es möglich, dass die radiogene transkriptionelle 

Aktivität Einfluss auf die Strahlenreaktion nimmt, denn es könnte z. B. die Metabolisierung 

der Noxe das klonogene Überleben verbessern. Um diese Hypothese zu überprüfen, wurden 
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Koloniebildungstests mit dem CYP1A1-Inhibitor Daidzein durchgeführt. Mehrere Berichte 

zeigen den inhibitorischen Einfluss von natürlichen Flavonoiden auf die Cytochrom P450 

Enzyme [Dai et al., 1998; Mukai et al., 2010; Obermeier et al., 1995; Siess et al., 1995; 

Tsyrlov et al., 1994; Zhai et al., 1998]. Für Daidzein wurde die nicht kompetitive Hemmung 

von CYP1A1 in einem NADPH abhängigen Prozess nachgewiesen [Shertzer et al., 1999]. 

Die Hemmung der Oxidoreduktase zeigte jedoch keinen negativen Einfluss im klonogenen 

Überleben der Zellen. Ebenso wenig war nach Daidzein Behandlung der residuale DNA-

Schaden 24 h nach Bestrahlung signifikant erhöht. Demnach ist die Expression von CYP1A1 

nach ionisierender Strahlung weder für die DNA-Schadensreparatur noch für das klonogene 

Überleben ausschlaggebend. Die strahleninduzierte CYP1A1-Expression könnte für die 

Metabolisierung der potentiellen AhR-Liganden relevant sein. 

Die Dimerisierung des AhR mit ARNT [Hankinson, 1995; Reisz-Porszasz et al., 1994] 

könnte auch den beobachteten Strahleneffekt bewirken. Für ARNT sind ebenfalls AhR 

unabhängige Funktionen beschrieben [Chang et al., 2009; Wood et al., 1996], wie das 

Synonym Hif 1-beta (hypoxia inducible factor 1 beta) erahnen lässt. Zum Beispiel ist die 

Rolle von ARNT bei der EGF-induzierten c-Jun/Sp1-vermittelten Gen Expression [Huang et 

al., 2010] oder in der Karzinogenese [Shi et al., 2010] beschrieben. In vorliegender Arbeit 

wurde ARNT mit Hilfe von siRNA in seiner Expression gehemmt, um einen möglichen 

Effekt auf die DNA-Reparatur zu untersuchen. Es zeigte sich, dass die ARNT-Protein 

Reduktion mit siRNA keinen Effekt auf den residualen DNA-Schaden nach ionisierender 

Strahlung hatte. Die Dimerisierung mit ARNT ist demnach ebenso wenig wie die CYP1A1-

Expression für den erhöhten residualen DNA-Schaden nach Hemmung des AhR 

verantwortlich. Ob ARNT für den beobachteten radiosensitivierenden Effekt nach 

Unterdrückung des AhR-Proteins eine Rolle spielt, muss in einem Koloniebildungstest nach 

ARNT-Protein Hemmung untersucht werden. 

 

 

4.4 Bilden sich AhR-Protein-Foci nach ionisierender Strahlung? 

 

Die Bildung der γH2AX-Foci am DNA-Schaden nach ionisierender Strahlung ist seit Jahren 

bekannt [Celeste et al., 2003; Ma et al., 2010; Paull et al., 2000; Pilch et al., 2003; Rogakou 

et al., 1999; Rogakou et al., 1998]. Mittlerweile konnte gezeigt werden, dass es zur Bildung 

von γH2AX-Foci nach Behandlung mit unterschiedlichen genotoxischen Substanzen kommt. 

Gezeigt wurde die ATM (Ataxia Telangiectasia mutiert) aktivierte H2AX-Phosphorylierung 
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in A549-Zellen nach Inkubation der Zellen mit Tabakrauch [Tanaka et al., 2007] oder auch 

die H2AX-Phosphorylierung nach UV-Strahlung [Halicka et al., 2005; Hanasoge & 

Ljungman, 2007; Marti et al., 2006]. 

In vorliegender Arbeit wurden erstmals im Kern AhR-Foci nach ionisierender Strahlung 

nachgewiesen. In A549-Zellen wurden mit Hilfe eines AhR-Antikörpers Foci im Kern nach 

ionisierender Bestrahlung detektiert. Diese Focusbildung verlief nicht nur in ähnlicher Kinetik 

wie die γH2AX Focusbildung, sondern es wurden bei beiden Prozessen auch ähnliche Zahlen 

von Foci detektiert. Aufgrund der bereits gefundenen Effekte auf das klonogene Überleben 

und den DNA-Restschaden nach Reduktion des AhR-Proteins wurde auch in der AhR-

shRNA-Zelllinie die Induktion der AhR-Foci untersucht. Überraschenderweise wurden nicht 

nur in den Wildtyp- und den Leervektor-Zellen, sondern auch in den AhR-shRNA-Zellen 

AhR-Protein-Foci gefunden. Eine mögliche Erklärung dafür ist, dass sowohl in AhR-shRNA- 

als auch in AhR-siRNA-Zellen die AhR-Proteinexpression nicht vollständig unterdrückt 

werden konnte. Restliches Protein ist offenbar in der Lage, im Kern die Focusbildung 

durchzuführen, denn im Kern wurde in den AhR-sh-Zellen nur eine Reduktion des AhR-

Proteins um 40 % gefunden. Cytoplasmatisch lag eine Reduktion der AhR-Proteinmenge um 

70 % vor. Verglichen mit der in Kontroll-Zellen induzierten Focizahl, zeigte sich eine 

signifikante Erhöhung der AhR-Foci in AhR-shRNA-Zellen. Dasselbe wurde bei γH2AX-

Foci beobachtet. Eine mögliche Erklärung für diese Beobachtung könnte sein, dass die 

Reduktion des AhR-Proteins nicht maßgeblich die Bildung der Foci hemmt, aber die 

Reparatur der DNA-Schäden behindert. 

Um diese Beobachtung von AhR-Protein-Foci nach ionisierender Strahlung weiter 

aufzuklären, wurde untersucht, ob mit 3-Methylcholanthren AhR-Foci induziert werden 

können. Tatsächlich wurden auch nach Behandlung mit 3-Methylcholanthren AhR-Foci in 

A549-Zellen detektiert. Die gefundene Anzahl der AhR- und γH2AX-Foci war nach 3-

Methylcholanthren-Behandlung jedoch 10-12 mal geringer als nach ionisierender Strahlung. 

Dieser Sachverhalt war nicht allzu überraschend, da 3-Methylcholanthren ganz im Gegensatz 

zu ionisierender Strahlung nur sekundäre Doppelstrangbrüche verursacht.  

 

 

4.5 Welche Moleküle könnten AhR-Interaktionspartner im Kern sein? 

 

Um mögliche Interaktionspartner des AhR im Kern zu identifizieren, wurden 

Immunpräzipitationen und konfokale Mikroskopie verwendet. Erste Hinweise konnten bereits 



 66 

aus dem Nachweis der AhR-Foci gezogen werden. Der zeitliche Verlauf war annähernd 

identisch mit dem der γH2AX-Foci-Bildung. Außerdem konnte eine direkte Wechselwirkung 

des AhR mit γH2AX mittels Immunpräzipitation nachgewiesen werden. Neben dem AhR und 

γH2AX wurden im Komplex auch die DNA-PK und deren aktive Formen gefunden, die am 

Threonin-Rest Nr. 2609 bzw. am Serin Nr. 2056 phosphoryliert sind. Der Aktivierungs- bzw. 

Phosphorylierungszustand der DNA-PK ist besonders aussagekräftig, da er über die Kinase-

Aktivität Auskunft gibt [Chen et al., 2005]. Die DNA-PK und der mit ihr assoziierte Komplex 

aus dem Ku-Heterodimer, das aus den Untereinheiten Ku 70 und Ku 80 besteht, spielt für die 

Erkennung und Behebung von strahleninduzierten DNA-Schäden eine essentielle Rolle. Der 

Ku/DNA-PK-abhängige Reparaturprozess (NHEJ) ist der Hauptreparaturweg von 

Säugerzellen bei DNA-Doppelstrangbrüchen nach ionisierender Strahlung [Collis et al., 

2005].  

Es ist nicht weiter überraschend, dass in der hier vorliegenden Arbeit die DNA-PK zusammen 

mit γH2AX im Komplex gefunden wurde. Berichte über die Phosphorylierung des H2AX 

durch die DNA-PK und auch ATM sind gleichermaßen vorhanden [An et al., 2010; Stiff et 

al., 2004]. Auf Proteinebene wurden im Hinblick auf die DNA-Reparatur-Endpunkte neben 

dem AhR und der c-Src-Kinase auch die DNA-PK und deren aktive Formen untersucht. In 

Western-Blot-Analysen nach AhR-siRNA Behandlung wurde sowohl die 

Transphosphorylierungsstelle am Threonin Nr. 2609 als auch der Autophosphorylierungsrest 

am Serin Nr. 2056 detektiert. Für beide zeigte sich eine deutliche Reduktion nach AhR-

siRNA Behandlung und nachfolgender Bestrahlung. Der AhR hat einen Effekt auf die 

Aktivität dieses Reparaturenzyms nach ionisierender Strahlung. Ob dieser Effekt direkt oder 

indirekt wirkt, muss in weiteren Versuchen geklärt werden. Denkbar wäre auch eine 

Einwirkung des AhR auf die ATM-Kinase, die wie die DNA-PK entscheidend an der 

Reparatur von DNA-DSB ist und für die auch die Phosphorylierung des H2AX beschrieben 

ist. Bekannt ist die ATM assoziierte γH2AX-Phosphorylierung für die Exposition mit 

Tabakrauch in A549-Zellen [Tanaka et al., 2007]. Dies könnte ein Hinweis auf die 

Involvierung des AhR auch nach ionisierender Strahlung in Zusammenhang mit der ATM-

Kinase sein, was in weiteren Experimenten überprüft werden muss. 

Der DNA-DSB Reparaturkomplex ist kompliziert aufgebaut und besteht aus mehreren 

Komponenten. Er wird als MRN-Komplex bezeichnet (Mre11, Rad50, Nbs1 (Xrs2)) und ist 

für die unmittelbare Reparatur von DNA-Schäden essentiell [Czornak et al., 2008; Furuta et 

al., 2003; Lavin, 2007; Riches et al., 2008; Rupnik et al., 2010]. In vorliegender Arbeit wurde 

die Reaktion von Nbs1 (Nijmegen breakage syndrome, NBS) auf Proteinebene nach 
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ionisierender Strahlung unter reduziertem AhR-Protein untersucht. Dieses Syndrom ist mit 

einer homozygoten Mutation des NBS1-Gens assoziiert. NBS ist eine seltene autosomal 

rezessive Funktionsstörung, die durch Chromosomeninstabilität und Hypersensitivität 

gegenüber ionisierender Strahlung charakterisiert ist. Nbs1 wird von der ATM-Kinase 

phosphoryliert und ist wiederum essentiell für die Phosphorylierung von Mre11 [Carney et 

al., 1998; Dong et al., 1999; Petrini & Stracker, 2003]. Eine Heterozygotie des NBS1-Gens 

wird mit erhöhtem Krebsrisiko in Verbindung gebracht [di Masi & Antoccia, 2008].  

Eine AhR-Proteinreduktion zeigte im Western-Blot jedoch keinen Einfluss auf den Nbs1-

Gehalt im MRN-Komplex. Da Nbs1 nur eine Komponente des MRN-Komplexes ist, kann aus 

dieser Beobachtung kein abschließendes Fazit auf die eventuelle Beeinflussung des MRN-

Reparaturkomplexes durch den AhR gezogen werden. 

Dass der AhR Einfluss auf die Regulation des Zellzyklus hat, wurde bereits beschrieben 

[Barhoover et al., 2010; Jin et al., 2004; Watabe et al., 2010]. Es ist auch bekannt, dass p21 

und p27, beides Inhibitoren der Cyclin-abhängigen Kinasen, durch 3-Methylcholanthren 

aktiviert werden und einen Zellzyklusarrest induzieren [Pang et al., 2008]. Deshalb sollte 

geklärt werden, ob ionisierende Strahlung durch den AhR die Expression von p21 beeinflusst. 

Dazu wurde auf Proteinebene nach AhR-siRNA-Behandlung mit anschließender Bestrahlung 

p21-Protein detektiert. Es konnte jedoch kein Effekt festgestellt werden. In den AhR-shRNA-

Zellen wurde p21 nicht überprüft, da die HaCat-Zellen in beiden Allelen TP53 mutiert sind. 

So sprechen die Ergebnisse dafür, dass der AhR nicht direkt am strahleninduzierten p21-

abhängigen Zellzyklusarrest beteiligt ist. 

Mit Hilfe der konfokalen Mikroskopie wurde nachgewiesen, dass der AhR und γH2AX im 

Kern nach ionisierender Strahlung eine Kolokalisation zeigen. In A549-Zellen und in der 

HaCat-Zelllinie wurde nach Bestrahlung eine klare Kolokalisation der beiden Proteine im 

Kern beobachtet. Außerdem ist die cytoplasmatische Stabilisierung des AhR in den A549-

Zellen nach ionisierender Strahlung deutlich zu sehen. In den HaCat-Leervektor-Zellen zeigte 

sich eine Stunde nach Bestrahlung sowohl für γH2AX als auch für den AhR eine klare 

Stabilisierung. Und in der Überlagerung aller Signale wurde in diesen Zellen ebenfalls eine 

Kolokalisation beider Proteine deutlich. In den AhR-shRNA-Zellen zeigte sich eine klar 

reduzierte AhR-Foci-Bildung, die γH2AX-Foci blieben jedoch in ihrer Bildung 

unbeeinträchtigt. Das heißt also, dass trotz deutlich reduziertem AhR-Protein die Bildung der 

γH2AX-Foci funktioniert. Die Analyse des Ausmaßes der Kolokalisation beider Proteine 

ergab in den Leervektor-Zellen knapp 25 %. Also liegt nicht in jedem γH2AX-Focus auch der 

AhR vor. In den AhR-shRNA-Zellen wurde diese Kolokalisation durch die AhR-



 68 

Proteinreduktion auf unter 5 % gebracht. In den mikroskopischen Versuchen konnte man den 

Eindruck gewinnen, dass zwar die Initiation der Foci zeitlich annähernd identisch ablief, aber 

die Auflösung der AhR-Foci zeitlich etwas versetzt war. Die AhR-Foci persistierten länger als 

die γH2AX-Foci. Um eine mögliche Rolle des AhR bei der DNA-Schadensreparatur nach 

ionisierender Strahlung zu klären, bedarf es daher weiterer Experimente.  

Zu diskutieren ist auch der bei der Durchführung der Versuche erhaltene optische Eindruck in 

Bezug auf die Größe beziehungsweise die Helligkeit der AhR-Foci. Rein optisch waren in den 

AhR-shRNA-Zellen die AhR-Foci nicht von derselben Helligkeit wie in den Leervektor-

Zellen. Möglicherweise bedingt die Reduktion des AhR-Proteins weniger AhR-

Antikörperbindung. Die Reduktion des AhR-Proteins im Kern der sh-Zellen um knapp 50 % 

wurde nachgewiesen. Zur Bildung eines Focus steht in AhR-shRNA-Zellen also weniger 

Protein zu Verfügung, was die Ausbildung kleinerer Foci zur Folge hat. Der AhR könnte für 

die Markierung oder Reparatur bestimmter DNA-Schäden eine Rolle spielen oder bei der 

Auflösung der Foci von Bedeutung sein. Um diese Hypothesen zu bestätigen, sind weitere 

Versuche notwendig.  
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5 AUSBLICK 

 

Mit den hier präsentierten Daten wurde zum ersten Mal eine Verbindung zwischen 

ionisierender Strahlung und dem AhR-Signalweg gezeigt. Mit der Involvierung des AhR in 

die DNA-Reparatur konnte ein Angriffspunkt des AhR in der zellulären Strahlenantwort 

identifiziert werden. Jedoch gilt es, auf der Basis der hier präsentierten Daten die Funktion 

des AhR zu klären. Um die Rolle des AhR in diesem Kontext besser zu verstehen, muss 

untersucht werden, ob und mit welchen weiteren Proteinen der AhR assoziiert ist, z.B. mit der 

ATM-Kinase, den DNA-PK-Untereinheiten Ku 70 und Ku 80 oder Mitgliedern des MRN-

Komplexes. Geklärt werden sollte auch, ob der AhR mit Bildung von Foci im Kern die 

γH2AX-Foci in ihrer Auflösung beeinflusst, oder ob die AhR-Foci einen bestimmten DNA-

Schaden markieren. Ebenso sollte untersucht werden, ob die Aktivität der DNA-PK durch 

AhR knock-down tatsächlich beeinträchtigt ist. Es stellt sich auch die Frage, ob nicht nur das 

NHEJ, sondern auch die homologe Rekombination oder die Basen-Excisionsreparatur vom 

AhR beeinflusst wird.  

Außerdem sollte die cytoplasmatische Rolle des AhR nach Bestrahlung weiter untersucht 

werde, z.B. ob der AhR über die c-Src-Kinase, von der die Aktivierung des EGFR 

Signalweges bekannt ist [Khan et al., 2006], oder unabhängig von ihr, den EGFR-Signalweg 

beeinflusst. Weitere Versuche zum Aktivierungsmechanismus des AhR im Cytoplasma sind 

notwendig, um die Schritte des zugrunde liegenden Mechanismus nach ionisierende Strahlung 

gänzlich zu verstehen. Erste Hinweise deuten darauf hin, dass Hydroxynonenal als Ligand des 

AhR nach ionisierender Strahlung fungieren könnte, jedoch sind abschließende Versuche 

notwendig um dies zu bestätigen. Ferner ist zu klären, ob die cytoplasmatische AhR-

Aktivierung bzw. Stabilisierung für die Bildung der AhR-Foci notwendig ist. 
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