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“The important thing is not to stop questioning. Curiosity has its own reason 
for existence. One cannot help but be in awe when he contemplates the mys-
teries of eternity, of life, of the marvelous structure of reality. It is enough if 

one tries merely to comprehend a little of this mystery each day.” 

Albert Einstein 
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HIF1α Hypoxia-inducible factor 1-alpha 
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IL Interleukin 
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MAPK Mitogen activated protein kinase 
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MCP1 Monocyte chemotactic protein 1 

MHC Major Histocombatibility Komplex 

MIP1-α Macrophage Inflammatory Protein 

MLDS multiple low dose of streptozotocin 

mRNA messenger RNA 
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NF-κB Nuclear factor kappa B 

NIK NF-κB inducin kinase 
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PCR Polymerase chain reaction 

PEG Polythalenglykol 

PKC Proteinkinase C 

PMA Phorbol 12-myristate 13-acetate  

POLB DNA Polymerase Beta 

PP Phosphat Puffer 

qPCR quantitative PCR 

RA Rheumatoide Arthritis 
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RIP Receptor interacting protein 

RNA Ribonukleinsäure 
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RT-QPCR Real-time qPCR 

SDS sodium dodecyl sulfate 
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SODD Silencer of death domain 

SSB Einzelstrangbruch (DNA) 

SSC sidward scatter 

STAT Signal transducer and activator of transcription 

TAB TAK binding protein 

TACE TNF-α converting enzyme 

TAK Transforming growth factor β activated kinase 

Tann Annealingtemperatur 

Taq Aquisitionstemperatur 

TDG Thymine-DNA glycosylase  

TF Transcriptionsfaktor 

TIR Zoll/ IL1-Receptor Domain 
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TIRAP TIR domain containing adaptor protein 

TLR Toll-like Rezeptor 

TNF-R TNF-Receptor 

TNF-α Tumor necrosis factor alpha 
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TRAF TNF receptor associated factor 
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1 Einleitung & Theoretischer Hintergrund 
 

Chronisch entzündliche Erkrankungen stellen in der heutigen Gesellschaft ein immer grö-

ßer werdendes Problem dar. So litten in Deutschland im Jahr 2015 circa 1,5 Millionen Men-

schen unter einer entzündlichen rheumatischen Erkrankung (DGRH 2016). Hinzu kommen 

Betroffene von chronisch entzündlichen Darmerkrankungen und von „Volkskrankheiten“ 

wie zum Beispiel Diabetes, welche mit einer chronischen Entzündung assoziiert werden, 

sowie Betroffene von Asthma bronchiale. Als mögliche Behandlungsstrategie dieser Er-

krankungen wurde unter anderem eine Erniedrigung der oftmals erhöhten proinflamma-

torischen Zytokine, wie zum Beispiel Tumornekrosefaktor-α (TNF-α), ausgemacht, welcher 

eine Schlüsselrolle in der Entstehung vieler chronisch entzündlicher Erkrankungen ein-

nimmt. Die Mechanismen, welche die Produktion von TNF-α regulieren sind daher von gro-

ßem Interesse aber noch immer nicht gänzlich verstanden. Der Befund, dass Mäuse mit 

einer Defizienz der 8-Oxo-guanin-DNA-Glykosylase (OGG1) eine weniger stark ausgeprägte 

Immunantwort in verschiedenen Versuchsmodellen zeigen (Mabley et al. 2005), könnte 

neue Erkenntnisse über die Mechanismen dieser Regulation liefern. 

In der vorliegenden Arbeit werde ich eine relativ neue Theorie zur Regulation der Transkrip-

tion von Genen vorstellen, in welcher die oxidative Basenmodifikation 8-oxoG nicht mehr 

nur als potenziell mutagene DNA-Schädigung angesehen wird. Vielmehr könnte 8-oxoG 

auch ein epigenetisches Merkmal darstellen, welches gezielt in Regulationsbereichen von 

Genen erzeugt wird, wodurch in Zusammenspiel mit OGG1 die Feinregulation der Transkrip-

tion von Genen erfolgt. Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, zu überprüfen ob eine solche 

Regulation für die Transkription proinflammatorischer Zytokine vorliegt und den zugrun-

deliegenden Mechanismus aufzuzeigen. Hierfür werde ich im theoretischen Teil zunächst 

die Grundlagen zur Immunantwort über Toll-like Rezeptoren sowie die dadurch ausgelöste 

Transkription proinflammatorischer Zytokine darlegen. Nach einer kurzen Einführung in die 

Bedeutung reaktiver Sauerstoffspezies werde ich weiterhin die Prinzipien der Basenexzisi-

onsreparatur im Allgemeinen, sowie die Bedeutung von OGG1 bei der Erkennung und Re-

paratur oxidativer DNA-Schäden im Speziellen erläutern. Anschließend fasse ich kurz zu-

sammen, welche Auswirkungen der Verlust von OGG1 im Mausmodell hat und stelle ab-

schließend das eingangs erwähnte Modell der Transkriptionsregulation vor. 

Anhand eines Maus- und eines humanen Zellkulturmodells werde ich im experimentellen 

Teil unter anderem die Beteiligung von OGG1, der Histondemethylase LSD1 als Quelle reak-

tiver Sauerstoffspezies sowie von AP-Endonuklease 1 in der Transkription proinflammato-

rischer Zytokine untersuchen. Die gewonnenen Erkenntnisse werde ich im Diskussionsteil 

abschließend zu einem erweiterten Modell der OGG1 und LSD1 regulierten Transkription 

proinflammatorischer Zytokine zusammenfassen und erörtern. 



2  Einleitung & Theoretischer Hintergrund 

1.1 Immunsystem 

 

Für die Abwehr von Pathogenen stehen dem humanen sowie dem murinen Organismus 

eine unspezifische (angeborene) und eine spezifische (erworbene) Immunabwehr zur Ver-

fügung. Beide können nochmals in humorale und zelluläre Abwehrmechanismen unter-

schieden werden. Prinzipiell funktionieren beide Systeme unabhängig voneinander, sind in 

Kooperation allerdings effizienter in der Immunabwehr.  

 

Für eine unspezifische Immunabwehr bedarf es keinem vorrangegangenem Kontakt mit 

einem Fremdstoff um diesen unschädlich zu machen. Die humorale Abwehr erfolgt durch 

Aktivierung des Komplementsystems (aktivierbare Glykoproteine, die durch Antigen-Anti-

körper-Komplexe oder Oberflächenstrukturen von Bakterien aktiviert werden), Lysozym, 

Zytokine und Akute-Phase-Proteine. Die unspezifische zelluläre Abwehr erfolgt vor allem 

durch neutrophile und eosinophile Granulozyten, Monozyten und Makrophagen. Diese Zel-

len sind zur amöboiden Migration und Phagozytose von Pathogenen befähigt und können 

teilweise auch außerhalb der Blutgefäße, insbesondere in der Leber und in der Milz ange-

troffen werden. Nach der Phagozytose verschmelzen Phagosomen mit Lysosomen zu Pha-

golysosomen, wo die endgültige Eliminierung des phagozytierten Pathogens durch reak-

tive Sauerstoffspezies aus lysosomalen Enzymen stattfindet. Eine wichtige Rolle bei der 

unspezifischen Immunabwehr spielen auch sogenannte Toll-like-Rezeptoren (TLR). TLRs 

werden auf der Zelloberfläche und in Endosomen von vor allem Makrophagen und Gra-

nulozyten exprimiert und erkennen spezifische Bestandteile von Bakterien und Viren, 

wodurch eine intrazelluläre Signalkaskade ausgelöst wird, welche die unspezifische Im-

munabwehr stimuliert (Janeway, JR, Medzhitov 2002).  

 

Für eine spezifische Immunabwehr reagiert der Organismus nach Eindringen und Erkennen 

eines Fremdstoffs mit der Produktion von spezifischen Antikörpern (humoral) und der Ak-

tivierung spezifischer T-Lymphozyten (zellulär). Die Antikörper-Produktion erfolgt dabei 

durch Plasmazellen, welche aus B-Lymphozyten nach Kontakt des Antigens mit einem spe-

zifischen Antigenrezeptor (B-Zell-Rezeptor) entstehen. Durch Bildung eines Antigen-Anti-

körper-Komplexes wird das Antigen zunächst immobilisiert. Im Fall von Bakterien oder Pa-

rasiten wird anschließend deren Auflösung, bei anderen Pathogenen deren Abbau, einge-

leitet. Die zelluläre Abwehr erfolgt durch T-Lymphozyten. Nachdem ein Pathogen in den 

Organismus eingedrungen ist kann es durch Antigen-präsentierende Zellen (vor allem Mak-

rophagen und Dendritische Zellen) aufgenommen werden. Nach enzymatischer Spaltung 

werden pathogenspezifische Peptidfragmente auf MHC- Molekülen (Major Histocompati-

bility Complex; MHCI oder MHCII) präsentiert. Diese präsentierten Antigene können durch 

strukturspezifische T-Zell-Rezeptoren im Zusammenspiel mit passenden Co-Rezeptoren 

(Cluster of Differentiation; CD4 oder CD8) erkannt werden. Dies führt zur Aktivierung und 

Differenzierung zytotoxischer T-Zellen (CD8-positiv), welche infizierte Zielzellen lysieren o-

der zur Apoptose zwingen können. Durch verschiedene Stimuli können alternativ auch T-
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Helferzellen (CD4-positiv) aktiviert werden. Diese wiederum können durch sezernierte Zy-

tokine sich selbst aber auch andere T-Zellen, B-Zellen und Makrophagen aktivieren und so 

die spezifische, aber auch die unspezifische Immunabwehr stimulieren. Im Laufe der spezi-

fischen Immunabwehr gebildete T- und B-lymphozytäre Gedächtniszellen ermöglichen 

eine schnelle Reaktion bei einer erneuten Antigenexposition, und stellen somit ein immu-

nologisches Gedächtnis dar (Dempsey et al. 2003). 

 

 

1.1.1 Anatomie und Funktion der Milz 

 

Die Milz liegt im linken Oberbauch unter dem Zwerchfell und stellt das größte sekundäre 

lymphatische Organ dar (Cesta 2006). Sie ist von einer derben Kapsel umgeben, von wel-

cher Bindegewebsbalken ins Organinnere einstrahlen. Die dadurch gebildeten Hohlräume 

werden von dem eigentlichen Milzgewebe (Pulpa) ausgefüllt. Dabei unterscheidet man 

zwei unterschiedliche Gewebe, die rote und weiße Pulpa. Die rote Pulpa, bestehend aus 

großen Bluträumen (Sinus) und einem retikulären Maschenwerk, setzt sich aus Retikulum-

zellen und Retikulinfasern zusammen und bildet ein schwammartiges Gerüst. Dieses Gerüst 

beherbergt wiederum eine Vielzahl von Zellen (vor allem Makrophagen) und dient vorwie-

gend als Blutfilter. Durch diese Filtration werden überalterte oder durch Membranschäden 

in ihrer Verformbarkeit veränderte Erythrozyten und Thrombozyten, mit Antikörper bela-

dene Zellen, Mikroorganismen, Immunkomplexe oder andere Partikel phagozytiert und ab-

gebaut. Außerdem fungiert die rote Pulpa auch als Speicherort für Eisen, Erythrozyten und 

Thrombozyten.  

Die makroskopisch weißlich erscheinenden Lymphfollikel werden in ihrer Gesamtheit als 

weiße Pulpa bezeichnet. Diese bestehen aus lymphatischem Gewebe und B-Zellen. Außer-

dem wird der weißen Pulpa auch das lymphatische Gewebe, welches um die arteriellen Ge-

fäße angeordnet ist und vor allem T-Lymphozyten enthält, zugeordnet. In der weißen Pulpa 

findet somit vor allem eine antigeninduzierte Differenzierung und Proliferation von B- und 

T-Lymphozyten statt.  
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1.1.2 LPS/TLR4 Signaltransduktionsweg 

 

Toll-like-Rezeptoren werden auf der Zelloberfläche oder in Endosomen von Zellen der un-

spezifischen Immunabwehr exprimiert und durch charakteristische Strukturmotive, soge-

nannte PAMPS (Pathogen Associated Molecular Patterns) (Janeway, JR, Medzhitov 2002), 

stimuliert. Die durch diese Stimulation eingeleitete Signaltransduktion löst eine verstärkte 

Expression proinflammatorischer Zytokine sowie die Ausreifung Antigen-präsentierender 

Zellen aus (Akira et al. 2006). In der Familie der TLRs werden derzeit 10 Rezeptoren unter-

schieden, welche spezifisch Strukturen von Bakterien (Lipoteichonsäure, Peptidoglykan, 

Lipopolysaccharid), Viren (DNA mit nichtmethylierten CpG-Motiven, doppelsträngige RNA) 

oder Pilzen erkennen (Takeda, Akira 2004). TLRs stellen somit Sensoren dar, mit deren Hilfe 

ein eingedrungenes Pathogen erkannt, klassifiziert und eine Pathogen-spezifische Immun-

abwehr eingeleitet wird.  

Lipopolysaccharide (LPS) sind wichtige Bestandteile der äußeren Membran gram-negativer 

Bakterien und werden häufig eingesetzt um eine TLR4 abhängige Entzündungsreaktion bis 

hin zu einer Sepsis auszulösen (Beutler, Rietschel 2003).  

 

Abbildung 1.1: Übersicht des LPS/TLR4 Signalwegs. LBP und CD14 erleichtern die LPS Erkennung, welche 
durch den TLR4/MD-2 Rezeptor Komplex erfolgt. Der LPS/TLR4 Signalweg kann in einen MyD88-abhängigen 
und einen MyD88-unabhängigen Weg unterschieden werden, welche die Transkription proinflammatorischer 
Zytokine und Typ 1 Interferone vermitteln. 
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Die LPS Erkennung erfolgt durch Interaktion verschiedener Proteine. LBP (LPS binding pro-

tein) ist ein lösliches Protein, bindet direkt an LPS und erleichtert die Bindung von LPS an 

CD14 (Wright et al. 1989). CD14 wiederum ist beteiligt an der LPS-Erkennung indem es den 

Transfer von LPS an den TLR4/MD-2 Rezeptorkomplex erleichtert (Wright et al. 1990). Zu 

Beginn der Signaltransduktion steht nach der LPS Erkennung eine zytoplasmatische TIR-

domain (Toll/IL-1 Receptor domain) welche mit weiteren TIR-domain enthaltenden Adap-

torproteinen interagieren kann. Hierzu zählen MyD88 (Myeloid Differentiation primary re-

sponse gene 88), TIRAP (TIR domain containing adaptor protein), TRAM (TRIF related 

adaptor molecule) und TRIF (TIR domain containing adaptor inducing IFN-γ) (O'Neill, Bowie 

2007). Von hier an trennt sich der Signaltransduktionsweg in 2 Arme, die durch die Beteili-

gung des Adaptor-Proteins MyD88 (Myeloid differentiation primary response gene 88) un-

terschieden werden.  

 

Abbildung 1.2: Der MyD88 abhängige Signalweg von TLR4. MyD88 bindet den zytoplasmatischen Teil von 
TLR4 durch Interaktion mit der TIR Domäne. Nach Stimulation wird IRAK-4 zum Rezeptor rekrutiert und as-
soziiert mit diesem über die Death Domäne. IRAK-4 phosphoryliert IRAK-1. IRAK-1 und das ebenfalls rekru-
tierte TRAF6 dissoziieren vom Rezeptor. Der gebildete Komplex aus TRAF6, TAK1, TAB1 und TAB2, zusammen 
mit Ubc13 und Uev1A, induziert die Aktivierung von TAK1. TAK1 phosphoryliert den IKK-Komplex und MAP-
Kinasen, wodurch die Transkriptionsfaktoren NF-κB und AP-1 aktiviert werden. 



6  Einleitung & Theoretischer Hintergrund 

Zusätzlich zu einer TIR-Domäne besitzt MyD88 auch eine Death-Domäne (DD), über welche 

weitere Proteine die ebenfalls eine DD besitzen rekrutiert werden können. MyD88 intera-

giert auf diese Weise mit IRAK-4 (IL-1 Receptor Associated Kinase 4) welches upstream von 

IRAK-1 liegt und dieses durch eine Kinase Domäne nach erfolgter Stimulation durch Phos-

phorylierung aktiviert, was zur Rekrutierung und Komplexierung von TRAF6 (TNF receptor 

associated factor 6) führt (Arch et al. 1998). Der IRAK1/TRAF6–Komplex dissoziiert nun vom 

Rezeptor und interagiert mit TAK1 (transforming growth factor-β activated kinase 1) sowie 

den TAK1 bindenden Proteinen TAB1 und TAB2 in der Nähe der Zellmembran. Während 

IRAK1 dort verbleibt und degradiert wird, wandert der TRAF6/TAK1/TAB1/TAB2-Komplex ins 

Zytoplasma und rekrutiert die Enzyme Ubc13 und Uev1A wodurch eine TRAF6 vermittelte 

Aktivierung von TAK1 erreicht wird (Deng et al. 2000). TAK1 wiederum aktiviert IKK (IκB 

Kinase) und MAPK (Mitogen activated Protein Kinase) (Sato et al. 2005). IKKα, IKKβ und 

IKKγ bilden einen Komplex welcher IκB phosphoryliert und somit dessen Degradation ein-

leitet. Dadurch kann der Transkriptionsfaktor NF-κB in den Zellkern translozieren wodurch 

die Expression zahlreicher proinflammatorischer Zytokine gesteigert wird. Durch Aktivie-

rung der MAPK Signalwege wird AP-1, ein weiterer Transkriptionsfaktor beteiligt in der Re-

gulation der Expression proinflammatorischer Zytokine, aktiviert (Chang, Karin 2001).  

Die TLR4 vermittelte Signaltransduktion kann jedoch auch auf einem MyD88-unabhängi-

gen Weg erfolgen kann. Auf diesem Wege wird vor allem die Expression von Typ 1 Interfe-

ronen reguliert, welche eine wichtige Rolle in der antiviralen und antibakteriellen Immun-

abwehr spielen. 

 

1.1.3 Physiologische Funktion von TNF-α  

 

Im Jahre 1975 wurde erstmals ein Endotoxin-induziertes Glycoprotein identifiziert, welches 

im Mausmodell die Nekrose einiger Tumorarten auslösen konnte und daher den Namen 

Tumor Nekrose Faktor erhielt (Carswell et al. 1975). Eine der bedeutendsten Rollen kommt 

TNF-α als zentralem Regulator des Immunsystems in der Abwehr bakterieller sowie parasi-

tärer Infektionen zu. Eine exzessive Produktion kann aber auch schädlich für den Organis-

mus sein. TNF-α wurde als wesentlicher Faktor in der durch LPS ausgelösten Kachexie in 

der Maus identifiziert, einem Symptom welches auch häufig bei Tumorerkrankungen, chro-

nischen Infektionen und Entzündungen auftritt und durch den Abbau der Speicherfettde-

pots und Muskulatur sowie dem schrittweisen Funktionsausfall der Organe gekennzeich-

net ist (Cerami et al. 1985). Die Bedeutung von TNF-α in Reaktion auf eine Infektion konnte 

durch Studien in TNF-α-Rezeptor defizienten Mäusen weiterhin bestätigt werden, welche 

sich resistent gegenüber tödlichen Dosen von LPS zeigten (Pfeffer et al. 1993). Die Existenz 

von TNF-α bindenden Proteinen in einigen Viren legt außerdem eine Bedeutung von TNF-α 

bei der Immunabwehr von Viruserkrankungen nahe (Smith et al. 1990). 
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1.1.4 TNF-α Signaltransduktion 

 

TNF-α wird zunächst als transmembranäres pro-TNF, welches stabile Homotrimere bildet, 

exprimiert. Durch die Metalloprotease TACE (TNF alpha converting enzyme) kann es in 

seine lösliche, trimere Form gespaltet werden, wobei beide Formen an die Rezeptoren 

TNF-R1 und TNF-R2 binden können (Black et al. 1997). Ebenso wie TNF-α selbst können aber 

auch die extrazellulären Domänen der Rezeptoren durch Proteolyse gespalten werden. 

Diese löslichen Rezeptoren können keine Signaltransduktion mehr auslösen und dienen als 

antiinflammatorische Gegenspieler indem sie TNF-α abfangen (Wallach et al. 1991). 

 

 

Abbildung 1.3: Signaltransduktionsweg des TNF-α-Rezeptors. TNF-α bindet an die TNF-Rezeptoren vom Typ 
1 und 2. Die dadurch ausgelöste Kaskade führt abhängig vom Zelltyp zur Aktivierung von Signalwegen der 
Apoptose, oder der Transkriptionsfaktoren NF-κB, AP-1 und verschiedenen MAP-Kinasen.  

Von TNF-α induzierte proinflammatorische und apoptotische Signalwege werden größten-

teils durch TNF-R1 vermittelt, wohingegen TNF-R2 eine Rolle bei der Angiogenese spielt 
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(Bradley 2008). Um eine konstitutive Aktivierung der Signalwege zu unterbinden liegt die 

zytosolische DD (Death Domain) des Rezeptors mit SODD (Silencer of Death Domain) as-

soziiert vor (Jiang et al. 1999). Nachdem TNF-α an den Rezeptor bindet dissoziiert SODD ab 

und ermöglicht so die Rekrutierung des DD enthaltenen Proteins TRADD (TNF-R associated 

DD protein), welches wiederum die Proteine RIP-1 (receptor interacting protein 1) und 

TRAF2 (TNF-R associated factor 2) rekrutiert. Der TRADD-RIP1-TRAF2-Komplex dissoziiert 

vom Rezeptor und aktiviert verschiedene Signalwege (Natoli et al. 1997). RIP-1 rekrutiert 

unter anderem NIK (NF-κB inducing kinase) welche wiederum die β-Untereinheit des IKK- 

Komplexes (Inhibitor of κB Kinase) aktiviert (Devin et al. 2000). IκB Proteine werden 

dadurch phosphoryliert und durch anschließende Ubiquitinylierung zur Degradation frei-

gegeben. Dadurch wird die Kernlokalisierungssequenz von NF-κB freigelegt, was somit in 

den Zellkern translozieren kann und die Genexpression proinflammatorischer Zytokine ini-

tiiert. Außerdem kann TRAF2 aber auch über MAP3K wie MEKK1 und die nachgeschalteten 

MAP2K wie MKK3/7 zu einer Phosphorylierung und somit Aktivierung der MAP Kinasen JNK 

(c-Jun N-terminal kinase) und p38 führen (Bradley 2008). Beide Kinasen aktivieren den 

Transkriptionsfaktor AP-1, welcher in Interaktion mit CBP/p300 unter anderem die Tran-

skription proinflammatorischer Zytokine reguliert.  

Zusätzlich zu den proinflammatorischen Signalen durch NF-κB und AP-1, initiiert TNF-R1 wie 

bereits erwähnt auch apoptotische Signalwege, welche an dieser Stelle aber nicht weiter 

ausgeführt werden. 

 

1.1.5 Bedeutung der Zytokine TNF-α und IL6  

 

In der Pathogenese chronisch-entzündlicher Erkrankungen wie rheumatoider Arthritis 

(RA), Morbus Crohn, Colitis ulcerosa und Psoriasis stimulieren, durch persistierende Anti-

gene oder auch Autoantigene, permanent aktivierte T-Lymphozyten die Ausschüttung von 

Entzündungsmediatoren aus Makrophagen. 

Neben Interleukin 6 (IL 6) und Interleukin 1 (IL1) ist TNF-α einer dieser zentralen Entzün-

dungsmediatoren. Auf Endothelzellen erhöht TNF-α die Expression chemotaktischer, per-

meabilitätssteigernder Adhäsionsmoleküle und somit den Durchtritt von Leukozyten und 

Monozyten ins Gewebe. Im Bindegewebe werden dorthin eingewanderte Monozyten zur 

Phagozytose stimuliert. In Fibroblasten wird die Synthese von Prostaglandinen durch eine 

Induktion von Cyclooxygenase-2 erhöht, welche an der Entstehung von Schmerzen und 

Schwellungen beteiligt sind. Außerdem kommt es durch Matrixmetalloproteasen zu Gewe-

beschäden in Folge eines proteolytischen Abbaus der extrazellulären Matrix. 

In der Therapie der genannten Erkrankungen spielen deshalb neben den klassischen Im-

munsuppressiva auch direkt gegen TNF-α gerichtete Biologicals eine wichtige Rolle. Mit 

Infliximab (chimär) und Adalimumab (human) stehen zwei TNF-α-Antikörper zur Therapie 



1.1.5 Bedeutung der Zytokine TNF-α und IL6  9 

von sowohl RA als auch Psoriasis, Colitis ulcerosa und Morbus Crohn zur Verfügung (Wil-

helm et al. 2008; Nahar et al. 2003). Zur Behandlung von RA ist weiterhin Golimumab (hu-

man) und Certolizumab (humanisiertes Fab-Fragment, konjugiert mit PEG) zugelassen. Das 

Fusionsprotein Etanercept besteht aus der Ligandenbindungsdomäne des TNF-R2 und der 

Fc-Domäne eines humanen IgG-Antikörpers und simuliert somit den löslichen TNF-Rezep-

tor. Etanercept ist neben RA auch für Psoriasis und die juvenile idiopathische Arthritis zu-

gelassen (Nanda, Bathon 2004). 

IL6 wird sehr schnell als Antwort auf Infektionen oder Gewebeverletzungen ausgeschüt-

tet. Über eine Aktivierung von STAT3 (Signal transducer and activator of transcription 3) 

sowie des MAPK Signalwegs aktiviert IL6 Abwehrmechanismen des Organismus. Eine Fehl-

regulation der IL6 Expression kann daher die Entstehung diverser Krankheiten begünstigen 

(Hunter, Jones 2015). So konnte zum Beispiel gezeigt werden, dass die Ausschüttung von 

IL6 in Synovialzellen bei rheumatoider Arthritis erhöht ist (Hirano et al. 1988). Aufgrund 

dieser Erkenntnisse ist mit Tocilizumab ein humaner IL6-Rezeptor Antagonist zur Behand-

lung von rheumatoider Arthritis zugelassen und befindet sich weiterhin in einer Reihe von 

Studien zur Behandlung anderer Erkrankungen an deren Entstehung Interleukin 6 beteiligt 

ist (Jones, Ding 2010). 
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1.2 Vom Gen zum Protein: Prinzipien der Transkription 
 

1.2.1 Prinzipien der Transkription in Eukaryoten 

 

Der Prozess, bei welchem DNA in RNA umgeschrieben wird, wird als Transkription bezeich-

net. Die Transkription beginnt mit der Öffnung und Entwirrung eines kleinen Abschnitts der 

DNA-Helix, wodurch die Basen der beiden Stränge an diesen Stellen freigelegt werden. An-

schließend dient einer der beiden Stränge als Vorlage für die Synthese eines komplemen-

tären RNA Moleküls. Die Enzyme, welche diese Synthese katalysieren werden RNA Poly-

merasen genannt. Messenger RNA (mRNA), also für Proteine kodierende RNA, wird in Eu-

karyoten durch die RNA Polymerase II synthetisiert, welche hierfür die Hilfe der „Generel-

len Transkriptionsfaktoren (TFIIA, TFIIB, etc.)“ benötigt. Diese helfen unter anderem bei 

der Positionierung der RNA Polymerase am Promotor (durch Bindung von TFIID an die 

TATA-Box), unterstützen bei der Entwirrung der DNA am Transkriptions-Startpunkt (durch 

die Helicase von THIIH) und lösen die Polymerase vom Promotor damit diese in die Elonga-

tionsphase der Transkription übergehen kann.  

Die DNA liegt in Eukaryoten allerdings als Nukleosom verpackt und zum Chromatin kon-

densiert vor. In dieser Konformation ist die DNA schwer zugänglich für die Transkriptions-

maschinerie und die Transkription daher erschwert. Neben den generellen Transkriptions-

faktoren werden daher eine Reihe weiterer Enzyme benötigt. Zunächst binden Transkrip-

tions-Aktivatoren an sogenannte cis-regulatorische Sequenzen der DNA („Enhancer“), 

wodurch die RNA Polymerase leichter an den Transkriptionsstartpunkt rekrutiert wird. Da-

bei ist es nicht unüblich, dass ein einzelnes Gen durch dutzende dieser Aktivatoren/Repres-

soren reguliert wird und ebenso viele cis-regulatorische Sequenzen enthält. Obwohl diese 

Aktivatoren teilweise mehrere Tausend Basenpaare voneinander entfernt liegen treten 

diese häufig durch Ausbildung von „DNA-Loops“, also Schlaufen, miteinander in Kontakt 

und regulieren gemeinsam die Transkription durch Rekrutierung weiterer Enzyme. 

Die generellen Transkriptionsfaktoren können allerdings nicht an Promotoren nukleoso-

maler DNA binden. Die Transkriptions-Aktivatoren koordinieren daher nicht nur den Zu-

sammenbau der Transkriptionsmaschinerie, sondern können durch die Rekrutierung Chro-

matin-modifizierender Enzyme (Histon-modifizierende Enzyme und Chromatin-remodeling 

Komplexe) die Chromatinstruktur des Promotors verändern, und die DNA somit leichter 

zugänglich machen.  
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Abbildung 1.4: Prinzipien der Transkription in Eukaryoten: Die generellen Transkriptionsfaktoren (TFIIA, B, 
etc.), sowie die RNA-Polymerase II binden an die Promotor-Sequenz bzw. setzen sich an dieser zusammen. 
Die TATA-Box ist die Erkennungssequenz für den Transkriptionsfaktor TFIID. Transkriptions-Regulatoren (Ak-
tivatoren/Repressoren) binden an cis-regulatorische Sequenzen („Enhancer“) und können durch Ausbildung 
von „DNA-Loops“ auch mit Proteinen am Promotor interagieren, selbst wenn sie weit entfernt von diesem 
lokalisiert sind. Außerdem werden durch Transkriptions-Regulatoren weitere Proteine rekrutiert, welche die 
Chromatin-Struktur des Promotors verändern und ihn somit für die Transkriptionsmaschinerie leichter zu-
gänglich machen. 

 

1.2.2 Einfluss von Histonmodifikationen auf die Transkription 

 

Nukleosome sind die kleinste Verpackungseinheit des Chromatins und bezeichnen die Ein-

heit von DNA und einem Histonkomplex. Die DNA ist exakt 1,65-mal um ein Histonoktamer 

mit je zwei Kopien der Histone H2a, H2b, H3 und H4 gewickelt. Die flexiblen, endständigen 

Arme der Histone (histone tails) enthalten viele basische, also positiv geladene, Aminosäu-

ren. Diese Histon-Ausläufer unterliegen einer Vielzahl post-translationaler Modifikationen 

über welche das Chromatin-Remodeling und damit die Regulation der Transkription, DNA-

Replikation und DNA-Reparatur gesteuert werden. Acetylierungen und Methylierungen 

stellen die häufigsten Modifikationen dar. Einige typische Modifikation sind z.B. die Methy-

lierung der Aminosäure Lysin (mit K abgekürzt) an Stelle 4, 9 oder 27 des Histons 3 (z.B. 

H3K9me2). Durch Acetylierung entsteht am betroffenen Lysin-Rest des Histons eine nega-

tive Ladung, was zu einer verminderten Interaktion zwischen Histon und DNA führt. Dies 

ist üblicherweise mit einer gesteigerten Transkription assoziiert. Methylierung eines Lysin-

Rests verändert hingegen nichts an der Ladung der DNA und hat somit zunächst keinen 

Einfluss auf die Histon-DNA Interaktion. Vielmehr werden durch das Methylierungsmuster 

verschiedene Effektor-Proteine rekrutiert, wodurch es zu einer Aktivierung oder Repres-

sion der Transkription des betroffenen Gens kommen kann. Lysin-Reste können unmethy-

liert, mono-, di- und trimethyliert vorliegen, was sich in Abhängigkeit des betroffenen Lysin-

Rests auf die up- oder down-Regulation der Transkription auswirkt. Hatte man zunächst 

Histonmethylierungen noch als irreversible, permanente Modifikationen angesehen, 
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konnte mittlerweile eine Vielzahl an Enzymen identifiziert werden (e.g. Lysin specific deme-

thylase, LSD1), welche in der Lage sind Lysin-Reste zu demethylieren (Berger 2007; Kouzari-

des 2007).  

 

1.2.3 Regulierung der NF-κB vermittelten Transkription inflammatorischer Gene 

 

Proinflammatorische Gene befinden sich normalerweise im Ruhezustand, können aber 

durch einen entsprechenden Stimulus schnell induziert werden. Diese Induktion erfolgt 

durch das konzertierte Zusammenspiel induzierbarer Transkriptionsfaktoren (Aktivatoren) 

und der Modulation des Chromatins in der Umgebung regulatorischer Elemente der Gene 

(Bhatt, Ghosh 2014). Zu diesen Transkriptionsfaktoren gehört die Familie der NF-κB Tran-

skriptionsfaktoren. Alle Mitglieder dieser Familie besitzen ein DNA-Bindungsmotiv, auch als 

„Rel homology domain (RHD)“ bekannt. In Säugetieren sind 5 solcher Proteine bekannt: 

p65 (RelA), c-Rel, RelB, p100/p52 und p105/p50. Diese Proteine können alle untereinander 

Homo- beziehungsweise Heterodimere bilden und stellen so die Familie der NF-κB Tran-

skriptionsfaktoren dar. Üblicherweise wird mit NF-κB das am häufigsten vorkommende Di-

mer p50/RelA bezeichnet (Hoffmann, Baltimore 2006). Unstimuliert wird NF-κB durch sei-

nen Inhibitor IκB im Zytoplasma zurückgehalten. Nach einem proinflammatorischen Stimu-

lus wird IκB durch den IκB Kinase Komplex (IKK) phosphoryliert und somit zur Ubiquitiny-

lierung und anschließenden Degradation freigegeben (siehe Kapitel 1.1.2) (Hayden, Ghosh 

2008). NF-κB kann in den Zellkern translozieren und bindet dort an spezifische, Guanin-

reiche Bindungssequenzen in der Promotor/Enhancer-Region der Zielgene (5´-

GGGRNWYYCC-3´; R=A/G, N=A/G/C/T, W=A/T, Y=C/T) (Chen et al. 1998). 

Eine Zelltyp-spezifische Antwort auf einen Stimulus ist aber nicht nur auf die Aktivität eines 

einzelnen Transkriptionsfaktors zurückzuführen, vielmehr konnte für Makrophagen ge-

zeigt werden, dass die Transkriptionsfaktoren PU.1 und AP-1 ebenfalls an Enhancer Ele-

mente der Zielgene binden und das Chromatin epigenetisch „aktivieren“, wodurch die Pro-

motorsequenz letztendlich für NF-κB leichter zugänglich ist (Heinz et al. 2010; Ghisletti et 

al. 2010). Außerdem kann NF-κB über seine transaktivierende Domäne mit weiteren tran-

skriptionellen Kofaktoren wie den Chromatin Modulatoren interagieren, wodurch die Rek-

rutierung der Transkriptionsmaschinerie zum Promotor und damit die Transkription er-

leichtert wird (O'Shea, Perkins 2008). Einer dieser Kofaktoren, vor allem der RelA Unterein-

heit, ist der p300/CBP Histon Acetyltransferase Komplex (Bhatt, Ghosh 2014). Aber nicht 

nur Acetylierungen, sondern auch Methylierungen der Histone regulieren die Aktivität der 

Transkriptionsfaktoren. Bereits im Ruhezustand befindet sich ein kleiner Anteil der RelA 

Proteine im Nukleus, wo sie gebunden an NF-κB Bindungssequenzen von SETD6 monome-

thyliert werden. Diese Methylierung legt eine Bindestelle für die Histonmethyltransferase 

GLP frei, welche H3K9 methyliert, was sich wiederum repressiv auf die Expression der NF-

κB Zielgene auswirkt. Durch Stimulation mit z.B. TNF-α oder auch LPS, wird RelA in der 

Nähe der Methylierungsstelle durch die Proteinkinase C ζ phosphoryliert. Dies unterbindet 



1.2.4 Funktion der Lysin-spezifischen Demethylase LSD1/2  13 

die GLP Bindung, beziehungsweise ermöglicht nun die Demethylierung von H3K9, was sich 

aktivierend auf die Transkription der Zielgene auswirkt (Levy et al. 2011).  

 

1.2.4 Funktion der Lysin-spezifischen Demethylase LSD1/2 

 

LSD1, so wie das Homolog LSD2, besitzen beide eine Aminooxidase Domäne, welche sich 

aus zwei Subdomänen zusammensetzt (AO-N und AO-C) und eine Bindestelle für den 

Kofaktor FAD am C-terminalen Ende besitzt. Dieser vorausgehend befindet sich jeweils 

eine SWIRM-Domäne, über welche spezifische Protein-Protein Interaktionen im Kontext 

eines Chromatin-Protein-Komplexes vermittelt werden. Der Hauptunterschied der beiden 

Homologen ist am N-terminalen Ende lokalisiert, wo LSD2 eine CW-Typ Zinkfinger Domäne 

besitzt, was wiederum die Möglichkeit eröffnet mit nukleosomaler DNA zu interagieren 

(Karytinos et al. 2009). LSD1 besitzt zusätzlich noch eine TOWER-Domäne zwischen AO-N 

und AO-C. Diese wiederum vermittelt die Bindung des Co-Repressors CoREST, ein integra-

ler Bestandteil eines Histondeacetylase Komplexes. Durch Interaktion von LSD1 mit 

CoREST wird die Substratspezifität von LSD1 beeinflusst und LSD1 ist nunmehr in der Lage 

auch nukleosomale Substrate zu demethylieren (Forneris et al. 2008). LSD2 besitz hinge-

gen keine TOWER-Domäne, sondern einen Linker über welchen ebenfalls Protein-Interak-

tionen vermittelt werden können. 

 

 

Abbildung 1.5: Unterschiede der Flavin-abhängigen Histon Demethylasen LSD1 und LSD2. Beide Enzyme be-
sitzen eine Aminooxidase Domäne mit einer Bindestelle für FAD (F), sowie eine SWIRM-Domäne. LSD2 besitz 
zusätzlich eine Zinkfinger-Domäne. 
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Sowohl LSD1 als auch LSD2 ist in der Literatur als Demethylase mit Substratspezifität für 

H3K4me2/1, und H3K9me2/1 beschrieben (Zhang et al. 2013; Rotili, Mai 2011). Die Demethy-

lierungsreaktion beginnt mit einer Oxidation der Aminogruppe des methylierten Lysinres-

tes durch LSD1. Das dabei entstehende intermediäre Iminiumkation hydrolysiert zum ent-

sprechenden Carbinolamin, welches wiederum spontan zu Formaldehyd und dem jetzt 

demethylierten Lysinrest zerfällt. 

 

Da dieser Reaktionsmechanismus die Bildung eines protonierten Stickstoffs voraussetzt, 

ist diese Art der Demethylierung auf mono- und dimethylierte Lysinreste beschränkt. Der 

Kofaktor FAD wird während der Demethylierung zu FADH2 reduziert und in einer Folgere-

aktion durch Sauerstoff reoxidiert, was zu einer stöchiometrischen Produktion von Was-

serstoffperoxid führt (Culhane, Cole 2007). 

 

1.2.5 Aktivierung und Repression der Transkription durch LSD1 

 

LSD1 demethyliert spezifisch die Lysinreste H3K4me2/1, wodurch LSD1 eine Funktion als Ko-

Repressor einnimmt, sowie an H3K9me2/1, wodurch es als Co-Aktivator fungiert (Rotili, Mai 

2011). Die genaueren Mechanismen über welche die Substratspezifität von LSD1 koordi-

niert wird, werden an dieser Stelle nicht weiter erörtert. Es gibt jedoch Hinweise, dass die 

Proteinkinase C β1 durch Phosphorylierung eines Threoninrests an Histon 3 an der Steue-

rung beteiligt ist, und die Substratspezifität zu H3K9me2/1 verschiebt (Metzger et al. 2010). 

Histondemethylasen werden auch als wichtiger Bestandteil des Signalings nukleärer Re-

zeptoren, also Transkriptionsfaktoren (Aktivatoren/Repressoren), angesehen (Garcia-Bas-

sets et al. 2007). Diese Rezeptoren translozieren nach Bindung eines entsprechenden Lig-

anden in den Zellkern und steigern die Transkription spezifischer Zielgene (siehe Kapitel 

1.2.3). So konnte gezeigt werden, dass LSD1 im Zusammenspiel mit den Histondemethyla-

sen (H3K9me2/3) JMJD1A und JMJD2C als spezifischer Demethylierungskomplex an der 

Transkription Androgen-Rezeptor spezifischer Zielgene beteiligt ist (Wissmann et al. 2007). 

Abbildung 1.6: Mechanismus der LSD1 katalysierten Demethylierung. LSD1 katalysierte Demethylierung er-
folgt über eine Aminooxidase Reaktion, wobei FAD als Kofaktor benötigt wird. Als Nebenprodukt der 
Reoxidation von FADH2 zu FAD entsteht Wasserstoffperoxid. 
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Damit einhergehend konnte gezeigt werden, dass LSD1 in der Promotorregion Estrogen 

responsiver Zielgene lokalisiert ist und dies mit dem Auftreten von H3K9 Dimethylierungen 

invers korreliert. Umgekehrt führte eine Depletion verschiedener Lysinmethyltransferasen 

(KMT) sogar in Abwesenheit eines Liganden durch die Bindung von Estrogenrezeptoren an 

die entsprechenden Promotorregionen zur Aktivierung der Transkription (Garcia-Bassets 

et al. 2007). 

Im von Garcia-Bassets vorgeschlagenen Modell agieren daher repressive Methylierungen 

wie H3K9me3 als Wächter, welche durch Lysinmethyltransferasen erzeugt werden und 

eine Transkription von Zielgenen durch nicht-ligandengebundene Rezeptoren verhindern. 

Die Rekrutierung von LSD1 und weiteren Demethylasen in Anwesenheit eines Liganden hin-

gegen führt zu einer Aktivierung der Transkription, in dem die repressiven Methylierungen 

wieder rückgängig gemacht werden (Garcia-Bassets et al. 2007). 

 

Abbildung 1.7: Einfluss der Demethylasen auf die Transkription von Zielgenen nukleärer Rezeptoren.  Nach 
Bindung des Liganden Androgen (A), an den Androgen Rezeptor (AR), transloziert dieser in den Zellkern. 
Dort interagiert dieser in der Nähe Androgen-responsiver Elemente spezifischer Zielgene mit Histondeme-
thylasen. Durch diese Interaktion mit LSD1, JMJD2C oder JMJD1A werden repressive H3K9 Methylierungen 
aufgehoben. Repressive Komplexe (RCO), an denen beispielsweise H3K9-Methyltrasferasen (KMT), Histon-
deacetylasen (HDAC) oder H3K4-Demethylasen beteiligt sein können, verhindern eine Liganden-unabhän-
gige Aktivierung. 
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1.3 Reaktive Sauerstoff Spezies und oxidativer Stress 

 

Unter dem Begriff „Reaktive Sauerstoffspezies“ (ROS) werden verschiedene Sauerstoff 

enthaltende, reaktive Moleküle zusammengefasst, welche endogen im Zuge des aeroben 

Metabolismus und der zellulären Immunabwehr, oder exogen zum Beispiel durch den Me-

tabolismus von Xenobiotika oder durch Absorption von UV-Strahlung entstehen (Ray et al. 

2012). Die wichtigsten ROS sind in Tabelle 1.1 aufgelistet (Sies 1993). Obwohl ROS eine rela-

tiv geringe Halbwertszeit besitzen können sie potenziell mit Makromolekülen wie Lipiden, 

Proteinen und den Nukleinsäuren in RNA und DNA reagieren und sind daher an der Entste-

hung zahlreicher Entzündungskrankheiten, der Kanzerogenese (Trachootham et al. 2009) 

und Seneszenzvorgängen (Colavitti, Finkel 2005) beteiligt. Andererseits dienen ROS aber 

auch als wichtige Signalmoleküle und sind in der Steuerung zahlreicher biologischer Pro-

zesse involviert (Ray et al. 2012). Für den Organismus ist es daher essentiell die durch en-

dogene und exogene Prozesse entstandenen ROS durch zelluläre Schutzmechanismen 

auszugleichen und so die Zellhomöostase aufrecht zu erhalten. Eine Dysbalance zugunsten 

der ROS-Produktion wird üblicherweise als „oxidativer Stress“ bezeichnet (Sies 1991). 

Tabelle 1.1: reaktive Sauerstoffspezies. 

 

 

 

 

 

 

 

1.3.1 Endogene Quellen von ROS und deren Katabolismus 

 

Wie bereits erwähnt verbindet man ROS nicht mehr nur mit pathophysiologischen Prozes-

sen. ROS aus endogenen Quellen (Tabelle 1.2) sind vielmehr bei einer Vielzahl biologischer 

Prozesse beteiligt. Die Bildung freier Sauerstoff-Radikale erfolgt durch eine sequenzielle 

monovalente Reduktion aus molekularem Sauerstoff über das Superoxidanion-Radikal, 

Wasserstoffperoxid und Hydroxylradikale bis hin zu Wasser. Das Superoxidanion-Radikal 

ist in nahezu allen aeroben Zellen präsent und wird als intermediärer Metabolit im Zuge 

intrazellulärer Oxidationsreaktionen und der mitochondrialen Atmungskette gebildet. In 

wässriger Lösung und physiologischem pH unterliegt das Superoxidanion-Radikal einer 

spontanen Dismutation zu Wasserstoffperoxid und molekularem Sauerstoff. Diese Umset-

Reaktive Sauerstoffspezies 

HO∙ Hydroxylradikal 

O2 Singulett-Sauerstoff 

O2
-∙ Superoxidanion-Radikal 

RO∙ Alkoxyl-Radikal 

H2O2 Wasserstoffperoxid 
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zung wird durch die spezialisierte Superoxid-Dismutase (SOD1 & 2) nochmals erheblich be-

schleunigt (Fridovich 1995). SOD1 ist vor allem im Zytosol und im mitochondrialen Inter-

membranraum, SOD2 vorrangig in der mitochondrialen Matrix lokalisiert.  

Wasserstoffperoxid ist kein Radikal und aufgrund seiner höheren Stabilität und Apolarität 

in der Lage Zellmembranen zu permeieren (Bienert et al. 2006). Obwohl es ein vergleichs-

weise geringes Oxidationspotenzial aufweist kann es durch Oxidation von SH-Gruppen Mo-

lekülmodifikationen verursachen. Wasserstoffperoxid kann durch enzymatische Konver-

sion mit Hilfe der Katalase abgefangen werden. Ein anderer Weg besteht in der Glutathion-

abhängigen Umsetzung mit Hilfe der Glutathion-Peroxidase (Gaetani et al. 1989). Beide Me-

chanismen spielen eine wichtige Rolle in der Reduktion oxidativen Stresses.  

Zur schädlichen Wirkung von Wasserstoffperoxid trägt weiterhin die Metall-katalysierte 

Haber-Weiss-Reaktion bei: 

 

Im zweiten Schritt dieser Reaktion, auch Fenton-Reaktion genannt, entsteht das hochreak-

tive Hydroxylradikal durch die Reaktion des Superoxidanion-Radikals mit Wasserstoffper-

oxid (Halliwell 1996). Aufgrund seiner kurzen Halbwertszeit erfolgt die Oxidation von bio-

logischen Molekülen (z.B. Lipide, Proteine, Nukleinsäuren, Kohlenhydrate) durch das Hyd-

roxylradikal vor allem in der Nähe des Entstehungsortes. Konsequenzen für die DNA aus 

einem Kontakt mit Hydroxylradikalen sind typischerweise Einzel- und Doppelstrangbrüche, 

Verlust oder Modifikationen von DNA-Basen und DNA-Protein-Quervernetzungen (Halli-

well, Aruoma 1991). Während das Superoxidanion-Radikal und Wasserstoffperoxid durch 

endogene Antioxidantien katabolisiert werden können, kann das erheblich reaktivere Hyd-

roxylradikal nicht enzymatisch detoxifiziert werden. Da die Fenton-Reaktion jedoch durch 

freie Eisen- oder auch Kupfer-Ionen katalysiert werden muss, verfügt der Organismus über 

verschiedene Mechanismen um den Eisen/Kupfer-Haushalt streng zu regulieren und der 

Bildung von ROS auf dieser Ebene zu entgegnen.  

 

 

Abbildung 1.8: Metall-katalysierte Bildung von Hydroxyl-Radikalen 
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Tabelle 1.2: Endogene Quellen und Katabolismus von ROS. 

 

 

  

Endogene Quellen 
enzymatische Antioxidan-
tien 

nicht-enzymatische An-
tioxidantien 

NADPH-Oxidasen Superoxid-Dismutase Pyruvat 

mitochondriale Atmungskette Katalase Ascorbinsäure 

CyP450 Enzyme Glutathion-Peroxidase α-Ketoglutarat 

Flavin-abh. Demethylasen Glutathion-Reduktase  

Cyclooxygenasen   
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1.4 Oxidative DNA-Schäden & die Basenexzisionsreparatur 

 

1.4.1 Oxidative DNA-Schäden 

 

Unabhängig von ihrer Herkunft, können reaktive Sauerstoffspezies mit zellulären Struktu-

ren wie Proteinen oder Lipiden aber auch der DNA reagieren. Im letzteren Falle können 

sowohl die einzelnen Basen als auch das Zucker-Phosphat Rückgrat Ziel einer Oxidation 

sein. Durch diese Oxidationen entstehen somit verschiedene Basenmodifikationen, AP-Lä-

sionen sowie Einzel- und Doppelstrangbrüche von denen einige in Abbildung 1.9 dargestellt 

sind (Halliwell, Aruoma 1991). 

 

Abbildung 1.9: Einige der häufigsten oxidativen DNA Schäden. Einige der häufigsten oxidativen DNA-Schä-
den, u.a. 8-oxoGuanin, Formamidopyrimidne (z.B. FapyG) und auch das Hydantoin Gh, imitieren das Potenzial 
zur Bildung von Wasserstoffbrücken (rot) von Thymin. 

 

Wenngleich 8-oxoG eine der häufigsten oxidativen Läsionen darstellt (Fortini et al. 2003) 

konnte gezeigt werden, dass diese Läsion sehr empfindlich gegenüber weitergehenden 

Oxidationsreaktionen ist. Unter anderem entstehen die Hydantoin-Läsionen Gh und Sp. 

Diese Läsionen weisen das gleiche Wasserstoffbrückenbindungs-Potential wie 8-oxoG und 

FapyG auf und können somit wie diese Läsionen ebenfalls das Basenpaarungspotential von 

Thymin imitieren (David et al. 2007). Auch für andere oxidative Läsionen wird aufgrund ih-

res niedrigen Redoxpotentials angenommen, dass sie unter oxidativen Bedingungen ledig-

lich reaktive Intermediate darstellen könnten. 
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1.4.2 8-oxoGuanin 

 

Wie bereits erwähnt sind DNA-Basen empfindlich gegenüber einer Oxidation durch ROS. 

Das niedrige Redoxpotenzial von Guanin macht gerade diese Base besonders angreifbar, 

was zu einer Vielzahl an Oxidationsprodukten von Guanin führt. Das am besten unter-

suchte Oxidationsprodukt stellt 7,8-dihydro-8-oxoguanin, auch bekannt als 8-oxoGuanin 

(8-oxoG), dar. Dessen Präsenz wird oftmals als Indikator für oxidativen Stress herangezo-

gen. Diese Läsion ist deshalb von besonderem Interesse, da bei der Oxidation zu 8-oxoG 

nicht nur eine oxo-Gruppe an der C8 Position, sondern gleichzeitig auch ein H-Atom an Po-

sition N7 eingefügt wird. Durch diese Veränderung kann 8-oxoG nicht mehr nur in seiner 

anti-Konformation die reguläre Basenpaarung mit Cytosin eingehen, sondern in syn-Kon-

formation auch das Basenpaarungspotenzial von Thymin imitieren. Dies ermöglicht somit 

die Bildung einer stabilen 8-oxoG (syn)•A (anti) Paarung (Shibutani et al. 1991). 

 

Abbildung 1.10: Basenfehlpaarung von 8-oxoGuanin. Vergleich der Strukturen der Basenpaarungen von G•C 
und T•A mit denen der Paarungen von 8-oxoG•C und 8-oxoG•A. Obwohl sich 8-oxoG von G nur durch eine 
zusätzliche oxo-Gruppe an C8 sowie NH an N7 unterscheidet, erlauben diese Veränderungen, dass 8-oxoG 
sowohl mit C als auch mit A paaren kann. 

Im Gegensatz zu vielen anderen Arten von DNA-Schäden erlauben gerade diese Eigen-

schaften von 8-oxoG, dass replikative DNA-Polymerasen diese Läsion passieren können. 

Der Vergleich von Röntgenstrukturanalysen verschiedener Läsionen verdeutlicht, welche 

Konsequenzen eine 8-oxoG Läsion im Template Strang vor und nach Einbau von entweder 

dAMP oder dCMP durch eine DNA Polymerase hat. Die 8-oxoG (syn)•A (anti) Paarung imi-

tiert eine normale Basenpaarung und kann dadurch nur ineffizient durch die DNA-Poly-

merase als Fehlpaarung erkannt werden. Weiterhin führt die 8-oxoG (anti)•C (anti) Basen-

paarung während der Replikation zu Distorsionen der DNA-Matrize und der Polymerase. 

Diese Distorsionen haben Ähnlichkeit mit denen, die hervorgerufen werden sobald eine 
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DNA-Polymerase auf ein Mismatch, also eine Fehlpaarung wie z.B. G•T oder A•C, aufläuft 

(Hsu et al. 2004). Somit wird an der gegenüber liegenden Stelle einer 8-oxoG Läsion Adenin 

nicht nur leichter eingebaut als Cytosin, sondern durch replikative DNA-Polymerasen auch 

noch als weniger störend empfunden. 

8-oxoG kann aber nicht nur durch direkte Oxidation der DNA entstehen. Auch dGTP im Nu-

cleotid-Pool kann durch reaktive Sauerstoffspezies zu 8-oxo-dGTP oxidiert werden. So 

konnte gezeigt werden, dass die Konzentration von 8-oxo-dGTP in einigen Rattenorganen 

unter normalen Bedingungen im Bereich zwischen 0,2 – 2 µM liegt (Pursell et al. 2008). 8-

oxo-dGTP wird dann während der Replikation durch menschliche und auch bakterielle 

DNA-Polymerasen sowohl gegenüber Adenin als auch Cytosin fehleingebaut (Katafuchi, 

Nohmi 2010). In welchem Ausmaß einerseits die direkte Oxidation von Guanin in der DNA 

und andererseits der Fehleinbau von 8-oxo-dGTP zum basalen Spiegel von 8-oxoG in der 

DNA beitragen wird kontrovers diskutiert. 

 

Abbildung 1.11: Mutagenese durch oxidative DNA-Läsionen. 8-oxoGuanin akkumuliert in der DNA entweder 
durch Fehleinbau von 8-oxo-dGTP aus dem oxidierten Nukleotidpool, oder durch direkte Oxidation der DNA. 
Insofern diese Läsionen nicht repariert werden entstehen nach Replikation an diesen Stellen Transversions-
mutationen. 
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Eine fehlerhafte Beseitigung von 8-oxoG vor der Replikation führt zu G nach T Transversi-

onsmutationen. Daher gibt es in allen Organismen spezialisierte Reparaturwege, die darauf 

ausgerichtet sind das mutagene Potenzial von 8-oxoG abzuschwächen. Die Basenexzisi-

onsreparatur mit den Glycosylasen OGG1 und MUTYH, sowie MTH1 bildet als einer dieser 

Wege einen Schutz vor Mutationen durch 8-oxoG Läsionen. MTH1 hydrolysiert 8-oxo-dGTP 

zu 8-oxo-dGMP, entzieht es somit dem Nucleotid-Pool und verhindert so den Fehleinbau 

von 8-oxo-dGTP. Die Glycosylase OGG1 entfernt 8-oxoG aus einer 8-oxoG•C Basenpaarung 

und macht das Substrat zugänglich für den weiteren Reparaturweg (siehe Kapitel 1.4.3). 

Sollte dies jedoch ausbleiben kann die DNA Glycosylase MUTYH die nach der Replikation 

resultierende 8-oxoG•A Paarung abfangen und Adenin als „falsche“ Base entfernen. An 

der entstandenen AP-Stelle kann nach einer weiteren Replikation eine 8-oxoG•C Paarung 

entstehen, die dann wiederum über OGG1 repariert werden kann (David et al. 2007). 

 

1.4.3 Basenexzisionsreparatur 

 

DNA Schäden können durch eine Vielzahl schädlicher Agenzien entstehen. Dabei handelt 

es sich nicht nur um oxidative Schäden, sondern auch um Schäden die durch Alkylierungen 

und Desaminierungen verursachen wurden. Auch diese Läsionen zeigen teilweise ein ver-

ändertes Basenpaarungs-Verhalten, was während der Replikation zu Mutationen durch 

Fehleinbau von DNA-Bausteinen führen kann. Um die Integrität der DNA zu bewahren ist 

es also notwendig, dass diese Basenmodifikationen effizient erkannt und repariert werden. 

Dies geschieht durch das exakte Zusammenspiel verschiedener Enzyme. Die Gesamtheit 

der dabei ablaufenden Prozesse wird als Basenexzisionsreparatur bezeichnet (Robertson 

et al. 2009). 

Insgesamt wird die Funktion von vier Enzymen benötigt um eine beschädigte Base zu er-

kennen, zu entfernen und durch die korrekte Base zu ersetzen (Kubota et al. 1996). Im ers-

ten Schritt muss die beschädigte Base durch eine geeignete DNA-Glycosylase (Tabelle 1.3) 

erkannt werden. Diese Glycosylase sucht und erkennt spezifische Schäden der DNA, wie 

anhand der 8-oxo-Guanin-Glycosylase (OGG1) in Kapitel 1.4.4 näher beschrieben. Diese Gly-

cosylasen katalysieren die Öffnung einer N-glycosidischen Bindung, wodurch die beschä-

digte Base entfernt wird und an deren Stelle sich jetzt eine apurinische/apyrimidinische 

Stelle befindet. Das Rückgrat der DNA kann daraufhin durch die Aktivität der AP-Endonuk-

lease 1 (APE1) aufgebrochen werden, was zur Entstehung eines Einzelstrangbruchs 5´ der 

AP-Site mit einem 5´-Zuckerrest führt. Alternativ können bifunktionelle Glycosylasen wie 

OGG1 die AP-Stelle durch eine DNA-Lyase schneiden, was zu einem Strangbruch mit einem 

3´-Zuckerrest führt, welcher durch eine DNA-Polymerase weiter verarbeitet werden muss 

um ein passendes Substrat für die DNA-Ligase bereit zu stellen. Anschließend werden 

durch die DNA Polymerase beta (POLB) zwei Reaktionen katalysiert. Durch die Polymerase-

Aktivität wird die Nukleotid-Lücke mit dem passenden Nukleotid aufgefüllt. Weiterhin 

muss durch die 5´-Deoxyribosephosphatase-Aktivität der 5´-Phosphatrest entfernt werden 
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bevor dieser Weg der Basenexzisionsreparatur, welcher auch als „shortpatch BER“ be-

zeichnet wird, durch Ligation mittels DNA Ligase III (LIG3) abgeschlossen wird. Wenngleich 

noch keine enzymatische Aktivität für XRCC1 beschrieben wurde, so konnte dennoch ge-

zeigt werden, dass dieses Enzym als Verbindungsprotein sowohl mit POLB, als auch mit 

LIG3 interagiert und somit in der Koordination der shortpatch BER eine wichtige Rolle spielt 

(Robertson et al. 2009). Auch in der „longpatch BER“ wird durch die Aktivität von APE1 ein 

Strangbruch 5´ der AP-Site erzeugt, was zur Rekrutierung der DNA Polymerasen beta und 

delta (POLB und POLD), PCNA, FEN1 und wahrscheinlich LIG1 führt. In Abhängigkeit von 

PCNA trennt POLB die beiden DNA Stränge und polymerisiert einen Teil der DNA (> 1 Base). 

Der dabei zur Seite gedrängte, ursprüngliche Strang steht jedoch der weiteren Ligation der 

Stränge im Weg und muss zunächst durch FEN1 entfernt werden bevor LIG1 die beiden En-

den des DNA Strangs wieder ligiert (Robertson et al. 2009). Die Prozesse, welche die Ent-

scheidung lenken ob eine Läsion über den short- oder longpatch Weg repariert werden, 

sind allerdings noch immer schlecht verstanden. 

 

Abbildung 1.12: short- und longpatch Mechanismus der Basenexzisionsreparatur. Weitergehende Erklärun-
gen zum Ablauf der Reparatur im Text. 
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Tabelle 1.3: DNA-Glykosylasen und ihre Substrate nach Robertson et al. (2009) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.4.4 8-oxoGuanin Glykosylase (OGG1) 

 

Die effektive Reparatur oxidativer DNA-Schäden stellt eine große Herausforderung für alle 

Organismen dar. Von daher ist es wenig verwunderlich, dass die zur Reparatur benötigten 

Glykosylasen von einfachen Eukaryoten wie S.cerevisiae bis hin zu Säugerzellen eine hohe 

Homologie aufweisen. In menschlichen Zellen befindet sich das OGG1 Gen auf Chromosom 

3, während es in Nagerzellen auf Chromosom 6 lokalisiert ist. In Humanzellen entstehen 

durch alternatives splicing einer einzigen mRNA zwei Formen von OGG1 (αOGG1 und 

βOgg1). Die Sequenzen beider Formen weisen am N-terminalen Ende ein Signal zur mito-

chondrialen Lokalisierung auf. Das C-terminale Ende hingegen unterscheidet sich erheblich, 

indem nur die α-Form eine nukleäre Lokalisierungs Sequenz besitzt. Zudem ist auch die für 

die Glykosylase Aktivität essentielle α-Helix Struktur am C-terminalen Ende lokalisiert und 

nur in αOGG1 präsent. Das vor allem in den Mitochondrien lokalisierte βOGG1 weist daher 

keine Glykosylase Aktivität auf (Hashiguchi et al. 2004). In Nagerzellen konnte bislang nur 

die α-Form von OGG1 nachgewiesen werden, die zu 84 % mit der menschlichen Variante 

übereinstimmt. OGG1 gehört zur Gruppe der bifunktionellen Glykosylasen, das heißt es be-

sitz neben der Glykosylase- auch noch eine Lyase-Funktion. Zum Erkennungsspektrum von 

OGG1 gehören neben 8oxoG auch FapyG und Methyl-Fapy-Guanin, jedoch nur solange diese 

modifizierten Basen mit Cytosin gepaart sind (Boiteux, Radicella 2000). 

Enzym Substrate 

OGG1 8-oxoG, FapyG 

UNG Uracil 

SMUG1 Uracil, 5-OH-meU 

TDG T, U und ethenoC (CpG Stellen) 

MBD4 T und U gegenüber G (CpG Stellen) 

MUTYH A gegenüber 8-oxoG 

NTHL1 Tg, FapyG, DHU, 5-OH-U, 5-OH-C 

NEIL1 wie NTHL1 + FapyA, 8-oxoG 

NEIL2 wie NTHL1/NEIL1 

NEIL3 unbekannt 

MPG 3-meA, hypoxanthine, ethenoA 
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In der nukleären DNA von Eukaryoten sind ca. 2-3 8-oxoG Läsionen pro 106 Guaninbasen 

detektierbar (Ohno et al. 2006). Die geringe Anzahl, zusammen mit der strukturellen Ähn-

lichkeit von 8-oxoG zu G stellt eine große Herausforderung für OGG1 dar diese Läsionen 

unter der großen Anzahl unbeschädigter Basen in quantitativem Maßstab zu detektieren. 

Strukturelle und biophysikalische Analysen konnten zeigen, dass viele DNA Glykosylasen 

Gemeinsamkeiten hinsichtlich der Mechanismen zur Läsions-Erkennung, der Enzym indu-

zierten Biegung der DNA, dem Aufbrechen der Basenpaarung, dem Herausdrehen des be-

schädigten Nukleotids aus dem Inneren der DNA Helix und der Platzierung der Zielbase im 

aktiven Zentrum der Glycosylase zeigen (Hitomi et al. 2007). Die verschiedenen Vorgänge 

können mit den Begriffen „pinch-push-plug-pull“ umschrieben werden. Als „pinch“ wird 

dabei das Biegen und Verdrehen der DNA Doppelhelix bezeichnet, hervorgerufen nachdem 

eine DNA Glycosylase wie z.B. OGG1 eine spezifische Läsion entdeckt hat. Durch Interkala-

tion einer Aminosäurenseitenkette von OGG1 in die DNA Doppelhelix wird die beschädigte 

Base aus der Helix herausgedreht, was als „push“ oder auch „nucleotide flipping“ bezeich-

net wird. Wahrscheinlich dient die gleiche Aminosäure auch als „plug“, also Pfropfen, um 

an Stelle der herausgedrehten Base die DNA Doppelhelix zu stabilisieren. „Pull“ beschreibt 

ein Hereinziehen der Zielbase ins aktive Zentrum von OGG1 wo letztendlich die Unterschei-

dung zwischen unbeschädigt und beschädigt erfolgt und sie gegebenenfalls herausge-

schnitten wird (Stivers 2004; Huffman et al. 2005).  

Da sich die Bindungsstabilität einer 8-oxoG•C Paarung nur leicht von der einer regulären 

G•C Paarung unterscheidet, ist der Suchprozess durch OGG1 nicht sonderlich präzise. Die-

ser Mangel an Präzision wird dadurch kompensiert, dass OGG1 die DNA extrem schnell nach 

Läsionen absucht (Banerjee et al. 2006). Studien durch Blainey et al. (2006) zeigten, dass 

OGG1 mehrere Millionen Basenpaare pro Sekunde überprüft, in dem das Enzym sehr 

schnell an der DNA entlang „rutscht“. Zwar werden durch diese schnelle Überprüfung ei-

nige beschädigte Basen zunächst übersehen, allerdings können diese in einem weiteren 

Suchprozess entdeckt werden. Von Vorteil bei einer solchen Vorgehensweise ist, dass we-

niger Zeit während der Untersuchung unbeschädigter DNA verloren geht.  

 

 

1.5 Auswirkungen eines OGG1 Knockouts in Mäusen 

 

Erstaunlicherweise weisen OGG1 defiziente Mäuse trotz des mutagenen Potenzials einer 

unreparierten 8-oxoG-Läsion keine stark erhöhte Tumorinzidenz auf (Klungland et al. 

1999a; Osterod et al. 2002). In Hepatozyten von OGG1 defizienten Mäusen konnte jedoch 

eine Akkumulation von 8-oxoG in der nukleären DNA gezeigt werden. Mit der Steigerung 

der basalen Spiegel von 8-oxoG einher ging auch ein 2 bis 3 facher Anstieg der Spontanmu-

tationsrate in diesen Zellen. Aufgrund des postulierten Mutagenitätspotenzials von 8-oxoG 
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ist es wenig verwunderlich, dass nahezu alle zusätzlichen Mutationen GC nach TA Transver-

sionen sind. Eine erhöhte Tumorinzidenz war jedoch erst durch einen gleichzeitigen Knock-

out von sowohl OGG1 als auch MUTY zu beobachten. 

Die Tiere wiesen ansonsten jedoch keine pathologischen Auffälligkeiten und Erkrankungen 

auf. Die von Mabley et al dokumentierten Befunde waren daher überraschend. In drei un-

terschiedlichen Entzündungsmodellen konnte von den Autoren gezeigt werden, dass die 

Versuchsmäuse durch Verlust von OGG1 vor einer Entzündungsreaktion geschützt sind, be-

ziehungsweise diese weniger stark auftritt als in den OGG1 profizienten Vergleichstieren 

(Mabley et al. 2005): 

Eine durch intraperitoneale Applikation von LPS ausgelöste systemische Entzündung 

führte in beiden Versuchsgruppen zu einem signifikanten Anstieg der Zytokine MIP1-α und 

TNF-α, wobei der Anstieg in OGG1 defizienten Tieren deutlich schwächer ausfiel. Außerdem 

wiesen diese Tiere eine deutlich verzögerte Mortalität im Vergleich zu den OGG1 profizien-

ten Tieren auf. Mittels eines MLDS Behandlungsschemas (multiple low-dose streptozoto-

cin) wurde außerdem die Induktion von Diabetes Typ I als Beispiel für eine entzündliche 

Autoimmunerkrankung untersucht. Nach der Behandlung wiesen die OGG1 defizienten 

Mäuse im Verlauf einer 21-tägigen Beobachtungsperiode signifikant niedrigere Blutgluko-

sewerte und somit eine niedrigere Diabetesinzidenz auf als die profizienten Vergleichs-

tiere. Weiterhin war der Insulingehalt im Pankreas von Ogg1-/--Mäusen höher als bei den 

Ogg1+/+-Mäusen. Auch in diesem Entzündungsmodellmodell war das proinflammatorische 

Zytokin TNF-α im Pankreas der OGG1-/- Mäuse erniedrigt. In einem Allergie-Modell wurde 

durch Oxazolon eine Kontakthypersensitivität ausgelöst. Dadurch kam es im behandelten 

Ohrgewebe der OGG1 profizienten Mäuse zur gesteigerten Akkumulation von Granulozy-

ten im Zusammenspiel mit erhöhten Spiegeln der Zytokine TNF-α, IL1β sowie MIP1-α. Diese 

Effekte waren bei den Ogg1-/--Mäusen deutlich weniger stark ausgeprägt. Mabley et al. lie-

ferten damit die ersten Hinweise, dass OGG1, neben der bekannten Rolle in der Reparatur 

oxidativer DNA-Schäden, auch eine wichtige Rolle bei der Regulation entzündlicher Pro-

zesse spielt. Diese Befunde wurden durch nachfolgende Veröffentlichungen unter Verwen-

dung weiterer Entzündungsmodelle bestätigt (Li et al. 2012; Bacsi et al. 2013).  

 

Diese Veröffentlichungen schlugen unterschiedliche Mechanismen vor, über welche OGG1 

an der Regulation entzündlicher Prozesse beteiligt sein könnte. Auf diese Mechanismen 

wird in Kapitel 1.6 sowie in der Diskussion näher eingegangen. 
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1.6 Oxidative DNA-Schäden als epigenetische Faktoren 

 

Lange Zeit galten reaktive Sauerstoffspezies als bloße Abfallprodukte die durch den aero-

ben Metabolismus entstehen und vor deren schädlichen Auswirkungen in Bezug auf Alte-

rungsprozesse und potenzielle Mutagenität es sich durch geeignete Mechanismen zu 

schützen galt. Erst später etablierte sich die Theorie, dass ROS z.B. durch Redoxreaktionen 

auch eine Signaling Funktion in der Zelle einnehmen können. Perillo et al. (2008) postulier-

ten erstmals einen neuartigen Mechanismus, wonach ROS und die durch sie ausgelösten 

oxidativen DNA-Schäden auch als epigenetische Faktoren an der Regulation der Transkrip-

tion von Genen beteiligt sein könnten. 

So konnte zunächst erneut gezeigt werden, dass die Estrogen induzierte Transkription von 

Zielgenen durch spezifische Methylierungen und Demethylierungen gesteuert wird (Ver-

gleich Kapitel 1.2.5). LSD1 lokalisiert hierbei an Promotor- und Enhancersequenzen von Est-

rogen-responsiver Zielgenen und demethyliert dort die repressiven Methylierungen an 

H3K9. Das im Zuge der Demethylierung als Nebenprodukt entstehende Wasserstoffper-

oxid induziert lokal die Bildung einer 8-oxoG Läsion. Diese Läsion kann durch OGG1 erkannt 

werden, und in der Tat konnte OGG1 in der Promotor/Enhancer-Sequenz dieser Zielgene 

lokalisiert werden. Im von den Autoren vorgeschlagenen Modell entstehen nach Initiierung 

der Reparatur von 8-oxoG durch OGG1 Einzelstrangbrüche, welche wiederum von Topoiso-

merase IIβ erkannt werden. An diesen Stellen werden die DNA-Stränge relaxiert, was das 

Aufladen des Transkriptionskomplexes auf die DNA erleichtert.  

Für die Transkription von Myc-Zielgenen konnte ein ähnliches Modell vorgestellt werden 

(Amente et al. 2010). Auch hier bindet der Transkriptionsfaktor (Myc) an die Bindungsse-

quenz (E-Box) im Chromatin, woraufhin LSD1 vorübergehend H3K4 demethyliert. Dies in-

duziert die lokale Produktion von Wasserstoffperoxid und somit die Oxidation von Guanin-

Basen was wiederum die Rekrutierung von OGG1 nach sich zieht. Des Weiteren konnte 

auch die LSD1-abhängige Rekrutierung von APE1 an E-Box Sequenzen nachgewiesen wer-

den. Umgekehrt, sank die Transkription der Myc-Zielgene signifikant durch Inhibition der 

Oxidation, beziehungsweise durch „silencing“ von LSD1, OGG1 und APE1. 

Dieses Prinzip der LSD1 und OGG1 vermittelten Regulation konnte ebenfalls für die NF-κB 

vermittelte Transkription inflammatorischer Zytokine gezeigt werden (Pan et al. 2016) Die 

Ergebnisse dieser Studie werden an dieser Stelle nicht weiter aufgeführt werden, sondern 

im Abschnitt Diskussion näher betrachtet. 
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2 Zielsetzung der Arbeit 
 

In der Entstehung und Behandlung chronisch entzündlicher Erkrankungen nehmen proin-

flammatorische Zytokine eine Schlüsselrolle ein. Der Befund, dass Mäuse mit einer Defizi-

enz der DNA-Glykosylase OGG1 eine supprimierte Immunantwort auf unterschiedliche Sti-

muli aufweisen ist zunächst nicht erklärbar. Das Wissen über den zugrunde liegenden Me-

chanismus könnte daher neue Möglichkeiten in der Therapie solcher Erkrankungen offen-

legen, beziehungsweise neue Erkenntnisse zur Funktion von OGG1 in der Genregulation lie-

fern.  

Ziel dieser Arbeit war es zunächst die Immundefizienz der Ogg1-/--Mäuse in einem ex-vivo 

Mausmodell zu verifizieren. In diesem Modell galt es sodann, die zugrunde liegenden Me-

chanismen aufzudecken. Weiterhin galt es aufzuzeigen, ob auch andere an der Basenexzi-

sionsreparatur beteiligte Enzyme in diese Genregulation eingreifen. Die aus diesen Experi-

menten gewonnen Erkenntnisse sollten daraufhin auf ein weiteres Versuchsmodell in OGG1 

defizienten HeLa-Zellen zu übertragen werden.  

Eine besondere Herausforderung dieser Arbeit bestand darin, oxidative Basenmodifikatio-

nen nachzuweisen, die der Theorie nach im Bereich der Bindungssequenz des Transkripti-

onsfaktors NF-κB innerhalb des Promotors der Zielgene generiert werden könnten. Auf-

grund der Seltenheit und Spezifität dieser Läsionen kann die Detektion nicht über die in 

unserem Labor standardmäßig durchgeführte Alkalische Elution erfolgen. Ziel dieser Arbeit 

war es daher weiterhin durch eine qPCR basierte Methode zur Detektion dieser Läsionen 

zu etablieren und diese innerhalb des Promotors zu lokalisieren.   

Die aus diesen Versuchsmodellen gewonnenen Erkenntnisse galt es abschließend zu einem 

Mechanismus zusammenzufügen, der die Beteiligung der DNA-Reparaturglycosylase bei 

der Transkription proinflammatorischer Zytokine erklären kann. 
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3 Methoden 

3.1 Handling der Versuchstiere 

3.1.1 Haltung und Zucht der Versuchstiere 

 

Haltung und Zucht der Wildtyp und Ogg1-/- Mäuse fanden in den Räumen der zentralen Ver-

suchstiereinrichtung (ZVTE) der Universitätsmedizin Mainz nach den Auflagen des deut-

schen Tierschutzgesetzes statt. In den Räumlichkeiten herrscht ein 12 Stunden andauern-

der Tag/Nacht-Rhythmus bei ca. 22,5 °C und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 50-70 %. 

Das routinemäßige Umsetzen der Tiere erfolgte durch die Tierpfleger der ZVTE.  

 

3.1.2 Maus-Genotypisierung 

 

Zur Überprüfung des Genotyps der Wildtyp und Ogg1-Knockout Mäuse wird das betroffene 

Gen in genomischer DNA, isoliert aus Ohrbiopsien welche bei der Markierung der Tiere 

anfallen, analysiert. Für die Isolierung genomischer DNA wird DirectPCR®-Lysis Reagenz mit 

Proteinase K komplettiert (Endkonzentration 0,3 mg/mL; peqGOLD Proteinase K Lösung) 

und je 200 µL zu den Biopsieproben pipettiert. Die Proben werden anschließend über Nacht 

bei 55 °C im Schüttelinkubator lysiert. Zur vollständigen Inaktivierung der Proteinase 

werden die Proben am nächsten Tag auf 85 °C erhitzt und nach Beendigung der 45 

minütigen Inkubationszeit kurz zentrifugiert. Die Proben können nun direkt 

weiterverwendet oder bei -20 °C gelagert werden.  

 

Tabelle 3.1: Maus Genotypisierung 

Reaktionspuffer Y 5 µL  # Zyklen [C°] [min] 

Enhancer Lösung P 10 µL  1 94 3 

dNTP-Mix  1 µL  35 94 45 s 

Upstream primer (25 pmol/µL) 2 µL   59 1 

downstreamprimer KO 2 µL   72 2 

downstreamprimer WT 2 µL  1 72 10 

Taq polymerase 0.25 µL     
H2O steril   26.75 µL     

  49 µL     

        
+ template DNA 1 µL     

  50 µL     
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Die Analyse des Genotyps erfolgt mittels PCR unter Verwendung des peqGOLD Taq-DNA-

Polymerase „all inclusive“ Kits, wobei zur Unterscheidung der Genotypen unterschiedliche 

reverse primer verwendet werden. Zunächst wird für alle Proben ein gemeinsamer Mix be-

stehend aus Reaktionspuffer, Enhancer Lösung, dNTP-Mix, allen Primern, Wasser sowie 

der Taq-Polymerase erstellt, zu je 49 µL dieses Mixes 1 µL DNA template pipettiert und die 

PCR nach dem Programm in Tabelle 3.1 gestartet. 

Nach Beendigung des PCR Programms werden je 25 µL der Proben mit 5 µL 6fach Loading-

dye versetzt und mittels Elektrophorese in einem 1,8 % Agarosegel aufgetrennt. Zur Unter-

scheidung der beiden Genotypen wird ebenfalls der GeneRuler-100-bp-DNA-Marker von 

Thermo Scientific aufgetragen. Dabei macht man sich zu Nutze, dass das Amplifikat des 

Ogg1-Knockouts 300 Basenpaare groß ist, das des Wildtyps jedoch nur 250 Basenpaare. 

 

  

Abbildung 3.1: Gelbild der Genotypisierung 
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3.2 Arbeiten mit primären, murinen Zellen 

3.2.1 Isolation der Milzzellen 

 

Vorbereitend zur Sektion wird das Sektionsbesteck im Heißluftsterilisator sterilisiert und 

alle Arbeitsflächen gründlich mit 70 % Ethanol gereinigt. Die Tiere werden mittels Isofluran 

narkotisiert, durch anschließende zervikale Dislokation getötet und mit 70 % Ethanol desin-

fiziert.  

Zur Entnahme der Milz wird ein circa 2 cm langer Schnitt auf der linken Seite des Abdomens 

gemacht. Nach Eröffnung des Bauchraums wird die Milz entwendet und auf einer kleinen 

Zellkulturplatte platziert. Eventuell anhaftende Haare werden mit sterilem PBSCMF abge-

waschen. Die Milz wird mit 2 mL PBSCMF unter Zuhilfenahme einer 25 G Kanüle ausgespült 

und die Zellsuspension durch ein 100 µm Zellsieb in ein 50 mL Tube filtriert. Der Rest der 

Milz wird auf dem Zellsieb platziert und mit einem sterilen Stempel einer Spritze vorsichtig 

durch das Zellsieb gerieben bis nur noch die farblose Hülle der Milz auf dem Zellsieb zurück-

bleibt. Anschließend wird das Zellsieb zweimal mit 2 mL PBSCMF gespült. Die Zellsuspen-

sion wird 10 min bei 600 x g und 4 °C zentrifugiert. Zur Entfernung der Erythrozyten wird 

der Überstand verworfen und das Zellpellet in 1 mL Erythrozyten-Lysepuffer resuspendiert 

und 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die Suspension wird nach der Erythrozyten-

lyse mit 20 mL PBSCMF verdünnt und durch ein 40 µm Zellsieb in ein neues 50 mL Tube 

filtriert um alle restlichen groben Verunreinigungen zu entfernen. Das Filtrat wird erneut 

bei 600 x g und 4 °C für 10 min zentrifugiert. Das so erhaltene Zellpellet wird in 10 mL RPMI 

Vollmedium aufgenommen und unter Zuhilfenahme des Coulter-Counter auf die ge-

wünschte Zellkonzentration eingestellt. Die isolierten Milzzellen werden unmittelbar für 

die geplanten Experimente weiterverwendet oder noch für kurze Zeit auf Eis gelagert. 

 

3.2.2 Behandlung der Milzzellen 

 

Die isolierten und gezählten Milzzellen werden in 6-well-Platten zu je 107 Zellen/1,8 mL RPMI 

Medium ausgestreut und ruhen im Brutschrank optimaler Weise für mindestens 1 Stunde. 

Da die Milzzellen sehr heterogen, teilweise adhärente und Suspensionszellen sind, kann 

das Medium für Vorinkubation und Induktion der Genexpression nicht einfach ausge-

tauscht werden. Für die Vorinkubation mit den unterschiedlichen Inhibitoren werden diese 

(bzw. DMSO in der Kontrolle) daher zunächst in einer 20fach höheren Konzentration in 

RPMI angesetzt und davon je 100µL in das entsprechende well zupipettiert. Zur Induktion 

der Genexpression wird eine LPS-Lösung ebenfalls in einer 20fachen Konzentration der 

Zielkonzentration hergestellt und nach Ablauf der Vorinkubation zupipettiert. Der sich da-

bei zwangsläufig ergebende Konzentrationsfehler, gerade für die Vorinkubation mit den 

Inhibitoren wird dabei vernachlässigt. 
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3.3 qPCR basierte Quantifizierung der Genexpression  

3.3.1 RNA-Isolation mittels TRIzol® 

 

Bei dieser Methode handelt es sich um eine Weiterentwicklung des als „single-step me-

thod“ bekannten Verfahrens zur RNA-Isolation nach Chomczynski und Sacchi 

(Chomczynski, Sacchi 1987). TRIzol® ist ein gebrauchsfertiges Reagenz mit dessen Hilfe 

qualitativ hochwertige „total RNA“ (aber auch DNA sowie Proteine) isoliert werden kann. 

„Total RNA“ bezeichnet dabei ribosomale, transfer und messenger RNA (rRNA, tRNA, 

mRNA), wobei der Anteil an mRNA, welche zur Messung der Genexpression entscheidend 

ist, circa 5 % ausmacht. Die einphasige Lösung enthält neben Phenol auch Guanidinthiocya-

nat um die Zellen zu lysieren sowie anwesende RNasen zu inaktivieren. Da RNA äußerst 

empfindlich für die Degradation durch RNasen ist, ist es zudem wichtig vor Beginn der Iso-

lation sämtliche Arbeitsflächen mit Ethanol sowie DEPC-Wasser zu säubern. Weiterhin wer-

den während allen Arbeitsschritten Latex-Handschuhe getragen, welche in regelmäßigen 

Abständen gewechselt werden sollten. Im ersten Schritt werden die Proben homogeni-

siert. Bei der Isolation der RNA aus adherenten Zellen (z.B. Hela oder J774.2) wird das Me-

dium abgenommen und verworfen. Anschließend werden pro well einer 6-well-Platte 1 mL 

TRIzol® zugegeben und durch mehrfaches auf- und abpipettieren die Zellen vollständig ly-

siert. Das Reagenz wird daraufhin in ein 2 mL Tube überführt. Bei Milzzellen, welche zum 

Teil auch nicht-adherente Zellen enthalten, wird der Überstand mit den nicht-adherenten 

Zellen in ein 2 mL Tube überführt und 1 min bei 300 x g zentrifugiert. Mit dem Anteil der 

adherenten Zellen wird währenddessen wie üblich verfahren. Nach Beendigung der Zent-

rifugation wird das Reagenz von der 6-well Platte in das Tube überführt und die abzentri-

fugierten Zellen durch mehrfaches auf- und abpipettieren lysiert. Die Proben werden zur 

vollständigen Auftrennung bei Raumtemperatur für 5 min inkubiert und können anschlie-

ßend direkt weiterverarbeitet werden oder bei -70 °C gelagert werden. Alle weiteren Ar-

beitsschritte unterscheiden sich nicht zwischen adherenten und nicht-adherenten Zellen. 

Zur Phasentrennung wird den Proben 200 µL Chloroform zupipettiert, für 15 s gevortext 

und für weitere 2 min bei Raumtemperatur inkubiert. Zur vollständigen Phasentrennung 

werden die Proben anschließend 15 min bei 4 °C mit 12000 x g zentrifugiert. Proteine sam-

meln sich dabei in der organischen Phase (unten, rot), DNA in der Interphase, während die 

RNA sich in der wässrigen Phase befindet (oben, farblos). 400 µL der oberen Phase werden 

in ein neues 2 mL Tube überführt, wobei darauf zu achten ist keine Spuren der organischen 

und der Interphase zu verschleppen. Zur RNA-Präzipitation werden 500 µL Isopropanol zu-

gefügt, bei Raumtemperatur 10 min inkubiert und anschließend bei 12000 x g und 4 °C zent-

rifugiert. Der Überstand wird verworfen und es bleibt die RNA über, welche nun als milchig-

weißes Pellet zu erkennen ist. Das RNA-Pellet wird mit 1 mL eiskaltem Ethanol (75% in DEPC-

Wasser) gewaschen und bei 4 °C und 7500 x g für 10 min abzentrifugiert. 
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Der Überstand wird vorsichtig abgenommen und das RNA-Pellet bei Raumtemperatur für 

circa 5 min getrocknet. Das getrocknete RNA-Pellet wird in 20 µL RNase freiem Wasser auf-

genommen. Die gelöste RNA kann nun für die folgenden Arbeitsschritte verwendet, oder 

bei -70 °C gelagert werden. 

 

3.3.2 Quantifizierung und Qualitätskontrolle der isolierten RNA 

 

Die mit TRIzol® isolierte RNA wird hinsichtlich Quantität, Reinheit und Integrität überprüft. 

Nukleinsäuren können anhand der UV-Absorption quantifiziert werden, wobei RNA ein Ab-

sorptionsmaximum bei 260 nm aufweist. Von je 2 µL der isolierten RNA wird mit Hilfe des 

Nanodrop2000 ein Absorptionsspektrum zwischen 220 und 350 nm aufgenommen. Die 

Quantifizierung erfolgt anhand des Lambert-Beerschen Gesetzes: 

𝐶 = (𝐴260 ×  𝜀)/𝑏 

c = RNA-Konzentration [ng/µL] 

ε = Extinktionskoeffizient für RNA [40 ng/µL] 

b = Schichtdicke [1 cm] 

 

Phenol besitzt je ein Absorptionsmaximum bei 230 und 270 nm, das in TRIzol® ebenfalls 

enthaltene Guanidinthiocyanat hat ein Absorptionsmaximum bei 230 nm. Beide Reagen-

zien können als Verunreinigungen die nachfolgenden enzymatischen Reaktionen beein-

trächtigen. Als Maß für die Reinheit der isolierten RNA errechnet man daher den Quotien-

ten aus der Absorptionen bei 260 und 280 nm, sowie bei 260 und 230 nm. Die RNA wird 

dabei als rein angesehen wenn beide Quotienten bei circa 2,0 liegen. Liegt der Quotient 

unterhalb dieses Wertes muss die gelöste RNA erneut mit Isopropanol präzipitiert und mit 

Ethanol gewaschen werden. 

Da RNA sehr empfindlich gegenüber einer Degradation durch RNasen ist, wird die isolierte 

RNA vor allen weiteren Arbeitsschritten durch Agarose-Gelelektrophorese auf ihre Integri-

tät überprüft. Vorbereitend hierfür werden zunächst alle Arbeitsflächen und Geräte mit 

DEPC-Wasser gereinigt. Zur Herstellung des Gels wird 1 g Agarose in 100 mL TAE-Puffer (aus 

50-fach TAE und DEPC-Wasser herzustellen) in der Mikrowelle vollständig aufgeschmolzen 

und in eine vorbereitete Gelkammer gegossen. Nach Erkalten des Gels wird die Kammer 

mit Laufpuffer (ebenfalls TAE-Puffer) aufgefüllt bis das Gel ca. 1 cm mit Puffer bedeckt ist. 

Von jeder Probe wird 1 µg RNA in ein neues Tube überführt und mit dem gleichen Volumen 

an 2-fach RNA-Ladepuffer versetzt und 5 min bei 65 °C auf einem Heizblock erhitzt. Nach 

dem Auftragen der Proben wird das Gel bei 80 V für 60 min laufen gelassen. Da im RNA-

Ladepuffer bereits Ethidiumbromid enthalten ist muss die RNA anschließend nicht mehr in 

einem Färbebad angefärbt werden, sondern kann direkt analysiert werden. Ein Großteil der 

isolierten RNA machen rRNA Spezies 28S und 18S aus. Beide entstehen durch Teilung eines 

gemeinsamen Vorläufermoleküls. Daher sollte die Anzahl beider Spezies in etwa gleich 
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sein. Aufgrund der unterschiedlichen Molekülgröße zeigt die 28S rRNA aber eine deutliche 

stärkere Bandenintensität nach Ethidiumbromidfärbung. Als Maß für die Integrität der RNA 

wird daher der Quotient aus der Bandenintensität von 28S zu 18S rRNA errechnet, wobei 

der Quotient bei ca. 2,5 liegen sollte.  

 

3.3.3 Reverse Transkription 

 

Zur Ermittlung der Genexpression muss die zuvor isolierte und quantifizierte RNA mit einer 

reversen Transkriptase in cDNA umgeschrieben werden. Um unter identischen Bedingun-

gen zu arbeiten werden alle Proben zuvor auf eine definierte Konzentration mit DEPC-Was-

ser eingestellt (Hela: 1 µg/µL; Milzzellen: 250 ng/µL). Die Synthese der cDNA erfolgt unter 

Zuhilfenahme des „RevertAid first strand cDNA synthesis“ -Kits. Im ersten Schritt werden 

für jede Probe 2 µL RNA in einem 200 µL PCR-Tube vorgelegt. Somit verwendet man für 

jede Reaktion eine definierte Menge RNA (Hela: 2 µg; Milzzellen: 500 ng). Im nächsten 

Schritt wird zunächst ein gemeinsamer Mix A, bestehend aus „random hexamer primer“ 

und RNase freiem Wasser,  für alle Proben hergestellt. 

 
Tabelle 3.2: Mix A der cDNA Synthese 

Mix A (1 Reaktion)   

random hexamer primer 1 µL 

RNase freies Wasser 9 µL 

 10 µL 
 

 

Von Mix A werden jeder Probe 10 µL zupipettiert, anschließend die RNA zusammen mit den 

Primern auf 70 °C erhitzt und nach fünf minütiger Inkubationszeit auf 4°C abgekühlt. In der 

Zwischenzeit wird Mix B aus Reaktionspuffer, RNase-Inhibitor und dNTP-Mix für alle Pro-

ben erstellt. 

 
Tabelle 3.3: Mix B der cDNA Synthese 

Mix B (1 Reaktion)   

Reaktionspuffer, 5fach 4 µL 

RiboLock RNase Inhibitor (20 U/µL) 1 µL 

dNTP-Mix (10 mM) 2 µL 

 7 µL 
 

 

Von Mix B werden jeder Probe 7 µL zupipettiert und für weitere 10 min bei 25 °C inkubiert. 

Nach Beendigung der Inkubationszeit wird die Probe auf 4 °C gekühlt, 1 µL der reversen 

Transkriptase zugegeben und für 60 min bei 42 °C inkubiert. Zur Beendigung der Reaktion 
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wird die Temperatur auf 70 °C erhöht und für 10 min gehalten. Die Proben können anschlie-

ßend bis zur Weiterverwendung bei -20 °C gelagert werden. Außer den RNA Proben werden 

für jeden Reaktionsansatz zwei Kontrollen angefertigt. Die noRT-Kontrolle enthält alle 

Komponenten außer der reversen Transkriptase und gibt  Aufschluss über Verunreinigun-

gen mit genomischer DNA, die noRNA-Kontrolle enthält keine RNA und gibt somit Auf-

schluss über Verunreinigungen der Reagenzien. 

 

 

3.3.4 Primer-Design und Optimierung der PCR-Bedingungen 

 

Für eine möglichst exakte Genexpressionsanalyse ist es notwendig spezifische Primer zu 

entwerfen und die optimalen Reaktionsbedingungen empirisch zu ermitteln. Das Primer-

Design erfolgt durch die online-Plattform „Primer-Blast“ des „National Center for Biotech-

nology Information“ (NCBI). Soweit möglich werden die Primer so entworfen, dass das 

Amplifikat eine Größe von 150-250 Basenpaaren hat und die Primer jeweils auf unterschied-

lichen Exons liegen. Hierdurch wird gewährleistet, dass nur mRNA bzw. cDNA, jedoch keine 

genomische DNA amplifiziert wird. Entscheidend für eine hohe Spezifität der Bindung der 

Primer an ihre Zielsequenz ist die gewählte Annealing-Temperatur (Tann) der PCR. Durch 

Erhöhung dieser Temperatur wird die Spezifität zunächst gesteigert, da die Hybridisierung 

der Primer an falsche Sequenzen erschwert wird. Bei Überschreiten der Schmelztempera-

tur schmelzen die Primer allerdings auch von ihrer Zielsequenz ab und die Effizienz der PCR 

nimmt stark ab. Zur Ermittlung der optimalen Annealing-Temperatur werden die Primer in 

einer nicht-quantitativen PCR bei unterschiedlichen Temperaturen in einem Gradienten ge-

testet. Standardmäßig erfolgt dieser Test bei 3 Temperaturen (55,60 und 65 °C). Hierzu 

wird zunächst Mix 1 wie nachfolgend für eine Probe beschrieben hergestellt. Für die 3 Tem-

peraturen sollte ein gemeinsamer Mix hergestellt werden, wobei alle Arbeitsschritte auf 

Eis erfolgen: 

Tabelle 3.4: Mix 1 der PCR 

5x Platinum Tfi Reaction buffer 5,0 µL 

MgCl2 (50 mM) 0,75 µL 

dNTP Mix (10 mM each) 0,5 µL 

H2O  (PCR grade) 11,25 µL 

Mix 1 17,5 µL 
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Zu diesem Mix werden anschließend die beiden Primer sowie die Polymerase pipettiert:  

Tabelle 3.5: Mix 2 der PCR 

 

 

 

 

Zuletzt werden 2 µL des Templates, also der cDNA, zupipettiert. Für jedes Primer-Paar wer-

den 2 verschiedene Verdünnungen des Templates sowie eine negativ Kontrolle (Wasser) 

getestet. Die so vorbereiteten Proben werden im Thermocycler platziert und die Reaktion 

nach folgendem Programm gestartet:  

Tabelle 3.6: Temperaturprogramm der PCR 

 

 

 

 

Die Spezifität der Primer wird durch Auftrennung des Amplifikats in einem 1,8 % Agarosegel 

und Anlegen von 80 V Gleichspannung überprüft. Zudem gibt das Gel Aufschluss über die 

optimale Annealing-Temperatur (zur Herstellung des Gels siehe Kapitel 3.3.2). Die so ermit-

telte Annealing-Temperatur wird nun in einer quantitativen PCR überprüft (Kapitel 3.3.5).  

Mix 1 17,5 µL 

Primer forward (2 µM) 2,5 µL 

Primer reverse (2 µM) 2,5 µL 

Tfi DNA Polymerase (5 U/mL) 0,5 µL 

Mix 2 23,0 µL 

94 °C  2 min  

94 °C 30 sec 
29 

Zyklen 
Temp.-Gradient 1 min 
70 ° C 1 min 

70 ° C 10 min  

Abbildung 3.2: Schmelzkurve zur Verifizierung der Primer-Spezifität 
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Durch Analyse der Schmelzkurve nach Beendigung der Reaktionszyklen wird zum einen die 

Spezifität der Primer nochmals überprüft. Falls Primer-Dimere oder unspezifische Produkte 

entstehen kann dies durch schrittweise Erhöhung der Annealing-Temperatur behoben wer-

den. Zum anderen kann anhand der Schmelzkurve die optimale Akquisition-Temperatur 

(Taq), also die Temperatur bei der während eines Zyklus der qPCR die Fluoreszenzmessung 

stattfindet, bestimmt werden. Diese ist so zu wählen, dass bei Erreichen der Taq alle unspe-

zifischen Produkte bereits geschmolzen sind und nur das Zielprodukt gemessen wird. Aber-

mals werden die Amplifikate in einem 1,8 % Agarosegel zur Kontrolle der Spezifität nach 

ihrer Größe aufgetrennt und mit der theoretischen Amplifikat-Größe verglichen.  

 

3.3.5 Real-Time quantitative PCR 

 

Die Quantifizierung der Genexpression erfolgt anhand des im verwendeten Kit enthaltenen 

SYBR Green I. Dabei handelt es sich um einen in DNA interkalierenden Fluoreszenzfarb-

stoff, wobei die am Ende eines Zyklus gemessene Fluoreszenzintensität proportional zur 

Menge des gebildeten PCR-Produkts zunimmt. Zur Quantifizierung der Expression der in 

Tabelle 3.9 aufgeführten Gene werden die unterschiedlichen Proben zunächst in PCR-Was-

ser verdünnt. Außerdem wird für die Expressions-Analyse eine Standardkurve hergestellt 

(1:10, 1:100, 1:1000). Die vom Hersteller empfohlenen Reaktionsbedingungen wurden leicht 

abgeändert, und die einzelnen Komponenten nach folgendem Schema zusammen pipet-

tiert.  

Tabelle 3.7: Mix der qPCR 

SYBR green PLUS Mix 1,2 µL 

MgCl2 (25 mM) 0,36 µL 

H2O (PCR grade) 2,44 µL 

Primer, forward (2 µM) 3,0 µL 

Primer, reverse (2 µM) 3,0 µL 

 10,0 µL 

+ 2 µL template cDNA 12,0 µL 
 

Die Kapillaren werden mit Hilfe einer Pinzette aus dem Vorratsgefäß in den hierfür vorge-

sehenen, gekühlten Aluminiumblock überführt und pro Kapillare 10 µL des Mixes vorge-

legt. Anschließend werden je 2 µL der Proben bzw. der Verdünnungen der Standardkurve 

und der Kontrollen (NTC=Non-template control und noRT) zupipettiert. Die Analyse der 

Proben erfolgt dabei immer in Form einer Doppelbestimmung. Die Kapillaren werden ver-

schlossen und für 1 Minute bei 600 x g zentrifugiert. Anschließend werden die Kapillaren 

vorsichtig in das LightCycler Karussell überführt und nach optischer Kontrolle des Volu-

mens in den Kapillaren die PCR unter den Bedingungen in Tabelle 3.9 gestartet.  
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Um die Spezifität der qPCR zu gewährleisten wird nach Beendigung der Quantifizierung 

standardmäßig eine Schmelzkurv-Analyse durchgeführt.  

 

 

 

 

 

 

 

 

3.3.6 Berechnung der Genexpression  

 

Die Berechnung der Genexpression eines Zielgens erfolgt anhand der durch Lightcycler 

Software (Version 3.5) ermittelten Ct-Werte (cycle of threshold) der Zielgene/Referenz-

gene in den gemessenen Proben. Durch die für jeden Lauf erstellte Standardkurve wird 

zunächst die Effizienz der Reaktion bestimmt. Durch diese Standardkurve kann die Ampli-

fikationsrate bei einer unterschiedlichen Ausgangskonzentration des Zielstrangs berück-

sichtigt werden, was insbesondere für Quantifizierung schwach exprimierter Gene wichtig 

ist. Die Effizienz E lässt sich über die Steigung m der Standardkurve errechnen (E = 10-1/m).  

Für jede Probe werden die Ct-Werte der Zielgene sowie der Referenzgene in Duplikaten 

ermittelt. Das Referenzgen muss unter der Behandlung in allen Zellen stabil exprimiert sein 

und dient anschließend zur Normalisierung der Expression des Zielgens. Die Veränderung 

der Expression wird durch die Effizienz-korrigierte ΔΔCt-Methode als „Induktionsfaktor“ 

der behandelten Proben (+ der unbehandelten Probe des zu vergleichenden Knock-

outs/Knockdowns) über der unbehandelten Kontrolle ausgedrückt. Die Berechnung des In-

duktionsfaktors erfolgt nach folgender Formel: 

 

Induktionsfaktor=
EZielgen

ΔCt (Zielgen) [Kontrolle-Behandlung]

EReferenzgenΔCt(Referenzgen) [Kontrolle-Behandlung]
 

  

Tabelle 3.8: Temperaturprogramm der qPCR 

95 °C  10 min Vor-Inkubation 

95 °C 5 sec 

28-40 Zyklen 
Tann 10 sec 
72 ° C 15 sec 
Taq 5 sec 

65 -> 
95 °C 

0,1 
°C/s 

 Schmelzkurve 

40 °C 3 min Kühlphase 
 

murin Tann Taq 

β-Actin 65 84 
HPRT1 65 72 
TNF-α 65 84 
IL6 55 72 
MCP1 65 80 
MIP1α 65 78 
   
human Tann Taq 

18S 60 76 
IL6 66 72 
OGG1 61 86 

 

Tabelle 3.9: Tann und Taq der Primer 
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3.4 Durchflußzytometrische Analyse der Milzzellen 

 

3.4.1 Prinzip 

 

Mit Hilfe der Durchflußzytometrie (FACS-Analyse, Fluorescence activated cell sorting) kön-

nen Zellpopulationen innerhalb einer heterogenen Zellsuspension identifiziert und quanti-

fiziert werden. Hierzu werden die Parameter Zellgröße, Granularität sowie die Färbung spe-

zifischer Oberflächen-Marker oder auch intrazellulärer Proteine herangezogen. Die zur De-

tektion vereinzelten Zellen werden durch eine Kapillare eingesaugt, somit voneinander ge-

trennt und passieren nun einzeln einen ersten Laserstrahl. Dieser Lichtstrahl wird von den 

Zellen gestreut, durch verschiedene Sensoren detektiert und dient der Bestimmung von 

Zellgröße und Granularität. Durch Detektion des vorwärts gestreuten Lichts (FSC, forward 

scatter) kann die Größe der Zelle bestimmt werden. Dabei gilt, dass mit zunehmender Zell-

größe das Licht stärker gestreut wird. Die Granularität wird anhand des Seitwärtsstreu-

lichts (SSC, side scatter) bestimmt. Auch hier gilt, je mehr Seitwärtsstreulicht detektiert 

wird, desto stärker ist die Granularität der Zelle. Darüber hinaus werden aber auch spezifi-

sche Oberflächenmarker zur Identifizierung der Zellen anhand gegen sie gerichteter Anti-

körper, welche mit Fluoreszenzfarbstoffen gekoppelt sind, herangezogen. Diese Farb-

stoffe unterscheiden sich ihrem im Absorptions- und Emissionsspektrum. Das bedeutet sie 

können durch unterschiedliche Laser angeregt werden und emittieren ihrerseits Licht in 

unterschiedlichen Wellenlängen. Dieses Licht kann durch geeignete Sensoren detektiert 

und die Zellen so auf Oberflächenmarker bzw. intrazelluläre Zielstrukturen überprüft und 

quantifiziert werden. 

 

Abbildung 3.3: Gating der Zellen im Durchflußzytometer. In der linken Grafik erfolgt zunächst das gating der Zellen 
über einen Viabilitätsmarker. Somit wird sichergestellt, dass nur lebende Zellen im weiteren Verlauf unter-
sucht werden. Auf der linken Grafik werden die lebenden Zellen in CD8- und CD4-positive Zellen aufgetrennt 
und können im nächsten Schritt auf ihre intrazelluläre TNF-α-Produktion untersucht werden. 
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Durch geschickte Kombination von Fluoreszenzfarbstoffen und Antikörpern und gegen 

Oberflächenmarker können somit Subpopulationen einer heterogenen Zellpopulation 

identifiziert und quantifiziert werden.  

 

3.4.2 Färbung der Milzzellen 

 

Nach der Isolation der Milzzellen (s.0.) werden die Zellen mit der angegebenen Konzentra-

tion von LPS oder PMA/Ionomycin in RPMI 1640 Vollmedium behandelt. Zusätzlich wird den 

Ansätzen noch Monensin (eBioscience®) zugesetzt, wodurch der Golgi-Apparat inhibiert 

und die Sekretion von TNF-α unterbunden wird. Zur Färbung werden die Zellen zunächst 

auf einer 96-well-Spitzbodenplatte zu je 100 µL bei einer Konzentration von 107 Zellen / mL 

ausplattiert und gewaschen. Hierfür werden die Zellen für 2 Minuten bei 600 x g zentrifu-

giert, der Überstand verworfen und das Zellpellet in 50 µL PBSCMF (4 °C) resuspendiert. 

Dieser Waschschritt wird noch einmal wiederholt. Für die Oberflächenfärbung werden zu-

nächst die entsprechenden Antikörper sowie der Viabilitätsmarker gemäß Tabelle 3.10 in 

PBSCMF verdünnt. Die Zellen werden zunächst abzentrifugiert (s.o.) und in 50 µL der Ober-

flächenfärbelösung resuspendiert. Nach 30 minütiger Inkubationszeit bei 4 °C werden die 

Zellen 2 mal in PBSCMF gewaschen (s.o.) Vor der intrazellulären Färbung müssen die Zellen 

zunächst fixiert und permeabilisiert werden. Dies erfolgt durch resuspendieren der Zellen 

in 50 µL des Fix/Perm-Puffers der Firma eBioscience und 30 minütige Inkubation bei 4 °C. 

Die folgenden 2 Waschschritte erfolgen mit 50 µL Permeabilisierungspuffer. Zur intrazellu-

lären Färbung wird der TNF-α- oder der Isotyp-Antikörper mit Permeabilisierungspuffer ver-

dünnt und je 45 µL zupipettiert und resuspendiert. Nach 30 minütiger Inkubationszeit wer-

den die Zellen je einmal mit Permeabilisierungspuffer und GM-Puffer gewaschen. Zuletzt 

werden die Zellpellets in 100 µL GM-Puffer resuspendiert und zur weiteren Analyse in ein 

FACS-Röhrchen überführt. 

Tabelle 3.10: Verdünnungen der Antikörper

 

  

Epitop Fluorochrom Verdünnung 

Fixable 
viability  

BV510 1:1000 

Oberflächenfärbung 

MHCII APC-Cy7 1:1000 
CD11c BV605 1:400 
B220 FITC 1:400 
CD8 PE-Cy7 1:400 
CD4 BV785 1:500 
F4/80 APC 1:400 
CD11b BV421 1:400 

Intrazelluläre Färbung 

TNF-α PE 1:100 
Isotyp PE 1:100 
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3.5 Generierung & Charakterisierung von Knochenmarks-Makrophagen 

(BMDM) 

3.5.1 Generierung der BMDM 

 

Vorbereitend zur Sektion wird das Sektionsbesteck im Heißluftsterilisator sterilisiert sowie 

alle Arbeitsflächen gründlich mit 70 % Ethanol gereinigt. Die Tiere werden mittels Isofluran 

narkotisiert, durch anschließende zervikale Dislokation getötet und mit 70 % Ethanol desin-

fiziert. 

Zunächst wird mit einer Schere oder einem Skalpell das Fell von der Hüfte bis zum Fuß am 

Hinterbein entlang aufgeschnitten, sodass das Fell nun abgezogen werden kann und das 

Hinterbein freiliegt. Mit einem Skalpell kann nun der Oberschenkel (Femur) aus der Hüft-

pfanne gelöst und die Sehnen durchtrennt werden. Der Oberschenkelknochen kann jetzt 

aus dem Muskel geschoben werden. Nachdem man die Sehnen auch am Fuß durchtrennt 

hat vollzieht man das Gleiche auch am Schienbein (Tibia). Der Fuß wird mit einer Schere 

abgetrennt. Die freiliegenden Knochen werden mit einem in Ethanol getränkten Mull von 

restlichem Muskelgewebe gesäubert.  

Die Epiphysen werden mit einer Knochenschere abgetrennt, Femur und Tibia in einer Pet-

rischale platziert und das Knochenmark mit 5 mL sterilem PBSCMF (5 mL Spritze mit 23G 

Kanüle) vorsichtig herausgespült bis sie ganz weiß sind. Die Zellsuspension wird dann mit 

einer 1 mL Pipette vorsichtig resuspendiert und über ein 70 µm Zellsieb in ein steriles 50 mL 

Tube überführt. Die Petrischale wird nochmals mit 5 mL PBSCMF ausgespült, welche eben-

falls in das 50 mL Tube überführt werden. Die Zellen werden abzentrifugiert (10 min, 200 x 

g, 4 °C), und das Zellpellet daraufhin in 1 mL Erythrozyten-Lysepuffer resuspendiert. Nach 5 

Minuten sind alle Erythrozyten lysiert und die Suspension wird auf 2o mL mit PBSCMF auf-

gefüllt und erneut abzentrifugiert (10 min, 200 x g, 4 °C). Die Zellen werden in frischem BM-

Mac-Medium resuspendiert, gezählt und auf Eis gelagert. Pro Zellkulturflasche werden 107 

Knochenmarkszellen in 20 mL BM-Mac-Medium suspendiert und bei 37 °C für drei Tage in-

kubiert. Nach 3 Tagen werden weitere 10 mL BM-Mac-Medium zugegeben. Nach 6 Tagen 

sind die Makrophagen ausdifferenziert. Zur Gewinnung der BMDM wird zunächst das Me-

dium abgenommen, 10 mL PBSCMF (4 °C) zugegeben und die Zellkulturflaschen auf Eis für 

ca. 10 Minuten inkubiert. Mit Hilfe eines Zellschabers lassen sich die Zellen dadurch leichter 

ablösen. Die BMDM werden abzentrifugiert (5 min, 200 x g, 4 °C), gezählt und stehen dann 

für die Charakterisierung und weitere Versuche zur Verfügung.  
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3.5.2 Charakterisierung der BMDM 

 

Zur Charakterisierung werden je 0,5 x 106 der ausdifferenzierten BMDM (oder zur Kontrolle 

der Antikörper die Makrophagen-Zelllinie J774.2) abzentrifugiert und 2-mal mit 1 mL 

PBSCMF gewaschen. Zur Fixierung der Zellen werden diese nach dem letzten Waschschritt 

zunächst in 450 µL PBSCMF resuspendiert, zusätzlich mit 500 µL Formaldehyd (2% in 

PBSCMF) versetzt und über Nacht bei 4 °C inkubiert. Im ersten Teil der Färbung werden die 

fixierten Zellen zunächst 2 mal mit PBS gewaschen und anschließend mit 400 µL Fc-Block-

Lösung resuspendiert und für 10 Minuten bei 4 °C inkubiert um eine unspezifische Bindung 

der weiteren Antikörper zu vermeiden. Die eigentliche Färbung erfolgt mit Fluoreszenz-

farbstoff-gekoppelten Antikörpern gegen die Makrophagen-spezifischen Oberflächenmar-

ker F4/80 und CD11b. Hierfür werden zunächst die Verdünnungen der Antikörper wie in Ta-

belle 3.11 angegeben angesetzt und je 10 µL dieser Lösungen zu den Proben zupipettiert 

und für 30 Minuten bei 4 °C inkubiert. Abschließend werden die gefärbten Zellen erneut 2-

mal mit PBSCMF gewaschen, in 1 mL PBSCMF resuspendiert und können dann mittels 

Durchflußzytometrie analysiert werden. Zellen, welche beide Oberflächenmarker tragen 

werden dabei als ausdifferenzierte BMDM angesehen. 

 

 Tabelle 3.11: Antikörper Verdünnung der BMDM-Färbung 

 

 

 

 

 

Abbildung 3.4: Charakterisierung der BMDM. Die Differenzierung der Knochenmarkszellen zu BMDM wurde 
anhand der spezifischen Makrophagen-Oberflächenmarker CD11b und F4/80 überprüft. Auf der linken Seite 
ist die Positivkontrolle der verwendeten Antikörper in der Makrophagen Zelllinie J774.2 zu sehen. Rechts er-
folgte analog die Charakterisierung der differenzierten BMDM. 

Antikörper Verdünnung µg/Test 

Fc-Block 1:400 0,5 

CD11b-PE 1:10 0,125 

F4/80-FITC 1:10 0,5 
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3.6 Zellkultur 

3.6.1 Kultur adherenter Zellen 

 

Die Kultivierung aller verwendeten Zellen erfolgt stets unter sterilen Bedingungen in einer 

Laminar-Air-Flow-Box. Inkubation im Zellkulturbrutschrank erfolgt unter konstanten Bedin-

gungen (37 °C, 5 % CO2; 99% Luftfeuchtigkeit). Zum Passagieren von adhärenten Zelllinien 

wird zunächst das Medium vollständig abgenommen und die Zellen mit PBSCMF vorsichtig 

gewaschen. Nach Entfernen des PBSCMF werden die Zellen abgelöst. Hierfür werden circa 

30 µL pro Wachstumsfläche (cm2) einer auf 37 °C vorgewärmten Trypsin/EDTA-Lösung 

(0,025 % / 0,01 %) in die Zellkulturflasche zupipettiert, die Flasche verschlossen und kurz ge-

schwenkt bis die gesamte Fläche mit Trypsin bedeckt ist. Nach circa dreiminütiger Inkuba-

tion im Brutschrank beginnen sich die Zellen abzulösen, was im Mikroskop zu überprüfen 

ist. Anschließend werden die Zellen in mindestens dem doppelten Volumen Kulturmedium 

aufgenommen. Um eine unbeabsichtigte Selektion schwach adhärenter Zellen zu vermei-

den ist darauf zu achten, dass alle Zellen abgelöst werden. Das im Medium enthaltene Se-

rum kann zwar Trypsin inaktivieren sowie das verwendete EDTA teilweise binden, dennoch 

wird die Zellsuspension bei 4° C und 380 x g für 5 Minuten zentrifugiert. Das erhaltene Zell-

pellet wird in 5 mL Kulturmedium aufgenommen und sorgfältig durch auf und ab pipettie-

ren vereinzelt. Die Zellen können anschließend im Verhältnis 1 zu 10 in einer neuen Zellkul-

turflasche, oder nach Zellzahlbestimmung für nachfolgende Versuche in entsprechenden 

Flaschen oder Platten ausgesät werden. 

 

3.6.2 Kryokonservierung und Auftauen von Zellen 

 

Um Zellkulturzellen langfristig zu lagern und dabei ihre Vitalität vollständig aufrecht zu er-

halten, werden die Zellen in flüssigem Stickstoff kryokonserviert. Hierfür werden subkon-

fluente, adhärente Zellen mittels Trypsin abgelöst und in frischem Medium resuspendiert. 

Unter Zuhilfenahme des Coulter-Counters erfolgt eine Zellzahlbestimmung der Suspen-

sion. Die Zellen werden anschließend bei 4 °C und 380 x g für 5 min zentrifugiert. Der Über-

stand wird verworfen und das Zellpellet in Einfriermedium (FCS mit 10 % DMSO) zu einer 

Zelldichte von 2 x 106 Zellen / mL resuspendiert. Diese Zellsuspension wird nun zügig zu je 

einem Milliliter auf vorbereitete Kryoröhrchen aufgeteilt und stufenweise eingefroren. 

Hierfür werden die Zellen zunächst bei -20 °C für circa 2 Stunden gelagert und anschließend 

über Nacht bei -80 °C eingefroren. Zur endgültigen Lagerung werden die Zellen am nächs-

ten Tag in einen Tank mit flüssigem Stickstoff transferiert. 

Zum Auftauen der konservierten Zellen wird das Kryoröhrchen aus dem Stickstofftank ent-

nommen und im Wasserbad bei 37 °C angetaut. Die noch nicht vollständig aufgetaute Zell-
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suspension wird in ein vorbereitetes Tube überführt in welches 9 mL Kulturmedium vorge-

legt wurden. Um das zur Krykonservierung notwendige, jedoch zytotoxische, DMSO zu 

entfernen werden die Zellen bei 4 °C und 380 x g für 5 Minuten abzentrifugiert und der 

Überstand verworfen. Das Zellpellet wird anschließend in 5 mL Kulturmedium resuspen-

diert und die Zellsuspension in eine kleine Zellkulturflasche überführt. Am darauffolgenden 

Tag wird das Medium gewechselt um alle nicht adherenten Zellen zu entfernen. Die erste 

Passage erfolgt in der Regel am dritten Tag nach dem Auftauen.  

 

3.6.3 Behandlung adhärenter Zellen 

 

Die in dieser Arbeit verwendeten Hela- und J774.2-Zellen sind adhärent, das bedeutet, dass 

sie am Boden der Zellkulturflaschen bzw. der Platten anwachsen. Zur Behandlung der Zel-

len werden diese am Vorabend des Versuchstages in 6-well-Platten ausgestreut (Hela: 0,8 

x 106 Zellen; J774.2: 107 Zellen) und im Brutschrank über Nacht inkubiert. Am folgenden Tag 

wird das Medium durch unterschiedliche Vorinkubationsmedien ersetzt. In diesen Medien 

wird zuvor die gewünschte Konzentration eines eventuell eingesetzten Inhibitors (oder 

DMSO als Kontrolle) eingestellt und die Zellen für 1 Stunde vorinkubiert. Zur Induktion der 

Genexpression wird zunächst ein gemeinsamer Ansatz eines TNF-α oder LPS enthaltenden 

Mediums in entsprechender Konzentration angesetzt. Dieses wird entsprechend der Vo-

rinkubation aufgeteilt und wiederum auf die zuvor definierte Konzentration eines Inhi-

bitors eingestellt. Die Induktion der Genexpression erfolgt dann durch Inkubation der Zel-

len mit diesen Medien im Brutschrank für die angegebenen Zeiträume. 

Die HeLa-Zelllinie mit dem stabilen OGG1 Knockdown sowie die Leervektor-Kontrollen wur-

den von der Arbeitsgruppe PD Dr. Khobta zur Verfügung gestellt. Zur Vereinfachung wer-

den die Zellen im Folgenden als Kontrolle bzw. OGG1 KD bezeichnet. 
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3.7 Alkalische Elution 

3.7.1 Versuchsprinzip der Alkalischen Elution 

 

Die Alkalische Elution ist eine äußerst sensitive Methode zur Detektion intrazellulärer DNA-

Einzelstrangbrüche. Das Prinzip hinter dieser Methode ist, dass einzelsträngige DNA (sing-

lestranded DNA, ssDNA) in Abhängigkeit ihrer Länge unterschiedlich schnell von einem Po-

lycarbonatfilter eluiert wird. Je mehr Einzelstrangbrüche (singlestrand breaks, SSB) in der 

DNA, desto kleiner die DNA-Fragmente und desto schneller die Eluierung vom Filter. Die 

Modifizierung dieser Methode durch zusätzlichen Einsatz geeigneter Reparaturendonuk-

leasen erlaubt es außer SSB´s auch diverse andere DNA-Schäden zu detektieren. Diese sind 

in der Lage weitere DNA-Basenmodifikationen zu detektieren und auszuschneiden 

wodurch an deren Stelle ein SSB entsteht, welcher dann wiederum durch die Alkalische 

Elution quantifiziert werden kann.  

 

3.7.2 Versuchsaufbau & Vorbereitungen 

 

Insgesamt stehen in der Apparatur 20 Einwegspritzen (25 mL), welche in ein temperierba-

res Wasserbad absenkbar sind, als Vorratsgefäße zur Verfügung. Am Ende jeder Spritze ist 

ein Frittenboden befestigt auf welchem die Polycarbonatfilter aufgelegt werden. Die Zell-

suspensionen und Puffer werden von oben in die diese Vorratsgefäße pipettiert und mit 

Hilfe einer Mehrkanalpumpe durch angeschlossene Dialyseschläuche über den Filter bis zu 

einem Abfallgefäß gepumpt. Während der Eluierung der DNA wird dieses durch einen 

Franktionssammler ausgetauscht, um das Eluat in Reagenzgläsern aufzufangen. Vor Ver-

suchsbeginn werden die angefeuchteten Polycarbonatfilter (Porendurchmesser 2 µm) bla-

senfrei auf die Frittenböden im Frittenhalter eingelegt und die Frittenhalter mit Aqua dest. 

aufgefüllt. Nachdem 2 mal 2,5 mL kaltes PBSCMF durch die Filter gepumpt wurde, werden 

die Fritten im Wasserbad bei 4 °C temperiert, um eine Reparatur der DNA-Schäden in den 

Zellen während des Auftragevorgangs zu vermeiden.  

 

3.7.3 Durchführung 

 

Pro Filter werden 106 Zellen aufgetragen, um so im Falle der Hela-Zellen auf eine DNA-

Menge von ca. 10 µg DNA/Filter zu kommen. Dabei werden für jede „Behandlung“ drei Spu-

ren benötigt. Die erste Spur dient zur Detektion von Einzelstrangbrüchen und wird später 

nicht mit Reparaturendonukleasen behandelt, die beiden weiteren Spuren dienen zur De-

tektion Reparaturendonuklase-sensitiver DNA-Modifikationen und werden später gemit-

telt. Die Zellen werden gezählt und die auf Eis gelagerte Zellsuspension anschließend auf 
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die bei 4 °C temperierten Filter durch Abpumpen aufgetragen. Durch zweimaliges Waschen 

mit je 3 mL kaltem PBSCMF werden alle Reste des Zellkulturmediums entfernt. Nach dem 

zweiten Waschschritt wird das Wasserbad auf 25 °C erwärmt. Zur Lyse der Zellen werden 

zunächst je 2 mL Lysepuffer bei maximaler Pumpleistung durch die Filter gepumpt. Zur voll-

ständigen Entfernung aller Proteine werden dann pro Filter 5 mL mit Proteinase K versetz-

tem Lysepuffer (400 mg/L) über 90 Minuten langsam durch den Filter gepumpt. Anschlie-

ßend werden die Filter 7-mal mit je 5 mL PBSCMF gewaschen um alle Reste des Lysepuffers 

und der Proteinase zu entfernen. Während dieser Waschschritte kann das Wasserbad auf 

eine für die Reparaturendonukleasen optimale Temperatur von 37 °C erwärmt werden. Pro 

Filter werden nun 2 mL der frisch angesetzten Enzymlösung in die Vorratsgefäße pipettiert. 

Davon wird der erste Milliliter mit maximaler Geschwindigkeit, der zweite Milliliter über 

einen Zeitraum von 50 Minuten durch den Filter gepumpt. Nach der Enzyminkubation wer-

den eventuelle Reste der Enzymlösung vorsichtig aus den Vorratsgefäßen abpipettiert, die 

Temperatur des Wasserbads auf 25 °C gesenkt und 2-mal mit je 5 mL BE1 gewaschen, bevor 

nochmals mit 5 mL Waschpuffer gewaschen wird. Anstelle des Abfallgefäßes wird nun der 

Fraktionssammler mit jeweils 6 Reagenzgläsern pro Filter bestückt und eingesetzt. Die Vor-

ratsgefäße werden mit 30 mL Elutionspuffer gefüllt und über einen Zeitraum von 11 Stun-

den langsam durch die Filter gepumpt. Der Fraktionssammler schaltet dabei alle 120 Minu-

ten, sodass insgesamt 6 Fraktionen entstehen. Nach Ablauf dieser Zeit wird der sich noch 

in den Vorratsgefäßen befindende restliche Elutionspuffer in die letzte Fraktion gepumpt.  

 

Abbildung 3.5: Prinzip und Durchführung der Alkalischen Elution in schematischer Darstellung. (entnom-

men der Dissertation von der Lippen, 2013)  
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3.7.4 Auswertung der Alkalischen Elution 

 

Das Volumen der letzten Fraktion wird gemessen und zusammen mit dem zugehörigen Fil-

ter samt Frittenboden für 2 Stunden bei 60 °C im Wasserbad geschüttelt, um auf dem Filter 

verbliebene DNA abzulösen. Zur Auswertung wird das Volumen der anderen Fraktionen 

stichprobenartig gemessen und gemittelt (Fraktionsvolumen). Nach Ablauf der 2 stündi-

gen Inkubationszeit wird dieses Volumen der Fraktion 6 (Filterwert) entnommen.  

Um die in alkalischer Lösung einzelsträngige DNA wieder in doppelsträngige DNA zu über-

führen, werden die Fraktionen durch Zugabe des Fraktionsvolumen von Phosphatpuffer 

(PP pH6) neutralisiert (15 Minuten Inkubation). Anschließend wird ein entsprechendes Vo-

lumen neutralen Phosphatpuffers (PP pH7,2) mit Bisbenzimid versetzt (1,5 µM) und davon 

das Fraktionsvolumen zu den Fraktionen zupipettiert. Während einer 15 minütigen Inkuba-

tionszeit kann der Farbstoff in die DNA interkalieren. Da Bisbenzimid lichtempfindlich ist 

erfolgt dieser Schritt in einer abgedunkelten Kammer. Zu Beginn der Quantifizierung wird 

das Fluorimeter zunächst mittels einer Blindprobe (gleiche Anteile Elutionspuffer/PP 

pH6/PP pH7,2 mit Bisbenzimid) auf einen Nullwert eingestellt. Zusätzlich wird die Fluores-

zenz der Fraktionen einer zellfreien Spur gemessen, welche später von den zugehörigen 

Fraktionen DNA enthaltender Spuren abgezogen werden kann. Danach werden die Fluo-

reszenzintensitäten aller Fraktionen gemessen (Extinktion: 360 nm; Emision: 450 nm). Da 

die Summe der Fluoreszenzintensitäten einer Spur (Fraktionen 1-6) proportional zur DNA-

Menge ist, ist es möglich in jeder einzelnen Fraktion (also Zeitpunkt) den relativen Anteil 

der DNA zur Gesamt-DNA (Fraktionen 1-6) zu ermitteln. Die absolute DNA-Menge kann 

durch einen Vergleich mit einem Standard (4 µg Kalbsthymus-DNA in Elutionspuffer) be-

rechnet werden. Eine zufällige Verteilung der Einzelstrangbrüche in der DNA vorausge-

setzt, ergibt die halblogarithmisch gegen die Zeit aufgetragene relative DNA-Menge eine 

Gerade, deren Anstieg proportional zu den enthaltenen Einzelstrangbrüchen ist. Die Be-

rechnung der absoluten Einzelstrangbrüche sowie der Reparaturendonuklase-sensitven 

DNA-Schäden berechnet sich nach folgender Formel: 

 

 

Zur Quantifizierung der Reparaturendonuklase-sensitiven Modifikationen, werden die be-

reits vorliegenden Einzelstrangbrüche (Spur ohne Enzyminkubation) von diesen Werten 

abgezogen.  

SSB + RE = m * (-2,24*106) 

Formel 1: Berechnung der DNA-Schäden in der Alkalischen Elution.  
SSB=Anzahl der Einzelstrangbrüche; RE=Anzahl der Reparaturendonuklease-sensitiven Läsionen; 
m=mittlere Steigung der Geraden; Der Faktor für die hier beschriebene langsame Elution beträgt -2,24.  
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3.8 Western Blot 

 

3.8.1 Prinzip 

 

Der Western Blot ist eine Standardmethode zum Nachweis von Proteinen. Hierfür müssen 

die Proteine eines Zell-Lysats zunächst über eine SDS-Page nach Größe aufgetrennt wer-

den. Als „blotting“ bezeichnet man den anschließenden Transfer der aufgetrennten Prote-

ine auf eine Nitrocellulose Membran durch Anlegen einer Spannung. Die durch hydrophobe 

Wechselwirkungen auf dieser Membran anhaftenden Proteine werden daraufhin mit Hilfe 

spezifischer Antikörper detektiert.  

 

3.8.2 Durchführung des Western Blots 

3.8.2.1 Herstellung des Zelllysats 

 

Zur Herstellung des Zell-Lysats werden 107 Zellen verwendet. Nach dem Zählen der Zellen 

wird das entsprechende Volumen der Zellsuspension in ein 50 mL Zentrifugenröhrchen pi-

pettiert und bei 380xg für 5 Minuten zentrifugiert. Der Überstand wird abgenommen, das 

Zellpellet in 10 mL PBSCMF resuspendiert und erneut zentrifugiert. Dieser Waschschritt 

wird nochmals wiederholt. Nachdem der Überstand abgenommen wurde wird das Zellpel-

let in 200 µL RIPA-Puffer, welcher kurz zuvor mit PMSF versetzt wurde, aufgenommen. Die 

Zellsuspension wird zunächst 15 Minuten auf Eis geschüttelt und danach weitere 30 Minu-

ten auf Eis inkubiert. Die Suspension wird in ein 2 mL Eppendorf-Cap transferiert und für 10 

Minuten bei 4 °C mit 10000xg zentrifugiert. Der Überstand kann nun zu je 30 µL aliquotiert 

werden (+ je 3µL cOmplete®, Mini Protease Inhibitor Cocktail, 10fach) und wird bis zur wei-

teren Verwendung bei -80 °C gelagert. Ein Aliquot ohne den Protease Inhibitor wird direkt 

zur Proteinquantifizierung nach Bradford weiterverwendet.  

 

3.8.2.2 Proteinbestimmung nach Bradford 

 

Zu Beginn der Quantifizierung wird zunächst eine BSA-Kalibrierkurve erstellt. Da die Kon-

zentration des Zell-Lysats zu hoch ist wird dieser 1:10 mit Wasser verdünnt. Für die Messung 

werden je 800 µL Kalibrierlösung oder 780 µL Wasser in einem 2 mL Cap vorgelegt und 200 

µL BioRad-Lösung langsam dazu pipettiert. Im Falle der Messprobe werden nun 20 µL der 

verdünnten Probe dazu gegeben und gut gevortext. Nach 10 Minuten kann die Absorption 

bei einer Wellenlänge von 595 nm gemessen und die Proteinmenge anhand der Kalibrier-

geraden errechnet werden.  
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3.8.2.3 SDS-Page und Protein-Blotting 

 

Zur Auftrennung der Proteine im Zell-Lysat wird zunächst ein 10 %iges Acrylamidgel in einer 

Dicke von 0,75 mm gegossen und mit einem Sammelgel überschichtet. Zur Analyse werden 

20 µg Gesamtprotein sowie 7 µL des Proteinmarkers aufgetragen und die Elektrophorese 

bei 80 V gestartet. Sobald die Proben das Trenngel erreicht haben, wird die Auftrennung 

bei 100 V für ca. 2 Stunden gefahren. Anschließend wird das Gel vorsichtig in entionisiertem 

Wasser gewaschen und zusammen mit 2 Filterpapieren, der Nitrocellulosemembran und 

zwei Faserpads für 30 Minuten im Kühlschrank in Transferpuffer inkubiert. Das Transfer-

„Sandwich“ in der Zusammensetzung Faserpad – Filterpapier – Gel –Nitrocellulosememb-

ran – Filterpapier – Faserpad wird anschließend blasenfrei in die Transferkassette einge-

spannt, wobei die Membran der Anode zugewandt sein muss. Bestückt mit einem Kühl-

akku und komplett mit Transferpuffer befüllt wird der Proteintransfer durch Anlegen einer 

Spannung von 100 V für 60 Minuten gestartet. Durch kurzzeitiges Anfärben der Proteine 

mit Panceau-Rot kann der Proteintransfer überprüft werden. Vor der Antikörperinkubation 

wird die Panceau-Färbung durch mehrmaliges Waschen mit entionisiertem Wasser wieder 

entfernt.  

 

3.8.2.4 Antikörperinkubation 

 

Um eine unspezifische Bindung der Antikörper (AK) zu verhindern, wird die Membran bei 

4 °C über Nacht auf einem Schüttler in einer 5 %igen BSA-Blocking-Lösung inkubiert. Am 

folgenden Tag wird die Membran mehrmals kurz in TBST 0,1 % geschwenkt und nach fol-

gendem Schema dreimal gewaschen: 15 min TBST 0,1 %, 10 min TBST 0,5 % und 5 min TBST 

0,1 %. Die folgende AK-Inkubation erfolgt im gleichen Gefäß wie das Blocking. Pro Membran 

werden circa 10 mL der AK-Lösungen verwendet. Hierfür wird der anti-hOGG1 AK 1:20.000, 

der anti-β-Actin AK 1:2.000 in TBST 0,1 % (1 % BSA) verdünnt, und die Membran über Nacht 

bei 4 °C auf mit dieser Lösung inkubiert. Anschließend wird die Membran erneut dreimal 

nach obigem Schema gewaschen. Die Inkubation mit den sekundär-AK erfolgt allerdings 

getrennt. Zunächst erfolgt die Inkubation mit dem goat-anti rabbit-IgG-HRP Antikörper 

(1:2.000 in 0,1 % TBST mit 1 % BSA) für 2 Stunden bei Raumtemperatur zur Detektion von 

OGG1. Danach wird die Membran zur Detektion von β-Actin mit dem goat-anti mouse- IgG 

HRP Antikörper (1:2000) inkubiert. 
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3.8.2.5 Immundetektion 

 

Nach der Inkubation mit den sekundären Antikörpern wird die Membran dreimal mit TBST 

gewaschen, mit circa 2 mL Chemilumineszenz-Lösung vollständig bedeckt für 2 Minuten 

inkubiert und anschließend blasenfrei in Klarsichtfolie verpackt. Ein entsprechend der 

Größe der Membran zugeschnittenes Stück Blotting-Film wird nun zusammen mit dieser in 

einer Autoradiographie-Kassette fixiert und diese fest verschlossen. Das Luminol in der 

Chemilumineszenz-Lösung kann nun, durch die sich am sekundären AK befindende HRP 

(horse raddish peroxidase), in seine oxidierte Form umgewandelt werden und beleuchtet 

somit den Blotting-Film nur an den Stellen, an denen sich auch HRP befindet. Daher müssen 

alle Schritte der Immundetektion in einer Dunkelkammer durchgeführt werden. Nach der 

Belichtungszeit (0,5 – 5 Minuten) wird der Blotting-Film in Entwickler-Lösung entwickelt bis 

die Banden zu sehen sind und abschließend für 1 Minute in Fixierlösung eingelegt. 

 

Zur Quantifizierung werden die Blotting-Filme unter Nutzung des BioRad Gel Doc 1000 do-

kumentiert. Die densitometrische Messung erfolgt durch die Software Image LabTM. 
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3.9 PM2-Assay / FPG Cleavage 

3.9.1 Prinzip 

 

Der PM2-Assay ermöglicht es, die DNA-schädigende Wirkung chemischer Substanzen 

und/oder Strahlung in zellfreier Umgebung zu untersuchen. Dabei macht man sich zu 

Nutze, dass die in ungeschädigtem Zustand in superhelikaler Konformation vorliegende 

PM2-DNA durch einen SSB in die offenzirkuläre Konformation relaxiert. Um mit diesem As-

say Basenmodifikation zu detektieren, müssen diese jedoch zunächst von einer für sie spe-

zifischen Reparaturendonuklease erkannt werden, welche an dieser Stelle einen SSB er-

zeugen. Die verschiedenen Konformationen der PM2-DNA lassen sich im Agarosegel ein-

fach auftrennen, da sie aufgrund ihrer unterschiedlichen Kompaktheit im Agarosegel un-

terschiedlich weit laufen. In dieser Arbeit wird dieser Assay allerdings nicht verwendet um 

die schädliche Wirkung einer Substanz auf die DNA zu untersuchen, sondern, um den voll-

ständigen cleavage isolierter DNA durch FPG zu überprüfen. Die verwendete DNA enthält 

eine definierte Anzahl oxidativer Läsionen und wird im Zuge der qPCR-basierten Detektion 

oxidativer Läsionen als Positiv-Kontrolle für einen erfolgreichen Cleavage eingesetzt. 

 

3.9.2 Durchführung des PM2-Assays / FPG Cleavage 

 

3.9.2.1 Pipettierschema 

 

Für die Durchführung des PM2-Assays wurde die oxidative Läsionen enthaltende DNA zu-

nächst mit dem Nanodrop quantifiziert (siehe Kapitel 3.3.2) und auf eine Konzentration von 

50 ng/µL eingestellt, wobei hier mit einem Faktor von 0,05 für DNA (anstatt 0,04 für RNA) 

gerechnet wird. Das FPG-Enzym der Firma NEB wird vor Versuchsbeginn auf eine Konzent-

ration von 1,33 U/µL verdünnt (BEH/BSA-Puffer). Auf jede Spur des Gels sollen später 200 

ng DNA aufgetragen werden, daher ergibt sich für die Durchführung das Pipettierschema 

in Kapitel 3.10.2.1. 

Nach Inkubation der DNA mit FPG für 60 Minuten bei 37 °C wird das Enzym anschließend 

durch eine 20 minütige Inkubation bei 60 °C inaktiviert. Nach Zugabe von 10 µL Auftrage-

puffer werden die Proben in die Geltaschen des vorbereiteten Agarosegels pipettiert. 

 

 

  

 Volumen Menge/Konz. 

DNA 4 µL 200 ng 

+ FPG-Enzym 6 µL 8 U 

+ BEH-BSA ad 40 µL  

Inkubation: 1 Stunde bei 37 °C 

Hitzeinaktivierung: 20 Minuten bei 60 °C 
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Agarosegelelektrophorese 

 

Zur Detektion der DNA wird ein 0,8 %iges Agarosegel gegossen. Hierzu werden 0,8 g Aga-

rose in 100 mL TAE-Puffer durch Erhitzen in der Mikrowelle vollständig geschmolzen. Durch 

Siedeverzug verlorenes Volumen wird anschließend mit TAE-Puffer aufgefüllt. Die flüssige 

Agarose-Lösung wird blasenfrei in eine mit Gelkämmen bestückte Gelkammer gegossen 

und muss dort zunächst erkalten. Das gesamte Probenvolumen wird anschließend in die 

Geltasche pipettiert, und die DNA bei 80 V für 60 Minuten aufgetrennt.  

 

3.9.2.2 Auswertung 

 

Anhand der Fluoreszenzintensitäten der beiden DNA-Konformationen kann anschließend 

die Anzahl der bereits vorliegenden SSB beziehungsweise die Anzahl der durch FPG erzeug-

ten SSB errechnet werden. Hierfür wird die DNA im Agarosegel nach der Auftrennung im 

Ethidiumbromidbad angefärbt, und die Fluoreszenzintensitäten mit Hilfe des BioRad Gel 

Doc 1000 gemessen. Die densitometrische Auswertung des Gelbilds erfolgte mit der Soft-

ware Image Lab®. Die Anzahl der FPG-sensitiven Läsionen kann dann durch folgende Glei-

chung errechnet werden:  

 

 

 

  

𝑆𝑆𝐵 + 𝐸𝑆𝑆 = −ln
−1,4 ∗ S

1,4 ∗ 𝑆 + 𝑅
 

Formel 2: Berechnung der SSB und Endonuklease-sensitiven Läsionen 
SSB Einzelstrangbrüche pro PM2 Molekül (pro 104 Basenpaaren) 
ESS Endonuklease-sensitive Läsionen pro PM2 Molekül 
S  Fluoreszenzintensität der superhelikalen Form 
R Fluoreszenzintensität der relaxierten (offenzirkulären) Form 
1,4 Korrekturfaktor, welcher die geringere Interkalation von Ethidiumbromid in die superhelikale Form 

berücksichtigt 
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3.10 qPCR basierte Methode zur Detektion oxidativer Läsionen im hIL6-Pro-

motor 

 

3.10.1 Prinzip  

 

Anhand einer Reihe etablierter Methoden können die globalen Level oxidativer Basenläsi-

onen detektiert werden, beispielsweise über die Alkalische Elution, HPLC oder spezifische 

Antikörper. Die Erfassung von Basenschäden in spezifischen DNA-Sequenzen, z.B. der Pro-

motor-Region oder in den Telomeren, stellt jedoch eine große Herausforderung dar, da 

diese Sequenzen nur einen Bruchteil des Genoms ausmachen. Eine relativ neue Methode 

bedient sich der quantitativen PCR (O'Callaghan et al. 2011). Das Prinzip beruht hierbei da-

rauf, dass die DNA-Polymerase Progression durch eine Läsion im Template verhindert wird, 

was zu einer verringerten Amplifikationseffizienz der Reaktion führt (Sikorsky et al. 2004). 

Dies erfordert jedoch den Einsatz läsionsspezifischer Glycosylasen, welche die Basenschä-

den in AP-Stellen beziehungsweise Einzelstrangbrüche überführen. 

 

3.10.2 Durchführung 

 

In dieser Arbeit erfolgte die Detektion von 8-oxoG in der Promotorsequenz des humanen 

Interleukin 6 Gens, genauer gesagt im Bereich einer NF-κB Bindungssequenz. Nach der Be-

handlung der Zellen mit TNF-α (3.6.3) erfolgte die Isolierung der DNA mit dem QIAamp DNA 

Mini Kit. Die isolierte DNA wurde mit dem Nanodrop 2000 quantifiziert und anschließend 

einem FPG-cleavage unterzogen.  

3.10.2.1 FPG-cleavage 

 

Für den FPG-cleavage wurden 200 ng der isolierten DNA mit und ohne 8 Units des zuvor 

verdünnten FPG-Proteins für 1 Stunde bei 37 °C inkubiert (Kapitel 3.9.2). Die Inaktivierung 

erfolgte durch Erhitzen auf 60 °C für weitere 20 Minuten. Zur Kontrolle des Cleavage wird 

parallel dazu eine Probe mit PM2 DNA angesetzt, welche eine definierte Menge FPG-sensi-

tiver Läsionen enthält. Nach dem Temperaturprogramm werden diese Proben in einem 

Agarosegel aufgetrennt und das Schadensausmaß, hier also die Effizienz des FPG-Cleavage, 

wie in (3.9.2.2) beschrieben quantifiziert.  
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3.10.2.2 Primer-Design & qPCR 

 

Die Primer wurden so konstruiert, dass sie eine Sequenz innerhalb des IL6-Promotors amp-

lifizieren, welche eine Bindungssequenz für den Trankriptionsfaktor NF-κB enthält. In der 

Nähe dieser Bindungsstelle befinden sich noch eine Reihe weiterer Bindungsstellen, unter 

anderem für den Glucocorticoid Rezeptor (GR) sowie für die Transkriptionsfaktor AP-1.  

 

 
Abbildung 3.6: Bindungsstellen von Transkriptionsfaktoren im IL6 Promotor. Entnommen von 
www.sabiosciences.com 

 

 

 

Abbildung 3.7 zeigt in Rot die Sequenzen der Primer für den IL6-Promotor-Abschnitt. Als 

Referenz wurde ein Bereich eines IL6 Introns amplifiziert (Kapitel 7.9). Die Primer wurden 

zuvor wie in Kapitel 3.3.4 beschrieben getestet.  

 

 
Abbildung 3.7: Promotorsequenz des IL6 Gens.  in Rot die Bindungsstellen der Primer 
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Nach dem FPG-Cleavage werden die Proben auf eine Konzentration von 10 ng/µL verdünnt 

und direkt für die qPCR eingesetzt. Als Referenz zum Zielgen wurde eine Sequenz in einem 

IL6 Intron gewählt. Die Berechnung der Amplifikationseffizienz und dadurch die relative 

Detektion oxidativer Läsionen erfolgt durch folgende Formel: 

 

 

 

Ein Quotient von 1,0 gibt somit an, dass die relative Expression des Exons vor und nach FPG-

Verdau gleich ist. Ein Quotient <1 gibt hingegen an, dass die relative Expression nach FPG-

Verdau verringert ist und stellt somit einen indirekten Nachweis für mindestens eine FPG-

Läsion in der amplifizierten Promotor-Sequenz dar. 

 

3.11 Statistik 

 

Alle statistischen Berechnungen für diese Arbeit wurden mit Microsoft Excel 2013 durchge-

führt. Für den Vergleich von zwei Mittelwerten wurde der Student´s T-Test eingesetzt. Hier-

bei wurde ein ungepaarter, zweiseitiger T-Test mit Welch-Korrektur zur Berücksichtigung 

der Annahme einer unterschiedlichen Varianz durchgeführt. Zur Angabe der Signifikanz 

wurde eine Einteilung nach den folgenden Wahrscheinlichkeiten (p-Wert) vorgenommen:  

*   p < 0,05 statistisch signifikant   

**  p < 0,005 statistisch sehr signifikant  

***  p < 0,0005  statistisch hoch signifikant 

 

Zur Berechnung des Signifikanzniveaus wurde weiterhin vereinzelt ein ANOVA-Test durch-

geführt. Die Berechnungen erfolgten durch die Software SPSS (Ver. 23). Die Einteilung des 

Signifikanz-Niveaus erfolgte analog zum Student´s T-Test.  
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4 Ergebnisse 

4.1 Maus-Modell: „ex-vivo“ 

4.1.1 Charakterisierung der Versuchstiere 

 

Zur Charakterisierung der Versuchstiere wurden die Mäuse im Alter von 2, 4,5 und 12 Mo-

naten seziert und hinsichtlich ihres Körpergewichts und dem Organgewicht von Leber, 

Niere, Lunge, Herz und Milz untersucht. Wie in Abbildung 4.1D zu erkennen ist, nehmen die 

Wildtyp Tiere im Laufe eines Jahres stärker an Gewicht zu als die Ogg1-/--Tiere. Die Abhän-

gigkeit des Gewichts vom Genotyp weist dabei eine Signifikanz von p=0,059 auf (ANOVA-

Analyse) und der Unterschied beträgt nach einem Jahr ca. 12 %. 

 

Abbildung 4.1: Charakterisierung der Versuchstiere.  Vergleich der Organ- und Körpergewichte von Wildtyp- 
und Ogg1-/- -Tieren im Alter von 2 Monaten (A, n=4), 4,5 Monaten (B, n=3) und 12 Monaten (C, n=4); MW ± SD. 

Die Organgewichte unterscheiden sich mit Ausnahme der Niere hingegen nicht signifikant, 

wenngleich beim Gewicht der Leber in jeder Altersstufe eine Tendenz zu einem höheren 
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Gewicht bei den Wildtyp Tieren auszumachen ist. Das Gewicht der Niere der OGG1 defizien-

ten Tiere ist in jeder Altersstufe signifikant reduziert, wie den Abbildung 4.1 A, B und C zu 

entnehmen ist. Der Unterschied beträgt dabei in jeder Altersstufe zwischen 22 und 25 %. In 

Bezug auf Fertilität, Mortalität und das Verhalten konnte über den gesamten Zeitraum der 

Zucht und Haltung kein offensichtlicher Unterschied zwischen den Genotypen festgestellt 

werden.  

 

4.1.2 Zytokin-Expression in Milzzellen nach LPS-Behandlung 

 

Eine klassische und gut untersuchte Methode eine Immunreaktion auszulösen, ist die Ak-

tivierung des TLR4 Signaltransduktionswegs durch LPS. Wie in Abbildung 1.2 dargestellt, 

werden dadurch Signalwege ausgelöst, welche in einer Aktivierung von NF-κB und ande-

ren Transkriptionsfaktoren münden und dadurch zu einer veränderten Expression proin-

flammatorischer Zytokine führen. Um ein neues Versuchsmodell zu etablieren und in die-

sem die Abhängigkeit der Immunreaktionen von OGG1 zu überprüfen, wurden in den fol-

genden Experimenten die Milzzellen von Wildtyp und OGG1 defizienten Mäusen für unter-

schiedliche Zeiträume sowie in steigenden Konzentrationen (Abbildung 4.3 & Abbildung 

4.4) mit LPS behandelt und anschließend die Expression verschiedener Zytokine gemes-

sen.  

In Anlehnung an frühere Befunde (Mabley et al. 2005) Bestand der erste Schritt zur Etab-

lierung eines neuen Versuchsmodells in der Untersuchung der Expression der proinflamm-

atorischen Zytokine TNF-α, IL6, MIP1-α und MCP1 (Abbildung 4.2). Nach der Isolierung der 

Milzzellen wurden diese für 3 Stunden bei 37 °C mit 30 ng/mL LPS inkubiert und anschlie-

ßend die Genexpression als Quotient zu β-Actin berechnet und zur unbehandelten Probe 

der Wildtyp-Mäuse normalisiert. Während in den unbehandelten Zellen die basalen Spiegel 

von MCP1 und IL6 durch den Ogg1 knockout unbeeinflusst bleiben, sind bereits die basalen 

Expressionsspiegel von TNF-α und MIP1-α in den OGG1 defizienten Zellen signifikant um ca. 

50 bzw. 60 % reduziert. Nach Exposition mit LPS zeigen alle untersuchten Zytokine eine 

gesteigerte Expression, wobei diese im Falle von MCP1 jedoch sehr gering ausfällt. Wäh-

rend sich die Expression von MIP1-α und MCP1 nach LPS Exposition nicht signifikant zwi-

schen den Genotypen unterscheidet, ist die Expressionsstärke von IL6 und TNF-α von der 

Expression von OGG1 abhängig. Hierbei zeigen OGG1 defiziente Zellen eine signifikant ver-

ringerte Expression der Zytokine TNF-α und IL6, welche nach Exposition mit LPS nur noch 

einen Induktionsfaktor von 4,1 ± 1,0 bzw. 2,9 ± 0,6 aufweisen, im Vergleich zu Ogg1+/+-Zellen 

mit einem Induktionsfaktor von 7,5 ± 1,1 respektive 8,5 ± 2,9. 
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Abbildung 4.2: Expression verschiedener Zytokine in Milzzellen. Relative mRNA Expression der proinflamm-
atorischen Zytokine TNF-α (Tumor necrosis factor α), IL6 (Interleukin 6), MIP1-α (Macrophage inflammatory 
protein α) und MCP1 (Monocyte chemotactic protein 1) in Wildtyp und Ogg1-/- Milzzellen nach LPS Behandlung 
(30 ng/mL LPS; 3h; 37°C). Normalisierung erfolgt auf die unbehandelte Wildtyp-Probe. MW ± SD. Für die TNF-
α Expression der Kontrollen sowie der Konzentration von 30 ng/mL LPS konnten die Werte aus Abbildung 4.3 
übernommen werden. 

 

Nachdem somit mit TNF-α ein passendes Zielgen gefunden wurde, galt es durch Analyse 

der Expressionsunterschiede in Abhängigkeit der LPS-Konzentration sowie der Inkubati-

onszeit ein passendes Behandlungsschema für weiterführende Experimente zu entwi-

ckeln. Zunächst wurden die Milzzellen über einen Zeitraum von 3 Stunden im Inkubator bei 

37 °C mit LPS unterschiedlicher Konzentrationen inkubiert und die Expression als Indukti-

onsfaktor über den unbehandelten Kontrollzellen berechnet (Abbildung 4.3). Die Expres-

sion steigt in den Wildtyp Zellen nach Behandlung mit 10 ng/mL LPS auf einen Induktions-

faktor von 6,7 ± 1,0 kann aber auch durch Erhöhung der Konzentration auf 30 bzw. 50 

ng/mL nicht signifikant gesteigert werden. In den OGG1 defizienten Zellen ist die Expres-

sion im Vergleich zu den Wildtyp-Zellen nicht nur in den basalen Spiegeln signifikant verrin-

gert, sondern auch nach Behandlung mit LPS in allen untersuchten Konzentrationen. 
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Abbildung 4.3: Konzentrationsabhängige TNF-α Expression. Relative mRNA Expression von TNF-α über der 
Expression von β-Actin in Milz-Zellen von Wildtyp und Ogg1-/--Mäusen nach Behandlung mit LPS in den ange-
gebenen Konzentrationen für 3 h bei 37 °C. n=6. MW ± SD. Für die Kontrollen sowie die Konzentration von 30 
ng/mL LPS konnten die Expressionswerten aus Abbildung 4.2 übernommen werden. 

 

In den OGG1 defizienten Zellen beträgt der Induktionsfaktor der TNF-α Expression in Bezug 

auf die basalen Werte der Wildtyp Zellen 3,3 ± 0,9 bei einer LPS-Konzentration von 10 

ng/mL, steigt über 4,1 ± 1,0 bei 30 ng/mL auf einen Induktionsfaktor von 4,9 ± 1,1 bei 50 

ng/mL kontinuierlich an und nähert sich somit immer weiter den Expressionswerten der 

Wildtyp Zellen. Die LPS Konzentration, mit welcher die Zellen behandelt werden, wurde für 

die folgenden Experimente auf 10 ng/mL festgelegt, da bei dieser Konzentration die 

maximale TNF-α Expression in den Wildtyp Zellen nahezu erreicht und der Unterschied zu 

Ogg1-/--Zellen im Vergleich mit höheren Konzentrationen mit nahezu 50 % am größten ist.  

Die Analyse der TNF-α Expression in Abhängigkeit der Inkubationszeit mit 10 ng/mL LPS 

bestätigte weiterhin die vorangegangenen Ergebnisse (Abbildung 4.4). In den Wildtyp 

Zellen erreicht die Expression nach einer Stunde ein Maximum bei einem Induktionsfaktor 

von 16,6 ± 6,2. Auch nach zweistündiger Behandlung ist die Expression nicht weiter zu 

steigern und fällt vielmehr nach einer weiteren Stunde Inkubationszeit bereits wieder ab. 

In den OGG1 defizienten Zellen erreicht die Expression ebenfalls nach einstündiger 

Behandlung ein Maximum. Auch in diesen Zellen kann durch eine darüber hinausgehende 

Expositionsdauer die Expression nicht weiter gesteigert werden. Beim Vergleich der 

beiden Genotypen ist jedoch auffällig, dass die OGG1 defizienten Zellen zu jedem Zeitpunkt 

eine nahezu um die Hälfte reduzierte Expressionsstärke aufweisen.
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Abbildung 4.4: Zeitabhängige TNF-α Expression. Relative mRNA Expression von TNF-α über der Expression 
von β-Actin in Milz-Zellen von Wildtyp und Ogg1-/--Mäusen nach Behandlung mit LPS (10 ng/mL) über den an-
gegebenen Zeitraum bei 37 °C; (für diese Abbildung wurden nach Abschluss aller Experimente die Ergebnisse 
für die angegebenen Zeitpunkte zusammengefasst). MW ± SD. 

 

In Ogg1-/--Zellen Milzzellen konnte somit eine verminderte Expression von TNF-α durch Be-

handlung mit unterschiedlichen Konzentrationen sowie nach unterschiedlicher Expositi-

onsdauer mit LPS beobachtet werden.  
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4.1.3 Zytokin Expression in Milzzellen von Nakabeppu- und Lindahl- Mäusen 

 

 

Abbildung 4.5: Zytokin Expression in Milzzellen von Nakabeppu- und Lindahl-Mäusen. Vergleich der relativen 
mRNA Expression von TNF-α über der Expression von β-Actin in Milz-Zellen von Wildtyp und Ogg1-/--Mäusen 
mit Knockouts nach (A, n=3) Nakabeppu und (B, n=9) Lindahl und Behandlung mit LPS (10 ng/mL) über einen 
Zeitraum von 3 h bei 37 °C. Normalisierung erfolgte jeweils auf die unbehandelte Wildtyp-Probe. MW ± SD.  
Die Daten für die Expression in „Lindahl“-Milzzellen wurden aus vorrangegangen Experimenten übernom-
men. 

 

Die katalytische Domäne von OGG1 ist auf dem 4. Exon des zugehörigen Gens codiert. Die 

in dieser Arbeit verwendeten OGG1 knockout Mäuse wurden durch gezielte Elimination die-

ses Exons im Arbeitskreis von T.Lindahl generiert. Die ersten 3 Exons sind jedoch noch in-

takt, wodurch ein verkürztes OGG1 Protein entstehen könnte. In Zusammenarbeit mit der 

Gruppe von Christoph Niehrs konnte dies durch die Detektion von Transkripten mit intak-

ten Exons 1-3 in „Mouse embryonic fibroblasts“ (MEF) bestätigt werden (Daten nicht ge-

zeigt). Um die Notwendigkeit eines katalytisch aktiven OGG1 für die Beteiligung an der be-

obachteten Immunreaktion in Milzzellen zu ermitteln, untersuchten wir die Immunreak-

tion in einem weiteren Ogg1-/--Mausstamm. In diesem, durch die Nakabeppu-Gruppe gene-

rierten Stamm, sind auch die Exons 1-3 eliminiert, was ebenfalls in der qPCR durch Fehlen 

jeglicher Transkripte bestätigt werden konnte (Daten nicht gezeigt). Die Analyse der Ex-

pression von TNF-α erfolgte nach Exposition mit 10 ng/mL LPS über einen Zeitraum von 3 

Stunden (Abbildung 4.5). 

Auch in diesem Mausstamm sind bereits die Basalspiegel von TNF-α in den OGG1 defizien-

ten Zellen um ca. 50 % signifikant reduziert. Nach LPS Behandlung steigt die Expression im 

Falle der „Nakabeppu“-Zellen auf einen Induktionsfaktor von 13,3 ± 2,5 in den Wildtyp-Zel-

len, hingegen nur auf das 7,9 ± 1,2 fache in den Ogg1-/--Zellen und ist somit signifikant verrin-

gert (Abbildung 4.5A). Wie bereits in Kapitel 4.1.2 gezeigt, ist nach Zusammenfassung aller 
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Expressionsdaten in „Lindahl“-Milzzellen der Induktionsfaktor nach LPS Behandlung in 

Ogg1-/--Zellen im Vergleich zu den zugehörigen Wildtyp-Zellen signifikant verringert. Der be-

obachtete Effekt der OGG1-abhängigen Immunreaktion in Milzzellen konnte somit in zwei 

unterschiedlichen Mausstämmen beobachtet werden, wodurch eventuelle „off-target“-Ef-

fekte durch die Generierung des Knockouts ausgeschlossen werden können. 

 

4.1.4 Zelluläre Komposition der Milz in Wildtyp- und Ogg1-/--Mäusen 

 

In den vorangegangenen Experimenten wurde die Analyse der Zytokinexpression immer 

mit sämtlichen Milzzellen einer präparierten Milz durchgeführt und dabei vernachlässigt, 

dass die Milz, als äußert heterogenes Organ, aus diversen Subpopulation von Immunzellen 

besteht (siehe Kapitel 1.1.1). Um auszuschließen, dass der beobachtete Unterschied zwi-

schen den beiden Genotypen bezüglich der Zytokin Expression nach LPS Exposition auf ei-

ner veränderte Komposition der Milzzell-Subpopulationen beruht, wurde im Folgenden die 

zelluläre Komposition der Milz von Wildtyp- und Ogg1-/--Mäusen durchflußzytometrisch ana-

lysiert (Abbildung 4.6). 

 

 
Abbildung 4.6: Zelluläre Komposition der Milz.  Anteil unterschiedlicher Immunzellen in der Milz von Wildtyp- 
und Ogg1-/--Tieren, mittels Durchflusszytometrie gemessen. Wildtyp: n=9, OGG1 KO n=10. MW ± SD. 
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Wie in Kapitel 3.4 beschrieben, wurden zunächst alle lebenden Zellen mittels eines Viabili-

tätsmarkers vorsortiert und anschließend anhand spezifischer Oberflächenmarker der An-

teil an B-Zellen, CD8+- und CD4+-T-Zellen, Granulozyten, dendritischen Zellen und Makro-

phagen ermittelt. Mit ca. 60 % stellen die B-Zellen sowohl in den Wildtyp-Zellen als auch in 

den OGG1 defizienten Zellen die größte Subpopulation dar und unterscheiden sich nicht 

signifikant voneinander. Die T-Zellen wurden nochmals grob in CD8+- (zytotoxische T-Zel-

len), und CD4+-Zellen (T-Helferzellen) unterschieden. Auch hier ist kein signifikanter Unter-

schied zwischen den Genotypen auszumachen. Eine weitere untersuchte Gruppe von Im-

munzellen sind die Granulozyten, welche vor allem der angeborenen Immunantwort zuge-

ordnet werden. Sie machen in der Wildtyp-Milz 12,3 % aus und unterscheiden sich somit 

auch nicht signifikant vom Anteil der Granulozyten in der Ogg1-/--Milz mit 11,5 %. Zwei insbe-

sondere für die Phagozytose und Antigenpräsentation wichtige Zellenarten der angebore-

nen Immunantwort sind dendritische Zellen und Makrophagen. Sie stellen, mit 0,22 zu 0,17 

% im Falle der Dendritischen Zellen und 0,15 zu 0,19 % im Falle der Makrophagen, die kleins-

ten Subpopulationen der Milzzellen dar. Auch bei diesen Zellen ist kein signifikanter Unter-

schied zwischen beiden Genotypen auszumachen.  

 

Zusammenfassend bleibt festzuhalten, dass sich die zelluläre Komposition für die berück-

sichtigten Zelltypen in den untersuchten Mäusen nicht voneinander unterscheidet. 

 

 

4.1.5 TNF-α Expressionsanalyse auf Proteinebene  

 

Zum Nachweis der Immunantwort in Milzzellen von Wildtyp und Ogg1-/--Zellen auf Protein-

ebene wurde die Expression von intrazellulärem TNF-α nach 6-stündiger Behandlung der 

Zellen mit 100 ng/mL LPS durchflußzytometrisch gemessen (Abbildung 4.7). Da TNF-α als 

Zytokin normalerweise über den Golgi-Apparat sezerniert wird, wurde dieser durch Mo-

nensin inhibiert, TNF-α somit intrazellulär angereichert und für eine Messung mit dem 

Durchflußzytometer zugänglich gemacht (siehe Kapitel 3.4).  

Wie aus Abbildung 4.7 zu entnehmen ist, produzieren weder B- noch die T-Zellen TNF-α als 

Antwort auf eine vorherige LPS Stimulation. Auch Granulozyten und Dendritische Zellen 

produzieren nur wenig TNF-α und scheinen somit kaum zur beobachteten Immundefizienz 

beizutragen. In beiden Genotypen ist die stärkste TNF-α Produktion bei den Makrophagen 

zu beobachten. Die mittlere gemessene, zur Expression proportionale, Fluoreszenzstärke 

(MFI) nach TNF-α-Fluoreszenzmarkierung beträgt in den Wildtyp Zellen 2406 ± 694, in den 

Milzzellen der Ogg1-/--Mäusen jedoch nur 1621 ± 429. Aufgrund der Messungenauigkeit und 

der geringen Tierzahl erreicht der Unterschied statistisch allerdings nur ein Signifikanzni-

veau von p=0,07. 

 

Eine gleichzeitige Behandlung von Zellen mit Phorbolmyristatacetat (PMA; 20 ng/mL) und 

Ionomycin (1 µM) über einen Zeitraum von 6 Stunden wird standardmäßig zur Induktion 
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der Zytokinexpression durchgeführt. PMA aktiviert die Proteinkinase C direkt und kann im 

Zusammenspiel mit Ionomycin, welches als Ionophor Calciumionen freizusetzen vermag, 

die Expression von unter anderem TNF-α in T-Zellen und weiteren Immunzellen induzieren.  

 

Abbildung 4.7: TNF-α Protein Expression in Milzzellen nach LPS Exposition.  Intrazelluläres TNF-α nach Be-
handlung der Milzzellen von Wildtyp und Ogg1-/--Mäusen mit LPS (100 ng/mL, 6h, 37°C). Die Exkretion von TNF-
α wurde durch gleichzeitige Inkubation mit 1x Monensin unterbunden. Wildtyp: n=4, Ogg1-/- n=5. MW ± SD. 

 

In Abbildung 4.8 ist die Expression von TNF-α nach Stimulation der Milzzellen mit PMA und 

Ionomycin in den untersuchten Zellpopulationen aufgetragen. Durch die unspezifische Ak-

tivierung sind nunmehr nicht nur die Makrophagen in der Lage dieses Zytokin zu produzie-

ren, sondern vielmehr alle Zelltypen mit Ausnahme der B-Zellen. In beiden Genotypen pro-

duzieren die CD4-positiven T-Helferzellen am meisten TNF-α, wobei die Wildtyp-Zellen bei 

einer mittleren Fluoreszenzintensität von 4866 ± 548 eine höhere Expression zeigen als die 

OGG1 defizienten Zellen mit 3800 ± 762 (p=0,052). Dieses Ergebnis zeigt sich ebenfalls in 

den CD8-positiven, zytotoxischen T-Zellen, wobei die Expression bei einer MFI von 2386 ± 

207 (Wildtyp) zu 1496 ± 216 (Ogg1-/-) signifikant geringer als in den T-Helferzellen ausfällt. 

Auch in den Granulozyten ist die Produktion von TNF-α als Antwort auf eine PMA/Ionomy-

cin Behandlung festzustellen. Auch hier produzieren die Wildtyp Zellen mit 2580 ± 523 sig-

nifikant mehr Zytokin als die OGG1 defizienten Zellen mit 1623 ± 457. Die zur Antigenpräsen-

tation spezialisierten dendritischen Zellen reagieren, wie schon bei LPS, kaum auf eine Be-

handlung mit PMA/Ionomycin und unterscheiden sich nicht in der TNF-α Expression.  
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Abbildung 4.8: TNF-α Protein Expression in Milzzellen nach PMA/Ionomycin Exposition. Intrazelluläres TNF-
α nach Behandlung der Milzzellen von Wildtyp und Ogg1-/--Tieren mit PMA (20 ng/mL)/Ionomycin (1 µM) für 6 
h. ). Die Exkretion von TNF-α wurde durch gleichzeitige Inkubation mit 1x Monensin unterbunden. Wildtyp: 
n=4, Ogg1-/- n=5. MW ± SD. 

 

Da, wie in Abbildung 4.7 gezeigt, durch LPS Behandlung vornehmlich Makrophagen akti-

viert werden, ist auch die Expression von TNF-α nach PMA/Ionomycin Behandlung in die-

sem Zelltypus von besonderem Interesse. Wie bereits in allen anderen untersuchten Sub-

populationen, produzieren die Wildtyp-Zellen mehr Zytokin als die OGG1 defizienten, je-

doch ist die Expression deutlich geringer als zum Beispiel in den T-Zellen und unterscheidet 

sich zudem nicht statistisch signifikant (p=0,067). 

In Abbildung 4.9 sind die Expressionsdaten von TNF-α in Milz-Makrophagen nach LPS- und 

PMA/Ionomycin-Behandlung zusammengefasst. Zusätzlich wurde nochmals die Zytokin-

Expression bei einer niedrigeren Konzentration von LPS analysiert. Betrachtet man die 

zwei Genotypen isoliert voneinander, so kann man eine deutliche Abhängigkeit der Expres-

sionsstärke von der Behandlungsdosis erkennen. Im direkten Vergleich der Genotypen pro-

duzieren die Makrophagen der Wildtyp-Mäuse auch bei einer Behandlung mit nur 30 ng/mL 

LPS mit einer mittleren Fluoreszenzintensität von 1721 ± 506 mehr Zytokine als die korres-
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pondierenden OGG1 defizienten Zellen mit 1421 ± 667. Eine zusätzliche durchgeführte A-

NOVA Signifikanz-Analyse ergibt, dass sich die Expression von TNF-α in Wildtyp und OGG1 

defizienten Milzzellen unter Behandlung mit LPS oder PMA/Ionomycin signifikant unter-

scheidet (p=0,029). 

 

Abbildung 4.9: TNF-α Protein Expression in Milz-Makrophagen.  Intrazelluläres TNF-α in Makrophagen nach 
Behandlung der Milzzellen von Wildtyp und Ogg1-/--Mäusen mit LPS (30 bzw. 100 ng/mL) und PMA/Ionomycin 
(20 ng/mL PMA und 1µM Ionomycin). ). Die Sekretion von TNF-α wurde durch gleichzeitige Inkubation mit 1x 
Monensin unterbunden. WT: n=4, Ogg1-/- n=5. MW ± SD. (Die Daten zur Erstellung dieser Abbildung wurden 
teilweise aus den Abb. 4.7 und 4.8 übernommen) 

 

Zusammenfassend bleibt festzuhalten, dass Milzzellen der Wildtyp-Mäuse sowohl nach Ex-

position mit LPS, als auch PMA/Ionomycin auch auf Proteinebene eine höhere TNF-α Pro-

duktion aufweisen als die korrespondierenden OGG1 defizienten Milzzellen. Nach 

PMA/Ionomycin Behandlung ist dieser Effekt in allen Subpopulationen zu beobachten. 

Nach spezifischer Aktivierung des TLR4-Signaltransduktionswegs durch LPS allerdings nur 

in Makrophagen, da sich alle anderen untersuchten Subpopulationen gegenüber LPS un-

empfindlich zeigen.  
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4.1.6 Expression von TNF-α in Bone-marrow-derived-macrophages  

 

In den Versuchen unter Kapitel 4.1.5 konnte gezeigt werden, dass im Falle der Immunant-

wort nach LPS Behandlung nicht alle Milzzellen, sondern nur Makrophagen mit einer Pro-

duktion von TNF-α reagieren. Makrophagen machen allerdings, wie in Kapitel 4.1.4 gezeigt 

nur einen Bruchteil der Milzzellen aus, was weiterführende Experimente erschwert. Daher 

wurden im Folgenden pluripotente Knochenmarkszellen mit Hilfe geeigneter Wachstums-

faktoren zu Makrophagen (sogenannten bone-marrow-derived-macrophages; BMDM) dif-

ferenziert und zunächst im Durchflußzytometer charakterisiert. 

 
 

Abbildung 4.10: Expression von TNF-α in Bone-marrow-derived-macrophages. (A) relative mRNA Expression 
von TNF-α über der Expression von β-Actin in Abhängigkeit der Inkubationszeit von WT und Ogg1-/--BMDM mit 
10 ng/mL LPS bei 37 °C. (B) Effizienz der BMDM Differenzierung aus pluripotenten Knochenmarkszellen als 
Anteil der CD11b und F4/80 doppelt positiven Zellen. Normalisierung erfolgt auf die unbehandelte Wildtyp-
Probe. n=3. MW ± SD. 

 

Um die erfolgreiche Differenzierung zu Makrophagen zu kontrollieren und um auszuschlie-

ßen, dass die OGG1 Defizienz einen Einfluss auf die Differenzierungsfähigkeit der Knochen-

markszellen hat, wurden die Makrophagen mit Hilfe von Antikörpern gegen die spezifi-

schen Oberflächenmarker CD11b und F4/80 charakterisiert.  

Abbildung 4.10B zeigt den Anteil aller CD11b und F4/80 doppelt positiven Zellen nach er-

folgter Differenzierung. Die beiden Genotypen zeigen eine mittlere Differenzierungseffizi-

enz von 71,8 % bei den Wildtyp Zellen, beziehungsweise 82,8 % bei den OGG1 defizienten 

Zellen. Statistisch unterscheiden sich die Genotypen nicht signifikant voneinander. Es konn-

ten somit keine Anzeichen festgestellt werden, dass die Differenzierung von Knochen-

markszellen zu Makrophagen durch OGG1 beeinflusst wird.  
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Abbildung 4.10.A zeigt die TNF-α mRNA Expression der BMDM nach LPS Behandlung. Hier-

für wurden die aus Knochenmarkszellen von Wildtyp- und Ogg1-/--Mäusen differenzierten 

Makrophagen mit 10 ng/mL LPS über verschiedene Zeiträume hinweg behandelt. Bei bei-

den Genotypen ist eine zeitabhängige Expression von TNF-α zu erkennen, welche im be-

trachteten Zeitraum stark ansteigt. Beide Genotypen zeigen nach 30 Minuten noch keine 

wesentliche Steigerung der TNF-α Expression. Erst nach 60 minütiger beziehungsweise 120 

minütiger Behandlung steigt diese stark an. Eine Signifikanz-Analyse mittels Students T-

Test sowie einer ANOVA-Analyse zeigt jedoch, dass sich die Expression von TNF-α nach LPS 

Behandlung in BMDM der beiden Genotypen nicht signifikant unterscheidet. Aufgrund des 

hohen Aufwands bei der Isolation des Knochenmarks und der Differenzierung, sowie durch 

die hohe Varianz der Expressionsänderung, wurden keine weiteren Experimente mit 

BMDM durchgeführt. 
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4.1.7 Einfluss einer LSD1-Inhibition auf die Zytokin-Expression in Maus-Zellen 

 

Wie bereits erwähnt (siehe Kapitel 1.2.5), deutet die Arbeit von Garcia-Bassets et al. (2007) 

darauf hin, dass die Regulation der Expression von Genen, die über bestimmte nukleäre 

Rezeptoren wie dem Androgen-Rezeptor transkribiert werden, durch die Aktivität der Ly-

sin-spezifischen Demethylase LSD1 beeinflusst wird. Perillo et al. (2008) konnten erstmals 

zeigen, dass dies zumindest teilweise über oxidative Läsionen, welche im Zuge der Histon-

demethylierung entstehen, und die dadurch rekrutierten Reparaturenzyme (u.a. OGG1, 

APE1) geschieht. Daher liegt die Frage nahe, wie sich eine Inhibition von LSD1 auf die LPS 

induzierte Expression des proinflammatorischen Zytokins TNF-α auswirkt, dessen Expres-

sion wie bereits gezeigt in Abwesenheit von OGG1 verringert ist (Abbildung 4.2). LSD1 be-

sitzt eine Monoaminooxidase-Funktion. Daher wurden in früheren Arbeiten unspezifische, 

ursprünglich als Arzneistoffe entwickelte MAO-Hemmer wie Tranylcypromin zur Inhibition 

von LSD1 angewendet (Mimasu et al. 2008). Mit OG-L002 ist aber auch eine Substanz kom-

merziell erhältlich, welche als spezifischer Inhibitor von LSD1 beschrieben ist (Liang et al. 

2013). Für die folgenden Untersuchungen wurde dieser Inhibitor daher unter verschiede-

nen Bedingungen der LPS induzierten Genexpression eingesetzt.  

In Abbildung 4.11 wurde die Genexpressionsänderung von TNF-α in Abhängigkeit von LSD1 

unter einem minimalen sowie maximalen LPS-Stimulus analysiert (A und B). Zusätzlich 

wurde die Genexpression auch nach einem maximalen Stimulus über einen längeren Zeit-

raum gemessen (C). Übereinstimmend mit den Ergebnissen von Kapitel 4.1.2 exprimieren 

sowohl die unstimulierten als auch die LPS behandelten OGG1 defizienten Zellen signifikant 

weniger TNF-α mRNA. Unter allen Bedingungen wird die Expression durch Inhibition von 

LSD1 (50 µM OG-L002) signifikant reduziert, wobei das Ausmaß der Reduktion zwischen 13 

und 46 % der maximalen Expression beträgt. Dieser Effekt ist allerdings nur in OGG1 profi-

zienten Zellen  zu beobachten. In OGG1 defizienten Zellen hingegen bleibt die TNF-α Ex-

pression nach LSD1 Inhibition unverändert. Der zuvor beobachtete, statistisch signifikante 

Expressionsunterschied wird dadurch unter allen Bedingungen nivelliert.  

Das Ergebnis dieses Versuchs zeigt somit, dass die TLR4-abhängige Expression von TNF-α 

zusätzlich einer LSD1-abhängigen Regulation unterliegt, welche epistatisch durch LSD1 und 

OGG1 erfolgt. 
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Abbildung 4.11: LSD1 abhängige Genexpression von TNF-α. Relative TNF-α mRNA Expression über der Expres-
sion von β-Actin nach Inkubation der Milzzellen von Wildtyp- und Ogg1-/--Mäusen mit unterschiedlichen Kon-
zentrationen von LPS und Inhibition von LSD1 mit 50µM OG-L002. Inkubation mit 1 ng/mL LPS für 1 h (A, n=3), 
10 ng/mL LPS für 1 h (B, n=5) und 10 ng/mL LPS für 3 h (C,  n=5 (WT) und n=3 (Ogg1-/-)) bei 37 °C. Unter allen 
Bedingungen wurden die Zellen 1 h mit 50 µM OG-L002 vorinkubiert. Normalisierung erfolgt auf die unbehan-
delte Wildtyp-Probe. 0,05 % DMSO unter allen Bedingungen. MW ± SD. 

 

 

4.1.8 Einfluss von MAPK-Inhibitoren auf die Zytokin-Expression in Maus-Zellen 

 

Wie bereits in Kapitel 1.1.2 veranschaulicht und mehrfach erwähnt, werden durch LPS un-

terschiedliche TLR4-abhängige Signalkaskaden aktiviert. Neben der Aktivierung des Tran-

skriptionsfaktors NF-κB werden auch die Mitogen-aktivierten Proteinkinasen (MAPK) p38, 

JNK und ERK durch komplexe Phosphorylierungskaskaden aktiviert, was letztlich zur Akti-

vierung eines weiteren Transkriptionsfaktors (AP-1), führt. Inwieweit diese beiden Tran-

skriptionsfaktoren eventuell miteinander interagieren wird in Kapitel 5 diskutiert.  

Um den Einfluss der MAPK auf die LPS induzierte Genexpression von TNF-α zu ermitteln, 

wurden Milzzellen der Wildtyp und Ogg1-/--Mäuse zunächst mit den jeweiligen Inhibitoren 

für 1 Stunde vorinkubiert und anschließend die Genexpression durch Inkubation mit 10 

ng/mL LPS für eine weitere Stunde induziert. Durch Inhibition von p38 und JNK verringert 

sich die LPS induzierte relative mRNA Expression signifikant (Abbildung 4.12). Dies steht im 

Einklang mit dem eingangs vorgestellten TLR4-Signaltransduktionsweg (Kapitel 1.1.2). Auf-

fällig ist, dass diese Verringerung in beiden Genotypen im gleichen Ausmaß beobachtet 

werden kann. Das wiederum bedeutet, dass die Expressionsreduktion in den LPS behan-

delten Zellen nach Inhibition der MAPK p38 und JNK unabhängig von OGG1 verläuft. Auch 

statistisch lässt sich diese Aussage untermauern, da der anfängliche signifikante Unter-

schied der Expression auch nach Inhibierung dieser beiden MAPK erhalten bleibt. Durch 

kombinierte Inhibition beider MAPK zeigt sich zusätzlich, dass diese Effekte additiv sind 
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und die relative mRNA Expression nunmehr in beiden Genotypen sehr stark reduziert ist. 

ERK hat hingegen keinen Einfluss auf die TLR4-abhängige Expression von TNF-α. Das Er-

gebnis zeigt somit, dass sowohl p38 als auch JNK an der TLR4-abhängigen Transkription 

von TNF-α beteiligt sind. Der Mechanismus dieser Transkriptionsregulation verläuft aller-

dings unabhängig von OGG1. Die Frage, in wie weit sich eine Inhibition von p38 beziehungs-

weise JNK dennoch auf die NF-κB vermittelte Genexpression auswirken kann, beziehungs-

weise inwieweit downstream von JNK und p38 gelegene Transkriptionsfaktoren wie AP1 

mit NF-κB und möglicherweise OGG1 interagieren, wird in Kapitel 5 aufgegriffen.  

Abbildung 4.12: Einfluss der MAP-Kinasen p38, JNK und ERK auf die LPS induzierte TNF-α Expression. Rela-
tive TNF-α mRNA Expression über der Expression von β-Actin nach Inkubation der Milzzellen von Wildtyp- 
und Ogg1-/--Mäusen für 1 h mit 10 ng/mL LPS unter Inhibition von p38, JNK und ERK. Die Milzzellen wurden mit 

Inhibitoren für 1 h bei 37 °C im Brutschrank vorinkubiert. (p38: PD169316, 10 µM; JNK: SP600125, 30 
µM;ERK: U-0126, 10 µM). Normalisierung erfolgt auf die unbehandelte Wildtyp-Probe. 0,1 % DMSO unter 

allen Bedingungen. MW ± SD. 
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4.1.9 Einfluss einer APE1-Inhibition auf die Zytokin-Expression in Maus-Zellen 

 

Wie bereits unter Kapitel 1.4.3 beschrieben, stellt APE1 ein Schlüsselenzym in der 

Basenexzisionsreparatur und somit der Reparatur oxidativer DNA-Schäden dar. An dieser 

Stelle stellt sich die Frage, ob neben OGG1 auch APE1 an der Regulation der LPS induzierten 

TNF-α Transkription durch Inzision der zuvor von OGG1 prozessierten Stelle im 

regulatorischen Bereich des TNF-α Gens beteiligt ist. In den folgenden Versuchen wurde 

dieses Enzym durch CRT0044786 inhibiert. Diese Verbindung ist als Inhibitor der AP 

Endonuklease-, 3´-Phospodiesterase- und der 3´-Phosphatase-Aktivität von APE1 

beschrieben (Madhusudan et al. 2005).  

 

 

Abbildung 4.13: Einfluss von APE1 auf die LPS induzierte TNF-α Expression. Relative TNF-α mRNA Expression 
über der Expression von β-Actin nach Inkubation der Milzzellen von Wildtyp- und Ogg1-/--Mäusen für (A, n=5) 
1 h und  (B, n=2) 3 h mit 10 ng/mL LPS bei 37 °C unter Inhibition der Endonukleasefunktion von APE1 durch den 
Inhibitor CRT0044876. Hierfür wurden die isolierten Zellen zuvor für 1 h mit 200µM des Inhibitors vorinku-
biert. Normalisierung erfolgt auf die unbehandelte Wildtyp-Probe. 0,05 % DMSO unter allen Bedingungen. 
MW ± SD. 

 

Abbildung 4.13A zeigt die relative mRNA Expression von TNF-α nach Vorinkubation mit dem 

APE1-Inhibitor CRT0044876 und Inkubation mit 10 ng/mL LPS für 1 Stunde. Wie zuvor be-

reits beobachtet (Abbildung 4.3) ist der Induktionsfaktor der Expression nach LPS Behand-

lung bei OGG1 Defizienz von 12,2 ± 1,6 auf 9,5 ± 1,8 signifikant reduziert. Durch Vorinkuba-

tion mit dem APE1-Inhibitor wird die Expression in den Wildtypzellen um ca. 25 % reduziert, 

während sie in den OGG1 defizienten Zellen nahezu konstant bleibt. Im Falle der längeren 

LPS-Inkubationszeit von 3 Stunden (Abbildung 4.13B) ist der Einfluss des APE1-Inhibitors 

allerdings weder in den OGG1 defizienten, noch in den profizienten Zellen festzustellen.  
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Zusammengefasst bleibt festzuhalten, dass auch APE1 an der Regulation der Genexpres-

sion von TNF-α nach kurzer Inkubationszeit beteiligt ist. Diese Regulation ist weiterhin ab-

hängig von OGG1, wodurch eine Inhibition von APE1 in OGG1 defizienten Zellen keine Aus-

wirkung auf den Induktionsfaktor der Genexpression hat. Dies liefert weitere Hinweise auf 

den Mechanismus wie die Genexpression durch OGG1 beeinflusst wird, wenngleich weiter-

führende Untersuchungen zum Effekt der APE1-Inhibition bzw. die Rolle von APE1 in der 

Genregulation, z.B. durch Messung der TNF-α Expression auf Proteinebene, noch ausste-

hen. 

 

4.1.10 Einfluss einer 8-oxoGua Vorbehandlung auf die Zytokin Expression in Maus-Zellen 

 

In den bisher vorgestellten Modellen, wie OGG1 in die Regulation der Genexpression 

eingreift, fungiert OGG1 wie auch in der Basenexzisionsreparatur als Sensor von 8-oxoG-

Läsionen und erleichtert daraufhin durch die nachgeschalteten Prozesse (z.B. Inzision 

durch APE1) die Transkription. Boldogh et al. postulierten in ihren Arbeiten mit 

Lungenzellen einen alternativen Signalweg, bei welchem die durch OGG1 ausgeschnittene, 

nun freie Base (8-oxoGua) an OGG1 zurückbindet, und OGG1 so als Guanin-Austauschfaktor 

(GEF) fungiert (Boldogh et al. 2012). Als GEF interagiert OGG1 mit Proteinen der Ras-

GTPasen Familie und katalysiert den Austausch von GDP mit GTP, wodurch diese aktiviert 

werden. Ras aktiviert daraufhin seinerseits die ERK1/2 Signalkaskade und die 

nachgeschaltete Genexpression.  

Zur Überprüfung, ob ein solcher Mechanismus auch der in dieser Arbeit beobachteten Im-

mundefizienz OGG1 defizienter Mäuse zugrunde liegt, wurden Milzzellen beider Genoty-

pen bei einer Konzentration mit 1 µM 8-oxoGua für eine Stunde vorbehandelt und anschlie-

ßend die Genexpression von TNF-α durch einen Stimulus von 2,5 ng/mL LPS für eine weitere 

Stunde induziert (Abbildung4.14). Dieser LPS Stimulus löst nicht die maximale Expression 

von TNF-α aus, welche daher im Falle einer Vorinkubation mit 8-oxoGua und damit einer 

Aktivierung von Ras noch gesteigert werden könnte. Wie Abbildung 4.14 zu entnehmen ist, 

steigt die Expression von TNF-α nach LPS-Behandlung in den OGG1 profizienten Zellen auf 

einen Induktionsfaktor von 5,6 ± 0,3, was ca. 40 % des maximalen Effektes einer LPS Be-

handlung entspricht. In den OGG1 defizienten Zellen steigt die Expression hingegen nur auf 

einen Induktionsfaktor von 4,7 ± 1,4. Alleinige Vorinkubation mit 8-oxoGua hat zunächst 

weder in Wildtyp, noch in OGG1 defizienten Zellen Einfluss auf die basalen Spiegel der TNF-

α Expression (Daten nicht gezeigt). Auch auf die LPS induzierte Genexpression zeigt eine 

Vorinkubation mit 8-oxoGua in keiner der beiden Genotypen einen Effekt. Aufgrund der 

kleinen Wiederholungszahl der Versuche wurden keine Berechnungen zur Signifikanz der 

Datenreihen durchgeführt. Der von Boldogh postulierte Mechanismus konnte für das hier 

untersuchte System mit Milzzellen somit nicht bestätigt werden. 
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Abbildung 4.14: Einfluss einer 8oxoGua Vorbehandlung auf die LPS induzierte TNF-α Expression. Relative 
TNF-α mRNA Expression über der Expression von β-Actin nach Inkubation der Milzzellen von Wildtyp- und 
Ogg1-/--Mäusen mit 2,5 ng/mL LPS für 1 h bei 37 °C. Zuvor wurden die Zellen bei einer Konzentration von 1 µM 
mit 8-oxoGua für 1 h vorbehandelt. Normalisierung erfolgt auf die unbehandelte Wildtyp-Probe. MW ± SD. 
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4.2 Humane Zelllinie: HeLa  

 

Zusätzlich zu dem Modell der LPS behandelten Maus-Milzzellen wurde auch ein Modell mit 

einer humanen Zelllinie etabliert. Die hierfür verwendeten HeLa-Zellen wurden von Dr. 

Andriy Khobta zur Verfügung gestellt und enthielten einen stabilen shRNA Knockdown von 

OGG1 (Allgayer et al. 2013).  

 

4.2.1 Verifizierung des OGG1 Knockdowns durch Westernblot und qPCR 

 

Die stabil transfizierten Zellen wurden zunächst auf ihren OGG1 Gehalt getestet (Abbildung 

4.15). 

 

Abbildung 4.15: Verifizierung des OGG1 Knockdowns mittels Western Blot und qPCR. Protein (A) und mRNA 
(B, n=3) von OGG1 wurden durch Western Blot beziehungsweise quantitativer PCR in Kontrollzellen sowie 
OGG1 KD Klon 10 und 12 nachgewiesen. Als Ladekontrolle wurde β-Actin gewählt (A), als Referenzgen die 
Expression von 18S (B). Normalisierung erfolgt auf die unbehandelte Kontroll-Probe. MW ± SD. 

Im Western Blot ist deutlich zu erkennen, dass die Protein-Expression von OGG1 in den Zel-

len des Klon 12 im Vergleich zu den leer-transfizierten Kontrollzellen deutlich verringert ist 

(Abbildung 4.15A). Als Ladekontrolle wurde β-Actin verwendet und die Expression in Tripli-

katen gemessen. Zur Quantifizierung des OGG1 Knockdowns wurde zusätzlich ein weiterer 

Klon (K10) verwendet und die relative mRNA Expression von OGG1 über 18S gemessen (Ab-

bildung 4.15B). Der Knockdown von OGG1 beträgt im Klon 12 ca. 65 %. Dieser wurde für  die 

weiteren Genexpressionsanalysen verwendet. Zur Vereinfachung wird dieser Klon in den 

folgenden Abschnitten nur noch als OGG1 KD bezeichnet. Zum Vergleich wurde jeweils ein 

mit pENTR/pSuper+ leer-transfizierter Klon verwendet der im Folgenden nur noch als Kon-

trollzelle bezeichnet wird. 
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4.2.2 Zytokin Expression in HeLa Zellen nach TNF-α Behandlung  

 

Für ex-vivo Milzzellen konnte bereits gezeigt werden, dass Zellen mit fehlendem OGG1 we-

niger stark auf eine LPS Behandlung reagieren als Wildtyp Zellen. Um herauszufinden, ob 

dieser Befund auch auf andere Zellarten übertragbar ist und die dieser Immundefizienz zu-

grundeliegenden Mechanismen genauer zu untersuchen, wurden im Folgenden HeLa Zel-

len verwendet. Die Behandlung erfolgte mit TNF-α, da HeLa Zellen nur eine schwache Ge-

nexpression nach LPS-Behandlung zeigten (Daten nicht gezeigt). Der über den TNF-α-Re-

zeptor aktivierte Signaltransduktionsweg unterscheidet sich zwar vom TLR4 abhängigen 

Signalweg, allerdings steht auch an dessen Ende eine unter anderem durch die Transkripti-

onsfaktoren NF-κB und AP-1 induzierte Transkription proinflammatorischer Zytokine.  

 

 

Abbildung 4.16: Konzentrationsabhängige Expression von Interleukin 6 in HeLa Zellen.  relative mRNA Ex-
pression von IL6 über der Expression von 18S in HeLa Zellen nach Behandlung mit TNF-α in den angegebenen 
Konzentrationen für 1 h bei 37 °C. Die Ergebnisse aller Versuche wurden für diese Abbildung zusammenge-
fasst. Normalisierung erfolgt auf die unbehandelte Kontroll-Probe. MW ± SD. 

 
 
Zunächst galt es auch hier ein passendes Behandlungschema sowie ein adäquates Zielgen 

zu etablieren. Bei der Suche nach einem passenden Zielgen dienten die Untersuchungen 

von Zhou et al. (2003). Die Autoren beschrieben mit Interleukin 6 ein Gen, dessen Tran-

skription bereits 30 min nach TNF-α-Behandlung erhöht ist. Außerdem befinden sich in der 

Promotorsequenz des IL6-Gens unter anderem Bindungsstellen für die Transkriptionsfak-

toren NF-κB und AP-1. Die Behandlungsdauer wurde aufgrund der Befunde von Iwasaki et 

al. (2011) auf eine Stunde festgelegt, welche zeigen konnten, dass die mRNA Expression 
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von IL6 nach TNF-α Behandlung schnell ansteigt und nach 1 Stunde ihr Maximum erreicht, 

bevor sie dann wiederum schnell abfällt. 

 

In Abbildung 4.16 ist die relative IL6 mRNA Expression in Abhängigkeit der verwendeten 

TNF-α Konzentration aufgetragen. Im Gegensatz zu der relativen Expression von TNF-α in 

murinen Milzzellen sind die basalen Spiegel von Interleukin 6 in HeLa Zellen gleich. Nach-

dem mit einer Konzentration von 0,1 ng/mL nur eine sehr geringe Expressionsänderung 

festzustellen ist, steigt die Expression nach Erhöhung auf 1 ng/mL schnell auf einen Induk-

tionsfaktor von 17,8 ± 5,6 in den Kontrollzellen, wobei die Expression in den OGG1 KD Zellen 

nur einen Induktionsfaktor von 10,0 ± 1,3 aufweist. Bei 3 ng/mL TNF-α erreicht die Expres-

sion ihr Maximum und steigt auch nach Erhöhung auf 10 ng/mL nicht weiter an. Auch bei 

diesen Konzentrationen bleibt die relative Expression in den OGG1 KD Zellen signifikant ge-

ringer als in den Kontrollzellen. Das Ergebnis dieses Versuchs zeigt somit, dass OGG1, ähn-

lich zur Regulation der Transkription von TNF-α in Milzzellen, auch an der Transkriptionsre-

gulation des proinflammatorischen Zytokins IL6 nach TNF-α Behandlung von HeLa-Zellen 

beteiligt ist. 

 

 

4.2.3 Einfluss einer LSD1-Inhibition auf die Zytokin-Expression in HeLa-Zellen 

 

Nachdem somit gezeigt werden konnte, dass OGG1 auch im Zellkulturmodell ein Regulator 

der Transkription proinflammatorischer Zytokine ist, stellt sich nun die Frage, wie sich die 

Inhibition von LSD1 auf die Genexpression von IL6 in HeLa-Zellen auswirkt. 

Daher wurden die Zellen zunächst für eine Stunde bei einer Konzentration von 50 µM mit 

dem LSD1 Inhibitor OG-L002 vorinkubiert. Anschließend wurde die Genexpression mit 10 

ng/mL TNF-α induziert und die RNA nach 1 Stunde isoliert. LSD1-Inhibition wirkt sich, im Ge-

gensatz zu den Milzzellen, in beiden Genotypen auf die Genexpression aus: In den Kontroll-

zellen fällt die relative mRNA Expression von IL6 durch Inkubation mit OG-L002 um circa 40 

% auf einen Induktionsfaktor von 19,2 ± 4,5. In OGG1 KD Zellen fällt die relative Expression 

auf einen Induktionsfaktor von 13,6 ± 2,7 was einer Reduktion von circa 39 % zur maximal 

beobachteten Expression in diesen Zellen entspricht. In beiden Genotypen ist dieser Rück-

gang statistisch signifikant. Der vormals signifikante Unterschied der IL6 Expression zwi-

schen den Genotypen ist nun aber aufgehoben. 

Das Ergebnis bedeutet, dass der Einfluss von LSD1 auf die TNF-α induzierte IL6 Expression 

in HeLa-Zellen weitestgehend auf einem OGG1 unabhängigen Weg erfolgt und die OGG1 

abhängige Expression in diesem Modell nur einen geringen Anteil ausmacht. Der Einfluss 

von LSD1 auf die LPS induzierte TNF-α Expression in Milzzellen erfolgt hingegen ausschließ-

lich auf einem OGG1-abhängigen Weg (Abbildung 4.11). 
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Abbildung 4.17: Einfluss des LSD1 Inhibitors OG-L002 auf die TNF-α induzierte IL6 Expression in HeLa Zellen. 
Relative mRNA Expression von IL6 über der Expression von 18S in HeLa Zellen nach Behandlung mit TNF-α 
(10 ng/mL, 1 h, 37 °C) unter Vorbehandlung mit dem LSD1-Inhibitoren OG-L002 bei einer Konzentration von 50 
µM für 1 h bei 37 °C. Normalisierung erfolgt auf die unbehandelte Kontroll-Probe. 0,05 % DMSO unter allen 
Bedingungen. n=5. MW ± SD. 
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4.2.4 Einfluss von MAPK Inhibitoren auf die Zytokin-Expression in Hela-Zellen 

 

Die allgemeine Bedeutung der MAP-Kinasen p38, JNK und ERK in der TNF-α induzierten 

Expression proinflammatorischer Gene durch den Transkriptionsfaktor AP-1 wurde bereits 

im theoretischen Teil erläutert (Kapitel 1.1.4). Nachdem in Milzzellen gezeigt werden 

konnte, dass p38 und JNK die LPS induzierte Transkription von TNF-α in einem OGG1 unab-

hängigen Weg regulieren und somit nicht für die Expressionsunterschiede zwischen den 

Mäusestämmen verantwortlich sind, stellt sich nun die Frage, welche Rolle diese MAPK in 

der TNF-α induzierten Expression von IL6 in HeLa Zellen spielen. Zu diesem Zweck wurden 

die Zellen vor der TNF-α Behandlung zunächst mit den entsprechenden Inhibitoren für 1 

Stunde vorinkubiert und nach Isolierung der RNA und cDNA Synthese die relative Genex-

pression in einer realtime qPCR gemessen. 

 

 

Abbildung 4.18: Einfluss der MAP-Kinasen p38, JNK und ERK auf die TNF-α induzierte IL6 Expression in HeLa 
Zellen. Relative IL6 mRNA Expression über der Expression von 18S nach Inkubation von HeLa Zellen für 1 h 
mit 10 ng/mL TNF-α unter Inhibition von p38, JNK und ERK. Die Zellen wurden mit den Inhibitoren für 1 h bei 
37 °C im Brutschrank vorinkubiert. (p38: PD169316, 10 µM; JNK: SP600125, 30 µM; ERK: U-0126, 10 µM). Nor-
malisierung erfolgt auf die unbehandelte Kontroll-Probe. 0,05 % DMSO unter allen Bedingungen. n=3. MW ± 
SD. 
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In Abbildung 4.18 ist zunächst wieder der Unterschied der IL6 Expression zwischen den 

Genotypen nach TNF-α Behandlung zu erkennen, welcher ca. 27 % der maximalen Expres-

sion in den Kontrollzellen entspricht. Auffällig und in völligem Gegensatz zu den Expressi-

onsanalysen von TNF-α in murinen Milzzellen ist jedoch, dass nach Inhibition von sowohl 

p38, JNK als auch ERK die Unterschiede in der Expression vollständig aufgehoben werden. 

Durch p38 Inhibition sinkt die relative Expression in beiden Genotypen auf einen Indukti-

onsfaktor von ca. 10,5, durch Inhibition von JNK auf ca. 8. Auch durch Inhibition von ERK 

sinkt die Expression sowohl in Kontrollzellen als auch in KD Zellen. Dies bedeutet im Um-

kehrschluss, dass sich die Inhibition der MAPK in Abhängigkeit der Präsenz von OGG1 un-

terschiedlich stark auf die Expression von IL6 auswirkt, was eine Interaktion der MAPK 

und/oder der durch die MAPK regulierten Transkriptionsfaktoren mit OGG1 in diesem Mo-

dell nahelegt. 

Wie bereits erwähnt steht dies im Gegensatz zu den Expressionsanalysen in den murinen 

Milzzellen, in denen die MAPK vermittelte Transkription von TNF-α unabhängig von OGG1 

verläuft. Dieser Punkt wird in Kapitel 5 weiter diskutiert.  

 

 

4.2.5 Einfluss einer APE1-Inhibition auf die Zytokin Expression in HeLa-Zellen 

 

In OGG1 profizienten Milzzellen wurde bereits beobachtet, dass eine Inhibition von APE1 zu 

einer verminderten Expression von TNF-α führt (siehe Abbildung 4.13). In den OGG1 defizi-

enten Zellen war dieser Effekt allerdings nicht zu beobachten, was zu dem Schluss führt, 

dass APE1 nur im Zusammenspiel mit OGG1 an der Regulation der TNF-α Transkription be-

teiligt ist. Als nächstes galt es daher festzustellen, ob APE1 auch an der TNF-α induzierten 

IL6 Expression beteiligt ist. Hierfür wurden die HeLa Zellen zunächst für eine Stunde bei 

einer Konzentration von 200 µM mit dem APE1 Inhibitor CRT0044876 vorinkubiert, an-

schließend mit 10 ng/mL TNF-α für eine Stunde behandelt und die Genexpression in einer 

realtime qPCR analysiert. 

In den unbehandelten Zellen ist zunächst kein Unterschied in der basalen Expression von 

IL6 festzustellen. Auch nach APE1 Inhibition bleiben die basalen Spiegel nahezu konstant. 

Nach Induktion der IL6 Expression durch TNF-α Behandlung steigt diese stark an, und er-

neut ist ein Unterschied von ca. 29% zwischen den Genotypen zu erkennen. Allerdings ver-

ändern sich die relativen Expressionswerte auch nach gleichzeitiger Inhibition von APE1 in 

beiden Genotypen nicht. Im Unterschied zu den Ergebnissen in den Milzzellen bedeutet 

dies, dass der in Abwesenheit von OGG1 beobachtete Unterschied in der relativen IL6 Ex-

pression somit unabhängig von APE1 ist. Die sich daraus ergebende Hypothese, wie OGG1 

in die Regulation der Transkription von IL6 in HeLa-Zellen eingreift, wird in Kapitel 5 disku-

tiert. 
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Abbildung 4.19: Einfluss von APE1 auf die TNF-α induzierte IL6 Expression in HeLa Zellen. Relative IL6 mRNA 
Expression über der Expression von 18S nach Inkubation von HeLa Zellen für 1 h mit 10 ng/mL TNF-α unter 
Inhibition der Endonukleasefunktion von APE1 durch den Inhibitor CRT0044876. Hierfür wurden die Zellen 
zuvor für 1 h bei 200µM des Inhibitors bei 37 °C vorinkubiert. Normalisierung erfolgt auf die unbehandelte 
Kontroll-Probe. 0,05 % DMSO unter allen Bedingungen. MW ± SD. 

 

 

 

4.2.6 Einfluss einer 8oxoGua Vorbehandlung auf die Zytokin Expression in Hela-Zellen 

 

In Kapitel 4.1.10 wurde bereits ein LSD1 unabhängiger Mechanismus zur Regulierung der 

Genexpression erwähnt, bei welchem die freie 8-oxoGua Base an OGG1 zurückbindet und 

OGG1 somit als Guanin-Austauschfaktor fungiert. Zwar konnte in Milzzellen kein Effekt von 

exogen zugeführtem 8-oxoGua festgestellt werden (Abbildung 4.14), nichts desto weniger 

galt es als nächstes diesen möglichen Effekt auch in HeLa-Zellen zu überprüfen. Hierfür 

wurden die Zellen zunächst mit 8-oxoGua bei einer Konzentration von 1 µM für eine Stunde 

bei 37 °C vorinkubiert und anschließend die IL6 Expression mit einer niedrigen TNF-α Kon-

zentration induziert (Abbildung 4.20). Hierdurch wird nicht die maximale Genexpression 

erreicht, welche somit durch 8-oxoGua bzw. eine gesteigerte Ras Aktivität noch erhöht 

werden könnte.  
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Abbildung 4.20: Einfluss einer 8-oxoGua Vorbehandlung auf die TNF-α induzierte IL6 Expression in HeLa 
Zellen. Relative IL6 mRNA Expression über der Expression von 18S nach Inkubation von HeLa Zellen für 1 h 
mit 1 ng/mL TNF-α nach Vorinkubation mit 8-oxoGua bei einer Konzentration von 1 µM für 1 h bei 37 °C im 
Brutschrank (n=4). Normalisierung erfolgt auf die unbehandelte Kontroll-Probe. MW ± SD. 

 

Durch alleinige 8-oxoGua-Vorinkubation ohne nachfolgende Stimulation mit TNF-α ändert 

sich die basale Expression von IL6 zunächst nicht. Auch bei einer Stimulation mit 1 ng/mL 

TNF-α ist der Unterschied der relativen IL6 Expression zwischen Kontrollzellen und OGG1 

defizienten Zellen zu beobachten. In beiden Genotypen wird durch Vorinkubation mit 8-

oxoGua jedoch keine Expressionssteigerung erreicht. Somit konnte durch eine Vorinkuba-

tion mit 8-oxoGua weder in Milzzellen, noch in HeLa-Zellen eine Steigerung der Transkrip-

tion proinflammatorischer Gene festgestellt werden.  

 

 

4.2.7 Steady-state Level der oxidativen Läsionen in HeLa Zellen 

 

In Kapitel 1.1 wurde bereits ein Modell vorgestellt, in welchem im Zuge der Demethylierung 

von H3K9 durch LSD1 Wasserstoffperoxid als Nebenprodukt anfällt, welches wiederum ge-

zielt 8-oxoG Läsionen in der Promotor-Sequenz Estrogen-responsiver Gene erzeugt. Um zu 

untersuchen, ob nach TNF-α Behandlung 8-oxoG Läsionen in der Promoter-Sequenz des 

IL6 Gens entstehen und dieser Mechanismus somit zumindest teilweise für den beobach-

teten Unterschied in der IL6 Expression zwischen Kontroll- und OGG1-KD-Zellen verant-

wortlich ist, wurden zunächst die globalen Spiegel der Einzelstrangbrüche und FPG-sensi-

tiven Läsion vor und nach TNF-α Behandlung gemessen. FPG ist das bakterielle, funktio-
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nelle Analogon zu OGG1 und erkennt als solches neben 8-oxoG und FapyG auch AP-Läsio-

nen (Radicella et al. 1997) und wird daher in der Alkalischen Elution zur Detektion oxidativer 

DNA-Schäden verwendet. 

 

 

Abbildung 4.21: Quantifizierung von Einzelstrangbrüchen und FPG-sensitiven Läsionen in HeLa-Zellen. Kon-
troll- und OGG1 KD-Zellen wurden unbehandelt oder nach TNF-α Behandlung bei einer Konzentration von 10 
ng/mL über eine Stunde bei 37 °C auf Einzelstrangbrüche und FPG-sensitive Läsionen mittels Alkalischer Elu-
tion untersucht (n=4). MW ± SD. 

 

In Abbildung 4.21 sind jeweils die basalen sowie die durch TNF-α Behandlung induzierten 

Einzelstrangbrüche und FPG-sensitiven Läsionen in Kontroll- und OGG1 KD-Zellen als Läsion 

pro 106 Basenpaaren aufgetragen. Die Ergebnisse zeigen, dass sich die basalen Spiegel der 

Einzelstrangbrüche und oxidativen Läsionen zwischen beiden Genotypen nicht unterschei-

den. Auch nach Behandlung mit TNF-α werden in keinem der beiden Genotypen weitere 

Läsionen in einem Ausmaß induziert, der durch die angewandte Methode zu detektieren 

wäre.  
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4.2.8 Nachweis oxidativer Läsionen in der Promoter-Region des IL6 Gens 

 

In Abbildung 4.21 konnte somit gezeigt werden, dass der basale Spiegel oxidativer Läsio-

nen durch Behandlung mit TNF-α nicht ansteigt. Zur Überprüfung des vorgeschlagenen 

Mechanismus der OGG1 modulierten Genexpression galt es als nächstes, 8-oxoG Läsionen 

nachzuweisen, welche im Zuge der Demethylierung von H3K9 in der Promotorsequenz von 

IL6 entstehen. Aufgrund ihrer Beschränkung auf einige Promotorregionen liegt die Quan-

tität dieser Läsionen unterhalb der Nachweisgrenze der Alkalischen Elution. Zur Detektion 

dieser Läsionen wurde daher die in Kapitel 3.9 vorgestellte Methode angewendet. Dabei 

werden oxidative Läsionen indirekt durch eine verminderte Effizienz der Amplifikation ei-

nes Einzelstrangbruch enthaltenden Templates mittels quantitativer realtime PCR detek-

tiert. Die Primer für das Zielgen IL6 wurden zunächst wie in Kapitel 3.10 beschrieben um 

eine bekannte NF-κB Bindungssequenz konstruiert. Als Referenz-Sequenz wurde ein Ab-

schnitt innerhalb eines Introns im IL6 Gen verwendet für welches ebenfalls passende Pri-

mer konstruiert wurden. Da oxidative Läsionen an sich nicht die Progression der RNA- und 

DNA-Polymerase inhibieren (Kathe et al. 2004, Tolentino et al. 2008), wurde die isolierte 

genomische DNA zunächst einem FPG-Cleavage unterzogen, durch welchen 8-oxoG-Läsio-

nen in Einzelstrangbrüche überführt werden. Für den indirekten Nachweis wurde nach der 

qPCR zunächst die relative Amplifikation der NF-κB Bindungssequenz gegenüber der Refe-

renz-Sequenz als Korrektur für Variationen der eingesetzten DNA-Menge errechnet und 

anschließend der Quotient der relativen Expression der FPG-verdauten mit der jeweils kor-

respondierenden unverdauten Probe errechnet. Einzelstrangbrüche hingegen können auf-

grund dieser Rechenoperation nicht nachgewiesen werden. 

In Abbildung 4.22A sind die Quotienten der relativen Expression des Exon der +FPG und –

FPG Proben in unbehandelten und TNF-α behandelten Zellen aufgetragen. In den Kontroll-

zellen beträgt der Quotient zunächst 0,94 ± 0,06 und fällt nach Behandlung mit TNF-α auf 

einen Wert von 0,84 ± 0,08 (p=0,06). Auch in den OGG1 KD Zellen liegt der Quotient zu-

nächst bei 1,02 ± 0,1 in den unbehandelten Zellen und fällt mit der Behandlung auf einen 

Wert von 0,92 ± 0,1 ab (p=0,07). Das bedeutet, dass in beiden Genotypen nach der Behand-

lung mit TNF-α FPG-sensitive Läsionen in der zuamplifizierenden Exon-Sequenz generiert 

wurden. In Kapitel 1.6 wurde bereits beschrieben, wie durch LSD1-generierte oxidative Lä-

sionen in der Promotor-Sequenz eines Gens dessen Transkription nach Rekrutierung von 

OGG1 moduliert wird. Um zu überprüfen, ob die detektierten FPG-sensitiven Läsionen auch 

in diesem Modell durch die Aktivität von LSD1 entstehen, wurden die Kontroll-Zellen zu-

sätzlich zur TNF-α Behandlung zuvor noch mit dem LSD1 Inhibitor OG-L002 vorinkubiert. In 

Abbildung 4.22B ist zu erkennen, dass der durch TNF-α Behandlung induzierte Effekt auf 

den Quotienten durch Inhibierung von LSD1 vollständig aufgehoben wird und wieder bei 

0,97 ± 0,04 liegt.  
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Das bedeutet, dass die detektierten FPG-sensitiven Läsionen in der Tat durch LSD1 gene-

riert wurden. Aufgrund der durch die Methode bedingten minimalen Änderungen im Quo-

tienten und der kleinen Versuchszahl sind die beschriebenen Effekte allerdings nicht statis-

tisch signifikant (p=0,07). 

 

 

Abbildung 4.22: Detektion FPG-sensitiver Läsionen in der Promotorsequenz von IL6. (A) Die DNA unbehan-
delter und TNF-α behandelter (10 ng/mL, 1 h) Kontroll- und OGG1 KD-Zellen wurden zunächst mit dem 
QIAamp® DNA mini kit isoliert und anschließender mit FPG inkubiert. In (B) wurden die Kontroll-Zellen zu-
sätzlich zur TNF-α Behandlung (s.o.) mit dem LSD1 Inhibitor OG-L002 (50 µM) für eine Stunde vorinkubiert. 
Anschließend wurde in einer realtime qPCR die „relative Expression“ der Exon- über der Intron-Sequenz er-
rechnet. Zur Berechnung FPG-sensitiver Läsionen werden die Daten als [Exon/Intron (+Fpg)] / [Exon/Intron (-
Fpg)] angegeben. (Die Daten der Versuchsreihen zur Erstellung der Abb. A und B wurden zusammengefasst 
und sind daher in den Kontroll-Zellen identisch). MW ± SD. 
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4.3 Mauszelllinie: J774.2 

 

In Kapitel 4.1.5 konnte gezeigt konnte, dass Makrophagen die Hauptproduzenten von TNF-

α nach LPS Behandlung sind, jedoch nur einen geringen Bruchteil der Milzzellen ausma-

chen. An einer Makrophagenzelllinie wurden daher weiterführende mechanistische Unter-

suchungen durchgeführt. Für diese Versuche wurde die murine Makrophagenzelllinie 

J774.2 verwendet*. 

 

 

4.3.1 Konzentrations- und Zeitabhängige TNF-α Expression 

 

Wie für die Milzzellen, wurden auch für die Zelllinie zunächst anhand einer Konzentrations- 

und Zeitreihe die optimalen Inkubationsbedingungen ermittelt. In Abbildung 4.23A ist die 

relative TNF-α mRNA Expression über der Expression von β-Actin für einen Konzentrations-

bereich bis 100 ng/mL aufgetragen, wobei die Zellen jeweils für 30 Minuten bei 37 °C inku-

biert wurden. Nach Inkubation mit 10 ng/mL LPS steigt die Expression auf einen Induktions-

faktor von 3,7 und erreicht danach ab einer Konzentration von 50 ng/mL ein Plateau bei 

einem Induktionsfaktor von circa 8,0, welcher auch nach Erhöhung der Konzentration nicht 

weiter steigt. Für die weiteren Versuche wurde die Konzentration auf 20 ng /mL festgelegt, 

da hier die maximale Expression noch nicht erreicht ist. 

 

Abbildung 4.23: Konzentrations- und Zeitabhängige TNF-α mRNA Expression in J774.2 Zellen. Relative mRNA 
Expression von TNF-α über der Expression von β-Actin in J774.2 Zellen nach Behandlung mit LPS. (A, n=1) 
Behandlung der Zellen mit LPS bis zu einer Konzentration von 100 ng/mL für 30 min bei 37 °C. (B, n=3) Expres-
sion von TNF-α in Abhängigkeit der Inkubationszeit nach Inkubation mit 20 ng/mL LPS bei 37 °C. Normalisie-
rung erfolgt auf die unbehandelte Probe. MW ± SD. 

* Die in Kapitel 4.3 gezeigten Experimente wurden im Rahmen der Bachelorarbeit von P. Klingler unter meiner Anweisung durchgeführt. 
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Die zeitabhängige Expression von TNF-α nach Inkubation mit 20 ng/mL LPS ist in Abbildung 

4.23B dargestellt. Dabei zeigt sich, dass die Expression nach 30 minütiger Inkubation noch 

nicht maximal ausgeprägt ist. Erst nach einer Inkubationszeit von 1 Stunde erreicht die TNF-

α Expression ihr Maximum bei einem Induktionsfaktor von circa 18,2 ± 3,1. Längere Inkuba-

tion dagegen resultiert nicht in einer höheren Expression, vielmehr sinkt die Expression der 

TNF-α mRNA bereits wieder nach 2, respektive 3 Stunden Inkubationszeit. Für alle weiter-

führenden Versuche wurden die Versuchsbedingungen somit auf eine Konzentration von 

20 ng/mL LPS und eine Inkubationszeit von 1 Stunde festgelegt. 

 

4.3.2 Einfluss von LSD1-Inhibitoren auf die TNF-α Expression 

 

Auf die Bedeutung der Lysin-spezifischen Demethylase 1 (LSD1) im Zusammenspiel mit 

OGG1 für die Transkription Estrogen-responsiver Gene wurde an anderer Stelle bereits nä-

her eingegangen (siehe Kapitel 1.6). Da LSD1 eine Monoaminooxidase-Funktion besitzt, 

wurden als erste Inhibitoren für dieses Enzym bekannte MAO-Inhibitoren verwendet. 

Pargyline ist ein irreversibler MAO-B Inhibitor (Murphy et al. 1979) welcher heute auch als 

LSD1-Inhibitor Verwendung findet (Metzger et al. 2005). Der zweite getestete LSD1 Inhi-

bitor OG-L002 wurde bereits in Kapitel 4.1.7 vorgestellt. Um die optimalen Konzentrationen 

der LSD1-Inhibitoren für die Experimente festzulegen, wurde die TNF-α mRNA Expression 

nach LPS Stimulation in J774.2 Zellen unter dem Einfluss unterschiedlicher Konzentration 

von OG-L002 und Pargyline bestimmt.  

 
Abbildung 4.24: LSD1 abhängige Genexpression von TNF-α in J774.2 Zellen. Relative mRNA Expression von 
TNF-α über der Expression von β-Actin in J774.2 Zellen nach Behandlung mit LPS (20 ng/mL, 1 h, 37 °C) unter 
Vorbehandlung mit unterschiedlichen Konzentrationen der LSD1-Inhibitoren OG-L002 (A, n=4) und Pargyline 
(B, n=3) für 1 h bei 37 °C. Normalisierung erfolgt auf die unbehandelte Probe. Das eingesetzte Inkubationsme-
dium enthielt unter allen Bedingungen 0,05 % DMSO. MW ± SD. 
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Die maximal beobachtete Reduktion der LPS-induzierten TNF-α mRNA Expression durch 

Inhibition von LSD1 mit OG-L002 und Pargyline beträgt 33 % bzw. 47 %, wie in Abbildung 4.24 

zu sehen ist. Die Expression von TNF-α in der Makrophagenzelllinie J774.2 wird durch Inhi-

bition von LSD1 signifikant reduziert (p=0,056 bzw. p=0,028). Dieses Ergebnis bestätigt so-

mit die bereits in Milz- und HeLa-Zellen vorgestellte Modulation der Zytokin-Expression 

durch LSD1. 

 

 

4.3.3 Einfluss von MAPK-Inhibitoren auf die TNF-α Expression 

 

Zusätzlich zu den Untersuchungen in primären Milzzellen (siehe Kapitel4.1.8) wurde die 

Beteiligung der MAPK p38, JNK und ERK in der LPS induzierten Expression von TNF-α in der 

murinen Makrophagenzelllinie J774.2 analysiert. Hierfür wurden die Zellen zunächst mit In-

hibitoren der MAP-Kinasen vorinkubiert und die Expression von TNF-α anschließend durch 

LPS induziert.  

 

Abbildung 4.25: Einfluss der MAP-Kinasen p38, JNK und ERK auf die LPS induzierte TNF-α Expression in 
J774.2 Zellen. Relative TNF-α mRNA Expression über der Expression von β-Actin nach Inkubation von J774.2 
Zellen für 1 h mit 20 ng/mL LPS unter Inhibition von p38, JNK und ERK. Die Zellen wurden mit den Inhibitoren 
für 1 h bei 37 °C im Brutschrank vorinkubiert. (p38: PD169316, 10 µM; JNK: SP600125, 30 µM; ERK: U-0126, 10 
µM). Normalisierung erfolgt auf die unbehandelte Probe. Das eingesetzte Inkubationsmedium enthielt unter 
allen Bedingungen 0,1 % DMSO. MW ± SD. 
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Wie Abbildung 4.25 zu entnehmen ist, ist die relative mRNA Expression von TNF-α durch 

Inhibition von p38 und JNK signifikant verringert. Der ERK-Inhibitor U-0126 hat hingegen 

keinen Einfluss auf die Expression von TNF-α und der Induktionsfaktor bleibt nach Inhibi-

tion unverändert. Somit konnte die Beteiligung von p38 und JNK in der LPS induzierten 

mRNA Expression von TNF-α zunächst im ex-vivo Modell der Milzzellen gezeigt (siehe Ka-

pitel 4.1.8), und anschließend in einem in-vitro Modell in J774.2 Zellen bestätigt werden.  

 

 

4.3.4 Einfluss eines APE1-Redox-Inhibitor auf die TNF-α Expression 

 

Die AP-Endonuklease-1 (APE1) wurde bereits als wichtiger Bestandteil der Basenexzisions-

reparatur an erwähnt (siehe Kapitel 1.4.3). Zusätzlich dazu ist APE1 aber auch ein Redox-

Signaling Faktor und hält als solcher Transkriptionsfaktoren in einem reduzierten und da-

mit aktivierten Zustand. So stimuliert APE1 beispielsweise die DNA-Bindung von unter an-

derem NF-κB, HIF1α und CREB (Fishel, Kelley 2007). Um den Einfluss der Redox-Funktion 

von APE1 auf die LPS induzierte TNF-α Expression zu untersuchen, wurde der Inhibitor die-

ser Funktion E3330 zunächst in der Zelllinie J774.2 getestet. 

 

Abbildung 4.26: Einfluss der APE1-Redox-Funktion auf die LPS induzierte TNF-α Expression in J774.2 Zellen. 
Relative TNF-α mRNA Expression über der Expression von β-Actin nach Inkubation von J774.2 Zellen für 1 h 
mit 20 ng/mL LPS unter Inhibition der Redox-Funktion von APE1 durch den Inhibitor E3330.Die Zellen wurden 
mit dem Inhibitor für 1 h bei 37 °C im Brutschrank vorinkubiert. Normalisierung erfolgt auf die unbehandelte 
Probe. Das eingesetzte Inkubationsmedium enthielt unter allen Bedingungen 0,1 % DMSO. n=3. MW ± SD
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Wie in Abbildung 4.26 zu sehen ist, hat der Inhibitor der Redox-Funktion von APE1 (E3330) 

über den getesteten Konzentrationsbereich von 0 bis 25 µM keinen Einfluss auf die relative 

mRNA Expression von TNF-α. Obwohl NF-κB als Redox-sensitiver Transkriptionsfaktor be-

schrieben ist (Flohe et al. 1997) und sich auch in der Literatur Hinweise auf eine Transkrip-

tionsregulation über die Redoxfunktion von APE1 finden (Cesaratto et al. 2013), scheint 

diese Funktion auf die Expression von TNF-α unter den getesteten Bedingungen keinen 

Einfluss zu haben. 

 

4.3.5 Inhibition der TNF-α Expression durch Dexamethason 

 

NF-κB wurde als wichtiger Transkriptionsfaktor für die Expression proinflammatorischer 

Gene nach LPS Behandlung bereits vorgestellt (siehe Kapitel 1.2.3) und stellt in der Behand-

lung vieler entzündlicher Erkrankungen ein wichtiges Target dar. So konnte gezeigt wer-

den, dass Dexamethason die durch LPS induzierte Translokation von NF-κB in den Zellkern 

unter anderem durch direkte Interaktion mit dem Glucocorticoid-Rezeptor inhibiert (Bar-

nes 1998). Darüber hinaus steigert Dexamethason die Expression des endogenen NF-κB 

Inhibitors IκB-α (Scheinman et al. 1995).  

 

Abbildung 4.27: Einfluss von Dexamethason auf die LPS induzierte TNF-α Expression in J774.2 Zellen  Rela-
tive TNF-α mRNA Expression über der Expression von β-Actin nach Inkubation von J774.2 Zellen für 1 h mit 20 
ng/mL LPS unter Inhibition von NF-κB durch 2,5 µM Dexamethason. Die Zellen wurden mit Dexamethason für 
0,5 h bei 37 °C im Brutschrank vorinkubiert. Normalisierung erfolgt auf die unbehandelte Probe. n=3. MW ± 
SD. 
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Daher stellt sich die Frage, ob und in welchem Ausmaß die NF-κB vermittelte Transkription 

von TNF-α in der Makrophagen Zelllinie J774.2 nach LPS Stimulation durch Dexamethason 

inhibiert werden kann. Wie in Abbildung 4.27 zu sehen ist, wird die LPS induzierte Expres-

sion durch einstündige Vorinkubation mit 2,5 µM Dexamethason um circa 40 % reduziert. 

Dies ist im Einklang mit dem zuvor beschriebenen TLR4 Signalweg (siehe Kapitel 1.1.2), nach 

welchem durch LPS neben NF-κB auch weitere Transkriptionsfaktoren aktiviert werden 

können, über welche die Expression von TNF-α weiterhin gesteuert wird.
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5 Diskussion 
 

5.1 Allgemeine Effekte des OGG1 Knockouts in Mäusen 

 

In der Literatur gibt es eine Reihe von Publikationen, welche die Funktionen von OGG1 in 

der Basenexzisionsreparatur und die Folgen dessen Verlusts in Bezug auf die Akkumulation 

von 8-oxoG behandeln (Moller et al. 2010). Ein Nebenbefund der vorliegenden Arbeit bei 

der Charakterisierung der Versuchstiere war jedoch, dass die OGG1 defizienten Tiere in Ab-

hängigkeit des Alters ein ca. 10 % niedrigeres Gewicht aufweisen (siehe Abbildung 4.1). Dar-

über hinaus ist auch das Gewicht der Niere (ca. 20 %) in OGG1 defizienten Tieren signifikant 

erniedrigt. Ein Vergleich mit den Ergebnissen der Dissertation von D. Warken (2013) zeigt, 

dass auch dort sowohl das Körpergewicht als auch das Gewicht der Niere in Ogg1-/--Mäusen 

erniedrigt war. Einen komplett gegenteiligen Phänotyp beschrieben Sampath et al. (2012), 

nach denen OGG1 defiziente Mäuse unter „high fat diet“-Ernährung zu einer erhöhten In-

zidenz von Fettleibigkeit mit erhöhten viszeralen und subkutanen Fetteinlagerungen neig-

ten. Weitergehende Studien zur Aufklärung der Ursachen des unterschiedlichen Organ- 

und Körpergewichts stehen allerdings noch aus.  
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5.2 Auswirkungen eines OGG1 KO oder KD auf die Transkription inflamma-

torischer Zytokine 

 

Milzzellen von OGG1 KO-Mäusen exprimieren weniger proinflammatorische Zytokine 

nach LPS Stimulation 

Um die mechanistischen Ursachen der in Kapitel 1.5 vorgestellten Immundefizienz OGG1 

defizienter Mäuse aufzuklären, wurden in der vorliegenden Arbeit zunächst Milzzellen der 

beiden Genotypen mit LPS behandelt und die Genexpression einiger proinflammatorischer 

Zytokine mittels qPCR gemessen. In diesem ex-vivo Modell zeigt sich, dass die Expression 

der proinflammatorischen Zytokine IL6 und TNF-α nach LPS Behandlung OGG1 defizienter 

Milzzellen signifikant reduziert ist (Abbildung 4.2). Auffällig bei der Analyse der konzentra-

tions- und zeitabhängigen Induktion der TNF-α Expression ist, dass nicht nur die LPS-indu-

zierte, sondern auch die basale Expression in den OGG1 defizienten Zellen verringert ist. Es 

ist allerdings nicht auszuschließen, dass durch die Gewebeaufbereitung bereits eine schwa-

che immunologische Aktivierung der Milzzellen ausgelöst wird, welche eine Expressions-

änderung nach sich zieht. Zwar wurde dieser Überlegung durch eine Ruhephase der Zellen 

nach Isolation Rechnung getragen, allerdings können diese Effekte nicht gänzlich ausge-

schlossen werden. Des Weiteren fällt auf, dass auch in OGG1 defizienten Zellen die Steige-

rung der Expression der Zytokine durch LPS nicht vollkommen aufgehoben, sondern nur 

gedrosselt wird. Das lässt die Schlussfolgerung zu, dass OGG1 nur als Modulator der Ex-

pression fungiert und somit nicht essentiell für diese ist. Eine solche modulatorische Funk-

tion von OGG1 wird in der Literatur auch in anderen Studien beschrieben. Li et al. (2012) 

lösten in einem Mausmodell eine allergische Atemwegsentzündung durch Ovalbumin-Be-

handlung aus. Im Lungengewebe der OGG1 defizienten Tiere waren daraufhin niedrigere 

Proteinspiegel der Zytokine TNF-α, IL6, IL2, IL4 sowie IFNγ gemessen worden als in den 

Vergleichstieren. Bacsi et al. (2013) fanden nach OGG1-Knockdown in Atemwegsepithelien 

von BALB/c-Mäusen und anschließender Atemwegsentzündung durch Ambrosia artemi-

siifolia Extrakt ebenfalls erniedrigte Proteinspiegel der Zytokine IL13, IL5 und IL4. Somit 

konnte in unterschiedlichen Entzündungsmodellen die entzündungsmodulierende Wir-

kung von OGG1 gezeigt werden.  

 

Die Immundefizienz in Milzzellen wird nicht durch „off-target“ Effekte durch den Knock-

out hervorgerufen 

Die in dieser Arbeit verwendeten Mäuse wurden ursprünglich von der Gruppe um T. Lindahl 

generiert (Klungland et al. 1999). In diesen Mäusen wurde das 4. Exon, welches die kataly-

tische Domäne beherbergt, entfernt. Die Exons 1-3 bleiben jedoch unberührt, wodurch ein 

verkürztes OGG1-Protein entstehen könnte, welches der natürlich vorkommenden Splicing-

Variante von OGG1 nicht unähnlich wäre. In der Tat konnte die Gruppe von C. Niehrs als 

Kooperationspartner auf mRNA-Ebene nachweisen, dass die ersten 3 Exons des OGG1 Gens 
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in Maus Embryo Fibroblasten (MEF) dieser Mäuse noch immer exprimiert werden (Daten 

nicht gezeigt). Ein weiterer Mausstamm mit einem Ogg1 KO wurde durch die Nakabeppu-

Gruppe generiert (Sakumi et al. 2003). In diesen Mäusen erstreckt sich die polII/Neomycin-

Kassette über die Exons 1-3. In der qPCR-Analyse der MEF´s dieser Mäuse konnten keine 

Transkripte von OGG1 nachgewiesen werden. OGG1 ist in diesen Zellen also vollständig eli-

miniert. Der Vergleich der TNF-α Expression in Milzzellen von Wildtyp und OGG1 KO in 

„Nakabeppu-Mäusen“ bestätigt die Befunde in den „Lindahl-Mäusen“ (Abbildung 4.5). 

Auch hier ist sowohl die basale als auch die LPS-induzierte Expression von TNF-α durch feh-

lendes OGG1 verringert. Das bedeutet, dass die beobachteten Unterschiede nicht zufällig, 

zum Beispiel aufgrund von off-Target-Effekten durch den Knockout, entstanden sind. 

 

Die Immundefizienz ist auch auf Proteinebene detektierbar und nicht auf Veränderungen 

hinsichtlich der zellulären Komposition der Milz zurückzuführen. 

Wie bereits in Kapitel 3.4 erwähnt, beschreibt der Begriff Milzzellen eine äußerst hetero-

gene Zellpopulation. Um auszuschließen, dass die unterschiedliche Expression der Zyto-

kine auf eine veränderte zelluläre Komposition der Milz in Wildtyp und OGG1 KO Mäusen 

zurückzuführen ist, wurden die prozentualen Anteile der Subpopulationen durchflußzyto-

metrisch erfasst (Abbildung 4.6). Dabei konnten in keiner der untersuchten Zellarten Un-

terschiede zwischen den Genotypen festgestellt werden. Dieser Befund legt nahe, dass die 

beobachtete Immundefizienz kein Symptom einer durch fehlendes OGG1 ausgelösten Ent-

wicklungsstörung ist. Vielmehr suggeriert es eine direkte Beteiligung von OGG1 in der Sig-

naltransduktion und/oder der Regulation der Transkription der untersuchten Gene.  

Neben der Analyse der zellulären Komposition wurde auch die Protein-Expression von TNF-

α mittels Durchflußzytometrie untersucht. Durch spezifische Oberflächenmarker wurden 

dabei die Subpopulationen isoliert voneinander auf ihren LPS-induzierten TNF-α Gehalt un-

tersucht. Da TNF-α normalerweise von der Zelle über den Golgi-Apparat sezerniert wird, 

muss dieser durch gleichzeitige Behandlung mit Monensin inhibiert werden. TNF-α akku-

muliert dadurch intrazellulär und kann so detektiert bzw. quantifiziert werden (Schuer-

wegh et al. 2001). Die Ergebnisse zeigen, dass Makrophagen, obwohl sie nur einen geringen 

Prozentsatz der Gesamtpopulation ausmachen, die nahezu alleinigen Produzenten von 

TNF-α nach LPS Stimulation sind (Abbildung 4.7). Auch auf Proteinebene ist die geringere 

Immunantwort in den OGG1 defizienten Zellen zu erkennen. Neben der LPS induzierten Im-

munantwort wurden die Milzzellen auch durch PMA/Ionomycin stimuliert. Wie in Abbil-

dung 4.8 zu erkennen ist, beschränkt sich die TNF-α-Produktion nun nicht mehr nur auf 

Makrophagen. Außer B-Zellen reagieren alle untersuchten Subpopulationen auf diese Be-

handlung. Zudem ist in jedem Zelltyp die TNF-α Expression in den OGG1 defizienten Zellen 

erniedrigt. Somit bleibt festzuhalten, dass der Einfluss von OGG1 nicht auf eine Zellart (z.B. 

Makrophagen) beschränkt ist. Außerdem legt dieser Befund nahe, dass die beobachteten 

Effekte nicht spezifisch für den TLR4-Signaltransduktionsweg sind. PMA ist ein Aktivator 

der Proteinkinase C und kann als solcher NF-κB direkt aktivieren (Holden et al. 2008). Im 



5.2 Auswirkungen eines OGG1 KO oder KD auf die Transkription inflammatorischer Zytokine 95 

Zusammenspiel mit Ionomycin wird aber auch der Transkriptionsfaktor NF-AT direkt akti-

viert. Die Vermutung liegt somit nahe, dass die OGG1-abhängige Regulation der Expression 

unabhängig vom Signalweg (z.B. TLR4) erfolgt, sondern vielmehr durch Beeinflussung und 

Veränderungen der Promotorregionen, beziehungsweise durch Modulation der Genregu-

lation am Promotor. 

 

Weiterhin stellt sich die Frage, ob auch andere Enzyme der Basenexzisionsreparatur zu-

sätzliche Funktionen besitzen, wie sie bereits für OGG1 beschrieben sind. NEIL1 zum Bei-

spiel ist das eukaryotische Homolog zu Endonuklease VIII und erkennt neben Thyminglykol 

auch die Hydantoine Gh und Sp (Krishnamurthy et al. 2008). Diese Derivate entstehen 

durch Oxidation von 8-oxoG, welches, wie in Kapitel 1.4.1 erwähnt, aufgrund des niedrigen 

Redoxpotentials leicht weiteroxidiert wird. Somit könnte nicht nur 8-oxoG im Zusammen-

spiel mit OGG1 regulatorisch auf die Transkription von Genen wirken, sondern auch Gh oder 

Sp im Zusammenspiel mit NEIL1. Vartanian et al. konnten zeigen, dass NEIL1 KO Mäuse im 

Laufe eines Jahres ein metabolisches Syndrom mit massiven Fetteinlagerungen entwickeln 

(Vartanian et al. 2006). Ein ähnlicher Phänotyp wurde wie in Kapitel 5.1 erwähnt von Sam-

path et al. (2012) auch für Ogg1-/--Mäuse beschrieben. Eine Immundefizienz wie nach OGG1 

Depletion wurde für NEIL1 defiziente Tiere oder Zellen bis zum jetzigen Zeitpunkt jedoch 

nicht beschrieben. Stattdessen zeigten sich durch Lavage isolierte Bronchoalveolarzellen 

von NEIL2-/--Mäusen sogar verstärkt anfällig gegenüber proinflammatorischen Stimuli wie 

LPS und TNF-α (Chakraborty et al. 2015). Wenngleich auch kein Mechanismus für die beo-

bachteten Effekte postuliert werden konnte, zeigt diese Publikation einmal mehr, dass En-

zyme der Basenexzisionsreparatur in der Regulation der pro- und antiinflammatorischen 

Immunantwort beteiligt sind. 

 

Die durch OGG1 Depletion verursachte Immundefizienz ist nicht auf murine Zellen be-

schränkt 

In der vorliegenden Arbeit wurde der Effekt eines OGG1 Knockdowns auf die Expression 

proinflammatorischer Gene zusätzlich in einer humanen Zelllinie untersucht. Bei der hierfür 

verwendeten HeLa-Zelllinie handelt es sich um menschliche Epithelzellen eines Zervixkar-

zinoms. Diese Zelllinie wurde verwendet, da in der Literatur bereits beschrieben ist, dass 

HeLa-Zellen durch schnelle Induktion der Transkription hohe Spiegel des proinflammatori-

schen Zytokins IL6 als Antwort auf eine TNF-α Behandlung produzieren (Legrand-Poels et 

al. 2000). Ebenso ist bekannt, dass die Transkription von IL6 in diesen Zellen vor allem 

durch die beiden Transkriptionsfaktoren NF-κB und AP-1 reguliert wird, und der regulatori-

sche Bereich des IL6-Gens daher Bindungssequenzen für beide besitzt (Zhou et al. 2003). 

Wie TNF-α in LPS-stimulierten murinen Milzzellen so ist auch die relative mRNA Expression 

von IL6 in TNF-α stimulierten HeLa-Zellen nach OGG1 Depletion verringert (siehe Abbildung 

4.16). Auch hier hat OGG1 nur einen modulierenden Effekt auf die Expression und durch 
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Knockdown des Proteins wird diese nicht gänzlich aufgehoben. Die Befunde in den HeLa-

Zellen können als Beweis dafür angesehen werden, dass die OGG1 vermittelte Modulation 

der Transkription keineswegs nur auf murine Zellen beschränkt ist, sondern darüber hinaus 

in allen Säugerzellen von Bedeutung ist. Im Einklang damit konnten Ba et al. (2014) in der 

humanen Zelllinie HEK293 zeigen, dass die Expression von unter anderem CXCL-2 nach TNF-

α Behandlung in OGG1 depletierten Zellen verringert ist. 

 

 

5.3 Die Bedeutung von LSD1 & APE1 für den Einfluss von OGG1 auf die Tran-

skription proinflammatorischer Gene 

 

Die Stimulation der Milzzell-Aktivierung durch OGG1 ist co-abhängig von LSD1  

Nachdem die Immundefizienz der Milzzellen OGG1 defizienter Mäuse nachgewiesen wer-

den konnte, stellt sich nun die Frage, wie OGG1 beziehungsweise sein durch DNA-Oxidation 

mittels reaktiver Sauerstoffspezies entstandenes Substrat 8-oxoG die Transkription von 

Genen beeinflussen kann.  

Ein Blick in die Literatur zeigt, dass bereits einige Mechanismen bekannt sind, wie ROS das 

Signaling von NF-κB steuern können. Durch oxidativen Stress wird die Protein-Tyrosin-

Kinase Syk aktiviert welche über verschiedene Wege NF-κB aktiviert (Takada et al. 2003). 

Die Oxidation und somit Inaktivierung einer Tyrosin-Phosphatase an bestimmten Cystein-

Resten führt ebenfalls zur verstärkten Tyrosin-Phosphorylierung und somit Aktivierung 

von NF-κB (Kang et al. 2000). Diese Befunde belegen zwar die Beteiligung reaktiver Sauer-

stoffspezies an der Aktivierung von NF-κB, erklären allerdings nicht den Einfluss von OGG1 

auf die Transkription der durch diesen Transkriptionsfaktor regulierten Gene.  

Durch Behandlung von Milzzellen mit LPS werden vor allem die Transkriptionsfaktoren NF-

κB und AP-1 in einem TLR4-abhängigen Signalweg aktiviert. Es stellt sich nunmehr die 

Frage, ob auch bei dieser Aktivierung über LSD1 generierte oxidative DNA-Modifikationen 

eine Rolle spielen, wie bereits in Kapitel 1.6 für andere experimentelle Modelle erläutert. 

Nach LSD1 Inhibition mit dem Inhibitor OG-L002 sinkt die LPS-induzierte TNF-α Expression. 

Diese Reduktion ist vollständig abhängig von OGG1, wird also nur in OGG1 profizienten Zel-

len beobachtet. Der anfängliche Unterschied in der Genexpression zwischen beiden Geno-

typen wird daher nach Inhibition von LSD1 nahezu nivelliert (siehe Abbildung 4.11). Das be-

deutet, dass LSD1, neben der ursprünglich postulierten Regulation durch Demethylierung 

von Histonresten, zusätzlich noch einen zweiten, OGG1-abhängigen Mechanismus zur Tran-

skriptionsregulation besitzt. Van Essen et al. (2010) konnten in murinen dendritischen Zel-

len zeigen, dass c-Rel als Untereinheit von NF-κB in unstimulierten Zellen zunächst an Pro-

motorregionen von Mdc und Il12b bindet. Die Bindung von NF-κB-Dimeren wird durch 
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H3K9-Methylierungen blockiert und die Expression somit verhindert. Nach LPS Stimulation 

fungiert c-Rel als Target für LSD2 (siehe Kapitel 1.2.4). LSD2 interagiert dabei über seine 

Linker-Domäne mit der Rel-Homologie-Domäne von c-Rel. Durch die nachfolgende Deme-

thylierung von H3K9 wird die Inhibition aufgehoben, NF-κB-Dimere können zum Promotor 

rekrutiert werden und die Transkription der Zielgene initiieren. Der beschriebene Effekt 

wird allerdings spezifisch auf die Aktivität von LSD2 zurückgeführt, da nur LSD2 über seine 

Linker-Domäne mit der Rel-Homologie-Domäne interagieren kann. Da die Aminooxidase-

Domäne jedoch hoch konserviert ist, könnte der in dieser Arbeit beobachtete Effekt des 

Inhibitors OG-L002 auf die LPS-induzierte Genexpression auch auf Inhibition von LSD2 statt 

LSD1 zurückzuführen sein. Entsprechende Untersuchungen zur Differenzierung beider 

Demethylasen stehen jedoch noch aus. Der von van Essen postulierte Mechanismus bein-

haltet keine Beteiligung oxidativer DNA-Modifikationen die durch eine LSD2-abhängige 

Demethylierung entstehen könnten. Eine Rolle von ihnen wird dementsprechend von den 

Autoren nicht diskutiert. 

In der Literatur finden sich aber weitere Hinweise auf den Mechanismus zur transkriptio-

nellen Regulation von Zielgenen verschiedener Transkriptionsfaktoren unter Beteiligung 

von OGG1 nach Kapitel 1.6. So konnten Ruchko et al. (2009) zeigen, dass unter hypoxischen 

Bedingungen entstehende, mitochondriale ROS zu spezifischen Basenoxidationen im Pro-

motorbereich des VEGF-Gens führen. Diese Modifikationen verstärken die Bindung des 

Transkriptionsfaktors HIF1α an den VEGF-Promotor und somit auch dessen Transkription. 

In einem weiteren Beispiel der Genregulation durch DNA-Oxidation wurde die transkriptio-

nelle Aktivität der nukleären Rezeptoren für Estrogen, Androgen, Thyroxin und Retinsäure 

sowie des Trankriptionsfaktors AP-1 in der humanen Zelllinie MCF-7 beschrieben. All diese 

Transkriptionsfaktoren benötigen spezifisch lokalisierte DNA-Strangbrüche (Ju et al. 

2006). Perillo et al. (2008) gelang es daraufhin nachzuweisen, dass ROS bei der Entstehung 

dieser Strangbrüche eine wichtige Rolle spielen und konnte außerdem mit LSD1 die Quelle 

der ROS identifizieren (Kapitel 1.6). Demnach sind die während der OGG1 vermittelten Re-

paratur oxidativer Basenmodifikationen entstehenden Einzelstrangbrüche das Signal zur 

Rekrutierung von TopoisomeraseIIβ, welche die DNA aufbiegt und so die Promotorregion 

nun für den Initiierungskomplex der Transkription leichter zugänglich macht. Weiterfüh-

rende Untersuchungen z.B. zur OGG1 abhängigen Rekrutierung von TopoisomeraseIIβ zu 

NF-κB-Bindungssequenzen im TNF-α Promotor der in dieser Arbeit verwendeten Milzzellen 

stehen allerdings noch aus. 

 

Die Stimulation der Milzzell-Aktivierung durch OGG1 ist co-abhängig von APE1 

Der von Perillo et al. vorgeschlagenen Mechanismus ist zunächst nicht zu erklären, zeigen 

doch Untersuchungen von (Allgayer et al. 2016), dass OGG1 in Zellen nur als Glycosylase 

arbeitet und die entstandene AP-Stelle nachfolgend durch Inzision von APE1 prozessiert 

wird, welche in 5´-Richtung einen Einzelstrangbruch erzeugt. Es stellt sich somit einerseits 

die Frage, ob der in Abbildung 4.11 beobachtete Effekt alleine durch Aktivität von LSD1 und 
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der Erkennung der dabei entstehenden spezifischen Läsionen im Promotor durch OGG1 

hervorgerufen wird, oder ob auch APE1, nach Erkennung der durch OGG1 entstandenen AP-

Stelle und deren Prozessierung für die Regulation der Transkription essentiell ist. Die in Ab-

bildung 4.13 dargestellten Befunde zeigen, dass sich die Inhibition der AP-Endonuklease-

Aktivität von APE1 nur auf die LPS-induzierte TNF-α Expression der Wildtyp-Milzzellen aus-

wirkt. Auch durch APE1-Inhibition wird der zuvor beobachtete Unterschied in der Genex-

pression zwischen den Genotypen somit aufgehoben bzw. verringert. Das legt nahe, dass 

die Endonuklease-Funktion von APE1 für die OGG1/NF-κB vermittelte Regulation der Tran-

skription von maßgeblicher Bedeutung ist. Die Befunde von Amente et al. (2010) zur Regu-

lation Myc-transkribierter Gene bestätigen dies. So konnte diese Gruppe zeigen, dass LSD1, 

OGG1 und APE1 sequentiell zum Promotor rekrutiert werden und Depletion dieser Proteine 

in einer verminderten Transkription von Myc-Zielgenen in Ratten-Fibroblasten resultiert. 

Die Aktivität von APE1 würde jedoch eine Rekrutierung von TopoisomeraseIIβ und die da-

mit verbundene Generierung eines Einzelstrangbruchs für die gesteigerte Transkription 

überflüssig machen. Weiterführende Untersuchungen, insbesondere zur LSD1 und OGG1 

abhängigen Rekrutierung von TopoisomeraseIIβ sowie APE1, beziehungsweise zur Gene-

rierung spezifischer DNA-Strangbrüche stehen allerdings noch aus. 

Interessanterweise besitzt APE1 außer der Endonuklease- noch eine Redoxfunktion und 

wird daher auch als Ref-1 bezeichnet. Durch diese Redoxfunktion kann APE1 die DNA-Bin-

dung von unter anderem NF-κB, AP-1, NF-YA und HIF1α beeinflussen (Ziel et al. 2004), in 

dem es wichtige Cystein-Reste der Transkriptionsfaktoren im reduzierten Zustand hält. Im 

Falle von NF-κB ist dies cys62 in der Rel-Homologie-Domäne der Untereinheit p50. Diese 

muss in der reduzierten Form vorliegen um NF-κB seine DNA-Bindungs-Aktivität zu verlei-

hen (Ando et al. 2008). APE1 kann somit auf unterschiedlichen Wegen die Transkription von 

Genen regulieren, wobei es vorstellbar ist, dass diese nicht unabhängig voneinander ablau-

fen. Vielmehr kann die Lokalisierung von APE1 am Promotor nicht nur die Rekrutierung von 

TopoisomeraseIIβ nach den Vorstellungen von Perillo et al. bzw. die Generierung eines Ein-

zelstrangbruchs nach sich ziehen, sondern auch direkt den Redoxstatus von NF-κB und so-

mit dessen Bindungsaktivität an den Promotor regulieren. Um den Einfluss der Redox-

Funktion von APE1 auf die Transkription NF-κB regulierter Gene zu überprüfen, wurde der 

Inhibitor E3330 verwendet. Wie in Abbildung 4.26 zu erkennen ist, hat eine Vorinkubation 

mit diesem allerdings keinen Effekt auf die TNF-α Expression LPS behandelter J774.2 Zellen. 

Dies steht im Gegensatz zu den beobachteten Effekten von E3330 in LPS behandelten hu-

manen peripheren Monozyten, in denen die TNF-α Expression durch die Inhibition der Re-

doxfunktion verringert werden konnte (Goto et al. 1996). Dieser Effekt kann einerseits 

durch eine gesteigerte Bindung von NF-κB an die Bindungssequenzen erklärt werden. An-

dererseits verringert E3330 durch Inhibierung der Degradation von IκB den Anteil von akti-

viertem NF-κB im Zellkern.  

Sprechen die bisher diskutierten Befunde für die Notwendigkeit einer APE1 induzierten In-

zision zur OGG1 vermittelten Transkriptionsregulation, so gibt es interessanterweise auch 

Befunde die gegen diese sprechen. So konnte kürzlich in einem Reportergen-Assay gezeigt 
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werden, dass sich durch AP-Stellen oder 8-oxoG-Läsionen innerhalb von G-Quadruplex-bil-

denden Sequenzen das Gleichgewicht von Duplex- zu Quadruplex-Strukturen innerhalb 

des Promotors verschiebt (Fleming et al. 2017). G-Quadruplexe entstehen in Guanin-reichen 

einzelsträngigen Sequenzen der DNA durch quadratische Anordnung von Guaninmolekü-

len, die von Wasserstoffbrückenbindungen unter Ausbildung von Hoogsteen-Basenpaaren 

stabilisiert werden. APE1 bindet nach diesen Vorstellungen innerhalb der Quadruplex-

Struktur an die AP-Stelle, schneidet diese jedoch nur ineffizient ein, wodurch die Transkrip-

tion der Reportergene dennoch aktiviert wird.  

 

Die Stimulation der HeLa-Aktivierung durch OGG1 ist nahezu unabhängig von LSD1 und 

APE1 

In Kapitel 4.2.2 konnte gezeigt werden, dass auch die TNF-α induzierte IL6-Expression in 

HeLa-Zellen durch OGG1 moduliert wird. Auch hier stellt sich somit die Frage, ob diese Mo-

dulation über 8-oxoG-Läsionen erfolgt, welche im Zuge der LSD1 vermittelten Demethylie-

rung repressiver Histonmodifikationen entstehen könnten. Im Gegensatz zu den Befunden 

in murinen Milzzellen, in denen die Inhibition von LSD1 nur die TNF-α Expression in OGG1 

profizienten beeinflusst, reagieren sowohl OGG1 profiziente als auch defiziente HeLa-Zel-

len nahezu gleich. In beiden Genotypen führt die Inhibition von LSD1 zu einer stark verrin-

gerten IL6 Expression (siehe Abbildung 4.17). Der zuvor statistisch signifikante Unterschied 

zwischen beiden Genotypen ist nach Inhibition allerdings aufgehoben. Dies legt nahe, dass 

auch in HeLa-Zellen eine OGG1 abhängige Modulation der Transkription über LSD1 nach 

dem Mechanismus in Kapitel 1.6 stattfindet. Dieser spielt jedoch in dieser Zelllinie eine un-

tergeordnete Rolle. Vielmehr kann man folgern, dass die LSD1 vermittelte Entfernung re-

pressiver Histonmodifikationen eine größere Bedeutung für die Transkription von IL6 in 

HeLa-Zellen hat als die dadurch induzierte Modulation über OGG1. Auch im Hinblick auf die 

Beteiligung von APE1 bei der Trankription von IL6 würde dies die in Kapitel 4.2.5 dargestell-

ten Befunde erklären. Während gezeigt werden konnte, dass die Endonukleasefunktion 

von APE1 in der LSD1/OGG1 vermittelten Transkriptionsregulation in Milzzellen beteiligt ist, 

scheint APE1 keinen Einfluss auf die IL6 Transkription in HeLa-Zellen zu haben (siehe Abbil-

dung 4.19). Prusty et al. konnten zeigen, dass der Transkriptionsfaktor AP-1 in HeLa-Zellen 

von besonderer Bedeutung ist und in diesen Zellen konstitutiv aktiviert vorliegt (Prusty, 

2005). Welche Auswirkungen das für die Expression von IL6 hat, und warum dies eine Er-

klärung für die beobachteten Effekte sein könnte, werde ich in Kapitel 5.5 erläutern. 
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5.4 Detektion oxidativer Läsionen im IL6-Promotor TNF-α behandelter 

HeLa-Zellen 
 

Die bisher diskutierten Daten weisen darauf hin, dass spezifische Guanine innerhalb eines 

Promotorbereichs durch die Aktivität von LSD1, beziehungsweise durch das als stöchiomet-

risches Nebenprodukt der Demethylierung entstehende Wasserstoffperoxid, zu 8-oxoG 

oxidiert werden. Die Detektion dieser Läsionen ist allerdings nicht trivial. Zunächst einmal 

scheint denkbar, dass als Reaktion auf den proinflammatorischen Stimulus produzierte re-

aktive Sauerstoffspezies zu einem globalen Anstieg oxidativer Läsionen führen, wodurch 

zufällig auch Basen in Promotorregionen betroffen sein könnten. Dieser Überlegung 

wurde durch Messung der globalen FPG-sensitiven Läsionen (also AP-Läsionen und 8-

oxoG) in HeLa-Zellen unter TNF-α Behandlung Rechnung getragen, wobei keine zusätzlich 

generierten Läsionen detektiert werden konnten (Abbildung 4.21). Zur Messung einzelner, 

spezifisch in der Promotorregion des IL6 Gens entstandener oxidativer Läsionen, wurde 

die unter Kapitel 3.10 vorgestellte Methode angewendet. Die Ergebnisse zeigen, dass unter 

TNF-α Behandlung in dem untersuchten Genabschnitt, welcher eine NF-κB Bindestelle ent-

hält, gezielt FPG-sensitive Läsionen entstanden sind (Abbildung 4.22B). Übereinstimmend 

mit der Annahme, dass LSD1 die zugrundeliegende Quelle der Läsionen ist wird die Gene-

rierung dieser durch Inhibition von LSD1 vollständig unterbunden (Abbildung 4.22B). Pan 

et al. (2017) gelang es ebenfalls durch eine qPCR basierte Methode 8-0x0G Läsionen in der 

Nähe von NF-κB Bindungssequenzen des TNF-α Gens nach TNF-α Behandlung von MEF-

Zellen zu detektieren. Zusätzlich wird in deren Modell aber auch OGG1 selbst über einen 

sensiblen Cysteinrest oxidiert und so enzymatisch inaktiviert. Allerdings werden keine Aus-

sagen über die Herkunft der für diese Läsionen verantwortlichen ROS getroffen. Laut Pan 

wird OGG1 nach TNF-α Behandlung nahe der NF-κB Bindungssequenz des Zielgens rekru-

tiert, ist unter diesen Bedingungen jedoch nicht enzymatisch aktiv und fungiert somit nicht 

als Glykosylase, erhöht jedoch die Bindung von NF-κB an dessen Bindungsequenz. Perillo 

und Amente zeigten getrennt voneinander die Entstehung oxidativer Läsionen auf zellulä-

rer Ebene (Perillo et al. 2008; Amente et al. 2010). Auch in ihrem Modell zeigte sich eine 

verringerte Expression der Zielgene nach Depletion von OGG1 (siehe Kapitel 1.6). Mittels 

eines Fluorescein-gekoppelten Antikörpers konnten sie 8-oxoG detektieren, welches nach 

Stimulierung der Zelle mit Estrogen (Estrogenrezeptor) bzw. Tamoxifen (Myc; Myc/Estro-

genrezeptor Chimäre) vermehrt auftrat. Auch hier konnten die beobachteten Effekte 

durch Knockdown sowie Inhibition von LSD1 aufgehoben werden. Allerdings ermöglicht 

diese Nachweismethode keine Aussagen zur Lokalisation der Läsion. Nichts desto weniger 

konnten beide Autoren die Bindung von OGG1 nahe der Bindungssequenzen der entspre-

chenden Transkriptionsfaktoren durch ChIP-Seq nachweisen. Amente konnte zusätzlich 

zeigen, dass auch APE1 an diese Sequenzen des Zielgens rekrutiert wird. Auch nach Knock-

down von APE1 war die Expression des Zielgens verringert. Dies spricht dafür, dass durch 

die Aktivität von OGG1 eine AP-Stelle entsteht, welche durch APE1 prozessiert werden 

muss. 
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Auch wenn die bisherigen Ergebnisse zur Quelle der oxidativen Läsionen im Promotorbe-

reich auf die Aktivität von LSD1 beziehungsweise durch das als stöchiometrisches Neben-

produkt der Demethylierung entstehende Wasserstoffperoxid deuten, scheint dies aller-

dings zunächst einmal nicht plausibel. Wasserstoffperoxid ist relativ reaktionsträge und re-

agiert nicht direkt mit der DNA. Erst durch eine Metall-katalysierte Fenton-Reaktion ent-

steht das reaktionsfreudige Hydroxyl-Radikal. Dieses ist jedoch unselektiv, wodurch neben 

8-oxoG auch weitere DNA-Modifikationen wie AP-Stellen und Einzelstrangbrüche entste-

hen können (siehe Kapitel 1.3). Ein solcher Mechanismus würde demnach nicht nur äußerst 

risikobehaftet sein, sondern auch gegen die Notwendigkeit der Rekrutierung und Aktivität 

von OGG1 sprechen. Eine direkte Oxidation von Guanin im Promotor durch LSD1 ist jedoch 

noch nicht beschrieben worden.  

 

 

5.5 Die Bedeutung der MAPK p38, JNK und ERK für die OGG1 vermittelte 

Transkription inflammatorischer Gene 

 

Wie in Kapitel 1.1.4 dargelegt, werden durch den TNF-Rezeptor-abhängigen Signaltransduk-

tionsweg die Transkriptionsfaktoren NF-κB und AP-1 aktiviert. AP-1 ist ein Heterodimer aus 

Mitgliedern der Proteinfamilien c-Fos, c-Jun, Activating Transcription Factor (ATF), Jun di-

merization protein (JDP) und JunB. Die Aktivität von AP-1 wiederum wird maßgeblich durch 

p38 und JNK reguliert. JNK phosphoryliert c-Jun und aktiviert dieses somit, während p38 

die Aktivität von AP-1 unter anderem durch Phosphorylierung von ATF steuert (Zarubin, 

Han 2005). Anhaltende ERK Aktivität führt zur C-terminalen Phosphorylierung und somit 

Stabilisierung und Aktivierung von c-Fos (Whitmarsh 2007). Durch Inhibition von p38 und 

JNK kann die LPS-induzierte TNF-α Expression in J774.2 Zellen deutlich verringert werden, 

was deren Bedeutung für die TLR4-abhängige Expression von TNF-α verdeutlicht (Abbil-

dung 4.25). Der in Kapitel 1.1.4 dargestellte Signaltransduktionsweg zeigt die Aktivierung 

von AP-1 und NF-κB zwar als voneinander separat ablaufende Vorgänge, physiologisch je-

doch beeinflussen sich diese auch gegenseitig. So konnte gezeigt werden, dass c-Fos und 

c-Jun physikalisch über die Rel-Homologie Domäne mit der p65 Untereinheit von NF-κB in-

teragieren. Dieser Komplex führt zu einer höheren Bindung an die DNA-Bindungssequen-

zen und verstärkten biologischen Funktionen von sowohl NF-κB als auch AP-1, welche zu-

dem in Promotoren oftmals nahe beieinander liegen (Stein et al. 1993).  

Die eigenen Untersuchungen zeigen, dass die LSD1/OGG1 vermittelte Regulation der Ex-

pression von TNF-α in den LPS behandelten Milzzellen unabhängig von den MAPK p38, JNK 

und ERK verläuft. Zwar sinkt die Expression durch Inhibition von p38 und JNK, der OGG1 

abhängige Unterschied zwischen beiden Genotypen bleibt jedoch erhalten (Abbildung 

4.12). Erst durch Kombination beider Inhibitoren wird beinahe die komplette TNF-α Expres-

sion aufgehoben. Wahrscheinlich ist dies darauf zurückzuführen, dass NF-κB nicht mehr 
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durch AP-1 zusätzlich aktiviert werden kann und somit auch die NF-κB regulierte Transkrip-

tion fast vollständig zum Erliegen kommt. 

Auch in HeLa-Zellen haben die Inhibitoren der MAPK einen starken Effekt auf die Expressi-

onsstärke von IL6 (Abbildung 4.18). Erstaunlicherweise wird durch Inhibition der MAPK p38 

und JNK in diesem Modell jedoch der durch OGG1 verursachte Unterschied in der Expres-

sion aufgehoben und die mRNA Spiegel von IL6 sind nahezu identisch. Auch nach ERK In-

hibition ist dieser Effekt zu beobachten, ist jedoch deutlich schwächer ausgeprägt und der 

Unterschied zwischen den Genotypen zumindest ansatzweise noch immer zu erkennen. Es 

scheint jedoch unwahrscheinlich, dass diese Effekte auf eine direkte Interaktion von AP-1 

mit OGG1 zurückzuführen sind, da in der Literatur, im Gegensatz zu NF-κB, kein Fall be-

schrieben ist in dem ein Signaling von oxidativen DNA-Läsionen in der Bindungssequenz 

von AP-1 über OGG1 ausgeht. Vielmehr konnten Prusty et al. (2005) zeigen, dass die Bin-

dungsaktivität von AP-1 in HeLa-Zellen deutlich höher ist als in normalen Zervixzellen. Die 

Autoren erklären dies unter anderem mit einer verstärkten Expression von c-Fos. Es scheint 

somit, als ob die TNF-α induzierte IL6 Transkription in HeLa-Zellen vor allem durch die Akti-

vität von AP-1 und somit auch der MAPK bestimmt wird. Demnach steigert NF-κB zwar die 

IL6 Transkription in HeLa-Zellen in einem LSD1/OGG1-modulierten Mechanismus, dieser 

macht aber nur einen kleinen Teil der Expression aus. Zudem ist dieser ebenfalls auf die 

Aktivität von AP-1 angewiesen und wird somit indirekt durch Inhibition der MAPK ebenfalls 

aufgehoben. Durch Inhibition von p38 beziehungsweise JNK würde somit die komplette 

AP-1 abhängige, sowie die NF-κB abhängige Transkription von IL6 aufgehoben werden. Die 

verbleibende Expression verläuft dann unabhängig von beiden Transkriptionsfaktoren so-

wie unabhängig von OGG1.  

 

 

5.6 Behandlung von HeLa- und Milzzellen mit 8-oxoGua hat keinen Einfluss 

auf die Expression der Zielgene 
 

Mittlerweile gibt es eine Reihe von Publikationen, welche die Immundefizienz OGG1 defizi-

enter Zellen durch einen unterschiedlichen Mechanismus zu erklären versuchen. Aguilera-

Aguirre et al. schrieben OGG1 eine weitere, bis dahin unbekannte Funktion als Guanin-

exchange factor (GEF) zu (Aguilera-Aguirre et al. 2014). Nach inflammatorischem Stress 

bindet demnach die freie, durch BER ausgeschnittene Base 8-oxoGua an OGG1 zurück. In 

ihrem Versuchsaufbau konnten sie dies durch intranasale Applikation von 8-oxoGua in ei-

nem Mausmodell simulieren. In diesem Zustand verliert OGG1 seine Funktion in der BER 

und fungiert nunmehr als zytosolischer GEF. Durch diese Aktivität erfolgt an der kleinen 

GTPase Ras der Austausch von GDP mit GTP und Ras ist somit aktiv. Weiterhin beschreibt 

die Gruppe, dass Ras so unter anderem die MAPK und damit den NF-κB Signalweg aktiviert. 

Auch für die kleinen GTPasen Rac1 (Hajas et al. 2013) und Rho (Pandita 2014) wurde ein 
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solcher Mechanismus beschrieben. In der vorliegenden Arbeit wurde sowohl in murinen 

Milzzellen als auch in HeLa-Zellen untersucht ob die Expression der untersuchten proin-

flammatorischen Zytokine durch Behandlung mit 8-oxoGua beeinflusst wird. Jedoch zeigte 

diese Behandlung in keiner der beiden Modelle Wirkung und die Expression der Zielgene 

konnte weder durch Behandlung der Zellen mit 8-oxoGua alleine noch durch zusätzliche 

Stimulierung mit einer kleinen Konzentration von LPS beziehungsweise TNF-α im Vergleich 

zur zugehörigen Kontrolle weiter gesteigert werden (siehe Abbildung 4.14 & Abbildung 

4.20).  

 

 

5.7 Zusammenfassung zum potentiellen Mechanismus der OGG1 vermittel-

ten Aktivierung der Transkription 

 

In Abbildung 5.1 sind abschließend die in dieser Arbeit vorgestellten Befunde sowie die in 

der Literatur diskutierten Überlegungen zum Mechanismus der OGG1 vermittelten Tran-

skription zusammengefasst. Das Zielgen befindet sich zunächst aufgrund der Aktivität re-

pressiver Komplexe und der daran beteiligten Methyltransferasen und Histondeacetylasen 

(HDAC) in einem transkriptionell inaktiven Zustand. Durch proinflammatorische Stimuli 

wird zunächst LSD1 an die Promotorregion des Zielgens rekrutiert wo es repressive Histon-

modifikationen durch Demethylierung entfernt. Die Expression des Zielgens ist dabei zu-

mindest teilweise auf die Aktivität von LSD1 angewiesen. Als Nebenprodukt der LSD1 ver-

mittelten Demethylierung fällt Wasserstoffperoxid an, welches spezifische Guaninbasen 

nahe der Bindungssequenz von NF-κB zu 8-oxoG oxidiert. Diese Läsion führt zur Rekrutie-

rung der Basenexzisionsreparaturenzyme OGG1 und APE1 welche diese Läsion zunächst in 

eine AP-Stelle bzw. einen Einzelstrangbruch überführen. Gleichzeitig führt die Interaktion 

von OGG1 mit NF-κB und AP-1 zu einer stärkeren Bindung der durch den Stimulus aktivierten 

Transkriptionsfaktoren. Durch Rekrutierung der TopoisomeraseIIβ wird die DNA im Bereich 

des Promotors aufgebogen, wodurch die generellen Transkriptionsfaktoren und die RNA-

Polymerase II leichter geladen werden können und so die gesteigerte Transkription der 

Zielgene ermöglichen. Die Rekrutierung von TopoisomeraseIIβ wurde in der vorliegenden 

Arbeit allerdings nicht untersucht, die Notwendigkeit eines durch TopoisomeraseIIβ gene-

rierten Einzelstrangbruchs kann aber wie in Kapitel 5.3 kritisch diskutiert werden. Daher 

sind weitere Untersuchungen, insbesondere zur Lokalisierung oxidativer Basenmodifikati-

onen im Promotor, der Rekrutierung von LSD1, APE1, TopoisomeraseIIβ und der Transkrip-

tionsmaschinerie, zur Aufklärung des exakten Mechanismus der OGG1 vermittelten Tran-

skription nötig.  
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Abbildung 5.1: Potenzieller Mechanismus der LSD1/OGG1 vermittelten Genregulation. Das Zielgen befindet 
sich aufgrund der Aktivität repressiver Komplexe (RCO) und der daran beteiligten Methyltransferasen(KMT) 
und Histondeacetylasen (HDAC) in einem transkriptionell inaktiven Zustand. Nach entsprechendem Stimulus 
(z.B. LPS oder TNF-α) werden repressive Histonmethylierungen durch die Aktivität von LSD1 entfernt (Hierbei 
können auch weitere Demethylasen und Histonacetyltransferasen beteiligt sein). Als Nebenprodukt der LSD1 
vermittelten Demethylierung fällt Wasserstoffperoxid an, welches spezifische Guaninbasen nahe der Bin-
dungssequenz von NF-κB zu 8-oxoG oxidiert. Diese Läsion führt zur Rekrutierung der Basenexzisionsrepara-
turenzyme OGG1 und APE1 welches diese Läsion zunächst in eine AP-Stelle bzw. einen Einzelstrangbruch 
überführen. Gleichzeitig führt die Interaktion von OGG1 und NF-κB zu einer stärker Bindung des Transkripti-
onsfaktors. Durch Rekrutierung der TopoisomeraseIIβ wird die DNA im Bereich des Promotors aufgebogen, 
wodurch die generellen Transkriptionsfaktoren und die RNA-Polymerase II leichter geladen werden können. 
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6 Zusammenfassung 
 

Inflammatorische Reaktionen werden meist durch Zytokine gesteuert, welche daher mit 

der Entstehung von chronisch-entzündlichen Erkrankungen wie Arthritis, Asthma, Morbus 

Crohn aber auch Multiple Sklerose und Diabetes sowie Alterungsprozessen und  der Ent-

stehung von Krebs assoziiert werden. Daher zielt die Behandlung dieser Erkrankungen häu-

fig auf genau diese proinflammatorischen Zytokine ab. Der Befund von Mabley et al. 

(2008), dass Mäuse mit einer Defizienz der 8-Oxo-guanin-DNA-Glykosylase (OGG1) eine 

supprimierte Immunantwort aufweisen, war zunächst nicht erklärbar. Das Wissen über den 

zugrunde liegenden Mechanismus könnte somit neue Möglichkeiten in der Therapie sol-

cher Erkrankungen offenlegen.  

Ziel dieser Arbeit war es daher zunächst ein geeignetes ex-vivo-Mausmodell zu entwickeln 

und den erwähnten Befund zu verifizieren. In diesem Modell galt es sodann die dieser Im-

mundefizienz zugrunde liegenden Mechanismen aufzudecken. Zu diesem Zweck wurden 

die Milzzellen von Wildtyp- und Ogg1-/--Mäusen mit LPS behandelt und die Expression ver-

schiedener proinflammatorischer Zytokine verglichen. Dabei zeigte sich, dass OGG1 defizi-

ente Zellen sowohl auf mRNA- als auch Protein-Ebene signifikant weniger Tumornekrose-

faktor-α (TNF-α) produzieren. Zudem konnte gezeigt werden, dass dieser Unterschied we-

der durch eine OGG1 vermittelte Störung der Zellkomposition der Milz, noch durch off-tar-

get Effekte des Knockouts hervorgerufen wird. Vielmehr wird die TNF-α Transkription 

durch OGG1 in einem LSD1 abhängigen Weg moduliert. LSD1 ist eine Lysin-spezifische 

Demethylase und produziert als stöchiometrisches Nebenprodukt der Demethylierung von 

Histonresten Wasserstoffperoxid. So könnten gezielt 8-oxoG Läsionen in regulatorischen 

Bereichen des TNF-α Gens entstehen, welche durch OGG1 erkannt und in eine AP-Läsion 

umgewandelt werden. AP-Läsionen wiederum werden mittels der AP-Endonuklease (APE1) 

in DNA-Einzelstrangbrüche überführt. In OGG1 profizienten Milzzellen konnte die TNF-α Ex-

pression sowohl durch Inhibition von LSD1, als auch von APE1 verringert werden, während 

die Inhibitoren in OGG1 defizienten Zellen keinen Effekt zeigten. Parallel dazu konnte die 

Beteiligung von OGG1 und LSD1 bei der TNF-α induzierten Transkription von Interleukin 6 

(IL6) gezeigt werden. In diesem Modell gelang es durch eine qPCR basierte Methode zu-

dem die LSD1 vermittelte Entstehung oxidativer Basenmodifikation in der NF-κB-Bindungs-

sequenz des IL6 Promotors nachzuweisen.  

Die Funktion von OGG1 und APE1 in der Basenexzisionsreparatur sind lange bekannt, eine 

mögliche Beteiligung in der Genregulation über oxidative Läsionen in regulatorischen Gen-

bereichen ist jedoch erst kürzlich postuliert worden. Die Ergebnisse dieser Arbeit liefern 

weitere Beweise für die Existenz eines solchen Mechanismus und erweitern darüber hinaus 

unser Wissen über die zugrundeliegenden Mechanismen der Regulation der Transkription 

proinflammatorischer Zytokine.  
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7 Materialien 
 

7.1 Geräte 
 

Autoklav      Technoclav 50 6.0 bzw. 2.0    
      (Fedegari Autoclav SPA, Albuzzo, Italien)  

Autoradiographiekassette       Typ G (Rego, Augsburg)   

Brutschränke      CO2-Inkubator BB16, BB6060 O2 und Hera-Cell
      (Heraeus Instruments, Hanau)  

Coulter Counter         Z2TM (Beckman Coulter, USA)   

Destillations-Apparatur       Destamat® (Heraeus, Hanau)   

Durchflusszytometer       FACScalibur FACS System    
      (BD Biosciences, Heidelberg)  

      BDTM LSR ii     
      (BD Biosciences, Heidelberg) 

Filterpapier      Gel Blot Paper, 15 x 20 cm  (GE Healthcare Europe)   

Fluorimeter     TKO 100, DNA Fluorimeter   
   (Hoefer Scientific Instruments, San Francisco, USA), 

    SFM 25 Fluorimeter    
   (Kontron Instruments, Zürich, Schweiz)  

Fraktionssammler         Ultrorac 2070 II     
      (Pharmacia / LKB, Uppsala, Schweden) 

MM 10, Neolab 4 mit Zeitnehmer SM 999  
 (Neolab, Heidelberg)  

Gefrierschrank (-20 °C)       KG 3666-23 (Liebherr)  

Gefrierschrank (-80 °C)       Colora UF 85-300S (Colora, Lorch)  

Geldokumentationssystem    BioRad Gel Doc 1000    
      (v 2.1, 1995, BioRad Laboratories, Hercules, USA)  

Gelelektrophoresekammer (SDS-PAGE)  MGV-202 (C.B.S. Scientific, Kalifornien, USA)   

Gelelektrophoresekammer (Agarosegel)   (Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA)  

Lichtmikroskop     Telaval 31 (Zeiss, Oberkochen)  

Magnetrührer      Ikamag RET-G      
      (Ika-Werk, Janke & Kunkel, Staufen i. Br.)  

Mikrowelle      Micromat 175 Z (AEG) und Dimension 4 
      (Panasonic Service, Wiesbaden)  
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PCR-Cycler      TGradient Thermocycler Biometra®;   
      (Biometra, Göttingen)  

pH-Meter      PHM 62      
      (Radiometer, Kopenhagen, Dänemark)  

Pipetten   Pipetman P20, P100, P200, P1000, P5000, P10000 
(Gilson, Frankreich)  

Pipettierhilfe      pipetus®-akku      
      (Hirschmann Laborgeräte, Eberstadt)  

Powersupply      PowerPac Basic     
      (Bio-Rad Laboratories GmbH)   

Realtime-PCR-Cycler     Lightcycler® 1.5 Real Time PCR  System  
      (Roche Diagnostics, Mannheim)  

Schüttler Orbit LS     (Labnet, Ried im Innkreis, Österreich)  

Spectrophotometer     Biochrom WPA S2100 Diode Array   
      (Whatman Biometra, Göttingen)   

      NanoDrop 2000    
      (Fisher Scientific, Wilmington, USA 

Sterile Werkbank     Lamin Air® HB 2472 und HB 2448   
      (Heraeus Instruments, Hanau)  

Tischschüttler      GFL 3015      
      (Gesellschaft für Labortechnik, Burgwedel)  

Tischzentrifuge     Galaxy Mini (VWR International, Darmstadt)  

Transferkammer     Mini-PROTEAN® Tetra System    
      (BioRad Laboratories, Hercules, USA)   

Trockenschrank     (Heraeus Instruments, Hanau) 

Vortexer      Vortex Genie 2, Model G-560E    
      (Scientific Industries, Bohemia, N.Y., USA)  

Waagen      PB 3002, Delta Range, max. 3100g   
      (Mettler Toledo, Schweiz) 

AG 245, max. 210g     
 (Mettler Toledo, Schweiz)  

Wasserbäder      Köttermann Type 3042    
      (Köttermann, Uetze-Hänigsen, Deutschland)  

Zählkammer nach Neubauer    (Marienfeld-Superior, LaudaKönigshofen)  

Zentrifugen      Hettich Micro Rapid/K, Hettich Universal/K2S 
      (Hettich, Tuttlingen) 

Labofuge 400R mit Ausschwingrotor   
 (Heraeus) 
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7.2 Software 
 

Durchflusszytometersoftware     CellQuest™ Pro Software             
      (BD Biosciences, Heidelberg) 

      BD FACSDiva software 6.0   
      (BD Biosciences, Heidelberg) 

Gel-Analysesoftware        Image LabTM, Version 3.0    
      (Bio-Rad)  

PCR-Primer-Design Software   Primer Blast     
     (http://www.ncbi.nlm. nih.gov/ tools/ primer-blast/);  

 
Primer Designer 4, Version 4.10,  

 Scientific & Educational Software  
(Cary, North Carolina, USA)  

Lightcycler® Software     Version 3.5.3 (Roche Diagnostics; Mannheim) 

 

 

7.3 Verbrauchsmaterialien 
 

Blotting-Film      Amersham Hyperfilm ECL   
      GE Healthcare Europe   

Coulter Counter Döschen    Beckman Coulter, USA  

EDTA-Monovetten     S-Monovetten® 9 ml K3E    
      Sarstedt,  Nümbrecht  

Filterhalter (Alkalische Elution)   Swinnex SX 2500     
      Millipore,   Schwalbach  

Glasgeräte      Schott Spezialglas GmbH, Mainz  

Glaspipetten (Zellkultur)    Hartenstein, Würzburg  

Kryo-Röhrchen, steril     Nunc Kryo, 1,5 ml     
      Nunc A/S, Roskilde, Dänemark  

LightCycler Capillaries (20 µL)   Roche Diagnostics, Mannheim 

Membranfilter (Alkalische Elution)   Isopore Membranfilter, 2 µM      
      Millipore Schwalbach 

Nitrocellulosemembran    HybondTM-C Extra     
      Amersham Biosciences  

Pasteurpipetten     Hartenstein, Würzburg 
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Plastikpipetten, steril     5, 10 und 25 ml     
      Sarstedt, Nümbrecht  

Pipettenspitzen    10, 200 und 1000 µl     
      Sarstedt, Nümbrecht 

Pipettenspitzen    5 und 10 ml     
      Hartenstein, Würzburg 

Pipettenspitzen mit Filter       ART®      
      Thermo Scientific, Dreieich  

Safelock® Caps         Eppendorf, Hamburg 

Spritzen (Alkalische Elution)      BD Biosciences, Heidelberg 

Zellkulturflaschen         Nunc, Wiesbaden 

Zellkulturschalen         Greiner Bio-One, Frickenhausen  

Zellschaber           Sarstedt, Nümbrecht 

Zentrifugenröhrchen, Plastik      Greiner Bio-One, Frickenhausen 

 

7.4 Chemikalien 
 

30 % Acrylamid-, Bisacrylamid-Stammlösung  Carl Roth, Karlsruhe     
Rotiphorese® Gel 30 (37,5:1) 

Agarose (Typ I, low EEO)       Life Technologies GmbH, Darmstadt  

Aktivkohle           Merck, Darmstadt  

Albumin Fraktion V, proteasefrei      Carl Roth, Karlsruhe   

Ammoniumperoxodisulfat        Carl Roth, Karlsruhe   

BIORAD Protein Assay       Bio-Rad, Hercules, USA   

Bisbenzimid (Hoechst No. 33258)     Sigma Aldrich, Steinheim   

Bromphenolblau         Sigma Aldrich, Steinheim  

Chloroform           Carl Roth, Karlsruhe   

cOmplete,         Roche Diagnostics, Mannheim   

Mini Protease Inhibitor Cocktail Tablets   

DEPC            Carl Roth, Karlsruhe   

DMSO            Sigma Aldrich, Steinheim  

Eichlösungen (pH 5, 7, 8, 10, 11)     Merck, Darmstadt     
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EDTA            Carl Roth, Karlsruhe   

EDTA Dinatriumsalz Dihydrat      Carl Roth, Karlsruhe   

Entwickler           Ilford, England  

Essigsäure           Carl Roth, Karlsruhe  

Ethanol, absolut         Carl Roth, Karlsruhe   

Ethanol, technisch         Merck, Darmstadt   

Ethidiumbromid         Carl Roth, Karlsruhe   

FCS PAA Laboratories, Cölbe      (GE Healthcare Europe GmbH)   

Fixierer Rapid Fixer         Ilford, England  

Formaldehyd, 36 %         Sigma Aldrich, Steinheim   

Glycin     Sigma Aldrich, Steinheim   

Glycerol     Sigma Aldrich, Steinheim   

Isopropanol           Carl Roth, Karlsruhe    

Isoton II-Lösung         Beckman Coulter, Krefeld  

Kaliumchlorid          Merck, Darmstadt  

Kaliumdihydrogenphosphat       Merck, Darmstadt  

Kohlendioxid für Brutschränke     Linde, Höllriegelskreuth  

Natriumacetat         Merck, Darmstadt  

Natriumchlorid         Carl Roth, Karlsruhe  

Natriumdihydrogenphosphat Monohydrat  Merck, Darmstadt  

Natrium-Deoxycholat       Sigma Aldrich, Steinheim   

di-Natriumhydrogenphosphat     Merck, Darmstadt  

di-Natriumhydrogenphosphat    Dihydrat  Merck, Darmstadt  

Natriumhydroxid         Merck, Darmstadt  

Magnesiumchlorid, 50 mM       Life Technologies GmbH, Darmstadt  

2-Mercaptoethanol         Sigma Aldrich, Steinheim   

Penicillin/Streptomycin-Lösung   PAA Laboratories, Cölbe     
      (GE Healthcare Europe GmbH)   

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)    Sigma Aldrich, Steinheim   

Platinum® Tfi Reaction buffer, 5fach    Life Technologies GmbH, Darmstadt  

Ponceau S           Sigma Aldrich, Steinheim   
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Propidiumjodid         Sigma Aldrich, Steinheim  

Proteinase K          Carl Roth, Karlsruhe   

Salzsäure, 37 %      Merck, Darmstadt  

SDS-Pellets           Carl Roth, Karlsruhe   

Sticksoff, flüssig         Linde, Höllriegelskreuth  

Sulfosalicylsäure         Sigma Aldrich, Steinheim  

Tannenzäpfle     Badische Staatsbrauerei Rothaus 

TEAH            Merck, Darmstadt  

TEMED           Carl Roth, Karlsruhe   

Trichloressigsäure         Carl Roth, Karlsruhe   

Tris             Carl Roth, Karlsruhe   

Triton X-100           Sigma Aldrich, Steinheim  

Trizol            Life Technologies GmbH, Darmstadt  

Trypanblau-Lösung, 0,4 %       Sigma Aldrich, Steinheim  

Tween 20           Carl Roth, Karlsruhe   

 

7.5 Inhibitoren & Behandlungen 
 

LSD1-Inhibitor OG-L002   Selleck Chem, Houston, USA (100 mM in DMSO) 

LSD1-Inhibitor Pargyline-HCl   Sigma Aldrich, Steinheim (frisch hergestellt in PBS) 

APE1-Inhibitor E3330    Sigma Aldrich, Steinheim (25 mg/mL in DMSO) 

APE1-Inhibitor CRT0044876   Sigma Aldrich, Steinheim (400 mM in DMSO) 

ERK-Inhibitor U-0126    Biomol, Hamburg (10 mM in DMSO) 

JNK-Inhibitor SP600125   Sigma Aldrich, Steinheim (30 mM in DMSO) 

p38-Inhibitor PD169316   Sigma Aldrich, Steinheim (10 mM in DMSO) 

Dexamethason     Sigma Aldrich, Steinheim   

     (frisch hergestellt; in DMSO gelöst und mit PBS vor-

     sichtig weiter verdünnt) 

8-oxoGuanin-HCl Sigma Aldrich, Steinheim    

(frisch hergestellt; in 2M NaOH zu 1 mg/mL gelöst, in 

PBS weiter verdünnt)  
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7.6 Kits 
 

RevertAid H Minus First Strand     Thermo Scientific, Dreieich (cDNA Synthesis Kit) 

Light Cycler® FastStart DNA MasterPLUS   Roche Diagnostics, Mannheim  

SYBR Green I 

QIAamp® DNA Mini Kit (50)   Qiagen Sciences, Germantown, USA 

 

 

7.7 Enzyme 
 

APE1  New England Biolabs, Frankfurt a. M. 

Formamidopyrimidin-DNA-Glykosylase   aus E. coli; hergestellt von I. Schulz (Rohextrakt)      
nach (BOITEUX et al. 1990)  

FPG      New England Biolabs, Frankfurt a. M. 

Proteinase K (lyophilisiert)       Carl Roth, Karlsruhe  

Tfi DNA Polymerase         Life Technologies GmbH, Darmstadt 

 

 

7.8 DNA, Marker & Auftragepuffer 
 

dNTP-Mix, 10 mM each       Thermo Scientific, Dreieich   

GeneRuler 100 bp DNA Ladder   Thermo Scientific, Dreieich 

inclusive 6fach DNA Loading Dye (SM0241) 

Gene Ruler 100 bp Plus (SM0321)     Thermo Scientific, Dreieich  

Kalbsthymus-DNA         Sigma Aldrich, Steinheim  

PM2-Plasmid-DNA; Größe: 10000 bp  DNA des Bakteriophagen PM2; Präparation nach 

(SALDITT et al. 1972) von I. Schulz, Mainz  

2x RNA Loading Dye (R0641)      Thermo Scientific, Dreieich 
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7.9 Primer 
 

Alle eingesetzten Primer wurden mit Hilfe von Primer-BLAST designt und mit der Software Primer 

Designer 4 überprüft. Die Oligonukleotide wurden dann von Eurofins MWG GmbH (Ebersberg) be-

zogen. (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) 

Zunächst wird eine Stammlösung der Primer von 200 µM mit sterilem TE-Puffer (pH 8,0) hergestellt. 

Zur weiteren Verwendung werden die Primer mit H2odest auf eine Endkonzentration von 2 µM ge-

bracht und bei -20 °C gelagert. 

Primer für murine Gene 

gene for rev 

HPRT1 GAGGAGTCCTGTTGATGTTGCCAG GGCTGGCCTATAGGCTCATAGTGC 

ACTB GTGGGCCGCTCTAGGCACCA CGGTTGGCCTTAGGGTTCAGGGGGG 

TNF-α ATGAGCACAGAAAGCATGATC TACAGGCTTGTCACTCGAATT 

MIP1-α CAGCGAGTACCAGTCCCTTTT CCTCGCTGCCTCCAAGA 

IL6  CCGGAGAGGAGACTTCACAG GGAAATTGGGGTAGGAAGGA 

MCP1 ACCACAGTCCATGCCATCAC TTGAGGTGGTTGTGGAAAAG 

 

Primer für humane Gene: 

gene for rev 

18S CTTCCACAGGAGGCCTACAC CTTCGGCCCACACCCTTAAT 

IL6 AATTCGGTACATCCTCGACGG GGTTGTTTTCGTCCAGTGCC 

OGG1 CCGAGCCATCCTGGAAGAA AGTTTCCCAGTTCCTTGTTGGT 

   

IL6 exon GCTGCACTTTTCCCCCTAGT TTCTCTTTCGTTCCCGGTGG 

IL6 intron CTGACTTAGCAAGCCTCGGG CCACTGATCCGGTGGTGTAA 

 

 

murin Tann [°C] Taq [°C] Größe [bp] 

HPRT1 65 72 173 

β-Actin 65 84 245 

TNF-α 65 84 276 

MIP1-α 65 78 363 

IL6  55 72 421 

MCP1 65 80 142 

human Tann [°C] Taq [°C] Größe [bp] 

18S 60 76 157 

IL6 66 72 101 

OGG1 61 86 269 

    

IL6 exon 61 80 239 

IL6 intron 62 80 182 
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7.10 Antikörper 
 

Western Blot: 

β-Actin (C4)      Santa Cruz Biotechnology, Inc., Heidelberg 

(sc-4778; Lot C3012)     

1:2.000 in 0,1% TBST (1% BSA)  

OGG1 (rabbit mAb),     Biomol GmbH, Hamburg 

(5104-1; Lot YIO 10702C)   

1:20.000 in 0,1% TBST (1% BSA)  

Goat anti rabbit IgG-HRP    Santa Cruz Biotechnology, Inc., Heidelberg 

(sc-2004, Lot F1212)    

1:2.000 in 0,1% TBST (1% BSA)  

Goat anti mouse IgG-HRP    Santa Cruz Biotechnology, Inc., Heidelberg  

(SC-2005, Lot A2312)    

1:2.000 in 0,1% TBST (1% BSA)  

Page RulerTM Prestained    Thermo Scientific, Dreieich 

Protein Ladder (26616) 

 

Durchflußzytometrie: 

MHCII-APC/Cy7 anti-mouse   BioLegend 
(M5.114.15.2) 1:1000  

CD11c-BV605 anti-mouse   BioLegend 
(N418) 1:1000 

CD45R/B220-FITC anti-mouse   BioLegend 
(RA3-6B2) 1:400 

CD8-PE-Cy7 anti-mouse   eBioscience 
(53-6.7) 1:400 

CD4-BV785 anti-mouse    BioLegend 
(GK1.5) 1:500 

F4/80-APC anti-mouse    BioLegend 
(BM8) 1:400 

CD11b-BV421 anti-mouse   BioLegend 
(M1/70) 1:400 

TNFα-PE anti-mouse    BioLegend 
(MP6-XT22) 1:100 

ratIgG2a-PE (Isotyp)    BioLegend 
(RTK2758) 1:100 
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Fixable Viability Dye eFluor® 506  eBioscience 

Anti-Mouse CD16/CD32 (Fc-Block)  eBioscience 
(93) 1:400 

Anti-Mouse CD11b PE    eBioscience 

(M1/70) 1:400 

Anti-Mouse F4/80 Antigen FITC  eBioscience 

(BM8) 1:400 

 

 

7.11 Maus-Stämme & Zelllinien 
 

Mausstämme: 

Die eingesetzten Wildtyp- und Ogg1-/--Mäuse wurden von Dr. Markus Fusser durch die Kreuzung von 

BigBlue®-Mäusen und Csb-/-/Ogg1-/--Mäusen in drei Schritten generiert und besitzen somit den glei-

chen genetischen Hintergrund. Zu Beginn wurden Wildtyp- und Ogg1-/--Mäuse nochmals verpaart 

und durch Genotypisierung aus den Nachkommen Ogg1+/+- sowie Ogg1-/--Mäuse welche somit nur 1 

Generation voneinander entfernt sind. 

BigBlue®-Mäuse: Homozygote transgene Männchen von der Firma Stratagene (Germantown, USA) 

haben den Stammhintergrund C57BL6 und tragen auf dem Chromosom 7 das bakterielle lacI -Gen 

als Transgen.   

Csb-/-/Ogg1-/--Mäuse: Homozygot transgene C57Bl6.J Tiere wurden von Dr. Arne Klungland (Institute 

of Medical Microbiology, Rikshospitalet und Universität Oslo, Norwegen) zur Verfügung gestellt, 

und in der Arbeit als Lindahl-Mäuse bezeichnet.  

Organe der Ogg1-/--Mäuse nach Nakabeppu wurden von Prof. Dr Niehrs vom IMB Mainz zur Verfü-

gung gestellt. 

 

Zelllinien: 

HeLa: 

Die in dieser Arbeit verwendeten Hela-Zellen wurden von PD Dr. Andriy Khobta zur Verfügung ge-

stellt und enthalten einen stabilen shRNA Knockdown von OGG1 (Allgayer et al. 2013). Zur Verein-

fachung wird der verwendete Klon 12 nur als OGG1 KD bezeichnet. Zum Vergleich wurde jeweils ein 

mit pENTR/pSuper+ leer-transfizierter Klon verwendet der nur als Kontrolle bezeichnet wird. 

J774.2 

 Die Zelllinie J774.2 wurde von Sigma Aldrich bezogen. Es handelt sich dabei um eine reklonierte 

Zelllinie einer der originalen Zelllinie J774.1 eines Tumors einer BALB/c-Maus. 
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7.12.1 Zellkultur  

 

7.12.1.1 Milzzellen 

 

PBSCMF pH 7,5      137 mM NaCl     

       2,7 mM KCl    

       6,5 mM Na2HPO4     

       1,5 mM KH2PO4   

       in entionisiertem Wasser auf pH 7,5  

       eingestellt und autoklaviert 

PBS       1,4 M NaCl    

       0,1 M NaH2PO4   

       in entionisiertem-Wasser auf pH 7,2  

       eingestellt und autoklaviert 

Erythrozyten-Lysepuffer    8,29 g/L NH4Cl    

       1 g/L KHCO3    

       0,037 g/L EDTA    

       in entionisiertem-Wasser auf pH 7,4 

       eingestellt und sterilfiltriert (0,2 µm)  

Kulturmedium      RPMI 1640 (Gibco)   

       10 % FCS     

       Penicillin (100 U/ml)   

       Streptomycin (100 µg/ml) 

Fixierung-Permeabilisierung    Foxp3/Transcription Factor Staining Set 

       (ebioscience Frankfurt, Deutschland) 

GM-Puffer      1x PBS (s.o.)    

       0,5% BSA    

       5 mM EDTA    

       0,01% NaN3 
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7.12.1.2 Bonemarrow-derived-macrophages (BMDM) 

 

PBSCMF      s.o.    

Erythrozyten-Lysepuffer    s.o. 

BM-Mac      RPMI 1640 (Gibco)   

       10 % FCS    

       10 % L929 Kulturüberstand   

       1 % Pyruvat    

       von AK Bopp, Institut für Immunologie, 

       Universitätsmedizin Mainz 

 

7.12.1.3 HeLa/J774.2 

 

Kulturmedium, HeLa     DMEM (Gibco)     

       10 % FCS     

       Penicillin (100 U/ml)   

       Streptomycin (100 µg/ml)  

Kulturmedium, J774.2     RPMI 1640 (Gibco)   

       10 % FCS     

       Penicillin (100 U/ml)   

       Streptomycin (100 µg/ml) 

Einfriermedium zur Kryokonservierung  FCS     

       10 % DMSO  

Trypsin-EDTA      Gibco by Life Technologies; Darmstadt 

 

7.12.2 Alkalische Elution  

 

BE1 pH 7,5       20 mM      

       100 mM NaCl      

       1 mM  Na2EDTA    

       pH-Wert mit konz. HCl einstellen, 

       autoklaviert 

BE1 mit BSA            15 g BSA            

       30 mL BE1 pH 7,5  

BE15 pH 7,5            20 mM Tris     

       75 mM KCl        

       15 mM  Na2EDTA     

       pH-Wert mit konz. HCl einstellen,    

       autoklaviert 
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BE15 mit BSA           15 g  BSA            

       30 mL BE15 pH 7,5  

Lysepuffer pH 10          2 % SDS        

       100 mM Glycin              

       20 mM Na2EDTA 2 H2O    

       pH-Wert mit 10 N NaOH einstellen    

Lysepuffer mit Proteinase K        40 mg Proteinase K          

       100 mL Lysepuffer pH 10  

Waschpuffer pH 10          20 mM Na2EDTA 2 H2O    

       pH-Wert mit 10 N NaOH einstellen     

Elutionspuffer pH 12,15        20 mM H4EDTA      

       pH-Wert mit TEAH einstellen  

Phosphatpuffer pH 6,0        87,8 mM NaH2Po4 H2O   

       12,2 mM Na2HPO4 2H2O    

       autoklaviert 

Phosphatpuffer pH 7,2        28 mM NaH2Po4 H2O     

       72 mM Na2HPO4 2H2O    

mit Bisbenzimid      1 % (v/v) Bisbenzimid (0,15 mM)  

      Zugabe der Bisbenzimid-Stammlösung erst 

      kurz vor Benutzung, in Braunglasflasche.  

DNA Standard         200 µg/mL Kalbsthymus DNA   

   Lagerung der Aliquots: -20 °C,   

   kurzzeitig: 4 °C in BE1 pH 7,5  

Bisbenzimid-Stammlösung        0,15 mM Bisbenzimid     

       Lagerung der Aliquots: -20 °C in Aqua dest.  

 

7.12.3 PM2-Relaxationsassay  

 

Fällungslösung F     5 mL Natriumacetat (2,5 M)   

       95 mL Ethanol     

       auf pH 7,2 

TAE-Puffer, 10fach         400 mM Tris        

       500 mM Natriumacetat          

       100 mM EDTA     

       pH-Wert mit Essigsäure einstellen auf 7,8 
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Stopppuffer           1 mL TAE, 1fach           

       7 mL Glycerol           

       5 mg  Bromphenolblau          

       2 mL EDTA (50 mM, pH 7)          

       0,5 %  SDS  

 

7.12.4 Western Blot  

 

APS, 10%            100 mg Ammoniumpersulfat   

       1 mL Aqua dest.    

       Lagerung der Aliquots: -20 °C      

Blocking-Lösung          1,5 g BSA            

       ad 30 mL 0,1 % TBST  

Elektrophoresepuffer, 5-fach       15,1 g Tris            

       94 g Glycin            

       25 mL SDS 20 %           

       ad 1 L Aqua dest.  

Laemmli-Puffer, 6-fach        8 ml 1 M Tris-HCl (pH 6,8)          

       2 g SDS            

       10 mL Glycerol           

       Spatelspitze Bromphenolblau         

       1,4 mL 2-Mercaptoethanol  

PMSF-Stammlösung (100 mM)      175 mg PMSF        

       10 mL Isopropanol    

       Lagerung der Aliquots: -20 °C 

Ponceaurot, 10fach     2 g Ponceau S    

       30 g Trichloressigsäure   

       30 g Sulfosalicylsäure    

       ad 1 L Aqua dest.  

Protease Inhibitor Cocktail 10fach   1 Tablette cOmplete    

       1 mL Aqua dest.    

       Lagerung der Aliquots: -20 °C     

RIPA-Puffer      1,25 ml 1M Tris-HCl (pH 7,4)  

       3,75 ml 1M NaCl-Lösung  

       250 µl Triton-X100   

       0,125 g Natrium-Deoxycholat  

       125 µl 20 % SDS    

       250 µl 0,5 M EDTA   

       ad 25 ml Aqua dest.    

       Lagerung: lichtgeschützt bei 4-8 °C  
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       PMSF-Lösung erst kurz vor Gebrauch  

       zugeben (Endkonzentration 1 mM)  

SDS 20%      10 g SDS            

       ad 50 ml Aqua dest.  

Sammelgel      3,425 ml Aqua dest.    

       850 µl 30 % Acrylamid-,  Bisacrylamid-Lösung 

       650 µl 1 M Tris (pH 6,8)   

       25 µl SDS 20 %    

       50 µl APS 10 %     

       5 µl TEMED  

TBS, 10-fach      12,1 g Tris     

       87,8 g  NaCl    

       ad 1 L Aqua dest.    

       autoklaviert 

TBST, 0,1 %      100 ml TBS, 10-fach    

       1 ml Tween 20    

       ad 1 L Aqua dest.  

TBST, 0,5 %       100 ml TBS, 10-fach   

       5 ml Tween 20     

       ad 1 L Aqua dest.  

Transferpuffer      5,8 g Tris     

       2,9g  Glycin    

       200 ml  Ethanol   

       ad 1 L Aqua dest.   

       Lagerung: 4-8 °C      

Trenngel SDS-PAGE (10%)     3,85 ml Aqua dest.    

       3,4 ml 30 % Acrylamid-, Bisacrylamid-Lösung 

       2,6 ml 1,5 M Tris (pH 8,8)   

       50 µl SDS 20 %     

       100 µl APS 10 %     

       4 µl TEMED  

 

7.12.5 Quantitative RT-PCR  

 

DEPC-Wasser       1 ml DEPC     

       ad 1 L Aqua dest.    

       Gut mischen durch mehrmaliges  

       Umschütteln, über Nacht bei RT inkubieren 

       und anschließend autoklavieren 
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Ethanol, 75 % (v/v)     75 ml Ethanol abs.   

       ad 100 ml DEPC-Wasser  

TAE-Puffer, 50fach, pH 7,8        2 M Tris      

       2,5 M Natriumacetat   

       0,5 M EDTA     

       pH-Wert mit Essigsäure einstellen    

TE-Puffer, pH 8,0          10 mM Tris     

       1 mM EDTA  

Ladepuffer, 6fach         60 % v/v Glycerol   

       40 % v/v TAE, 6fach   

       0,3 µg/µl Orange G 
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