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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Polycyclische aromatische Kohlenwasserstoffe

1.1.1 Vorkommen und Entstehung

Polycyclische aromatische Kohlenwasserstoffe (PAK) kommen in der
Umgebungsluft vor. Es sind mehrere hundert verschiedene PAK-Verbindungen
bekannt. Sie entstehen hauptsachlich bei unvollstandigen
Verbrennungsprozessen aus Kohlenstoffverbindungen. Durch
Dieselverbrennungs- und Industrieabgase gelangen sie in die Luft und in den
Erdboden (Nam et al., 2009; Tsai et al., 2011). Nur in geringen Spuren sind sie
permanent in der Umwelt vorhanden (z.B. durch Waldbrande). Wegen ihrer
Persistenz, Toxizitdt und Verbreitung haben PAK grole Bedeutung als
Umweltschadstoffe. Hautkontakt, Inhalation oder orale Aufnahme ist fir Menschen
gesundheitsschadlich (Agency for Toxic Substances and Disease Registry, Public
Health Statement, Toxicological Profile for Polycyclic Aromatic Hydrocarbons,
1995).

Zu der Gruppe der PAK gehort Benzo(a)pyren (BaP), einer der am langsten
bekannten und untersuchten karzinogenen Stoffe in Zigarettenrauch (Armstrong
and Gibbs, 2009). Auch synthetisch hergestelltes 3-Methylcholanthren (MC),
aufgrund seiner tumorpromovierenden Wirkung haufig als Standardkarzinogen

eingesetzt, gehort zu den PAK.

1.1.2 Modulation zellularer Signaltransduktion

Die zellulare Wirkung der PAK beruht hauptsachlich auf ihrer Aktivierung des
Arylkohlenwasserstoff- (Arylhydrokarbon-) Rezeptors (AhR), auch bekannt als
Dioxin-Rezeptor. Einer der prominentesten und fir den Menschen gefahrlichsten
Vertreter der AhR-Agonisten ist 2,3,7,8-Tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD).
TCDD wurde 1957 erstmals synthetisiert. Menschen reagieren auf TCDD u.a. mit
Chlorakne (Bertazzi et al., 1998) oder Tumorbildung, z.B. Brustkrebs (Warner et
al., 2002).



Einleitung

BaP, MC und TCDD gehdren zu den klassischen (synthetischen) AhR-Agonisten.
Ein natdrlicher AhR-Ligand ist 6-Formylindolo(3,2-b)carbazol (FICZ). FICZ
entstent nach Ultraviolett (UV)-Bestrahlung als Photoprodukt zweier
Tryptophanmolekile. Es besitzt hohe Affinitdt zum AhR und kann auch synthetisch

hergestellt werden (Rannug et al., 1995). Abb. 1.1 sind die Strukturformeln einiger
AhR-Liganden zu entnehmen.

O:@[(:l

oP@® o o
Benzo(a)pyren 3-Methylcholanthren 2,3,7,8-Tetrachlorodibenzo-p-dioxin
(BaP) (3MC) (TCDD)

6-Formylindolol(3,2-b)carbazol
(FICZ)

Abb. 1.1: AhR-Liganden Benzo(a)pyren, 3-Methylcholanthren und TCDD gehdren zu den

klassischen AhR-Agonisten. 6-Formylindolo[3,2-b]carbazol ist ein naturlicher Ligand.

In seinem inaktiven Zustand liegt der AhR cytoplasmatisch als Teil eines
Multiproteinkomplexes zusammen mit Hitzeschockprotein 90 (Hsp90), Co-
Chaperon p23, Tyrosinkinase c-Src und dem Apoptose-induzierendem Protein 1
(AIP1) vor. Die lipophilen PAK durchdringen die Zellmembran und binden an den
AhR und aktivieren diesen. Es kommt zur Konformationsanderung, und der AhR
transloziert in den Zellkern. Dort dimerisiert er mit dem AhR nuclear translocator
(ARNT). Der AhR-ARNT-Ligand-Komplex bindet an Xenobiotika-responsive
Elemente (XRE) der DNA und induziert so eine gesteigerte Transkription
verschiedener Gene des Fremdstoffmetabolismus. Neben diesem Signalweg
existieren weitere Mechanismen der Signaltransduktion durch den AhR. Dazu
gehdrt die Interaktion des AhRs mit Coregulatoren, wie dem Retinoblastomprotein
(Rb) und dem Nukledren Faktor kB (NF-kB), ,Cross-talks® mit verschiedenen
Proteinkinasen, z.B. mitogen-aktivierten Proteinkinasen (MAPK) oder der
Tyrosinkinase c-Src oder Liganden-unabhangige Aktivierung des AhR durch
dessen Phosphorylierung (Bock and Kohle, 2006; Ikuta et al., 2009). Es konnte
gezeigt werden, dass die AhR-Aktivierung von der Phosphorylierung durch

Proteinkinase C (PKC) abhangig ist (Chen and Tukey, 1996; Cho et al., 2004;
2
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Long et al.,, 1998). Die Aktivierung der PKC scheint eine wichtige Rolle fir das
Binden des AhR-ARNT-Komplexes an die DNA zu spielen (Chen and Tukey,
1996).

TCDD kann den EGF-Rezeptor (EGFR) und so auch die extrazellularsignal-
regulierten Kinasen 1/2 (ERK1/2) direkt Uber den AhR aktivieren. Durch
Aktivierung des EGFR wird Zellproliferation, -differenzierung und —migration
reguliert, beispielsweise kommt es zur gesteigerten Expression des
immunmodulatorischen Proteins Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) (Cheon et al.,
2007). TCDD erhoht aulerdem in Keratinozyten den mitogen und neurotroph
wirkenden transformierenden Wachstumsfaktor-alpha (TGF-a), welcher ebenfalls
mit dem EGFR interagiert (Choi et al., 1991; Gaido et al., 1992).

Die Funktion des AhR wird auRerdem antagonisiert durch den AhR-Repressor
(AhRR), welcher mit dem AhR um die Bindung des ARNT konkurriert und so die
Transkription von XRE-DNA-Elementen reduziert (Mimura and Fuijii-Kuriyama,
2003).

Es lasst sich zusammenfassen, dass der AhR sowohl XRE-abhangig
Genexpression reguliert als auch uUber sogenannte nichtgenomische Wege, also
durch Interferenz mit Zelldifferenzierungs- und Zellwachstumssignalkomponenten,

intrazellulare Signaltransduktion moduliert (Enan and Matsumura, 1995).

1.1.3 Zielgene des AhR

AhR wird in den meisten humanen Zellen exprimiert. Er fungiert als
ligandenaktivierter Transkriptionsfaktor verschiedener Gene des
Fremdstoffmetabolismus, beispielsweise Isoformen von Cytochrom P450 (Phase
I) oder der UDP-Glucuronosyltransferase (Phase Il) (Schrenk, 1998). Uber den
AhR wird auch die Expression der COX-2 moduliert (s. Kap. 1.2.3).

Cytochrom P4501a1 (CYP1a1) ist das am besten erforschte Produkt der AhR-
responsiven Gen-Batterie und gilt als klassisches Zielgen der AhR-Signalkaskade.
CYP1a1 ist nur in geringem Male konstitutiv exprimiert, jedoch rasch induzierbar
(Whitlock, 1999). Es katalysiert u.a. die metabolische Wirkung der PAK Uber den
AhR. Durch die Metabolisierung von Rezeptor-Agonisten moduliert CYP1a1 auch

die Dauer der AhR-Aktivitat. Es konnte in diesem Zusammenhang gezeigt werden,
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dass CYP1a1 in den AhR-vermittelten Zellzyklusarrest in der G1-Phase involviert
ist (Levine-Fridman et al., 2004).

Wie in Kap. 1.1.2 beschrieben entsteht FICZ aus 2 Molekilen Tryptophan. Es
wurde gezeigt, dass basale CYP1a1-mRNA-Spiegel mit der totalen
Tryptophanmenge korreliert sind (Wei et al.,, 1999). Kurzwellige ultraviolette
Strahlung (UVB; 280-320 nm) ist auch Induktor der CYP1a1-Expression. Fritsche
et al. haben 2007 gezeigt, dass die CYP1a1-Induktion durch UVB auf die
intrazellulare Bildung von FICZ zurlckzufuhren ist (Fritsche et al., 2007). 2004
konnte die Arbeitsgruppe um Bergander herausstellen, dass FICZ nicht nur
CYP1a1 induziert, sondern auch durch CYP1a1 metabolisiert wird (Bergander et
al., 2004).

Es konnte gezeigt werden, dass AhR-abhangige CYP1a1-Expression und
Enzymaktivitat im Zusammenhang mit pathologischen kardiovaskularen
Geschehen und Tumoriniation steht (Cantrell et al., 1996; Guiney et al., 2000).
Auch wird eine Korrelation zwischen CYP1a1-Polymorphismen und Lungenkrebs
diskutiert (Shaffi et al., 2009; Shah et al., 2009). Reaktive Zwischenprodukte bei
Metabolisierung von PAK zu deren ausscheidbaren hydrophilen Form konnen
gentoxisch wirken (Nebert and Dalton, 2006). BaP ist ein bekanntes Beispiel
dafur. BaP aktiviert den AhR und induziert so CYP1a1. CYP1a1 oxidiert BaP zu
einem Epoxid. Nach Hydrolyse wird das Zwischenprodukt von CYP1a1 zu BaP-
7,8-dihydrodiol-9,10-Epoxid umgewandelt. Dieses Epoxid kann direkt mit der DNA
interagieren und bildet DNA-Addukte (Culp et al., 2000).

Neben der Expression von CYP1a1 reguliert der AhR die Bildung etlicher anderer
Proteine und scheint so eine wichtige Rolle in der Zellzyklusregulation zu spielen.
Beispielsweise kontrolliert der AhR die Expression der Protoonkogene c-jun und
junD in Mausehepatomzellen und induziert so Zellwachstum (Hoffer et al., 1996).
Eine weitere Zielstruktur des AhR ist das proapoptotische Bax-Gen. In der PAK-
induzierten Verminderung von fetalen ovariellen Keimzellen im Uterus spielt Bax
eine zentrale Rolle (Matikainen et al., 2002).

Es konnte gezeigt werden, dass in Mausen mit konstitutiv Gberexprimiertem AhR
haufiger Tumore vorkommen (Andersson et al.,, 2002; Moennikes et al., 2004).
Behandlung mit BaP in AhR-knock-out-Mausen konnte keine Tumore induzieren
(Shimizu et al., 2000). Dies unterstutzt die Hypothese, dass der AhR in der

4
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Kanzerogenese eine wichtige Rolle spielt. Andererseits konnte ein konstitutiv
aktivierter AhR in Mamma-Karzinomen gezeigt werden, der fur eine reduzierte
Expression des Protoonkogens c-myc verantwortlich zu sein scheint (Yang et al.,
2005).

Der AhR ist demnach von zentraler Bedeutung fur die Regulation von
Zellproliferation und —differenzierung und spielt insbesondere in der durch

exogene Noxen geforderten Karzinogenese eine wichtige Rolle.

1.2 Induktion der COX-2

1.2.1 Charakteristika der COX-2

Cyclooxygenase ist ein globulares Protein bestehend aus ca. 600 Aminosauren
(67-72 kDa). In den 1970er Jahren wurde es erstmals isoliert aus der Prostata von
Schweinen und Rindern. Cyclooxygenasen sind im glatten endoplasmatischen
Retikulums und der Kernhulle lokalisiert.

Von COX sind zwei Isoformen bekannt, COX-1 und COX-2. Des Weiteren gibt es
eine Spleil3-Variante der COX-1, die COX-3 (Kis et al., 2005). COX-1 wird in fast
allen Zellen konstitutiv exprimiert. COX-2 dagegen wird durch Zytokine, Mitogene
und Endotoxine induziert und spielt insbesondere in der durch exogene Noxen
geforderten Karzinogenese eine wichtige Rolle. Die COX-2 Promotoraktivitat kann
durch zahlreiche Transkriptionsfaktoren kurzfristig reguliert werden. Dazu gehoren
Aktivatorprotein 1 (AP-1), NF-kB, CRE-bindendes Protein (CREB) oder
Spezifisches Protein 1 (SP-1) (Appleby et al.,, 1994; Dannenberg and
Subbaramaiah, 2003). Im Gegensatz zu den ubiquitar vorkommenden COX-1 und
-2 Isoformen findet man COX-3 in GroRhirnrinde und Herz.

COX sind Schlisselenzyme der Prostaglandin-Synthese, auch Prostaglandin-
Synthasen genannt. Prostaglandine (PG) gehéren in die Gruppe der Eikosanoide,
zusammen mit Thromboxanen (TX) und Leukotrienen (LT). Die Cyclooxygenasen
katalysieren den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt in der Umwandlung von
Arachidonsaure zu Prostaglandin-Ho. Arachidonsaure wird aus
Membranphospholipiden durch die Phospholipase A2 herausgelost, und in zwei

Reaktionsschritten entsteht durch Ringschluss und Oxygenierung des Rings
5
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PGH,, Ausgangssubstanz fur weitere PG und TX. UV-Strahlung flhrt zur
Aktivierung der Phospholipase A2, sodass die Substratverfugbarkeit fur COX
gesteigert wird (Gresham et al., 1996; Kang-Rotondo et al., 1993). Ein weiterer
wichtiger Mechanismus, der zur COX-2-Induktion beitragt, ist eine mRNA-
Stabilisierung der COX-2, die in Kap. 1.3 thematisiert wird.

Membran-Phospholipide

| Phospholipase A 2|

Arachidonsaure

— | Cyclooxygenase | 1
COX Prostaglandin G ,
-

Prostaglandin H ,

|

Prostaglandine | 3 E 3
F,, Thromboxan A ,

Abb. 1.2: Synthese von PG und TX COX = Cyclooxygenase- und Peroxidase-Reaktion

Konstitutive Expression von COX-1 halt durch Prostaglandinsynthese z.B. die
physiologische Nierendurchblutung oder den Magenschleimhautschutz aufrecht.
Physiologische COX-2-Induktion steht im Zusammenhang mit Fieber, Entzlindung
und Schmerz. COX-2 nimmt dabei eine zentrale Funktion in der Regulation von
Entzindungen ein. Neben Fieber und Sensibilisierung von Schmerzneuronen
bewirken PG auch Permeabilitdtserhbhung und Hyperamie im betroffenen
Gewebe.

Prostacyclin (PGly) wirkt vasodilatorisch und hemmt die Thrombozyten-
Aggregation. Den Antagonisten stellt TX A, dar, indem es vasokonstriktorisch und
fordernd auf die Thrombozytenaggregation wirkt. Auf molekularer Ebene binden
PG und TX an membranstandige Rezeptoren und wirken Uber G-Proteine auf den
cAMP- bzw. IP3/DAG-Signalweg.

Chronische Entzindungen koénnen das Risiko der Tumorinitiation und -

proliferation erhdhen. Wie in chronisch entzindlich veranderten Geweben, werden
6
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inflammatorische Zellen und Mediatoren (z.B. Chemokine, Cytokine und PG) auch
in Tumorgewebe prasentiert  und konnen sich  fordernd auf
Metastasierungsprozesse auswirken (Mantovani et al., 2008). COX wird in einer
Vielzahl von (pra-) malignen Tumoren sowohl in den Tumorzellen als auch im
umgebenden Stroma Uberexprimiert (Dannenberg and Subbaramaiah, 2003;
Neufang et al., 2001; Oshima et al., 1996).

PGE, ist in Verbindung gebracht worden mit etlichen Karzinogenese fordernden
Mechanismen. Im Tumor gebildetes PGE; kann sowohl das Tumorstroma, u.a.
durch Aktivierung des vascular endothelial growth factor (VEGF) oder
Matrixmetalloproteasen Angiogenese (Gupta et al., 2003; Steenport et al., 2009)
oder Immunsuppression (Schwarz, 2005), als auch Tumorzellen durch
Proliferation, z.B. Uber den EGFR (Kinoshita et al., 1999) modulieren. Es konnte
auch gezeigt werden, dass in Prostaglandin-E;-Rezeptor-negativen Zellen
Tumorwachstum reduziert ist (Sonoshita et al., 2001).

Des Weiteren gehen erhohte COX-2-Spiegel mit vermehrter Bildung von reaktiven
Sauerstoffspezies (ROS) einher, die entweder direkt DNA beschadigen oder
Protoonkogene induzieren (Hussain et al., 2003).

Selektive COX-2-Hemmer (Coxibe) und Nicht-steroidale-Antirheumatika (NSAR)
werden als neue Ansatze in der Krebstherapie eingesetzt (Gupta et al., 2002), da
epidemiologische Studien zeigen konnten, dass das Risiko Krebs zu entwickeln
durch NSAR und Coxibe gesenkt wird (Dannenberg et al., 2005; Rahme et al.,
2003; Thun et al., 2002).

1.2.2 UVB und COX-2

UV-Strahlung gilt als potentes Karzinogen. UVB (280-320nm) kann sowohl durch
direkte Einwirkung auf die DNA als auch Uber die photochemische Bildung
reaktiver Sauerstoffspezies zu DNA-Schaden beitragen, die zu Mutationen fihren
kénnen. Durch ROS stimulierte Signalprozesse kénnen weiterhin zur Férderung
von Promotion und Progression beitragen, z.B. in Hauttumoren (Nishigori et al.,
2004).

BekanntermalRen werden COX-Expression und PG-Spiegel durch UVB erhdht
(Black et al., 2008; Buckman et al., 1998). UV-Strahlung induziert neben COX-2
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auch CYP1A1(Katiyar et al., 2000). Im Folgenden werden Signalkaskaden
vorgestellt, die zur Steigerung der COX-Expression durch UV fuhren.
UV-Strahlung wirkt nicht Gber die Bindung eines Liganden an einen Rezeptor,
sondern wirkt durch photochemisch gebildete ROS auf redoxsensitive Strukturen,
was Signaleffekte zur Folge hat (Klotz, 2002). Zu diesen Strukturen gehéren z.B.
Proteintyrosinphosphatasen, Thioredoxin und Gluthation (Barthel and Klotz, 2005).
Intrazellular kdénnen durch UV ROS, beispielsweise H;0,, entstehen. ROS
aktivieren MAPK (in 3 Gruppen unterteilt, ERK, JNK und p38) und modulieren die
Aktivitat von Protein-Tyrosinphosphatasen (PTPasen) (Klotz et al., 1999). Durch
Inhibierung von PTPasen werden Rezeptor-Tyrosin-Kinasen (RTK) aktiviert. Auf
diesem Weg kann UVA den EGFR aktivieren (von Montfort et al., 2006). ROS
aktivieren auch die PKC, beispielsweise PKC-a, -B, -6, -€ (Amberg et al., 2010;
DelCarlo and Loeser, 2006; Gopalakrishna and Jaken, 2000; Gundimeda et al.,
2012; Hua et al., 2003; Wang and Zheng, 2010). PKC ist aul3erdem an der ROS-
induzierten Aktivierung der MAPK beteiligt (Lee and Esselman, 2002).
UVB-Stimulation kann Uber Aktivierung der MAPK (Ashida et al., 2003; Assefa et
al., 1997; Chen et al., 2001; Xu et al., 2006) Transkriptionsfaktoren und
letztendlich Genexpression modulieren. UVB-vermittelte COX-2-Expression wird
uber den EGFR und durch aktivierte MAPK ERK1/2 AhR-abhangig induziert
(Fritsche et al., 2007). Bekannte durch UVB aktivierte Transkriptionsfaktoren sind
AP-1 oder NF-kB. Beide wurden in Zusammenhang gebracht mit vermehrter COX-
2-Genexpression. AP-1 scheint an der durch p38-MAPK vermittelten UVB-
induzierten COX-2-Expression eine wichtige Rolle zu spielen (Bachelor et al.,
2005). p38 reguliert Uber den aktivierenden Transkriptionsfaktor 2 (ATF-2) oder
CREB COX-2-Expression (Appleby et al., 1994; Tang et al., 2001) und hat so eine
besondere Stellung in der Regulation der Transkription des COX-2-Gens (Chen et
al., 2001; Dean et al., 1999). Zwischen den hier beschriebenen Signalkaskaden
sind auch so genannte ,cross-links®, d.h. Querverbindungen beschrieben. Die
Bedeutung von JNK in der UVB-induzierten COX-2-Expression scheint
untergeordnet zu sein (Black et al., 2011).

Welche der MAPK die grofte Bedeutung in der UV-induzierten COX-2-Expression
hat, hangt von Faktoren wie der untersuchten Zelllinie und der verwendeten UV-
Strahlung sowie der Dosis ab (Dickinson et al., 2011; Einspahr et al., 2008; Lee et
al., 2010).
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1.2.3 PAK und COX-2

Im Gegensatz zu den vielfaltigen Signalkaskaden, welche UV-Strahlung auslosen
kann, ist Uber durch PAK induzierte Signaltransduktion wenig bekannt. Wie in
Kap. 1.1.2 beschrieben, wirken PAK aktivierend auf den Ah-Rezeptor. Das am
langsten bekannte und untersuchte Zielgen des AhR ist CYP1a1 (s. Kap. 1.1.2).
PAK und FICZ fihren AhR-abhangig zu COX-2-Expression (Fritsche et al., 2007).
Uber AhR-unabhéangige Signalkaskaden ist wenig bekannt. Im Folgenden werden
Ansatze weiterer Mechanismen, Uber welche PAK und FICZ intrazellular wirken
konnen, erlautert.

Es wurde untersucht, ob PAK und FICZ wie UVB durch Bildung reaktiver
Sauerstoffspezies Signaltransduktion regulieren (Elbekai et al., 2004). So werden
Uber den AhR induzierte Phase | Enzyme in Verbindung mit der Bildung von ROS
gebracht (Kopf and Walker, 2010). Das Ausmal der durch BaP bzw. BaP-Derviate
induzierten COX-2-Expression in glatten Muskelzellen ist von dem antioxidativen
Potential der Zellen abhangig. Es gibt Hinweise darauf, dass COX-2 bei niedrigen
Glutathion-Spiegeln vermehrt exprimiert wird (Yan et al., 2000).

Eine weitere Signalkomponente, die mit PAK-vermittelter Gen-Expression in
Verbindung gebracht wird ist der Ostrogen-Rezeptor (Kharat and Saatcioglu,
1996; Santodonato, 1997). Es konnte gezeigt werden, dass durch CYP1a1
metabolisierte BaP-Derivate in der Lage sind, den Ostrogen-Rezeptor zu
aktivieren (Fertuck et al., 2001; Gozgit et al., 2004). Die Arbeitsgruppe konnte
jedoch nicht zeigen, ob BaP-Derivate 0ostradiol-responsive Gene regulieren.
Allerdings scheint in Ostrogen-Rezeptor-negativen Brustkrebszellen die BaP-
induzierte COX-2-Expression AhR-abhangig zu sein (Miller et al., 2005).
AhR-unabhangige BaP-induzierte COX-2-Expression konnte bisher nur in
Lungenepithelzellen gezeigt werden (Chang et al., 2007). Tsai et al. konnten 2004
zeigen, dass BaP in Osteoblasten Uber ERK-MAPK und PI3K/Akt Signalkaskaden
die COX-2-Expression AhR- und p38-MAPK-unabhangig induziert (Tsai et al.,
2004). Yan et al. zeigten 2000, dass in glatten Muskelzellen die BaP-induzierte
COX-2-Expression durch NF-kB und ERK-MAPK (ohne Einfluss von p38-MAPK)
reguliert wird (Yan et al., 2000). Ma et al. konnten 2011 eine BaP-induzierte von
NF-kB abhangige COX-2-Expression bestatigen (Ma et al., 2011).
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Es ist bekannt, dass TCDD AhR-abhangig COX-2-Genexpression induziert (Puga
et al., 1997). TCDD kann jedoch c-Phospolipase A2, ERK und Src Kinase in sehr
kurzer Zeit aktivieren und so kurzfristig Genexpression regulieren. Das heilt,
TCDD wirkt nicht nur Gber die Modulation der Genexpression, sondern kann auch
Uber einen ,non-genomic-pathway“ Signaltransduktion und so COX-2-Expression
modulieren (Dong and Matsumura, 2008; Dong et al., 2010).

Weiter konnte gezeigt werden, dass nach Aktivierung des AhR der
Multiproteinkomplex zerfallt und dabei die Tyrosinkinase c-Src cytosolisch
verbleibt. Src kann beispielsweise den EGFR aktivieren und moduliert so
Proteinexpression (Fritsche et al., 2007; Kohle et al., 1999; Park et al., 2007).

Die Hauptwirkung der PAK und von FICZ scheint trotz neuer, noch nicht

vollstandig geklarter Ansatze, in der Aktivierung des AhR zu liegen.

1.3 Das RNA Bindeprotein HUR

1.3.1 Struktur und Funktion

Mitglieder der Hu-Familie sind Homologe der ELAV (embryonic lethal abnormal
vision) -Proteine aus Drosophila melanogaster (Ma et al., 1996). Hu Proteine sind
RNA-bindende Proteine mit gemeinsamer charakteristischer Struktur von 3 RNA-
erkennenden Domanen (RNA recognition motifs (RRMs)). RRMs einer Hu-Familie
stimmen in ihrer Aminosauresequenz Uber 90% Uberein und haben
unterschiedliche Funktionen. Humanes Antigen R (HuR) ELAV (embryonic
ELAV1) wird ubiquitar exprimiert, im Gegensatz zu den primar im neuronalen
Gewebe vorkommenden ELAV-like-Proteinen wie HuB, HuC oder HuD (Ma et al.,
1996).

HuR bindet mit hoher Affinitdt und Spezifitit an Ziel-mRNAs, welche
destabilisierende AREs (AU-reiche Elemente) enthalten und modifiziert so deren
Stabilitdt und/oder deren Translationsrate (Brennan and Steitz, 2001; Mazan-
Mamczarz et al., 2003). AREs sind 17-20 Basen lange RNA-Motive. Sie
beinhalten multiple Kopien von AUUUA-Pentameren und befinden sich in der 3’-

untranslatierten Region der mRNA (Lopez de Silanes et al., 2004). Ohne das dritte
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der RRMs verliert HUR seine Eigenschaft, AREs zu stabilisieren (Fan and Steitz,
1998).

HuR ist in unstimulierten Zellen Uberwiegend (>90%) im Nukleus lokalisiert (Fan
and Steitz, 1998). Als Antwort auf verschiedene Signale, z.B. UV-Strahlung (Wang
et al., 2000b), H,O.-Behandlung (Abdelmohsen et al., 2009) oder oxidativem
Stress (Tran et al., 2003) kann HUR mit den nuklearen Liganden pp32 und APRIL
assoziieren und CRM1 (chromosomal region maintenance protein 1) -abhangig ins
Zytoplasma exportiert werden (Gallouzi et al., 2001; Gallouzi and Steitz, 2001;
Keene, 1999). APRIL scheint fur den nuklearen Export von HUR notwendig zu sein
(Gallouzi et al., 2001; Moore and Rosbash, 2001). Wichtig fur die nukleare
Translokation von HuR ist aullerdem eine ,Shuttling-Sequenz® (HuR-
nukleocytoplasmatic shuttling sequence (HNS)) zwischen zweitem und dritten
RRM.

Hu-Proteine sind wichtige Regulatoren physiologischer zellularer Funktionen, wie
Zellteilung, Muskelzelldifferenzierung, replikative Seneszenz, Migration und
Stressantwort (Antic and Keene, 1997; Atasoy et al., 1998; Dormoy-Raclet et al.,
2007; Kim et al., 2008; van der Giessen et al., 2003). HuR reguliert den Abbau von
mRNAs, die fur Zellzyklus-Regulatoren, Wachstumsfaktoren, Cytokine oder
proinflammatorischen Enzyme kodieren (Doller et al., 2008; Eberhardt et al.,
2007). Zu den durch HuR stabilisierten mRNAs gehoren beispielsweise die
mMRNAs fur Glucosetransporter 1 (GLUT-1) (Gantt et al., 2006), Cyclin A und B
(Wang et al., 2000a), zahlreiche Interleukine, beispielsweise IL-13 (Casolaro et al.,
2008), VEGF (Wang et al., 2009) oder Fas-Ligand (Drury et al., 2010). Fir diese
Arbeit ist der mRNA-stabilisierende Einfluss von HuR fur COX-2 von Interesse
(Denkert et al., 2004; Dixon et al., 2001; Subbaramaiah et al., 2003). Hu-Proteine
sind nicht nur als Regulator der Transkription, sondern auch der Translation
etlicher Proteine in der Literatur beschrieben (Antic et al., 1999; Jain et al., 1997;
Kullmann et al., 2002).

HuR spielt im pathologischen Geschehen, wie bei chronischen Entziindungen,
kardiovaskularen Erkrankungen und der Kanzerogenese, eine bedeutende Rolle.
Erhohte HuR-Spiegel und in Folge erhdohte COX-2-Expression konnen als
negative prognostische Faktoren bei Magenkarzinomen dienen (Mrena et al.,
2005). Der Einfluss und die Bedeutung von HuR in malignen Tumoren ist

11



Einleitung

Gegenstand aktueller Forschung (Lopez de Silanes et al.,, 2005; Yuan et al.,,
2010).

1.3.2 Regulation UVB-induzierter COX-2-Expression durch HuR

UVB-Strahlung kann durch verschiedene intrazellulare Signalkaskaden COX-2-
Expression sowohl transkriptionell als auch posttranskriptionell regulieren. UV-
induzierte Uberexpression von COX-2 wird durch eine erhéhte Stabilitdt der COX-
2-mRNA in Keratinozyten durch Induktion der cytoplasmatischen Expression von
HuR erreicht (Tong et al., 2007). D.h., UV erhoht nicht nur die translationale
Induktion von COX-2, sondern kann auch posttranskriptionell durch das mRNA-
bindende Protein HUR COX-2-mRNA-Stabilitat beeinflussen (Cok et al., 2003;
Fernau et al., 2009; Zhang and Bowden, 2008).

Es ist beschrieben worden, dass eine Vielzahl von UV-induzierten Stimuli, wie
ROS oder H;0,, den Export von nuklearem HuR ins Cytoplasma induzieren
(Abdelmohsen et al., 2007; Wang et al., 2000b). Mindestens vier durch ROS
aktivierte Kinasen sind in Verbindung mit der Regulation der Translokation von
HuR gebracht worden: AMP-aktivierte Kinase (AMPK), MAPK, Mitglieder der PKC-
Familie und zyclin-abhangige Kinase 1(Cdk1). Die MAPK scheinen eine
bedeutende Rolle zu spielen. So wurde gezeigt, dass oxidative Stimuli die
Translokation von HuR ins Zytoplasma p38-MAPK-abhangig induzieren
(Abdelmohsen et al., 2008; Lasa et al., 2000; Song et al., 2005) und so COX-2-
mRNA-Stabilitdt regulieren (Bachelor et al., 2002; Dean et al., 2004;
Subbaramaiah et al., 2003). Aktivierte p38-MAPK phosphoryliert HUR und erhoéht
so dessen Fahigkeit, mMRNA zu stabilisieren, indem es Deadenylierung der mRNA
und so deren Abbau verhindert (Lafarga et al., 2009). MAPKAPK-2 wird ebenfalls
durch oxidativen Stress aktiviert und induziert so cytoplasmatische HuR-
Akkumulation in HelLa-Zellen (Tran et al., 2003). Auch aktivierte AMPK kann
regulierend auf cytoplasmatische HuR-Spiegel wirken (Wang et al., 2002; Zhang
and Bowden, 2008). Eine weitere Signalkaskade ist die direkte, stress-induzierte
Phosphorylierung von HuR durch PKC-a und so dessen Translokation ins

Zytoplasma (Doller et al., 2007). Allerdings wurde gezeigt, dass eine Inhibition von
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PKC die COX-2-Induktion durch UVB abschwacht, aber nicht komplett aufhebt
(Fernau et al., 2009).

1.4 Fragestellung

Polycyklische aromatische Kohlenwasserstoffe kommen ubiquitar in der Umwelt
vor und sind bekannt fir ihre kanzerogene Wirkung. Sie fihren als Liganden des
cytoplasmatischen Arylkohlenwasserstoff- (Arylhydrokarbon-) Rezeptors (AhR) zu
dessen nuklearer Translokation sowie Bindung an Xenobiotika-responsive
Elemente der DNA und so zu einer gesteigerten Transkription verschiedener Gene
des Fremdstoffmetabolismus — beispielsweise des Cytochroms P450 1a1 — sowie
der Cyclooxygenase-2 (COX-2).

Kurzwellige ultraviolette Strahlung (UVB; 280-320 nm) ist bekanntermalen ein
starker Induktor der COX-2-Expression. Die Induktion wird durch das RNA
bindende Protein HUR (humanes Antigen R) posttranskriptionell reguliert. HUR
bindet dabei in stimulierten Zellen nach Translokation aus dem Kern in das
Cytoplasma an die 3'-untranslatierte Region (3'-UTR) der Cox-2-mRNA und

stabilisiert diese.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der molekulare Mechanismus der Regulation der
COX-2-Bildung durch PAK in menschlichen HaCat-Keratinozyten untersucht.

Es sollte geklart werden,

1. ob die Expression von COX-2 im Zellmodell durch polycyclische aromatische
Kohlenwasserstoffen induziert wird und inwiefern sich diese Induktion hinsichtlich
Intensitat und Mechanismus von der durch UVB hervorgerufenen Induktion der

COX-2-Expression unterscheidet.

2. ob das mRNA bindende Protein HuR die COX-2-Expression durch PAK

moduliert.
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2 Material und Methoden

Die Beschreibung der Methoden in diesem Kapitel folgt in den allgemeinen Teilen
der Beschreibung im Labor von Prof. Klotz eingesetzter Methoden, wie sie in
Arbeiten aus der AG Klotz erfolgt, so etwa den Dissertationen von Dr. Niklas
Fernau, Dr. Anna Eckers und Dr. André Bartholomé (Fernau 2009; Eckers 2010;
Bartholome 2010).

Losungen und Puffer wurden mit Reinstwasser aus einer Millipore Direct-Q® 3
UV-Anlage (Millipore, Eschborn) angesetzt. Die Einmalgebrauchsmaterialien der

Zellkultur wurden von der Fa.Greiner Bio-One (Frickenhausen) bezogen.

2.1 Zellkultur

2.1.1 Kultivierung und Passagieren von Zellen

Bei der in dieser Arbeit untersuchten Zelllinie handelt es sich ausschlief3lich um
HaCat Zellen, immortalisierte humane Keratinozyten aus der distalen Peripherie
eines Melanoms. Bezugsquelle ist Prof. P. Boukamp, Heidelberg, Uber Prof. P.

Brenneisen und Prof. Dr. E. Fritsche, Dusseldorf (Boukamp et al., 1988).

Zum Waschen der Zellen wurde PBS (Phosphate buffered saline) der
Zusammensetzung 140 mM NaCl; 11,5 mM Na2HPOs4; 2,7 mM KCI; 1,8 mM
KH2PO4; pH 7,4 verwendet.

HaCat-Zellen wurden als adharente Zelllinie in Dulbecco’s modified Eagle’s
Medium (DMEM) mit 1 g Glucose/l (PAA), das mit 10 % fotalem Kalberserum
(FCS) (PAA), 2 mM L-Alanyl-L-Glutamin (GlutaMAXTM-I) (Gibco/Invitrogen,
Karlsruhe) und Penicillin/Streptomycin (100 Units/ml bzw. 0,1 mg/ml) (PAA)
supplementiert war (Komplettmedium), in einer wasserdampfgesattigten
Atmosphare bei 37 °C und 5 % (v/v) CO2 kultiviert. Bei Abwesenheit von FCS
wurde das Komplettmedium als serumfreies Medium bezeichnet.

14



Material und Methoden

Die Zellen wurden bis zur 90-100 %-igen Konfluenz herangezogen. Zum
Passagieren und zur Aussaat auf Kulturschalen wurde das Medium entfernt, die
Zellen mit PBS gewaschen und mit einer Trypsin-EDTA-LOsung in PBS (PAA)
abgelost. Die Trypsinaktivitat wurde nach ca. 10 Minuten durch Zugabe von
Komplettmedium gestoppt, die Zellen resuspendiert und in entsprechendem

Verhaltnis auf Kulturflaschen und -schalen ausgesat.

2.1.2 Kryokonservierung und Revitalisierung

Zur Langzeitlagerung wurde nach der Inaktivierung des Trypsins (s.0.) die
Zellsuspension zentrifugiert, das Zellpellet in Einfriermedium (Komplettmedium mit
20% FCS und 10% DMSO) resuspendiert und in speziellen Kryogefalten (Greiner)
bei -80 °C eingefroren. Dabei wurden die Zellen einer 175 cm?-Kulturflasche
jeweils auf 4 Kryogefalle aufgeteilt.

Zur Rekultivierung wurden die eingefrorenen Zellen aufgetaut und umgehend in
eine 175 cm?-Kulturflasche mit Komplettmedium Uberfihrt. Nach 3-4 Stunden

wurde ein Mediumwechsel vorgenommen, um DMSO zu entfernen.

2.1.3 UVB-Bestrahlung von Zellen

Auf Kulturschalen ausgesate und bis zur ca. 90 % Konfluenz kultivierte Zellen
wurden 24 Stunden vor Bestrahlung mit PBS gewaschen und in serumfreiem
Medium inkubiert (Serumdepletion).

Am nachsten Tag wurden nach dem Waschen mit PBS die Zellen mit PBS
bedeckt und mit einer Lampe aus 4 TL20W/12RS-UV-Roéhren (Philips, Eindhoven,
Niederlande) bestrahlt, welche den groften Teil ihrer Energie im UVB-Bereich (A =
280-320 nm) emittieren und ein Emissionsmaximum bei A = 310 nm aufweisen.
Die Zellen wurden fir die entsprechende Zeit bestrahlt, um eine UVB-Dosis von
100 J/m? zu erreichen. Danach wurden sie mit PBS gewaschen und in

serumfreiem Komplettmedium bis zu ihrer Lyse inkubiert.

Die Strahlungsintensitat der Lampe wurde regelmaflig mit einem UV-Meter des
Typs 585 200 000 (Waldmann, Villingen-Schwenningen) ermittelt und die fur eine

bestimmte Dosis benotigte Expositionszeit nach folgender Formel berechnet:
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Expositionszeit [s] = Dosis [J/m?] / (10 x Strahlungsintensitat (TLO1-Wert)
[mW/cm?]).

Die zur Berechnung verwendete Strahlungsintensitat wurde  durch
Mittelwertbildung gleichmaRig verteilter Messpunkte im Strahlungsfeld der Lampe
ermittelt. Das verwendete UV-Meter wies fur Messwerte im UVB-Bereich eine

Toleranz von ca. £10 % (Herstellerangaben) auf.

2.1.4 Stimulation von Zellen mit unterschiedlichen Liganden des Ah-

Rezeptors

Die zu ca. 90 % konfluenten Zellen wurden 24 Stunden vor Behandlung
serumdepletiert. Als Liganden des Ah-Rezeptors wurden 100 nM 6-
Formylindolo[3,2-b]carbazol (FICZ), 10 uM 3-Methylcholanthren (3-MC) und 10 uM
Benzo(a)pyren (BaP) (jeweils finale Konzentrationen, geldst in DMSO) verwendet.
Inkubiert wurde jeweils in Komplettmedium ohne FCS bis zur Lyse. Die AhR-
Liganden wurden freundlicherweise von Prof. Dr. E. Fritsche, Dusseldorf, zur

Verfligung gestellt.

2.1.5 Depletion von HuR mittels siRNA

Transfektion von Zellen mit synthetisch hergestellter siRNA (small interfering RNA)
bezweckt, dass die mRNA eines Zielgens abgebaut und somit die Menge des
entsprechenden Proteins abnimmt. Die siRNA stellt den komplementaren Anti-

Sense-Strang zur Ziel-mRNA dar.

Es wurden 175.000 HaCat-Zellen je Kulturschale a 6 cm Durchmesser ausgesat.
Zum Auszadhlen wurde eine Neubauer-Zahlkammer (Superior, Marienfeld)
verwendet. Das flr eine bestimmte Zellzahl benétigte Volumen wurde dabei wie
folgt ermittelt:
Volumen (ml) = gewiunschte Zellzahl / Zahl der Zellen pro Kulturvolumen

= gewunschte Zellzahl / (10.000 x Zahl der Zellen pro 0.1 ul)*
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*Es werden 4 Eckquadrate in der Neubauer-Zaehlkammer ausgewertet. Der

Durchschnittswert fur ein Quadrat entspricht der Zellzahl pro 0.1 ul.

Ca. 32 Stunden spater, bei einer Konfluenz von ca. 20 %, wurden die Zellen mit
PBS gewaschen und je Kulturschale erst 1 ml ,OptiMEM® | + GlutaMAXTM-[*
(Gibco), dann 1 ml Transfektionsmischung vorsichtig auf die Zellen gegeben. Die
Transfektionsmischung wurde zuvor 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert und
setzte sich wie folgt zusammen:

1000 pl ,OptiMEM® | + GlutaMAXTM-1* (Gibco)

20 pl Oligofectamine™ Reagent (Invitrogen, Karlsruhe)

15 pl siRNA (20 uM; Qiagen), d.h. 150 nM final.

Als Kontroll-siRNA wurde Kitrl (Quiagen), d.h. nicht-depletierende Kontrollsequenz
(Sense-Sequenz 5'-3" UUC UCC GAA CGU GUC ACG UUU) verwendet. Als
HuR-siRNA wurde HuR#1 (Qiagen), Sequenz im kodierenden Bereich von HuR
(Sequenz des Sense-Stranges GAG GCA AUU ACC AGU UUC A) verwendet.

Nach ca. 16 Stunden wurde je 1,5 ml Komplettmedium hinzugefligt. Acht Stunden
spater wurden die Zellen mit PBS gewaschen und mit Komplettmedium versetzt.
Am Tag vor der Behandlung wurden die Zellen gewaschen und in serumfreiem
Komplettmedium inkubiert. Die Lyse der Zellen nach den entsprechenden

Experimenten erfolgte schliel3lich ca. 72 Stunden nach Beginn der Transfektion.

2.2 Proteinanalytik

2.2.1 Protein-Quantifizierung nach Lowry (Lowry et al., 1951)

Die mit 0,5%-iger SDS-Losung auf Eis erzeugten und bei -20 °C aufbewahrten
Zelllysate wurden zunachst fir ca. 5s sonifiziert und durch Zentrifugation (30 min,
14.000 rpm, 4 °C) von Zelltrimmern bereinigt. Die Proben wurden mit einem DC
(dertegenskompatiblen) Protein-Assay (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) in 96-well-
Platten nach Angaben des Herstellers behandelt. Anschlielend wurde die
Absorption bei 750 nm bestimmt. Die Berechnung der Proteinkonzentration aus

dieser Absorption wurde mittels der bei jeder Messung mit BSA-Standardlésungen
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(0-5 mg/ml) erzeugten Eichgeraden vorgenommen. Je Probe wurden 10 ug

Gesamt-Protein mit 4x Laemmli-Probenpuffer verdiinnt und bei -20°C aufbewahrt.

2.2.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Auftrennung der Proteine erfolgte in einem diskontinuierlichen
Gelelektrophorese-System (Laemmli, 1970), bestehend aus einem Sammelgel zur
Fokussierung der Proteine und einem Trenngel zur Auftrennung.

Vor dem Auftragen wurden die Proben in Laemmli-Probenpuffer flir 5 min bei 95°C
denaturiert. Die Elektrophorese wurde vertikal mit einer Novex Mini Cell-Apparatur
(Invitrogen, Carlsbad, USA) in Elektrophoreselaufpuffer bei einer maximalen
Stromstarke von 35 mA/Gel durchgefihrt. Zusatzlich wurde ein Grélenstandard

aufgetragen, Prestained Protein (BioLabs).

4x Laemmli-Probenpuffer
250 mM Tris-HCI (pH 8)

20 % (w/v) Glycerol

5 % (w/v) SDS

0,01 % (w/v) Bromphenolblau
100 mM DTT (Dithiothreitol)

Elektrophoreselaufpuffer (pH 8,3)
0,25 M Tris

1,92 M Glycin

0,5 % (w/v) SDS

Trenngel, 10 % (w/v) Acrylamid

2,7 ml dH20

4 ml Trenngelpuffer

3,3 ml PAA (Polyacrylamid) Stammlésung
2,5 yl TEMED (Tetramethylethylendiamin)
31 ul APS (Ammoniumperoxodisulfat)
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Sammelgel, 5 % (w/v) Acrylamid
2,3 ml dH20

0,8 ml Sammelgelpuffer

0,6 ml PAA Stammlésung

2,5yl TEMED

31,1 ul APS

Trenngelpuffer (2,5x)
1,9 M Tris (pH 8,9)
0,25 % (w/v) SDS

Sammelgelpuffer (5x)
0,3 M Tris/HCI (pH 6,7)
0,5 % (w/v) SDS

PAA Stammlésung (Roth, Karlsruhe)
30 % (w/v) Acrylamid
0,8 % (w/v) N,N"-Methylenbisacrylamid

APS

10 % (w/v) Ammoniumperoxodisulfat

2.2.3 Western-Blot

Fir den Transfer der Proteine von SDS-Polyacrylamidgelen auf PVDF-
Membranen wurden Novex Mini Cell-Tank-Blot-Apparaturen (Invitrogen)
gebraucht. Gel-Blotting-Papiere (Roth) und Hybond™-P PVDF-Membranen
(Amersham Biosciences, Chalfont St. Giles, UK) wurden mindestens 15 Minuten
in Blot-Transferpuffer eingelegt. Die PVDF-Membranen wurden zuvor fir 20 s mit
Methanol versetzt.

Das Zusammensetzen einer Tank-Blot-Kassette wurde dann wie folgt

vorgenommen:
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Kathode — 2 Schwamme — 1 Blotting-Papier — Trenngel #1 — Membran #1 — 1
Blotting-Papier — (1 Schwamm — 1 Blotting-Papier — Trenngel #2 — Membran

#2 — 1 Blotting-Papier —) ausreichend Schwamme — Anode.

Der Elektrotransfer erfolgte in Transferpuffer (25 mM Tris, 192 mM Gilycin, 20 %
(v/v) Methanol, pH 8,5) fur 150 min bei 25 V.

2.2.4 Immunologischer Nachweis von Proteinen auf PVDF-Membranen

Nach dem Transfer wurden die Membranen fir 1 Stunde bei Raumtemperatur mit
5 % (w/v) Magermilchpulver (MMP) gelost in TBS-T-Puffer geblockt. Die
Inkubation des primaren Antikérpers erfolgte Uber Nacht bei 4°C. Danach wurde,
um unspezifisch gebundene Antikérper von der Membran zu entfernen dreimal 10
Minuten mit TBS-T-Puffer gewaschen. Daraufhin wurde die Membran mit dem
entsprechenden sekundarem Antikorper-HRP-Konjugat (s. Tab. 2.1) fur 1 Stunde
bei Raumtemperatur inkubiert. Nach erneutem Waschen mit TBS-T-Puffer (3-6x
10 min) wurde das nachzuweisende Protein mit Hilfe des ECL-System
SuperSignal® West Pico (Pierce, Rockford, USA) oder im Falle der
Cyclooxygenase-2 SuperSignal® West Femto (Pierce) detektiert. Der Gebrauch
erfolgte nach Herstellerangaben, die Dokumentation durch das Belichten eines

Rontgenfilms (Amersham).

TBS-Puffer
20 mM Tris-HCI (pH 7,4)
137 mM NaCl

TBS-T-Puffer
0,1 % (v/v) Tween-20 in TBS
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Tabelle 2.1 Liste der verwendeten Antikorper (in TBS-T verdiinnt)

Primérantikorper Hersteller Verdiinnung

Anti-COX-2 Cayman (#160112)/Maus 1:1000 in 5% MMP/TBST
Anti-HUR Santa Cruz (#sc-5261)/Maus 1:1000 in 5% MMP/TBST
Anti-GAPDH Chemicon (#MAB374)/Maus 1:16000 in 5% MMP/TBST
Sekundarantikorper Hersteller Verdiinnung
Anti-Maus-HRP Amersham (#NA931V)/Schaf 1:5000 in 5% MMP/TBST

2.2.5 ,Strippen”“ von PVDF-Membranen

Zum Abldsen von gebundenen Antikdrpern wurde die jeweilige Membran fur 30
Minuten in Stripping-Puffer bei Raumtemperatur inkubiert. Nach dreimaligem
Waschen mit TBS-T fur jeweils 10 Minuten konnte die Membran erneut geblockt
werden (s. Kap. 2.2.4).

Stripping-Puffer
25 mM Glycin-HCI (pH 2)
1 % (w/v) SDS

2.3 RNA-Analytik

2.3.1 RNA-Isolation und Quantifizierung

Es wurde das ,Rneasy-mini“-Kit (Quiagen, Hilden) gemal} den Herstellerangaben
eingesetzt. Die isolierte RNA wurde bei -80°C eingefroren oder direkt quantifiziert.
Um die RNA-Konzentration zu ermitteln, wurden je 3 ul 1:50 in bidest.H,O
verdinnt und an einem BioPhotometer (Eppendorf, Hamburg) photometrisch bei
260 nm gegen bidest. H,O als Referenz gemessen. Eine Extinktion von 1

entsprach dabei einer RNA-Konzentration von 40 pug/ml.
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2.3.2 Reverse Transkription und Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR)

Reverse Transkription

Um RNA mittels reverser Transkription (RT) in cDNA umzuschreiben wurde das
Omniscript RT-Kit (Qiagen) nach den Angaben des Herstellers verwendet. Neben
den Komponenten aus dem Kit wurden des Weiteren Oligodesoxythymidin (dT16,
Invitrogen) sowie RNase-Inhibitor (RNaseOUTTM; Invitrogen) verwendet. Die
einstlndige Inkubation des Reaktionsansatzes erfolgte bei 37°C im Thermocycler
T-Personal (Biometra, Goéttingen). Die cDNA wurde bis zu ihrer Verwendung bei -
20°C gelagert.

Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Realtime-PCR Analysen wurden mit einem LightCycler unter Verwendung des
,FastStart DNA Master SYBR Green | PCR Master Mix“-Kits von Roche
(Penzberg) nach Herstellerangaben durchgefuhrt. Wurden 0,5 pg RNA in die
Reverse Transkription (2.3.3) eingesetzt, so wurde die cDNA 1:3 in bidest H20

verdunnt. Pro Realtime-PCR-Ansatz wurden 4 pl der verdiinnten cDNA eingesetzt.

Tabelle 2.2 Liste der verwendeten Primer

Genprodukt Primerpaare AmplifikatgroBe
(bp)
COX-2 5'-cttcacgcatcagtttttcaag-3' 96

3'-tcaccgtaaatatgatttaagtccac-5'

HuR 5'-gggtcctcgtggatcagac-3' 112
3'-gggggtttatgaccattgaa-5'

CYP1a1 5'-tccaagagtccacccttcc-3' 72
3'-aagcatgatcagtgtagggatct-5

HPRT 5'-gaccagtcaacaggggacat-3' 95
3'- gtgtcaattatatcttccacaatcaag-5'
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Der Ablauf des Programms flir die Amplifikation ist in folgender Tabelle dargestellt:

Tabelle 2.3 Ablauf der Realtime-PCR (eines Zyklus)

PCR-Schritt Temperatur [°C] Dauer
Initiale Denaturierung 95 10min
Denaturierung 95 5s
Annealing 59 5s
Elongation 72 5s

Abweichend von der Tabelle betrug die Annealingzeit fur HuR 6s. Die
Amplifikation erfolgte stets in 50 Zyklen durch Repetition der Schritte zwei bis vier,
gefolgt vom Aufschmelzen der Amplifikate. Die Auswertung aller Daten erfolgte mit

der zum LightCycler gehorigen Software.

2.3.3 Agarosegelelektrophorese

Agarose-Gelelektrophorese fand in der vorliegenden Arbeit ihre Anwendung nach
RNA-Isolation (Kap. 2.3.1) und bei der Analyse von Produkten der PCR (Kap.
2.3.2).

Die Matrix der Gele bestand aus 1% (w/v) Agarose (Biozym, Hessisch Oldendorf)
in TAE-Puffer (Tris-Acetat-EDTA-Puffer). Agarose wurde durch Erhitzen in TAE-
Puffer in der Mikrowelle geldst. Die aufgekochte Agaroseldésung wurde auf unter
60°C abgekihlt und dann mit Gelred Nucleic Acid Stain (Biotium) 1:10000

versetizt.

Nach Zugabe von DNA-Probenpuffer wurden die Proben in die Taschen der
ausgeharteten Agarose-Gele appliziert. Die Elektrophorese wurde in horizontalen

Gelkammern bei einer Spannung von 75 V mit TAE-Puffer als Laufpuffer

durchgefiihrt. Zur Dokumentation der Gele diente eine FluoroChemTM 8900-
Anlage (Alpha Innotech, San Leandro, USA).

TAE-Puffer (pH 8,3)

40 mM Tris
20 mM Essigsaure
1 mM EDTA
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5x DNA-Probenpuffer

10 mM Tris-HCI (pH 7,5)

1 mM EDTA

30 % (v/v) Glycerol

0,25 % (w/v) Bromphenolblau

2.4 Densitometrische Auswertung

FUr densitometrische Analysen der Ergebnisse der Western-Untersuchungen
wurde die Analyse Funktion ,Spot Denso“ des Programms AlphaEaseFC
(FluorChem 8900, Alpha Innotech) verwendet. Die Werte zu den jeweiligen
Banden wurden zunachst auf den Hintergrund, dann auf die zugehdérigen Werte zu

den Ladungskontrollen normiert.

2.5 Statistische Auswertung

Die Analyse der statistischen Signifikanz erfolgte durch einen ANOVA-Test,
gefolgt von einem Student Newman Keuls Post-Test. Vor der Studie wurde P <

0.05 als Mafd far Signifikanz festgelegt.
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3 Ergebnisse

3.1 Wirkung von UVB auf HaCat-Zellen: Induktion der COX-2

3.1.1 Charakterisierung der COX-2-Induktion durch UVB

Cyclooxygenase-2 (COX-2)-Induktion durch UVB in HaCat-Zellen wurde sowohl
fur COX-2-mRNA als auch fur COX-2-Protein charakterisiert. Dazu wurde jeweils
zu verschiedenen Zeitpunkten Gesamtprotein bzw. -RNA isoliert und Uber
Western-Blot bzw. quantitative RT-PCR analysiert (s. Kap. 2.3). Die Zellen wurden
mit PBS bedeckt und mit einer Dosis von 100 J/m2 UVB bestrahlt. Vor der
Bestrahlung wurden die Zellen fur ca. 24 Stunden serumdepletiert. Soweit nicht
anders erwahnt, wurden diese Bestrahlungsbedingungen in allen Experimenten
beibehalten.

Diese Bestrahlungsbedingungen waren subtoxisch: mittels MTT-Test war zuvor
festgestellt worden, dass 8h und 24 h nach Bestrahlung von Zellen mit einer Dosis
von 100 J/m? 90% bzw 75% der Zellen metabolisch aktiv sind (Fernau, 2009).
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Abb. 3.1: Induktion der Cyclooxygenase-2 (COX-2)-Expression in HaCat-Zellen durch UVB.
(A) HaCat-Zellen wurden nach 24h-stindiger Serumdepletion mit PBS bedeckt und mit 100 Jim?
bestrahlt oder scheinbestrahlt. Es wurde 3 bzw. 8 Std. nach Bestrahlung lysiert und mittels
Western-Blot auf COX-2 und GAPDH (Ladekontrolle) untersucht. Der Blot ist reprasentativ fur 2
voneinander unabhangige Versuche. (B) Densitometrische Auswertung des unter (A)
beschriebenen Experiments. Gezeigt sind Mittelwerte + Abweichung vom Mittelwert aus 2
voneinander unabhangigen Versuchen. (C) HaCat-Zellen wurden wie unter (A) behandelt und nach
den angegebenen Zeiten die Gesamt-RNA isoliert. Dargestellt ist das Ergebnis der realtime-PCR
auf die mMRNA zu COX-2, normiert auf HPRT (Ladekontrolle). Die gezeigten Werte sind Mittelwerte
+ Standardabweichung aus 3 voneinander unabhangigen Versuchen. Die statistische Signifikanz
wurde Uber ANOVA mit Student-Newman-Keuls Post-Test ermittelt (*P<0,05).
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Wie Abb. 3.1 zu entnehmen ist, fihrte UVB-Exposition zu einer zeitabhangigen,
deutlichen Steigerung der Spiegel von COX-2-Protein und -mRNA gegenuber
Kontrollbedingungen. Die Ladekontrollen, GAPDH bzw. HPRT, veranderten sich
nicht. Bereits nach 3 Stunden konnte eine Zunahme an COX-2-Protein und -
MRNA nachgewiesen werden. Die Proteinexpression ist maximal vierfach erhéht,
wohingegen die COX-2-mRNA bis zu dreihundertfach gegenuber der Kontrolle
gesteigert ist.

Der Maximaleffekt innerhalb der untersuchten Zeitpunkte wurde fur COX-2-
Expression sowohl auf Protein- (bis zu 14-fach erhoht) als auch auf mMRNA-Ebene
(bis zu 700-fach erhoht) bei 8 Stunden nach Bestrahlung erreicht. Fur alle
weiteren Experimente wurde somit der Zeitpunkt von 8 Stunden nach Bestrahlung,

soweit nicht anders erwahnt, festgelegt.

Zur Festlegung der fur weitere Experimente zum molekularen Mechanismus der
UVB-induzierten COX-2-Expression geeigneten Bedingungen sollte der Einfluss
des Inkubationsmediums im Zeitraum von Bestrahlung bis Lyse untersucht
werden.

Dazu wurde untersucht, welchen  Effekt Wiederverwendung von
serumdepletiertem Medium, in dem die Zellen bereits vor Bestrahlung seit 24
Stunden inkubierten (,konditioniertes Medium®), auf die COX-2-Induktion hat.
Hierzu wurde das Medium vor Bestrahlung abgenommen, die Zellen mit PBS
gewaschen und durch PBS bestrahlt und dann das alte Medium wieder auf die
Zellen gegeben.

Die anschlieRende Western-Blot-Analyse ergab das in Abb. 3.2 gezeigte Bild.
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Abb. 3.2: Einfluss des Inkubationsmediums auf die COX-2-Expression nach UVB-
Bestrahlung

(A) HaCat-Zellen wurden nach 24-stiindiger Serumdepletion mit 100 J/m? und 150 J/m® durch eine
Schicht aus PBS hindurch bestrahlt. Nach Bestrahlung wurde entweder konditioniertes Medium
(Medium#1) oder frisches serumfreies Medium (Medium#2) auf die Zellen gegeben. 8 Std. nach
Bestrahlung wurden die Zellen lysiert und mittels Western-Blot auf COX-2 und GAPDH
(Ladekontrolle) untersucht. Der gezeigte Blot ist reprasentativ fir 3 voneinander unabhangige
Versuche. (B) Densitometrische Auswertung des unter (A) beschriebenen Experiments. Die
gezeigten Werte sind Mittelwerte * Standardabweichung aus 3 voneinander unabhangigen

Versuchen.

Die Analysen der Western Blots zeigen, dass durch frisches, serumfreies Medium
etwa doppelt so hohe COX-2-Spiegel durch UVB-Bestrahlung erreicht werden wie
mit konditioniertem Medium. HaCat-Zellen wurden deshalb 24 Stunden vor
Bestrahlung serumdepletiert, um nicht durch die im fotalen Kalberserum (FCS)
enthaltenen Wachstumsfakioren eine basal gesteigerte COX-2-Expression
hervorzurufen und auch nach Bestrahlung in serumfreiem Medium inkubiert, d.h.
in allen Experimenten wurde nach Bestrahlung serumfreies Komplettmedium
frisch auf die Zellen gegeben.
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Weiter sollte die Dosisabhangigkeit der COX-2-Induktion durch UVB zu einem
festen Zeitpunkt von 8 Stunden nach der Bestrahlung analysiert werden.
HaCat-Zellen wurden UVB-Dosen von 100 J/m? und 150 J/m? ausgesetzt. Den
Proteingehalt von COX-2 in Abhangigkeit zur UVB-Dosis zeigt Abb. 3.2 (Med#2),
fur den mRNA-Spiegel Abb. 3.3.
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Abb. 3.3 Dosisabhangigkeit der COX-2-Induktion durch UVB HaCat-Zellen wurden nach 24-
stliindiger Serumdepletion mit PBS bedeckt und mit 100 J/im? und 150 J/m? bestrahlt. 8 Std. nach
Bestrahlung wurde die Gesamt-RNA isoliert. Gezeigt ist das Ergebnis der reversen Transkription
mit anschlieBender realtime-PCR auf die mRNA zu COX-2 normiert auf HPRT (Ladekontrolle).
Dargestellt sind Mittelwerte £ Abweichung vom Mittelwert aus Doppeltbestimmungen zweier

unabhangiger Versuche.

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die von 100 J/m? auf 150 J/m? um 50 %
erhdohte UVB-Dosis sowohl auf Proteinebene als auch auf RNA-Ebene eine nur
gering gesteigerte Zunahme der COX-2-Expression zur Folge hat. 150 J/m? UVB

ist wie in 3.1.1 beschrieben fir HaCat-Zellen nicht toxisch.

Zusammenfassen lasst sich, dass die UVB-induzierte COX-2-Protein- und -
MmRNA-Expression in HaCat-Zellen eine vergleichbare Zeitabhangigkeit mit
Maximum bei ca. 8 Stunden nach Bestrahlung aufweist. Die Protein-Expression ist
zusatzlich gesteigert durch Verwendung von frischem, serumfreiem Medium zur
Inkubation nach UVB-Bestrahlung im Vergleich zu konditioniertem Medium.
Keinen signifikanten Effekt hat die Dosiserhéhung von UVB von 100 J/m? auf 150
Jim?. Fur alle weiteren Experimente wurde deshalb, soweit nicht anders
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angegeben, mit 100 Jim? UVB bestrahlt, nach Bestrahlung in frischem

serumfreiem Medium inkubiert und nach 8 Stunden lysiert.
3.1.2 Der Einfluss von UVB auf das mRNA Bindeprotein HUR

HuR ist als RNA-stabilisierendes Protein bekannt (Dixon et al., 2001; Ma et al.,
1996) (vgl. Kap 1.3.1). Da der Einfluss von HuR auf die UVB-induzierte COX-2-
Expression durch Proteindepletion von HuR mittels siRNA untersucht werden
sollte (Kap. 3.3.1), sollte zunachst getestet werden, ob UVB-Bestrahlung in
HaCat-Zellen einen Effekt auf die HuR-Spiegel hat.

HaCat-Keratinozyten wurden 24 Stunden vor Exposition serumdepletiert und dann
mit UVB bestrahlt. Die Zellen wurden mit verschiedenen UVB-Dosen und zu
verschiedenen Zeitpunkten nach Bestrahlung lysiert und mittels RT-PCR auf HuUR-
mMRNA analysiert. Das Resultat ist in Abb. 3.4 zu sehen.
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Abb. 3.4: Einfluss von UVB auf HuR in HaCat-Zellen (A) Nach 24-stiindiger Serumdepletion
wurde mit 100 J/m? oder 150 J/m? UVB bestrahlt. 8 Std. nach Bestrahlung wurde die Gesamt-RNA
isoliert, in cDNA umgeschrieben und der relative mRNA-Spiegel von HuR bezogen auf HPRT
(Ladekontrolle) mittels realtime-PCR bestimmt. Gezeigt sind Mittelwerte + Abweichung vom
Mittelwert aus Doppelbestimmungen zweier unabhangiger Experimente. (B) HaCat-Zellen wurden
nach 24-stiindiger Serumdepletion mit 100 J/m? UVB bestrahlt und nach den angegebenen Zeiten
lysiert. Gezeigt ist das Ergebnis der HuR realtime-PCR normiert auf HPRT (Ladekontrolle).

Dargestellt sind Mittelwerte + Standardabweichung aus 3 voneinander unabhangigen Versuchen.

Abb. 3.4 A zeigt, dass es nach UVB-Bestrahlung mit den hier verwendeten Dosen
nach acht Stunden zu keiner deutlichen Veranderung des HuR-Spiegels kommt.
Auch in Abb. 3.4 B verandert sich der HUR-mRNA-Gehalt nach UVB-Bestrahlung
mit 100 J/m2 zunachst nicht signifikant gegentber der Kontrollbehandlung. 24
Stunden nach Bestrahlung sinken jedoch die HUR-mRNA-Spiegel etwa auf die
Halfte gegenuber der Kontrollbehandlung ab.

Diese Ergebnisse lassen schlussfolgern, dass UVB bis 8 Stunden nach
Bestrahlung keinen Effekt auf den HuR-mRNA-Spiegel hat. Fiur HuR-Protein-
Spiegel wurden diese Versuche wiederholt, allerdings ohne verwertbares

Ergebnis.
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3.2 Wirkung von polycyclischen aromatischen

Kohlenwasserstoffen auf HaCat-Zellen: Induktion der COX-2

3.2.1 Charakterisierung der COX-2-Induktion durch PAK

Es ist bekannt, dass polycyclische aromatische Kohlenwasserstoffe (PAK) als
Liganden des  Arylkohlenwasserstoff-Rezeptors  (AhR) Enzyme  des
Fremdstoffmetabolismus induzieren kdnnen. Zu den bekanntesten zahlt
Cytochrom P450 1a1 (s. Kap. 3.4). In diesem Teil der Arbeit soll zunachst der
Effekt von PAK auf die COX-2-Induktion in HaCat-Zellen untersucht werden.

Bei den Vertretern der verwendeten polycyclischen aromatischen
Kohlenwasserstoffe handelt es sich um den synthetischen Kohlenwasserstoff 3-
Methylcholanthren (MC) und das bei Verbrennungsprozessen entstehende
Benzo(a)pyren (BaP). Zusatzlich wurde der Effekt eines Tryptophanderivats, 6-
Formylindolo[3,2-b]carbazol (FICZ), untersucht, der die Aktivierung des AhR
induziert.

HaCat-Zellen wurden 24 Stunden vor Behandlung serumdepletiert und dann mit
100 nM FICZ, 10 yM 3-MC und 10 pM BaP (jeweils Endkonzentrationen, verdinnt
aus Stammlosungen in DMSO) behandelt. Inkubiert wurde in serumfreiem
Komplettmedium bis zur Lyse. Die Zellen wurden zu verschiedenen Zeitpunkten
lysiert und Western-Blot- und quantitative RT-PCR-Analyse durchgefiihrt. Die
Daten der Behandlung mit DMSO als Kontrolle wurden gleich eins gesetzt. Dies
gilt fur alle nachfolgenden Experimente, in denen mit FICZ, MC und BaP

gearbeitet wurde.
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Abb. 3.5 Zeitabhangigkeit der Bildung von COX-2-Protein nach Belastung mit PAK und FICZ
(A) HaCat-Zellen wurden nach 24-stiindiger Serumdepletion zur Kontrolle mit DMSO (0,1 %) bzw.
mit 100 nM FICZ, 10 yM MC oder 10 uM BaP behandelt bzw. mit UVB bestrahlt. 3 bzw. 8 Std.
nach Behandlung wurden die Zellen lysiert. Die Lysate wurde mittels Western-Blot auf COX-2 und
GAPDH (Ladekontrolle) untersucht. Die gezeigten Blots sind reprasentativ fir 2 voneinander
unabhangige Versuche. (B) Densitometrische Auswertung des unter (A) beschriebenen
Experiments. Die gezeigten Daten sind Mittelwerte aus 2 voneinander unabhangigen

Experimenten.

In Abb. 3.5 konnte eine zeitabhangige COX-2-Induktion durch PAK und FICZ
nachgewiesen werden. Man erkennt eine gesteigerte Zunahme des COX-2-
Proteingehalts nach 8 Stunden Behandlung im Vergleich zu 3 Stunden nach
Behandlung.

Zusatzlich kann in Abb. 3.5 das Ausmal} der PAK-induzierten im Vergleich zur

UVB-induzierten COX-2-Expression verglichen werden. UVB induziert zu beiden
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Zeitpunkten COX-2 wesentlich starker als polycyclische aromatische
Kohlenwasserstoffe oder FICZ.

Far alle nachfolgenden Experimente wurde zur Analyse des COX-2-
Proteinspiegels durch FICZ, MC und BaP entsprechend diesen Ergebnissen der
Zeitpunkt von 8 Stunden nach Behandlung gewahlt.

Abb. 3.6 zeigt die Ergebnisse der Analyse des COX-2 mRNA-Spiegels.
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Abb. 3.6: COX-2-Induktion durch AhR-Agonisten HaCat-Zellen wurden nach 24-stindiger
Serumdepletion zur Kontrolle mit DMSO (0,1 %) bzw. mit 100 nM FICZ, 10 uM MC oder 10 uM
BaP behandelt und zu den angegebenen Zeitpunkten lysiert. Gezeigt ist das Ergebnis der reversen
Transkription mit anschlielender realtime-PCR auf die mRNA zu COX-2 normiert auf HPRT
(Ladekontrolle). Die gezeigten Werte sind Mittelwerte + Standardabweichung aus 4 (3 und 8 Std.)
bzw. 3 (6 und 24 Std.) voneinander unabhangigen Versuchen. Die statistische Signifikanz wurde
Uber ANOVA mit Student-Newman-Keuls Post-Test ermittelt (*P<0,05; **P<0,01).

Die quantitative RT-PCR ergab eine deutliche Induktion der COX-2-Expression
durch FICZ und MC nach 3-8 Stunden, nach 24 Stunden sind die COX-2-mRNA-
Spiegel im Vergleich zur Kontrolle nicht mehr sichtbar erhéht (Abb. 3.6). Fur die
BaP-induzierte COX-2-Expression werden signifikant erhdhte COX-2-Spiegel nach
8 Stunden erreicht.

Da zu einem Zeitpunkt von 8 Stunden Behandlungsdauer sowohl fir FICZ, MC als
auch BaP gesteigerte COX-2-mRNA-Expression nachweisbar war, wurden die
Zellen in allen weiteren Experimenten nach einer Behandlung von 8 Stunden
lysiert.

Sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene zeigt sich, dass die Induktion der

COX-2 durch UVB weitaus starker ist als durch PAK und FICZ (Abb. 3.5 und 3.6).
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Zusammenfassen lasst sich, dass PAK und FICZ COX-2 in HaCat-Zellen
nachweisbar induzieren. Auffallig ist, dass COX-2-Protein- und -mRNA-Spiegel in

deutlich geringerem Ausmal} gesteigert werden als durch UVB-Bestrahlung.

3.2.2 Einfluss von PAK und FICZ auf HuR

Vor Analyse des Einflusses von HuR auf den COX-2-Signalweg sollte untersucht
werden, ob Stimulation von HaCat-Zellen mit AhR-Agonisten zu einer
Veranderung des HuR-Spiegels fihrt.

Abb. 3.7 zeigt die Ergebnisse der RT-PCR-Analysen flur die Behandlung mit FICZ,
MC und BaP nach 3, 6, 8 und 24 Stunden. Die Gesamt-RNA wurde isoliert und
mittels RT-PCR auf HUR und HPRT (Ladekontrolle) untersucht.
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Abb. 3.7: Einfluss von PAK auf HuR in HaCat-Zellen HaCat-Zellen wurden nach 24-stiindiger
Serumdepletion zur Kontrolle mit DMSO (0,1 %) bzw. mit 100 nM FICZ, 10 uM MC oder 10 uM
BaP behandelt und zu den angegebenen Zeitpunkten wurde die Gesamt-RNA isoliert. Gezeigt ist
das Ergebnis der realtime-PCR-Analyse auf die mRNA von HuR normiert auf HPRT
(Ladekontrolle). Die gezeigten Werte sind Mittelwerte + Standardabweichung aus 4 (3 und 8 Std.)

bzw. 3 (6 und 24 Std.) voneinander unabhangigen Experimenten.

Die Behandlung mit PAK in den hier verwendeten Dosen hatte keine signifikanten
Veranderungen des mRNA-Spiegels von HuR zur Folge. HUR-mRNA-Expression
wird also durch FICZ, MC und BaP nicht signifikant beeinflusst. Fir HuR-Protein-
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Expression wurden diese Versuche wiederholt, allerdings ohne verwertbares

Ergebnis.

3.3 Bedeutung des RNA-Bindeproteins HuR fir die COX-2-

Induktion

3.3.1 HuR und UVB-induzierte COX-2-Expression

Von HuR war bereits bekannt, dass es durch UVB-Bestrahlung zwar nicht
induziert (vgl. Kap. 3.1.2) aber aktiviert werden kann und die UVB-vermittelte
molekulare Signalkaskade von COX-2 moduliert (Fernau et al., 2009). Diese
Funktion von HuR sollte bezlglich der Induktion von COX-2 durch AhR-Liganden
im untersuchten System auf Protein- und RNA-Ebene gezeigt werden.

Um festzustellen, welchen Einfluss HUR auf die COX-2-Expression hat, wurde der
zellulare HuR-Spiegel mittels siRNA verringert. Das Verfahren der Depletion von
HuR mittels siRNA wurde fir alle weiteren Experimente wie in Kap. 2.1.5
beschrieben durchgefuhrt. Als Kontrolle zu der im kodierenden Bereich der HuR-
MRNA komplementaren siRNA wurde mit nicht depletierender siRNA transfiziert,
um unspezifische Effekte auszuschliefl3en.

Die Zellen wurden mit 100 J/m? UVB bestrahlt und nach 8 Stunden, d.h. 72
Stunden nach Beginn der Transfektion lysiert. Die Lysate wurden durch Western-
Blot auf COX-2, HUR und GAPDH (Ladekontrolle) analysiert.
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Abb. 3.8: Einfluss von HuR auf die Induktion von COX-2 durch UVB (A) HaCat-Zellen wurden
mit 150 nM gegen HuR gerichteter siRNA (HuR) oder nicht depletierender Kontroll-siRNA (Kitrl.)
transfiziert. Die Zellen wurden 48 Std. nach Transfektion flr 24 Std. serumdepletiert, 72 Std. nach
Transfektionsbeginn mit 100 Jim? UVB durch PBS bestrahlt und nach weiteren 8 Std. lysiert. Die
Lysate wurden mittels Western-Blot auf COX-2, HuUR und GAPDH (Ladekontrolle) untersucht. Der
gezeigte Blot ist reprasentativ fur 7 voneinander unabhangige Experimente. (B) & (C)
Densitometrische Auswertung des in (A) beschriebenen Versuchs fir die COX-2- und HuR-
Expression. Die gezeigten Werte sind Mittelwerte + Standardabweichung aus 7 voneinander
unabhangigen Experimenten. Die statistische Signifikanz wurde Uber ANOVA mit Student-
Newman-Keuls Post-Test ermittelt (*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,0001).
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Abb. 3.8 C ist zu entnehmen, dass die Depletionseffizienz flir HUR bei mindestens
70 % lag. Nach Depletion von HuR ist im Vergleich zur bestrahlten Kontroll-
Behandlung die UVB-induzierte COX-2-Expression signifikant, von einer 5-fachen
auf eine 2-fache Erhéhung des COX-2-Proteingehaltes gesunken. Dies bestatigt
die wichtige Regulatorfunktion von HuR in der zur COX-2-Expression flihrenden
Signalkaskade.

Auch auf mRNA-Ebene kommt es zu einem vergleichbaren Ergebnis fur COX-2
und HuR (Abb. 3.9).
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Abb. 3.9: Einfluss von HuR auf die Induktion von COX-2-mRNA durch UVB HaCat-Zellen
wurden mit 150 nM gegen HuR gerichteter siRNA (HuR) oder nicht depletierender Kontroll-siRNA
(Ktrl.) transfiziert. 48 Std. nach Transfektion wurden die Zellen fir 24 Std. serumdepletiert, 72 Std.
nach Transfektion mit 100 J/m? UVB durch PBS bestrahlt und nach 8 Std. wurde die Gesamt-RNA
isoliert. Mittels realtime-PCR wurde mRNA zu COX-2, HuR und HPRT (Kontrolle) untersucht. Die
gezeigten Werte sind Mittelwerte + Standardabweichung aus 3 voneinander unabhangigen
Experimenten. Die statistische Signifikanz wurde iber ANOVA mit Student-Newman-Keuls Post-
Test ermittelt (*P<0,05; **P<0,01, ***P<0,0001).
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HuR ist in HaCat-Zellen fur die UVB-induzierte COX-2-Expression sowohl auf
Protein- als auch auf mRNA-Ebene ein wichtiger Regulator. Die Reduktion von
COX-2 nach Depletion von HuR diente in den folgenden Experimenten unter

anderem zur Kontrolle, ob die Transfektion mit siRNA erfolgreich war.

3.3.2 Modulation der PAK-induzierten COX-2-Expression durch HuR

Es stellte sich die Frage, ob HuR auch in der durch AhR-Agonisten induzierten
COX-2-Expression von Bedeutung ist. Um dies zu untersuchen, wurde HuR in
HaCat-Zellen wie in Kap. 3.3.1 beschrieben mittels siRNA depletiert und die
Zellen fur 8 Stunden mit FICZ, MC und BaP behandelt. Die Depletionseffizienz
betrug fur die folgenden Versuche mindestens 60 % und im Mittel 76 %.

In Abb. 3.10 ist neben einem reprasentativen Western Blot die densitometrische
Auswertung der COX-2- und HuR-Spiegel nach Behandlung mit PAK und FICZ

dargestellt.
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Abb. 3.10: Einfluss von HuR auf die Induktion von COX-2 durch PAK (A) HaCat-Zellen wurden
mit 150 nM gegen HuR gerichteter siRNA (HuR) oder nicht depletierender Kontroll-siRNA (Kirl.)
transfiziert. 48 Std. nach Transfektion wurden die Zellen fur 24 Std. serumdepletiert, 72 Std. nach
Transfektion zur Kontrolle mit DMSO (0,1 %) bzw. mit 100 nM FICZ, 10 yM MC und 10 yM BaP
behandelt bzw. mit UVB bestrahlt und nach 8 Std. lysiert. Die Lysate wurden mittels Western-Blot
auf COX-2, HuR und GAPDH (Ladekontrolle) untersucht. Der gezeigte Blot ist reprasentativ fur 7
voneinander unabhangige Experimente. (B) & (C) Densitometrische Auswertung des in (A)
beschriebenen Versuchs fir die COX-2- und HuR-Expression. Die gezeigten Werte sind aus 7
voneinander unabhangigen Experimenten, in (C) als Mittelwerte * Standardabweichung.
Statistische Signifikanz wurde Uber ANOVA mit Student-Newman-Keuls Post-Test ermittelt
(*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,0001).
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Den Diagrammen in Abb. 3.10 ist zu entnehmen, dass sich Depletion von HuR auf
das Ausmald der durch FICZ, MC und BaP induzierten COX-2-Expression auf
Proteinebene auswirkt. Man erkennt fur die Behandlung mit FICZ und BaP im
Durchschnitt eine Verringerung des COX-2-Proteingehalts um etwa 60 % im
Vergleich zur Kontrollbehandlung. Die MC-induzierte COX-2-Proteinexpression
verringert sich nach Depletion von HUR um etwa 40 %. Die detektierte Abnahme
des COX-2-Protein-Gehaltes bei Verwendung von HuR-siRNA im Vergleich zur
Kontrollbehandlung mit Ktrl-siRNA ist nicht statistisch signifikant, es ist lediglich
eine Tendenz zu erkennen. Depletion von HuR fiihrt also zu einer geringeren
Induzierbarkeit von COX-2.

Im Folgenden wurde untersucht, ob dieser Effekt auch fiur COX-2-RNA gezeigt
werden kann. Abb. 3.11 sind die Ergebnisse der quantitativen RT-PCR-Analysen

zu entnehmen.
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Abb. 3.11: Einfluss von HuR auf die Induktion von COX-2-mRNA durch PAK HaCat-Zellen
wurden mit 150 nM gegen HuR gerichteter siRNA (HuR) oder nicht depletierender Kontroll-siRNA
(Ktrl.) transfiziert. 48 Std. nach Transfektion wurden die Zellen fur 24 Std. serumdepletiert, 72 Std.
nach Transfektion zur Kontrolle mit DMSO (0,1 %) bzw. mit 100 nM FICZ, 10 yM MC und 10 uM
BaP behandelt und nach 8 Std. lysiert. Die Lysate wurden mittels realtime-PCR auf COX-2, HuR
und HPRT (Ladekontrolle) untersucht. Gezeigt sind Mittelwerte + Standardabweichung aus 3
voneinander unabhangigen Experimenten. Statistische Signifikanz wurde Uber ANOVA mit
Student-Newman-Keuls Post-Test ermittelt (*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,0001).

Vergleicht man das durch PAK und FICZ induzierte Ausmalf} der COX-2-mRNA-
Expression (s. Abb. 3.6) mit den COX-2-mRNA-Spiegel in mit Krtl.-siRNA
behandelten Zellen, fallt auf, dass sich die COX-2-Induzierbarkeit verringert.

Durch Behandlung mit FICZ wird die COX-2-Expression in mit Kontroll-siRNA
transfizierten Zellen gegenuber der Kontrolle induziert. In mit HuR-siRNA
transfizierten Zellen wird im Mittel derselbe COX-2-Spiegel erreicht. Die Depletion
von HuR scheint fur das Ausmal} der Induktion auf mMRNA-Ebene durch FICZ nicht

von Bedeutung zu sein.
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Die durch MC erzielte relative Steigerung der COX-2-mRNA lag bei einer 2-fachen
Erhohung gegenuber der DMSO-Behandlung bei Anwesenheit von HuR. Ist HUR
depletiert, ist dagegen im Mittel eine etwa 3-fache Erh6hung detektierbar, d.h. das
Ausmald der COX-2-mRNA-Expression wird signifikant gesteigert.

Ahnlich wie die Behandlung mit FICZ resultiert auch die Behandlung mit BaP in
keiner signifikanten Erniedrigung des COX-2-mRNA-Spiegels nach Transfektion
mit HUR-siRNA im Vergleich zur Kontroll-siRNA.

Diese Ergebnisse lassen darauf schlielen, dass HuR nicht die durch FICZ, MC
und BaP induzierte, zur COX-2-mRNA-Bildung fihrende Signalkaskade in HaCats
moduliert. Anders als auf Proteinebene gezeigt, liel3 sich auf RNA-Ebene nicht
nachweisen, dass HuR fur die Erhdhung des COX-2-Spiegels von Bedeutung
ware. Flr die Behandlung mit MC ist die Induktion von COX-2 nach Depletion von
HuR signifikant erhoht.

3.4 Induktion und Regulation von CYP1a1 in HaCat-Zellen

3.4.1 Stimulatoren der CYP1a1-Induktion

Wie in Kap. 1.1.3 beschrieben fuhren AhR-Agonisten zu einer Induktion von
CYP1a1. Auch fur UVB konnte eine CYP1a1-Induktion in HaCat-Zellen bereits
gezeigt werden. Im Folgenden sollte die Zeitabhangigkeit der CYP1a1-Induktion in
HaCat-Keratinozyten gezeigt werden. Die Zellen wurden mit UVB bestrahlt bzw.
mit FICZ, MC und BaP behandelt und zu verschiedenen Zeitpunkten die Gesamt-
RNA mittels Realtime-PCR auf CYP1a1 analysiert (Abb. 3.12).
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Abb. 3.12: Induktion von CYP1a1 (A) Nach 24-stiindiger Serumdepletion wurde mit 100 J/m?
UVB bestrahlt bzw. mit DMSO (0,1 %), 100 nM FICZ, 10 uM MC oder 10 uM BaP behandelt und
nach 8 Stunden lysiert. Der relative mRNA-Spiegel von CYP1a1, bezogen auf HPRT
(Ladekontrolle) wurde  mittels realtime-PCR  bestimmt. Gezeigt sind Mittelwerte
t+Standardabweichung aus 3 voneinander unabhangigen Experimenten. Die statistische Signifikanz
wurde Uber einen ANOVA mit Student-Newman-Keuls Post-Test ermittelt (*P<0,05; **P<0,01).

UVB-Bestrahlung fuhrt zu einer signifikanten Induktion des AhR-Zielgens CYP1a1.
Bereits nach 3 Stunden ist eine deutliche Erh6hung nachweisbar, die ihr Maximum
bei 8 Stunden nach Behandlung hat. Auffallig ist ein um im Mittel 85 %
verminderter CYP1a1-Gehalt nach 24 Stunden im Vergleich zur DMSO-Kontrolle
(Abb. 3.12 A).

Die Behandlung der Zellen mit FICZ resultierte in einer nach 8 Stunden
durchschnittlich zwélffachen Erhéhung des CYP1a1-Spiegels (Abb. 3.12 B). Die
Induktion ist im Vergleich zur Behandlung mit MC und BaP geringer.

MC und BaP flhrten zu einer vergleichbaren deutlichen Steigerung der CYP1a1-
MRNA-Bildung. Durch beide Stimulanzien ist CYP1a1 ab 3 bis 24 Stunden erhdht.
Bei MC ist das Maximum nach 8 Stunden erreicht, d.h. nach 24 Stunden ist der
CYP1a1-Spiegel bereits gesunken. Fir die Behandlung mit BaP ist eine Abnahme
der CYP1a1-Induktion nach 24 Stunden noch nicht detektierbar (Abb. 3.12 D). Im
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Vergleich zu UVB und FICZ sind die durch MC und BaP induzierten relativen
CYP1a1-mRNA-Spiegel erhoht und Uber einen langeren Zeitraum nachweisbar.
Zusammenfassen lasst sich, dass die Belastung von HaCat-Zellen mit FICZ, MC
und BaP zu einer Erhéhung von CYP1a1 fihren. CYP1a1-Spiegel sind fur MC und
BaP vergleichbar. Stimulation der Zellen mit BaP flhrt zu einer Uber 24 Stunden
anhaltenden CYP1a1-Induktion. Die Behandlung mit FICZ weist im Vergleich zu
MC, BaP und UVB-Bestrahlung die geringste CYP1a1-Induktion auf.
Hervorzuheben ist, dass UVB ein starkerer Induktor fur COX-2 ist, die AhR-
Agonisten jedoch CYP1a1 mehr (MC und BaP) induzieren. Die Expression von
CYP1a1-mRNA ist nach Bestrahlung mit UVB bzw. Belastung der Zellen mit FICZ
in etwa gleich.

Fir alle Stimulanzien wurde 8 Stunden nach Behandlung eine deutliche Induktion
fur CYP1a1 gezeigt. Allerdings ist nur fir UVB-Bestrahlung und BaP Behandlung
nach 8 h die CYP1a1l-mRNA-Expression signifikant gesteigert. FICZ und MC
fuhren zwar zu einer deutlichen Induktion, im Mittel 12-fach bzw. 45-fach),
allerdings ist die Standardabweichung zu hoch flr eine signifikante Erhéhung der
CYP1a1-mRNA. In den folgenden Experimenten wurde deshalb die Zeitspanne
von 8 Stunden nach Behandlungsbeginn bis zur Isolation der RNA gewahlt um

den CYP1a1-Gehalt zu untersuchen.

3.4.2 Die Bedeutung von HuR fiir die CYP1a1-Expression

Im letzten Teil der Arbeit sollte untersucht werden, ob HuR die CYP1a1-Induktion
durch UVB bzw. AhR-Agonisten moduliert.

HaCat-Zellen wurden nach Depletion von HuR mit UVB bestrahlt und der
CYP1a1-Spiegel mittels quantitativer RT-PCR bestimmt.
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Abb. 3.13: Einfluss von HuR auf die Induktion von CYP1a1-mRNA durch UVB HaCat-Zellen
wurden mit 150 nM gegen HuR gerichteter siRNA (HuR) oder nicht depletierender Kontroll-siRNA
(Ktrl.) transfiziert. 48 Std. nach Transfektion wurden die Zellen fur 24 Std. serumdepletiert, 72 Std.
nach Transfektion mit 100 J/m? UVB durch PBS bestrahlt und nach 8 Std. wurde die Gesamt-RNA
isoliert. Mittels realtime-PCR wurde mRNA zu CYP1a1, HuR und HPRT (Ladekontrolle) untersucht.
Gezeigt sind Mittelwerte + Standardabweichung aus 3 voneinander unabhangigen Versuchen.
Statistische Signifikanz wurde Uber ANOVA mit Student-Newman-Keuls Post-Test ermittelt
(*P<0,05; **P<0,01, ***P<0,0001).

Zu erkennen ist eine signifikante Abnahme der Induktion des CYP1a1-Spiegels
nach UVB-Bestrahlung bei Depletion von HuR. HuR kann also sowohl die UVB-
induzierte COX-2 als auch die CYP1a1-mRNA-Expression signifikant modulieren.

Weiter sollte untersucht werden, ob auch durch polycyclische aromatische

Kohlenwasserstoffe induzierte CYP1a1-mRNA HuR-abhangig reguliert wird (Abb.
3.14).
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Abb. 3.14: Einfluss von HuR auf die Induktion von CYP1a1-mRNA durch PAK (A) HaCat-
Zellen wurden mit 150 nM gegen HuR gerichteter siRNA (HuR) oder nicht depletierender Kontroll-
siRNA (Ktrl.) transfiziert. 48 Std. nach Transfektion wurden die Zellen fir 24 Std. serumdepletiert,
72 Std. nach Transfektion zur Kontrolle mit DMSO (0,1 %) bzw. mit 100 nM FICZ, 10 yM MC und
10 yM BaP behandelt und nach 8 Std. lysiert. Die Lysate wurden mittels realtime-PCR auf
CYP1a1l, HuR und HPRT (Ladekontrolle) untersucht. Gezeigt sind Mittelwerte =
Standardabweichung aus 3 voneinander unabhangigen Experimenten. Die statistische Signifikanz
wurde Uber ANOVA mit Student-Newman-Keuls Post-Test ermittelt (*P<0,05; **P<0,01;
***P<0,0001).

Die relative Erhdhung des CYP1a1-Spiegels war je nach Stimulus unterschiedlich
stark ausgepragt. Die im Mittel achtfache Steigerung von CYP1a1 unter FICZ ist
bei Depletion von HuUR in etwa gleich geblieben. Ahnlich das Ergebnis fir MC und
BaP, deren durchschnittlich etwa zehnfache Steigerung von CYP1a1-mRNA im
Vergleich zur Kontrollbehandlung sich nach Depletion von HuR nicht signifikant
veranderte. Fur alle drei Stimulanzien zeigt HUR keine Wirkverstarkung in der
CYP1a1-mRNA-Expression. Diesen Ergebnissen nach zeigt Depletion von HuR

keinen signifikanten Einfluss auf die durch AhR-Agonisten induzierte CYP1a1-
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MRNA-Expression. Die Bedeutung von HuR fir die CYP1a1-Induktion durch
Behandlung der Zellen mit FICZ, MC und BaP ist demnach gering. Dies
unterscheidet sich von der oben beschriebenen Funktion von HuR, die durch UVB
vermittelte CYP1a1-Expression zu modulieren.

Ein vergleichbares Ergebnis sollte schon fiur die COX-2-mRNA-Expression durch
PAK und FICZ gezeigt werden konnen (s. Abb. 3.11).
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4 Diskussion

4.1 Induktion und Regulation der COX-2-Expression

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Belastung von HaCat-Zellen mit
den AhR-Liganden FICZ, MC und BaP zu COX-2- und CYP1a1-Induktion fuhrt.
Dies ist in Ubereinstimmung mit Literaturdaten (Ma, 2011; Maaetoft-Udsen et al.,
2012; Pastore et al., 2012).

Es konnte weiter gezeigt werden, dass PAK und FICZ CYP1a1 im Vergleich zu
COX-2 auf transkriptioneller Ebene starker induzieren. Des Weiteren wurde
gezeigt, dass UVB verglichen mit AhR-Liganden ein starkerer Induktor der COX-2
ist. Belastung der Zellen mit FICZ, MC bzw. BaP induziert CYP1a1 jedoch starker
als UVB-Bestrahlung.

Im Folgenden soll auf zellulare Mechanismen der AhR-Liganden- und UVB-

induzierten Signaltransduktionsprozesse eingegangen werden.

411 Mechanismen der AhR-Liganden-induzierten COX-2- und CYP1a1-

Expression

Der AhR fungiert als Chemosensor fur polycyclische aromatische
Kohlenwasserstoffe und FICZ. Wie in Kap. 1.1.2 beschrieben, bindet der AhR-
ARNT-Komplex nach Aktivierung an Xenobiotika-responsive Elemente (XRE) der
DNA und reguliert die Expression vieler Gene (Puga et al., 2000). XRE AhR-
abhangig modulierte Genexpression wird als Konsequenz der Stimulation des
klassischen AhR-Signalweges verstanden, und CYP1a1 gilt als ein klassisches
Zielgen, das zur AhR-Genbatterie gehdrt und oft als Markergen der AhR-
Aktivierung dient.

In der vorliegenden Arbeit fiel die Induktion der CYP1a1-mRNA durch FICZ, MC
und BaP (s. Abb. 3.12) hoher aus als der COX-2-mRNA (s. Abb. 3.6). Es stellt
sich die Frage, ob COX-2 durch andere Signalwege als CYP1a1 induziert wird. So
gehdrt COX-2 nicht wie CYP1a1 zu der klassischen AhR-Genbatterie. Ob die
COX-2-Promotorregion AhR-regulierte XRE-Motive aufweist, ist noch nicht

vollstandig geklart. Kosaka et al charakterisierten verschiedene transkriptionell-
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regulatorische Elemente des COX-2-Genabschnitts, darunter XRE, in U937-Zellen
(Kosaka et al., 1994). Die Arbeitsgruppe um Degner wies eine Verbindung von
AhR und XREs in der COX-2-Promotorregion in MCF-7 Brustkrebszellen nach
(Degner et al., 2007). 2000 konnten Vogel et al jedoch zeigen, dass in
Hepatozyten = CCAAT/enhancer  binding  protein  (C/EBP)-DNA-Element
entscheidend fur die Transkription TCDD-induzierter COX-2-Expression ist. Die
XRE-DNA-Region dagegen scheint untergeordnet zu sein (Vogel et al., 2000).

Die im Vergleich zu CYP1a1 geringe COX-2-Induktion nach Belastung mit AhR-
Agonisten kénnte also darauf zurlickzuflihren sein, dass COX-2 nicht wie CYP1a1
primar durch erhdhte XRE- bzw. AhR-abhangige Genexpression, sondern Uber
andere die AhR-Signalkaskade modulierende Wege induziert wird (Vogel et al.,
1998). Unter den die AhR-Signalkaskade modulierenden Wegen versteht man die
sog. ,hon-genomic pathways®, die Uber Aktivierung von Membranrezeptoren und
Proteinkinasen die Transkription von nicht zur klassichen XRE-regulierten AhR-
Genbatterie zugehorigen Genen stimulieren (s. Kap. 1.2.3). Im Folgenden werden
verschiedene dieser sekundaren AhR-abhangigen Signalkaskaden vorgestellt, die
zur COX-2-Induktion beitragen kénnten.

Madhukar et al hegten bereits 1984 die Vermutung, dass der klassische AhR-
Ligand TCDD mit der EGFR-Signalkaskade interferiert (Madhukar et al., 1984). Es
konnte gezeigt werden, dass die Tyrosinkinase c-Src (pp60°°) nach Aktivierung
des AhR von dem cytosolischen AhR-Multiproteinkomplex dissoziiert und den
EGFR aktiviert (Biscardi et al., 1999; Blankenship and Matsumura, 1997; Randi et
al., 2008). Die AhR-abhangige Aktivierung des EGFR Uber c-Src fuhrt wiederum
zur Aktiverung der MAPK ERK1/2 (Kwon et al., 2003; Park et al., 2004; Park et al.,
2005). Die Arbeitsgruppe um Vogel konnte zeigen, dass TCDD-induzierte COX-2-
Expression, im Gegensatz zu CYP1a1, c-Src-abhangig ist. Sie stellen die
Hypothese auf, dass TCDD Uber Aktivierung des AhR und der c-Src Kinase die
C/EBP-Promotorregion der COX-2 aktiviert und auf diesem Weg die COX-2-
Expression induziert (Vogel et al., 2000).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass bisher nicht vollstandig geklart ist, ob
der Effekt von AhR-Liganden fur die im Vergleich zu CYP1a1 schwache COX-2-
Induktion eine primare, durch gesteigerte Aktivitat des COX-2-Promotors, eine
sekundare durch AhR-abhangige Signalwege oder eine Kombination der beiden
ist. Aufgrund der Ergebnisse dieser Arbeit ware anzunehmen, dass COX-2 anders
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als CYP1a1 durch AhR-Agonisten Uber einen ,non-genomic-pathway“ induziert

wird.

4.1.2 Vergleich der zellularen Signalwege der durch UV und AhR-Liganden

induzierten COX-2-Expression

Die zellulare Antwort auf UV-Strahlung konnte wie in Kap. 1.2.2 beschrieben in
zwei Hauptwege unterteilt werden: a) UV-Strahlung fihrt durch Bildung von ROS
zu DNA-oder RNA-Schaden und verandert so die Genexpression; b)
Zelloberflachenrezeptoren und intrazellulare Signalkomponenten werden durch
UV-stimulierte ROS-Bildung aktiviert.

Wie oben beschrieben wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass UVB, genau wie die
verwendeten AhR-Agonisten, sowohl COX-2 als auch CYP1a1 auf
transkriptioneller Ebene induziert. Die CYP1a1-Induktion durch UVB ist jedoch
geringer als durch MC und BaP, aber grofder als durch FICZ induzierte CYP1a1-
Expression.

Die Arbeitsgruppe um Prof. Dr. Fritsche konnte zeigen, dass UVB-Strahlung zur
intrazellularen Bildung des AhR-Liganden FICZ fuhrt und AhR-abhangig COX-2
und CYP1a1 induziert werden. Diese Ergebnisse lassen darauf schlieRen, dass
UVB Uber Bildung von FICZ den AhR aktiviert und abhangig von AhR-vermittelten
Signalwegen sowohl COX-2 als auch CYP1a1 induziert (Fritsche et al., 2007).

Da die COX-2- und CYP1a1-Induktion durch UVB jedoch wesentlich starker als
durch FICZ ist (s. Kap. 3.4.1), liegt die Vermutung nahe, dass UVB COX-2 und
CYP1 hauptsachlich Uber andere Signalwege, beispielsweise durch die Bildung
von ROS induziert. Des Weiteren ist zu beachten, dass sich die Menge des
intrazellular gebildeten FICZ durch UVB im picomolaren Bereich bewegt,
wohingegen die Behandlung mit 100 nM FICZ eine deutlich schwachere COX-2
Antwort induziert. Dieses Phanomen, vorausgesetzt, dass 100 nM FICZ Belastung
die Zellen erreicht, spricht ebenfalls gegen eine ausschliel3lich durch FICZ
vermittelte UVB-Antwort in der COX-2- und CYP1a1-Induktion.

MC und BaP induzieren CYP1a1 starker als UVB und FICZ (s. Abb. 3.12). MC
und BaP zeigen also in den verwendeten Konzentrationen eine FICZ gegenuber

starkere AhR-agonistische Wirkung.
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Die Arbeitsgruppe um Quintana zeigte an TH17- und T-reg-Zellen, dass die AhR-
Liganden TCDD und FICZ entgegengesetzte Effekte auf die Differenzierung der
Zellen bewirkten und stellten die Hypothese auf, dass der AhR ligandenspezifisch
wirkt (Quintana et al., 2008). Es bleibt zu klaren, ob die Spezifitdt des AhR flr
FICZ, MC und BaP fur die unterschiedlich starke CYP1a1-Expression
verantwortlich ist.

Einen Erklarungsansatz fur die geringere CYP1a1-Expression durch UVB liefert
die Arbeitsgruppe um Luecke: durch UVB-Strahlung induzierte NF-kB-Expression
inhibiert initial die CYP1a1-Induktion (Luecke et al., 2010). Die Verbindung
zwischen NF-kB und UVB wuirde geringere CYP1a1l-Induktion durch UVB im
Vergleich zu MC und BaP zum Teil erklaren. Der vor einigen Jahren entdeckte
AhR-Repressor stellt einen neuen potentiellen Regulationsmechanismus der AhR-
Signaltransduktion dar, dessen Bedeutung noch unklar ist (Haarmann-Stemmann
and Abel, 2006).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass Induktion von COX-2 und CYP1a1
durch UVB nicht ausschlielich auf durch UVB gebildetes FICZ zurlickzuflihren ist,
sondern dass andere durch UVB regulierte Signalwege beteiligt sind. Trotzdem
scheinen diese Signalwege abhangig von AhR-Aktivierung zu sein, da die COX-2-
Expression durch UVB sich in vivo in AhR-defizienten Mausen ungefahr halbiert
(Fritsche et al.,, 2007). Ob AhR-unabhangige COX-2- oder CYP1a1-Induktion
durch polycyclische aromatische Kohlenwasserstoffe und FICZ existiert, ist nicht

bekannt.

4.2 Zur Bedeutung von HuR fiir die durch AhR-Agonisten und

UVB induzierte Genexpression

4.21 COX-2-Expression wird HuR-abhangig reguliert

Es ist bereits bekannt, dass HuR eine wichtige Rolle als Regulator in der COX-2-
Expression durch UV-Strahlung spielt (s. Kap.1.3.2). Im hier untersuchten System
konnte dieses Ergebnis sowohl auf mRNA- als auch Proteinebene bestatigt
werden (s. Kap 3.3.1). Ob die AhR-Liganden induzierte COX-2-Expression durch

HuR reguliert wird, ist bislang nicht in der Literatur beschrieben.
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Adaptive Genexpression kann vielseitig reguliert werden, transkriptionell,
posttranskriptionell (SpleiRen, Transport und Stabilitat der mRNA) und
translational. Die Kontrolle des mRNA-Umsatzes ist von besonderer Bedeutung,
da selbst geringe Unterschiede in der Halbwertszeit von mMRNA die
Proteinexpression verandern konnen. Erhohte Proteinexpression kann durch
posttranskriptionelle Regulation der AU-reichen Elemente (AREs) in der 3'-
untranslatierte Region (3'UTR) der mRNA moduliert werden. HuR gilt als
mulifunktionales Protein, welches primar fur seine mRNA-stabilisierende
Eigenschaft als posttranskriptioneller Regulator bekannt ist (s. Kap. 1.3.1).

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass HuR-Depletion die COX-2-Expression durch
die AhR-Agonisten FICZ, MC und BaP tendenziell abschwacht. Auf RNA-Ebene
konnte dieser Effekt nicht beobachtet werden (s. Kap. 3.2.2). Diese Ergebnisse
lassen darauf schlieBen, dass HuR die COX-2-Expression nicht auf

posttranskriptioneller Ebene, sondern auf translationaler Ebene moduliert.

HuR wirkt stabilisierend auf COX-2-mRNA und erhdéht so die COX-2-
Proteinexpression (Sengupta et al., 2003; Young et al., 2009). In der vorliegenden
Arbeit war die COX-2-mRNA Menge nach HuR-Depletion nicht signifikant
verandert (s. Abb. 3.11). HuR reguliert demnach COX-2-Expression translational
oder posttranslational. Ob HuR die COX-2-Translationsrate erhéht, COX-2-Protein
stabilisiert oder den Abbau des COX-2-Proteins beeinflusst, ist nicht bekannt.
Katsanou et al fanden bei HuR-Uberexprimierung trotz erhéhter COX-2-mRNA-
Stabilitat eine reduzierte COX-2-Translation (Katsanou et al., 2005). Fur andere
MRNA-Bindeproteine wurde bereits gezeigt, dass eine Erhdhung der mRNA-
Stabilitdt die Proteinexpression nicht beeinflussen muss. So zeigten
Mukhopadhyay et al., dass das mRNA-Bindeprotein CUGBP2 an die AREs der
J'UTR von COX-2-mRNA bindet und sowohl die mRNA-Menge als auch die
Stabilitdt erhoht, aber die Translation von COX-2 hemmt (Mukhopadhyay et al.,
2003).

Andere Arbeitsgruppen zeigten, dass Hu-Proteine mRNA-Menge, -Stabilitdt und
Translation gleichsinnig regulieren (Chock et al., 2010; Jain et al., 1997; Licata et
al., 2010). Die Arbeitsgruppe um Kawai et al fanden 2006, ahnlich dem Ergebnis
dieser Arbeit, dass HuUR Cytochrom c-mRNA-Menge nicht beeinflusst aber die
Cytochrom c-Translation steigert (Kawai et al., 2006). HuR scheint demnach durch
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Binden in der 3’UTR von mRNAs deren Translation zu steigern (Mazan-Mamczarz
et al., 2003). Bindet HUR an der 5’UTR von p27-mRNA fuhrt dies zur Inhibition der
p27-Translation (Kullmann et al., 2002). Tran et al zeigten 2003, dass nach HuR-
Silencing mittels siRNA sich die basalen mMRNA-Spiegel fur Urokinase
Plasminogen Aktivator (uPA) verringerten, jedoch die uPA-mRNA-Stabilitat
unbeeinflusst blieb (Tran et al., 2003).

Die hier aufgefuhrten Ergebnisse lassen vermuten, dass die HuUR-Regulation von
COX-2 wahrscheinlich stressor-, spezies- und zelltypabhangig ist.

In der vorliegenden Arbeit wurde nach Depletion von HuR erniedrigte COX-2-
Protein-Spiegel bei unveranderten COX-2-mRNA-Spiegel gefunden.

COX-2 wird nicht ausschlief3lich durch HUR sondern durch verschiedene RNA-
bindende Proteine (RBPs) reguliert, welche die Expression von COX-2 sowohl
induzieren als auch inhibieren kénnen (Barreau et al., 2005). Sureban et al zeigten
2007, dass das RBP CUGBP2 mit HuR interferiert, indem HuR und CUGBP2
zunachst heterodimerisieren und dann um die Bindung des ARE der COX-2-
MRNA konkurrieren (Sureban et al., 2007). CUGBP2 inhibiert so kompetetiv die
HuR-mediierte Translation von COX-2. RBPs konnen also um die Bindung an
ARE-beinhaltende mRNAs konkurrieren.

Kim et al zeigten, dass die Art der Bindung der RBPs HuR und TIAR an AREs von
MRNA sich unterscheidet. HUR bindet weniger stark an Desoxynukleotide der
RNA als TIAR, aber zeigt eine hohere Affinitat zu 2’-Hydroxylgruppen (Kim et al.,
2011).

Das ARE-Bindeprotein TIA-1 beeinflusst die mRNA-Stabilitat von COX-2 nicht,
inhibiert jedoch die COX-2-Translation und wirkt so antagonistisch zu HuR (Dixon
et al., 2003). Galban et al. zeigten verminderte p53-Proteinspiegel bei
unbeeinflusster p53-mRNA-Halbwertszeit nach Depletion von HuR mittels siRNA
(Galban et al.,, 2003). Die Arbeitsgruppe stellte die Hypothese auf, dass die
gesteigerte Translation von p53 mit der Interaktion zwischen HuR und dem
poly(A)-bindendem Protein und anderen heterogenen nuklearen
Ribonukleoproteinen (hnRNPs) zusammenhangen konnte. Ob die Halbwertzeit
von COX-2-mRNA sich nach Behandlung von AhR-Agonisten verandert ist nicht
bekannt. Millard et al. fanden, dass HuR und die hnRNPs C1/C2 an der 5’UTR der
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MRNA von p27 binden, aber nur C1/C2 die p27-Translation induzieren (Millard et
al., 2000).

Ob andere RBPs mit HuR im untersuchten System interferieren und die HuR-
regulierte COX-2-Induktion nach Behandlung mit AhR-Agonisten modulieren, ist

nicht bekannt.

HuR reguliert in der vorliegenden Arbeit zwar die durch AhR-Liganden induzierte
COX-2-Proteinexpression, beeinflusst jedoch nicht die COX-2-mRNA-Menge. Die
regulative Funktion von HuR wird durch Interferenz mit anderen Proteinen
moduliert. Wie in Kap. 1.3.1 beschrieben, assoziiert HUR mit den Liganden pp32
und APRIL beim nukledren Export in das Zytoplasma. Williams et al. fanden, dass
pp32 in MiaPaCa2 Zellen Binden von HuR an Ziel-mRNA inhibiert (Williams et al.,
2010).

Fries et al. konnten zeigen, dass der nukleare Export von CD38-mRNA abhangig
von dem HuR-Ligand APRIL, jedoch nicht von pp32 ist (Fries et al., 2007).

Hu Proteine interagieren auch miteinander. So zeigten Kasashima et al., dass
HuR in HelLa Zellen dimerisiert (Kasashima et al., 2002). Es konnte auf’erdem
gezeigt werden, dass HUR mit microRNA (miRNA) interferiert (Kim et al., 2009),
oder durch Interferenz mit IRES (internal ribosom entry sites) (Rivas-Aravena et

al., 2009) die Proteinsynthese reguliert.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass HuR ein multifunktionales
Regulatorprotein  istt. HuR moduliert unterschiedlichste Aspekte der
posttranskriptionellen Regulation der Genexpression im Zusammenspiel mit

anderen Proteinen.

4.2.2 Die Rolle von HuR in der CYP1a1-Expression

Die durch PAK und FICZ induzierte CYP1a1-mRNA-Expression ist unabhangig
von HUR (s. Kap. 3.4.2). Ob die CYP1a1-Proteinexpression ebenfalls HuR-
unabhangig reguliert wird, ist nicht untersucht worden. Wie in Kap. 4.2.1 gezeigt,
beeinflusst HUR bei unveranderten COX-2-mRNA-Leveln die posttranskriptionelle

Proteinexpression von COX-2. Daher ist keine abschlielende Beurteilung der
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Funktion von HuR in der AhR-Liganden-induzierten CYP1a1-Expression an dieser

Stelle moglich.

4.3 UV und HuR

4.3.1 Regulation der Apoptose durch HuR

UV-Licht induziert in Keratinozyten dosisabhangig Apoptose (Chaturvedi et al.,
1999; Serini et al., 2010). Erst nach chronischer Bestrahlung uber Wochen
entwickeln Zellen Apoptose-Resistenzen (He et al., 2006). Apoptose dient als
Abwehrmechanismus gegen z.B. UV-induzierte = DNA-Schaden und
Karzinogenese. Es sind etliche UV-induzierte Regulationsmechanismen in
Zusammenhang mit apoptotischen Geschehen in Keratinozyten bekannt (Van
Laethem et al., 2009).

In Kap. 3.1.2 wurde gezeigt, dass 24 Stunden nach UVB-Bestrahlung sich der
totale HUR-mMRNA-Gehalt um ca. 40% verringert. Zu den vorherig gemessenen
Zeitpunkten blieb die totale HUR-mRNA-Menge unbeeinflusst.

HuR qilt als wichtiger Regulator der Apoptose (Abdelmohsen et al., 2007). HuUR
stabilisiert die mRNA von anti-apoptotische Signalkomponenten und oder reguliert
deren Translation. Dazu gehdéren beispielsweise bcl-2, ProTa oder XIAP (Durie et
al., 2011; Filippova et al., 2011; Lal et al., 2005).

Allerdings konnte nach UV-induzierter cytoplasmatischer Translokation von HuR
eine Stabilisierung von RhoB und dadurch ein pro-apoptotischer Effekt
nachgewiesen werden (Westmark et al., 2005). Nach starkem Zellstress konnte
weiter gezeigt werden, dass HuR gespalten wird und seine Spaltprodukte
proapoptotisch wirken (Mazroui et al., 2008; von Roretz and Gallouzi, 2010).
Bislang wurde angenommen, dass Bestrahlung mit UV keinen Effekt auf die totale
HuR-Menge hat (Wang et al., 2000b). Die meisten Arbeitsgruppen beschaftigen
sich mit der quantitativen cytoplasmatischen bzw. nuklearen HuR-Menge.
Zeitabhangige Herabregulation der totalen Menge von HuR durch UV nach 24
Stunden wurde bisher nicht in der Literatur beschrieben.

Die Experimente dieser Arbeit beziehen sich auf die totale HUR-mRNA-Menge. Es

wurde nicht untersucht, ob sich die cytoplasmatische oder nukledre HuUR-Menge
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verandert hat. In der Arbeit von Fernau et al wurde unter denselben Bedingungen,
wie in den in dieser Arbeit beschriebenen Experimenten gearbeitet (Fernau et al.,
2009). Fernau et al fanden eine maximale Verschiebung von nuklearem HuR in
das Zellzytoplasma 4 Stunden nach UVB-Bestrahlung. Nach 8 Stunden ist dieser
Effekt nicht mehr nachweisbar. Zu dem Zeitpunkt von 24 Stunden nach UVB-
Bestrahlung liegen keine Daten vor. Es kann allerdings davon ausgegangen
werden, dass 24 Stunden nach UVB-Bestrahlung HuR wieder groftenteils nuklear
vorliegt. Das bedeutet, dass sich 24 Stunden post-Bestrahlung die nukleare HuR-
MmRNA-Menge um 40% reduziert. Unklar bleibt, ob reduzierte nukleare HuR-
Menge einen proapoptotischen oder antiapoptotischen Effekt hat. Bei der
lichtmikroskopischen Betrachtung der Zellen 24 Stunden nach UVB-Bestrahlung
dominieren tote Zellen das Bild im Gegensatz zu der Kontrollbehandlung. Falls
hier ein Zusammenhang besteht, kann vermutet werden, dass die Reduktion der
nukledren HuR-Menge 24 Stunden nach Bestrahlung mit 100 J/m? UVB einen pro-
apoptotischen Effekt hat.

Es lasst sich die Hypothese aufstellen, dass im Rahmen der UV-induzierten
Apoptose die totale HUR-mRNA-Menge durch UVB nach 24 Stunden reduziert

wird um den proapoptotischen Effekt der UVB-Strahlung zu verstarken.
4.3.2 Bedeutung von HuR fiir die CYP1a1-Induktion durch UVB

Wie in der Einleitung beschrieben konnte bereits gezeigt werden, dass UVB
CYP1a1 in Hautzellen induziert (Wei et al., 1999). HuR ist auf unterschiedlichste
Weise fahig, die Expression von mRNA und Proteinen zu modulieren (s. Kap.
4.2.1). Fur UVB-induzierte CYP1a1-Expression ist bislang keine Regulierung
durch HuR bekannt. CYP1a1 gehdrt nicht zu den klassischen durch HuR-
regulierten Genen.

In dieser Arbeit konnte zum Zeitpunkt des Verfassens erstmalig gezeigt werden,
dass das RNA-bindende Protein HUR eine wichtige Rolle fur die UV-induzierte
CYP1a1-mRNA-Expression spielt (s. Kap. 3.4.2, Abb. 3.13). Der CYP1a1-Spiegel
ist nach HuR-Silencing signifikant geringer im Vergleich zur Kontrollbehandlung 8
Stunden nach UVB-Bestrahlung mit 100 J/m? Ein funktionsfahiger CYP1a1-

Antikorper, um nicht nur die posttranskriptionelle sondern auch die translationale
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Bedeutung von HuR fir die CYP1a1-Expression zu untersuchen, war im
untersuchten System nicht zu detektieren.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass HuR eine bedeutende Rolle in der
posttranskriptionellen Regulation der CYP1a1-Expression hat.

Weiter konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass UVB-Bestrahlung mit 100
Jim? nach 24 Stunden zu einem im Mittel um 85% reduzierten CYP1a1-mRNA-
Gehalt im Vergleich zur nicht-bestrahlten Kontrollbehandlung fuhrt (s. Kap. 3.4.1).
Die Vermutung liegt nahe, dass die in Kap. 4.3.1 beschriebene reduzierte HuR-
Menge mit der Reduktion des CYP1a1-Gehaltes in Verbindung steht.

4.4 Ansatze in der Praventivmedizin und Krebstherapie: HUR

Polycyclische aromatische Kohlenwasserstoffe und FICZ gelten als Karzinogene
und werden mit der Entwicklung von Krebs in Verbindung gebracht (s. Kap. 1.1.1).
Im Rahmen dieser Arbeit wurde gezeigt, dass AhR-Liganden COX-2 induzieren.
Die Bedeutung von COX-2 in Tumorprozessen ist bekannt (s. Kap. 1.2.1). Weiter
konnte gezeigt werden, dass HuR die COX-2-Expression moduliert (s. Kap. 3.2.2).
Sollte HuR die Expression von PAK-induzierter COX-2 in Tumoren in vivo
beeinflussen, wird es von klinischem Interesse, ob die mRNA-stabilisierende oder
translational modulierende Eigenschaften von HuR in der Krebstherapie oder
Praventivmedizin genutzt werden kann.

Es ist bereits bekannt, dass einige in Tumoren Uberexprimierte Proteine wie COX-
2 durch mRNA-Stabilisierung oder vermehrter Transkription durch HuUR modifiziert
werden (Lopez de Silanes et al., 2005). COX-2-Inhibitoren werden bereits in der
Krebstherapie eingesetzt (Harris et al., 2007; Steinbach et al., 2000). Selektive
COX-2-Inhibitoren zeigten jedoch kardiovaskulare Nebenwirkungen, sodass
alternativ die Regulation von mRNA-Stabilitat und COX-2-Proteinexpression durch
HuR einen Ansatzpunkt fir neue Therapeutika darstellt.

Cytoplasmatische HuR-Expression korreliert mit erhéhten COX-2-Spiegeln und so
mit erhohtem Malignitatsgrad, d.h. hoherem Tumorstadium und schlechter
klinischer Prognose in Ovartumoren (Denkert et al., 2004; Erkinheimo et al., 2003)
und kolorektalen Carzinomen (Denkert et al., 2006; Dixon et al., 2001). Die

Arbeitsgruppe um Denkert zeigte 2004, dass die cytoplasmatische
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Uberexprimierung von HuR mit der COX-2-Expression und dem Tumorgrad
korreliert: bei 13% der Grad | Mamma-CAs und 46% der Grad Il Mamma-CAs fand
man erhohte cytoplasmatische HuR-Spielgel (Denkert et al., 2004). Ahnliche
Ergebnisse veroffentlichte Heinonen et al 2005: In murinen duktalen
Brustkrebszellen  korreliert  cytoplasmatisches HuR als  unabhangiger
prognostischer Faktor mit der COX-2-Expression. Bei erhdhten HuR-Spiegeln
verschlechtert sich die klinische Prognose und Uberlebensrate bei geringerer
histologischer Tumor-Differenzierung und wachsender Tumorgréf3e (Heinonen et
al., 2005).

Aufgrund der hier dargestellten Beispiele ist es von besonderem Interesse die
Regulation von ,Tumor-Genen®, wie COX-2 via HuR zu kennen. Da auch einige
als pharmazeutisch eingesetzte Verbindungen wie Sulindac (Ciolino et al., 2006)
zu der Gruppe synthetischer AhR-Liganden gehéren, ist es aulierdem von
Interesse, ob unter diesen Medikamenten AhR-Liganden-induzierte Tumore
auftreten und ob diese durch HuR-Inhibierung reduziert werden konnen. Zu
beachten bleibt, dass wie in Kap. 4.3.1 beschrieben, HUR sowohl anti- als auch
proapoptotische Wirkung zugesprochen wird. Vor der Verwendung von HuR-
Inhibitoren mussen diese Eigenschaften genau bekannt sein.

Zusammenfassen |asst sich, dass die medikamentése Hemmung von HuR sich
als sinnvoll in der onkologischen Pharmakotherapie erweisen konnte (Meisner et
al., 2007).
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5 Zusammenfassung

Polycyclische aromatische Kohlenwasserstoffe sind Umweltschadstoffe, die bei
Verbrennungsprozessen entstehen. Als Arylhydrokarbon-Rezeptor (AhR)-
Liganden sind sie gesundheitsschadlich. In der vorliegenden Arbeit konnte am
Beispiel von HaCat-Keratinozyten gezeigt werden, dass AhR-Liganden die
Cyclooxygenase (COX)-2-Expression auf mRNA- und Proteinebene zwar
induzieren. Im Vergleich hierzu zeigt sich jedoch UVB-Strahlung als ein deutlich
starkerer Induktor der COX-2.

Es kann angenommen werden, dass bei der COX-2-Induktion durch AhR-
Agonisten die AhR-Signalkaskade moduliert wird. So konnte gezeigt werden, dass
polycyclische aromatische Kohlenwasserstoffe und 6-Formylindolo[3,2-b]carbazol
(FICZ) verglichen mit UVB starkere Induktoren des klassischen AhR-Zielgens
CYP1a1 sind. Trotz der bekannten photochemischen Bildung des AhR-Agonisten
FICZ unter UVB-Bestrahlung fihrt UVB zu einer schwacheren CYP1a1-
Expression als isolierte AhR-Agonisten.

HuR ist ein multifunktionales Protein, welches mRNA-stabilisierende Eigenschaft
besitzt und als posttranskriptioneller sowie translationaler Regulator der
Genexpression bekannt ist. In dieser Arbeit konnte durch Depletion von HuR
mittels siRNA gezeigt werden, dass HuR die COX-2-Expression durch UV-
Strahlung sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene moduliert. Auch fur die
durch AhR-Liganden induzierte COX-2-Expression konnte eine Beeinflussung der
COX-2-Proteinspiegel durch HUR nachgewiesen werden.

Es konnte zudem gezeigt werden, dass HuR fur die durch AhR-Liganden
induzierte CYP1a1-Expression keine Bedeutung hat, wahrend es ein wichtiger
Regulator der UVB-induzierten CYP1a1-Expression zu sein scheint.

COX-2 wird in malignen Tumoren und Entzindungen Uberexprimiert. Die
Aufklarung der Bedeutung von HuR fur die Genexpression in Xenobiotika-
exponierten humanen Zellen soll als praventivmedizinischer Ansatz in der

Tumortherapie dienen.
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