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1 Zusammenfassung

Zahlreiche  Krankheiten  korrelieren  mit erhbhten  Spiegeln  reaktiver
Sauerstoffspezies. So ist bekannt, dass Angiotensin I, das zentrale Hormon zur
Regulation des Blutdrucks, die Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies induziert.
Reaktive Sauerstoffspezies konnen DNA-Schaden erzeugen. 7,8-Dihydro-8-
oxoguanin (8-oxoG) ist die dabei mengenmalRig am haufigsten entstehende DNA-
Basenmodifikation. Eine mdgliche Basenfehlpaarung mit Adenin macht diese DNA-
Modifikation zu einer mutagenen und somit Krebs-induzierenden Lasion. Es konnte
gezeigt werden, dass hypertensive Personen mit einer gré3eren Wahrscheinlichkeit
an Krebs, im Speziellen an Nierenkrebs, erkranken. Um die Hypothese zu prifen,
dass durch Angiotensin Il induzierte DNA-Schaden fur die erhohte Krebsinzidenz
verantwortlich sind, wurde in dieser Arbeit untersucht, ob eine vierwochige
Behandlung von Mausen mit Angiotensin Il (0,6pg / kg / min) DNA-Schaden und
daraus resultierende Mutationen induziert. Fir die Versuche wurden Wildtyp-Mause
und reparaturdefiziente Oggl™-Mause verwendet. Die 8-0x0G-Glykosylase OGG1 ist

fur die Reparatur von 8-oxoG verantwortlich.

Die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies konnte durch Farbung mit dem
redoxsensitiven Farbstoff Dihydroethidium in Nierenschnitten der behandelten Tiere
nachgewiesen werden. Mit Hilfe der Alkalischen Elution wurden in Einzelzell-
Suspensionen aus der Niere sowie aus der Leber und von Lymphozyten aus der Milz
der Mause die Menge an DNA-Einzelstrangbriichen und oxidativen DNA-
Modifikationen  bestimmt. Letztere werden dabei durch die bakterielle
Formamidopyrimidin-DNA Glykosylase als Fpg-sentive Lasionen nachgewiesen. Es
konnte in keinem der untersuchten Organe eine Erhéhung dieser DNA-Schaden
detektiert werden. In der Niere wurde aul3erdem mit dem BigBlue® Mutations-Assay
die Entstehung von Mutationen in dem lacl-Transgen analysiert. Es konnte jedoch
keine Erhéhung der Mutationsfrequenzen in der Niere durch die Angiotensin II-
Behandlung nachgewiesen werden. Die Untersuchung der Expression von Genen
der Redoxhomooastase kann aul3erdem Ruckschlisse auf genotoxische Ereignisse
geben. Jedoch konnte auch auf Ebene der Genexpression in der Niere keine

Auswirkung von Angiotensin Il beobachtet werden.



1 Zusammenfassung

Zuséatzlich zu den in vivo-Untersuchungen wurde in Zellkulturversuchen eine
Kurzzeit-Behandlung mit dem Gewebshormon durchgefihrt. In den Nieren-Zelllinien
HEK und LLC-PK1 konnte kein Einfluss der Angiotensin II-Behandlung auf die
Entstehung von DNA-Einzelstrangbriichen und Fpg-sensitiven Lasionen gezeigt
werden. In den LLC-PK1 Zellen wurde zudem die Entstehung von Mikrokernen durch
Angiotensin Il untersucht. Auch bei diesem Endpunkt konnte kein Einfluss der
Angiotensin IlI-Behandlung nachgewiesen werden. Erneut wurden auf3erdem primare
Zellen aus Wildtyp- und Oggl”-Mausen fiir die Versuche der akuten Angiotensin II-
Behandlung verwendet. In den primaren Hepatozyten und Lymphozyten aus der Milz
konnte, wie auch schon im Tierversuch, kein Einfluss der Angiotensin lI-Behandlung
auf die Entstehung von DNA-Sché&den gezeigt werden.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die durchgefiihrten Untersuchungen
keinen Hinweis auf eine DNA-schadigende und mutagene Wirkung von
Angiotensin Il geben.

Eine weitere Krankheit, bei der reaktive Sauerstoffspezies eine Rolle spielen, ist die
Arteriosklerose. Bei dieser Krankheit sind reaktive Sauerstoffspezies an der
Entstehung und dem Verlauf der Krankheit beteiligt. Zur Klarung der Frage, ob DNA-
Schaden die Entstehung der Arteriosklerose beglnstigen, wurde die
Endothelfunktion von Wildtyp- und Oggl™-Mausen untersucht. Entgegen der
Vermutung, dass oxidative DNA-Modifikationen die Endothelfunktion verschlechtern,
zeigen die Untersuchungen, dass Oggl”-Mause, die hohere Spiegel an oxidativen
DNA-Modifikationen in  ihrem Genom haben, eine signifikant bessere
Endothelfunktion besitzen als Wildtyptiere. Durch eine Behandlung der Wildtyp- und
Oggl”-Mause mit Angiotensin 1l (0,6 pug / kg / min) wurde dieser Effekt jedoch nicht
verstarkt. Zur Klarung der molekularen Ursache der besseren Endothelfunktion
wurde die Genexpression in der Aorta untersucht. Bei der Quantifizierung
verschiedener mRNAs, die verantwortlich fur die endotheliale NO-Synthase, den
Redox-Status sowie Entzindungsmarker sind, konnte kein Unterschied zwischen
Wildtyp- und Oggl™”-Mause gefunden werden. Ebenso konnte zwischen den beiden
Maus-Stammen kein Unterschied auf Ebene der Phosphorylierung der endothelialen
NO-Synthase nachgewiesen werden, der die bessere Endothelfunktion der

reparaturdefizienten Tiere erklart hatte.
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2 Theoretischer Hintergrund und Zielsetzung

In Deutschland stellt Krebs mit einem Anteil von 26% die zweithdufigste
Todesursache dar (Statistisches Bundesamt, 2011), weswegen die Erforschung der
molekularen Ursachen und Risikofaktoren der Krebsentstehung von grof3em
Interesse ist. Die haufigste Todesursache, mit einem Anteil von 40% der Todesfélle,
sind Herzkreislauferkrankungen. Dazu gehéren Hypertonie und Arteriosklerose sowie
deren Folgeerkrankungen Herzinfarkt, Herzinsuffizienz, Koronare Herzkrankheit
(KHK), Nierenversagen und Schlaganfall. In Studien konnte gezeigt werden, dass
hypertensive Menschen eine héhere Krebsmortalitat haben (Grossman et al. 2002).
Angiotensin Il ist Teil des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems, welches fir die
Aufrechterhaltung des Blutdrucks verantwortlich ist. Es hat neben seiner
gefalRkontrahierenden Wirkung die Eigenschaft NADPH-Oxidasen zu aktivieren und
so die Menge an reaktiven Sauerstoffspezies zu erhéhen (siehe 2.2).

Reaktive Sauerstoffspezies spielen vermutlich bei der Entstehung von Krebs eine
grolRe Rolle. Reaktive Sauerstoffspezies entstehen endogen und exogen und kénnen
alle Strukturen der Zelle schadigen (Aruoma et al. 1991). Fur die Kanzerogenese hat
die Schadigung der DNA durch reaktive Sauerstoffspezies die grofdte Bedeutung.
7,8-Dihydro-8-oxoguanin (8-oxoG) ist wahrscheinlich die mengenmalig am
haufigsten vorkommende oxidativ generierte DNA-Modifikation. Beztiglich der DNA-
Modifikationen herrscht in einer gesunden Zelle ein Gleichgewicht, welches sich aus
der Bildung der Modifikationen und der Reparatur der Modifikationen Uber
verschiedene Reparatursysteme (siehe 2.4) ergibt. Wird dieses Gleichgewicht
gestort, durch vermehrte Bildung reaktiven Sauerstoffspezies, was als oxidativer
Stress bezeichnet wird, oder aber durch eine fehlerhafte Reparatur der DNA-
Schaden, steigt das Mutationsrisiko. Entstehen die  Mutationen in
Tumorsupressorgenen, wie p53, oder in Proto-Onkogenen, wie ras, kann es in einem

mehrstufigen Prozess zur malignen Entartung und so zum Krebs kommen.

Abbildung 2-1 zeigt schematisch das Zustandekommen eines Gleichgewichtsspiegels
an oxidativen Basenmodifikationen in der Zelle. Erhdhte Spiegel an DNA-
Modifikationen konnen deshalb als ,Bio-Marker® flir oxidativen Stress oder

schlechtere DNA-Reparatur dienen.


http://de.wikipedia.org/wiki/Herzinfarkt
http://de.wikipedia.org/wiki/Herzinsuffizienz
http://de.wikipedia.org/wiki/Koronare_Herzkrankheit
http://de.wikipedia.org/wiki/Nierenversagen
http://de.wikipedia.org/wiki/Schlaganfall
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Abb. 2-1: Gleichgewichtspiegel oxidativer Basenmodifikationen modifiziert nach Fusser (2010),
Epe (2002)

Reaktive Sauerstoffspezies und durch reaktive Sauerstoffspezies entstehenden
DNA-Modifikationen spielen nicht nur bei der Kanzerogenese, sondern auch bei
chronischen Entziindungs- und Krankheitsprozessen eine Rolle. Auf diesem Weg
lassen sich Kanzerogenese und chronische Entziindungsprozesse miteinander

verbinden (Weitzmann und Gordon 1990).

2.1 Entstehung reaktiver Sauerstoffspezies

In den meisten Zellen ist die Hauptquelle fur reaktive Sauerstoffspezies die
Atmungskette. Sauerstoff wird Uber mehrere Redoxreaktionen von Sauerstoff zu
Wasser reduziert, es entstehen als Zwischenprodukte das Superoxidradikalanion,
Wassersoffperoxid und das Hydroxylradikal (Abbildung 2-2). Als weitere Quellen flr
endogen entstehende reaktive Sauerstoffspezies sind die NADPH-Oxidasen,
Xanthin-Oxidase und endotheliale NO-Synthase (eNOS) (Cai und Harrison 2000) zu
nennen. Von besonderer Bedeutung fir diese Arbeit sind die NADPH-Oxidasen,
welche Sauerstoff zu Superoxid reduzieren und im Zuge dessen NAD(P)"
generieren. Die NADPH-Oxidasen werden in Abschnitt 2.2 gesondert behandelt.
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Ebenso wird auf die eNOS, welche ebenfalls reaktive Sauerstoffspezies bilden kann,

in Abschnitt 4.3.2 genauer eingegangen.

0,25 0,2 H,0,2% o T H.0

Abb. 2-2: Sequentielle Reduktion von molekularem Sauerstoff zu Wasser

Das Hydroxylradikal hat eine Halbwertszeit von 10°s (Sies 1993) und ist sehr reaktiv,
es reagiert am Ort seiner Entstehung. Wasserstoffperoxid und Superoxidradikalanion
sind verhaltnismalig reaktionstrage. Wasserstoffperoxid kann durch Zellmembranen
diffundieren und auf diesem Weg in den Zellkern gelangen. In Anwesenheit von
Ubergangsmetallen wie Eisen und Kupfer konnen die Fenton-Reaktion und die
Haber-Weiss-Reaktion (Abbildung 2-3) stattfinden, wodurch Hydroxylradikale
entstehen (Aruoma et al. 1991).

O, + Fe* — 0, + Fe?*
Fe?* + H,0, N HOe + OH + Fe®* (Fenton-Reaktion)
05" + H,0, — HO+ + O, + OH’

Abb. 2-3: Metall-katalysierte Haber-Weiss-Reakation

Das Superoxidradikalanion kann zu Wasserstoffperoxid dismutieren, dabei entstehen
aus zwei Molekulen O, ein Molekil H,O, und ein Molekll O, (Abbildung 2-4). Diese
Reaktion kann auch enzymatisch durch die Superoxid-Dismutase katalysiert werden
(McCord und Fridovich 1969).

20, +2H" — H2O, + Oz

Abb. 2-4: Dismutation von Superoxidanion-Radikalen

Neben endogenen Quellen kann auch durch exogene Quellen intrazellularer
oxidativer Stress entstehen. So kann UV- und ionisierende Strahlung zur Bildung
reaktiver Sauerstoffspezies fihren (Sedelnikova et al. 2010). Ebenso kdnnen

Chemikalien wie Photosensiblilisatoren (zum Beispiel Acridinorange und R019-8022)
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in Kombination mit sichtbarem Licht (Epe et al. 1993; Will et al. 1999) oder
Chemotherapeutika wie Anthrazykline (Sinha et al. 1987) zur intrazellularen Bildung

reaktiver Sauerstoffspezies fuhren.

Reaktive Sauerstoffspezies haben in der Zelle verschiedene Angriffspunkte Sie
kobnnen radikalisch oder oxidativ die DNA und Proteine schadigen, zu
Lipidperoxidationen fuhren und Glutathion depletieren (Aruoma et al. 1991).
Gleichzeitig sind reaktive Sauerstoffspezies tber die eben genannten Mechanismen

an der Alterung auf zellularer Ebene beteiligt (Harman 1956).

2.2 Generierung reaktiver Sauerstoffspezies durch NADPH-Oxidasen

Fur diese Arbeit von besonderer Bedeutung sind die, reaktive Sauerstoffspezies-
erzeugenden, NADPH-Oxidasen. Bisher konnten 5 verschiedene NADPH-Oxidasen
(Nox) nachgewiesen werden. Sie bestehen jeweils aus zwei membran-gebundenen
Untereinheiten, namlich dem eigentlichen NOX-Protein (NOX1-5) und p22°", sowie
aus verschiedenen cytosolischen Untereinheiten (p40P"™, p47P"% p67°"° Rac)
(Katsuyama 2010). Wie ihr Name schon zeigt, oxidieren NADPH-Oxidasen NADPH

zu NADP" wobei Sauerstoff zu Superoxid reduziert wird.

Die in Phagozyten vorkommende Nox2, auch als pg91P"* bezeichnet, wurde als
erste der NADPH-Oxidasen entdeckt und ist fur den ,Respiratory Burst® von
phagozytotischen Zellen bei der Infektabwehr verantwortlich. Die Nox2 ist in der
Membran von Vesikeln lokalisiert. Wird sie aktiviert, verschmilzt der Vesikel mit der
Zellmembran, im Zytosol werden Elektronen von NAD(P)H aus der Elektronen-
Transportkette Ubertragen. Der Elektronen-Transport lauft Gber die Zellmembran,
extrazellular werden die Elektronen auf Sauerstoff Gbertragen und es entsteht dort
Superoxid (Bedard und Krause 2007).

Die Nox4 ist konstitutiv aktiv und wird in vielen Organen exprimiert. Eine besonders
hohe Expression hat die Nox4 in der Niere, dort wurde sie auch als erstes entdeckt
und zu dieser Zeit als Renox bezeichnet (Geiszt et al. 2000). Im Gegensatz zu den
anderen NADPH-Oxidasen produziert die Nox4 hauptsachlich Wasserstoffperoxid.

AuRerdem bendtigt die Nox4, auBer der membrangebundenen Untereinheit p22°">,
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keine der cytosolischen Untereinheiten (Martyn et al. 2006). Ob Nox4 die kleine
GTPase Rac zur Aktivierung bendtigt ist noch nicht vollstandig geklart, es existieren
jedoch Hinweise (Gorin et al. 2001). Mit Hilfe von griin-fluoreszierendem Protein, das
an Nox4 gebunden ist, konnte eine starke Lokalisation im Endoplasmatischen
Retikulum bestimmt werden (Van Buul et al. 2005). Die von der Nox4 produzierten
reaktive Sauerstoffspezies entstehen somit intrazellular und es besteht die
Maoglichkeit, dass auf diesem Weg direkt vor Ort verschiedene Zell-Bestandteile

geschadigt werden.

Die Nox1 wird sehr stark im Dickdarm exprimiert, aber auch in der glatten
GefalBmuskulatur, in Endothelzellen, sowie in der Placenta, im Uterus, in der
Prostata, in Osteoklasten und retinalen Perizyten (Bedard und Krause 2007). Nox3
ist hauptsachlich im Innenohr lokalisiert, Nox5 in Milz, Lymphknoten und Hoden, wird

jedoch in Nagern nicht exprimiert (Katsuyama 2010).

Angiotensin 1l welches fir die Aufrechterhaltung des Blutdrucks und
Wasserhaushalts zustéandig ist, aktiviert NADPH-Oxidasen, insbesondere die Nox4,

und fuhrt so zur Generierung reaktiver Sauerstoffspezies (siehe 2.5.1).

Der Aufbau der NADPH-Oxidasen 1,2 und 4 ist in Abbildung 2-5 schematisch

dargestellt.
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Abb. 2-5: Schematischer Aufbau der NADPH-Oxidasen 1,2 und 4 modifiziert nach Lassegue und
Griendling (2010).

2.3 Enzymatische antioxidative Schutzmechanismen

Antioxidantien sind Radikalfanger, die die Zelle vor Schéaden durch reaktive
Sauerstoffspezies schitzen. Sie lassen sich in enzymatische und nicht enzymatische
Antioxidantien unterteilen. Die wichtigsten antioxidativen Enzyme sind die Superoxid-

Dismutase, Katalase und Glutathion-Peroxidase.

Das Superoxidradikalanion kann durch die Superoxid-Dismutase (SOD) in
Wasserstoffperoxid und Sauerstoff umgewandelt werden. In Saugern existieren drei
Isoformen der Superoxid-Dismutase, die cytosolische Cu/Zn-SOD (SOD1), die
mitochondriale Mn-SOD (SOD2) und die extrazellulare SOD3 (Mates et al. 1999). In
der Zelle entstehendes Wasserstoffperoxid kann durch die Katalase (CAT) zu
Wasser und Sauerstoff detoxifiziert werden. Ein weiteres Enzym zur Detoxifikation
von Wasserstoffperoxid ist die Glutathionperoxidase (GPX). Uber die
Glutathionperoxidase konnen Wasserstoffperoxid und organische Peroxide zu

Wasser bzw. Alkoholen reduziert werden, wobei Glutation oxidiert wird (Mates et al.
1999).
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Ein weiteres wichtiges antioxidatives Enzym ist die Hamoxygenase (HO). lhre
Funktion ist es das Ham zu Eisen, Biliverdin und Kohlenstoffmonoxid abzubauen. In
Menschen existieren zwei Isoformen, die konstitutiv aktive Isoform HO-2 und die
induzierbare HO-1 (Ryter und Choi 2009). Besondere Bedeutung kommt der
induzierbaren HO-1 zu, da von ihr gezeigt werden konnte, dass sie als Defensiv-
Mechanismus gegen zellularen oxidativen Stress induziert werden kann (Applegate
et al. 1991).

Nrf2 (Nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2) ist ein Transkriptionsfaktor der als
antioxidative Antwort aktiviert wird. Er translokiert in den Zellkern und ist dann fir die
Expression aller zuvor beschrieben antioxidativ wirkenden Enzyme verantwortlich
(Kensler et al. 2007).

In der Literatur sind Zusammenhange zwischen dem vasoaktiven Gewebshormon
Angiotensin Il und antioxidativen Enzymen zu finden. So konnte in Fibroblasten der
Adventitia gezeigt werden, dass Angiotensin Il die Expression von Katalase bewirkt,
jedoch die Expression von Superoxid-Dismutase und Gluthathionperoxidase nicht
verdndert (Yang et al. 2011). In Ratten konnte gezeigt werden, dass eine
Uberexpression von Katalase vor Hypertonie und einer tubularen

Nierenfunktionsstérung durch Angiotensin Il schitzt (Shi et al. 2013).

2.4 DNA-Schadden durch reaktive Sauerstoffspezies und ihre

biologische Bedeutung

Reaktive Sauerstoffspezies kénnen Uber radikalische oder oxidative Mechanismen
zu verschiedenen Schéaden in der Zelle fihren.

Das Hydroxylyradikal kann durch Abstraktion eines H-Atomes der Desoxyribose ein
Zuckerradikal generieren. Dieses Zuckerradikal kann zum einen zum Bruch des
Zucker-Phosphat-Riickgrats oder aber zur Freisetzung einer Nukleobase fuhren.
Letzteres fihrt so zu einer apurinische/apyrimidinische Lasionen (AP-Stelle).
AulRerdem kann das Hydroxylradikal an zahlreichen Positionen der verschiedene
Purine und Pyrimidine angreifen und so zu oxidierten und reduzierten
Basenmodifikationen fuhren (Aruoma et al. 1991; Halliwell und Aruoma 1991).
Abbildung 2-6 zeigt die Strukturen einiger gebildeter DNA-Modifikationen.
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Abb. 2-6: Chemische Struktur einiger wichtiger DNA-Modifikationen
Im Folgenden soll auf die biologischen Konsequenzen verschiedener DNA

Modifikationen eingegangen werden.

DNA-Einzelstrangbriche

Das hochreaktive Hydroxylradikal kann direkt zu DNA-Einzelstrangbriichen (SSB)
und DNA-Doppelstrangbriichen (DSB) fuhren, wobei etwa 2000mal mehr SSB als
DSB gebildet werden (Bradley und Kohn 1979). Nicht reparierte SSB kdnnen fatale
Folgen fir die Zelle haben. Bei einer zu groRen Anzahl von SSB kdnnen diese in
DSB konvertiert werden Zwar besteht die Madoglichkeit, dass DSB dber die
Reparaturwege Homologe Rekombination und Nicht-homologes End-Joining
repariert werden, nicht reparierte DSB jedoch kdnnen zu genetischer Instabilitdt oder
auch zum Zelltod fihren. Zudem werden RNA-Polymerasen durch SSB blockiert
(Zhou und Doetsch 1993). Eine weitere Moglichkeit wie SSB zum Zelltod fuhren
konnen, ist eine Uberaktivierung des SSB-Detektor-Proteins PARP1 (Heeres und
Hergenrother 2007).
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AP-Lasionen

AP-Lasionen koénnen zum Block und zu Fehlpaarungen wahrend der Replikation
fuhren (Epe 1996). AulRerdem konnte gezeigt werden, dass die Transkription
stattfindet, jedoch wird fast ausschlie3lich Adenin komplementar zur AP-Stelle
eingebaut (Zhou und Doetsch 1993). AP-Lasionen kdnnen enzymatisch, aber auch

spontan in SSB umgewandelt werden.

8-0x0G

8-o0x0G ist die am haufigsten vorkommende oxidative DNA-Modifikation und wird
durch alle Sorten reaktiver Sauerstoffspezies in grolRem Mal3e gebildet (Epe 1996).
Durch die 8-oxoG-Glykosylase OGGL1 wird diese Modifikation sehr effizient repariert,
8-0x0G ist eine pramutagene Modifikation, die zu GC-TA Transversionen fihrt
(Cheng et al. 1992). In der doppelstrangigen DNA liegen dG und 8-oxodG in der anti-
Konformation vor. In der einzelstrdngigen DNA jedoch geht 8-oxodG in die
energetisch gunstigere syn-Konformation Uber, in welcher 8-oxodG anstatt mit dC mit
dA paart (Cooke et al. 2003). Im Gegensatz zu SSB welche die RNA-Polymerase
blockieren, konnte gezeigt werden, dass 8-0xoG nicht die RNA Polymerase blockiert
(Kathe et al. 2004). Zu demselben Ergebnis kamen auch Kitsera et al. 2011. Sie
zeigen, dass 8-0xo0G selbst nicht die Transkription blockiert.

Formamidopyrimidine (FapyA und FapyG)

Durch radikalischen Angriff koénnen aus Purinen unter Ringoffnung die
Formamidopyrimidine FapyA und FapyG entstehen. Die biologischen Auswirkungen
von FapyA und FapyG sind noch nicht ausfiihrlich geklart. Graziewicz et al. (2000)
konnten jedoch zeigen, dass die beiden DNA-Modifikationen sequenzabhéngig die

DNA-Polymerase blockieren.

2.5 Maoglichkeiten der DNA-Reparatur

Fur die unterschiedlichen DNA-Schaden existieren in den Zellen unterschiedliche
Reparaturwege (Tabelle 2-1). Die grol3e Bedeutung der unterschiedlichen DNA-
Reparaturwege wird anhand der Tatsache ersichtlich, dass Mutationen in
spezifischen Reparatur-Proteinen zu schwerwiegenden Erbkrankheiten wie einer
erhohten Anfalligkeit flr Krebs (zum Beispiel Ataxia Teleangasia (Hoeijmakers 2001),

neurologischen Defekten (zum Beispiel Cockayne Syndrom (Rass et al. 2007) oder
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vorzeitigem Altern (zum Beispiel Werner Syndrom (Brosh und Bohr 2007) fuhren

konnen.

Tabelle 2-1 : DNA-Reparaturwege und zugehorige DNA-Schéden als Substrate

DNA-Reparaturweg Substrate

DNA-Schaden durch Alkylierung, zum Beispiel

Direkte Schadensreversion 6 .
O”-Alkyl-Guanin

DNA-Schaden durch reaktive

Basen Exzisions-Reparatur _ _ o
Sauerstoffspezies, Alkylierung, Desaminierung

_ DNA-Einzelstrangbriiche  durch reaktive
DNA-Einzelstrangbruch Reparatur )
Sauerstoffspezies, Strahlung

_ o Sperrige DNA-Schaden wie Cyclobutan-
Nukleotid Exzisions-Reparatur S
Pyrimidin-Dimere

Mismatch-Reparatur DNA-Fehlpaarungen, zum Beispiel G:U

DNA-Doppelstrangbriiche durch Strahlung,
DNA-Doppelstrangbruch Reparatur
DNA-Quervernetzende Substanzen

Der DNA-Reparatur-Weg der Basen-Exzision, sowie der DNA-Einzelstrangbruch-

Reparatur soll im Folgenden genauer erlautert werden.

2.5.1 Basenexzisionsreparatur

Oxidative DNA-Modifikationen wie 8-0xoG werden mit einem Reparaturmechanismus
repariert, welcher als Basenexzisions-Reparatur bezeichnet wird. Generell kann die
Basenexzisionsreparatur in vier Schritte eingeteilt werden: das Erkennen und
Herausschneiden der modifizierten Base durch eine DNA-Glycosylase, das
Einschneiden der entstandenen apurinischen/apyrimidinischen Stelle (AP-Stelle)
durch eine AP-Endonuklease, das Ausfillen der entstandenen Nukleotid-Leerstelle
durch eine DNA-Polymerase und die abschlieBende Ligation des

Zuckerphosphatgerists.
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Abb. 2-7: Schematische Darstellung der Basenexzisionsreparatur (Parsons und Dianov 2013)

Die modifizierte Base wird durch eine DNA-Glykosylase erkannt und aus dem DNA-
Grundgerust herausgeschnitten indem die Glykosylase die N-Glykosidische Bindung
zwischen der Nukleobase und der Desoxyribose hydrolysiert. Bisher wurden
mindestens 11 verschiedene DNA-Glykosylasen identifiziert, die jeweils eine hohe

Substratspezifitat aufweisen (Tabelle 2-2).
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Tabelle 2-2: Humane DNA-Glykosylasen und ihr Substrate nach (Barnes und Lindahl 2004;
Robertson et al. 2009)

DNA-Glycosylase Substrat

0OGG1 8-0x0G, FaPyG
MUTYH Adenin gepaart mit 8-oxoG

NTH1 Thyminglycol, FaPyG, DHU, 5-OHU, 5-OHC
NEIL1 wie NTH1, und FaPyA, 8-oxoG
NEIL2 wie NTH1 und NEIL1

NEIL3 Unbekannt

MBD4 T und U gepaart mit G (CpG-sites)

MPG 3-meA, Hypoxanthin, ethenoA
SMUG1 Uracil, 5-OH-meU

TDG T, U und ethenoC (CpG-sites)

UNG Uracll

MUTHY = mutY Homolog ; NTH = Endonuklease Il like Glykosylase; NEIL = Endonuklease VIII like
Glykosylase; MBD4 = Methyl-CpG-Bindedoméne 4 Protein; MPG = DNA-3-methyladenin-Glykosylase;
SMUG = Single-strand selektive monofuktionelle DNA-Glykosylase; TDG = Thymin-DNA-Glykosylase;
UNG = Uracil-N-Glykosylase ; T = Thymin; U = Uracil; G = Guanin; A = Adenin; DHU = Dihydroxy-
uracil; 5-OHU = 5-Hydroxy-uracil; 5-OHC= 5-Hydroxy-cytosin; 3-meA = 3-Methyl-adenin; 5-OH-meU =
5-Hydroxy-methyl-uracil

Durch das Herausschneiden der modifizierten Base entsteht eine AP-Stelle. OGG1
ist eine sogenannte bifunktionelle Glykosylase (Pascucci et al. 2002). Diese besitzt
eine zusatzliche Lyaseaktivitat, Gber die sie das Zuckerphosphatriickgrat am 3‘-Ende
der AP-Stelle 6ffnet, so dass am 5‘-Ende der AP-Stelle ein Phosphatrest resultiert
(McCullough et al. 2001). Nach Generierung einer AP-Stelle durch eine
monofunktionelle Glykosylase (zum Beispiel: Uracil-DNA-Glycosylase) wird das
Zuckerphosphat-Ruckgrat am 5°-Ende der AP-Stelle von einer AP-Endonuklease
hydrolisiert (Izumi et al. 2000). Es entsteht so am 3'-Ende der AP-Stelle ein
Hydroxylrest und am 5‘-Ende ein Desoxyribolaktolrest. Der 5’-Desoxyribolaktolrest
kann von der Lyaseaktivitat der DNA-Polymerase 3 entfernt werden, so dass ein 5°-
Phosphatrest entsteht (Matsumoto und Kim 1995; Sobol et al. 2000). An dieser Stelle
teilt sich der Mechanismus der BER in zwei Wege: den ,Short-Patch® und den ,Long-

Patch“-Reparaturweg.
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Bei der ,Short-Patch“-BER wird nun die entstandene Nukleotid-Lticke durch die DNA-
Polymerase B geflllt und nach der Ligation des Zuckerphosphat-Ruckgrats durch die

Ligase lll ist die Reparatur abgeschlossen.

Im Falle der ,Long-Patch®-Reparatur wird durch DNA-Polymerase 3, & oder ¢ die
Nukleotid-Leerstelle gefullt, danach kommt zu einem weiteren Einbau von bis zu 7
Nukleotiden, wobei es zur Verdrangung des urspringlichen DNA-Strangs kommt und
ein sogenannter 5-Flap entsteht. Der Flap wird von der Flap-Endonuklease (FEN1)
erkannt und hydrolytisch abgetrennt. Notwendig fur die Aktivitdt von FEN1 ist das
ringformige, DNA-umschliel3ende Protein PCNA (proliferating cell nuclear antigen).
Durch das Abtrennen des Flaps entsteht ein DNA-Strangbruch mit 3‘-Hydrxyl und 5'-
Phosphatrest entsteht, welcher durch die Ligase | oder Ill geschlossen wird und so

die Reparatur abgeschlossen wird (Frosina et al. 1996; Klungland und Lindahl 1997).

Die Entscheidung, welche DNA-Schaden Uber den Short-Patch und welche tber den
Long-Patch-Mechanismus repariert werden, ist noch nicht grundlegend geklart. Es
gibt Hinweise, dass die chemische Struktur des 5°-Endes der AP-Stelle entscheidet
welcher Reparaturweg eingeschlagen wird. Ist das 5°-Ende der AP-L&sion oxidiert
oder reduziert, kann die B-Lyaseaktivitat von DNA Pol B diese blockierende Gruppe
nicht abtrennen. Durch die Strang-Verdrangungssynthese bei der LP-BER wird
dieser Endgruppenprozessierungsschritt umgangen (Klungland und Lindahl 1997).
Oxidierte und reduzierte 5-Ende der AP-Stelle kénnen durch radikalischen Angriff
von reaktiven Sauerstoffspezies resultieren. Aul3erdem erzeugen auch Mono- und
Bifunktionelle Glycosylasen unterschiedliche 3’- und 5’-Enden an der AP-Stelle, so
dass auch die Glycosylase entscheidet, welcher Reparatur-Weg eingeschlagen wird
(Fortini et al. 1999).

0GG1

Fur die Reparatur von 8-oxoG ist die 8-oxoG-DNA-Glycolsylase 1 (OGG1) die
Reparatur initierende DNA-Glykosylase. OGG1 gehdrt zu den bifunktionellen
Glycosylasen, welche neben der Glycosylase-Aktivitat noch eine Lyaseaktivitat
besitzen, durch die sie das Zuckerphosphatriickgrat AP-Stelle schneidet (Pascucci et
al. 2002). Neben 8-0xoG erkennt OGG1 FapyG und AP-Stellen (Dherin et al. 1999),



2 Theoretischer Hintergrund und Zielsetzung

wobei bevorzugt AP-Stellen gegeniber dC und weniger effizient AP-Stellen
gegenuber dG geschnitten werden (Bjoras et al. 1997). Die Reparatureffizienz von
OGG1 wird durch posttranslationale Modifikationen wie Phosphorylierung und
Acetylierung modifizert (Dantzer et al. 2002; Bhakat et al. 2006).

8-OxoG ist eine mutagene DNA-Modifikation, da es in einzelstrangiger DNA in die
energetisch gunstigere syn-Konformation tibergeht. In dieser geht es anstelle von dC
eine Paarung mit dA ein. Die Paarung von 8-oxoG mit dA kann jedoch von der DNA-
Glykosylase MutY Homolog (MYH) erkannt werden. dA wird aus dem Zucker-
Phosphatriickgrat herausgeschnitten (McGoldrick et al. 1995) und OGG1 bekommt
erneut die Moglichkeit 8-oxoG zu reparieren.

Das bakterielle Homolog von OGG1 ist die Formamidopyrimidin-Glycosylase (Fpg)
(Boiteux et al. 1990). Fpg erkennt neben 8-o0xoG auch Fapy A und Fapy G sowie AP-
Lasionen. In Bakterien mit einer Mutation konnte das Fehlen von Fpg durch
Klonierung von OGG1 ersetzt werden. Die Erkennung von DNA-Modifikationen durch
das Protein Fpg und die Eigenschaft, den modifizierten DNA-Schaden in einen DNA-
Einzelstrangbruch umzuwandeln, macht man sich bei der modifizierten alkalischen

Elution zur Quantifikation oxidativer Basen-Modifikationen zunutze (siehe 3.2.3).

Méause, welchen das 0Oggl-Gen fehlt, sind lebensfahig und zeigen kaum
pathologischen Verdnderungen. Es ist jedoch eine altersabhangige Akkumulation
von DNA-Schaden in verschiedenen Organen zu erkennen (Klungland et al. 1999;
Osterod et al. 2001). In Leber und Hoden konnte aul3erdem eine erhdhte Frequenz
an Spontanmutationen nachgewiesen werden (Klungland et al. 1999). Auch Mause
in denen das Mutyh-Gen ausgeschaltet ist sind lebensfahig (Russo et al. 2004). Im
Alter von 18 Monaten jedoch entwickelten die reparaturdefizienten Tiere mit einer

hoheren Wahrscheinlichkeit Tumore (Sakamoto et al. 2007).

2.5.2 Reparatur von DNA-Einzelstrangbriichen

DNA-Einzelstrangbriiche stellen eine besondere Art von Lasion dar, die von einem
der BER é&hnlichen Mechanismus repariert werden. SSB entstehen zum einen
indirekt als Intermediate der BER, durch enzymatische Hydrolyse des Zucker-

Phosphat-Rtckgrats durch AP-Endonukleasen, zum anderen kdnnen sie direkt durch
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radikalischen Angriff reaktiver Sauerstoffspezies auf das Zuckerphosphat-Rickgrat
entstehen. Aber auch Enzyme wie Topoisomerasen konnen SSB erzeugen.
Unabhangig von direkt und indirekt entstandenem SSB sind bei der Reparatur
dieselben Proteine Dbeteiligt, so dass der Reparaturmechanismus als
Einzelstrandbruch-Reparatur bezeichnet wird (Caldecott 2004; Caldecott 2008).

Der Reparaturmechanismus der SSB (Single-strand break repair SSBR) lasst sich
auch hier in vier Schritte einteilen: das Erkennen des DNA-Einzelstrangbruchs, das
Prozessieren der DNA-Enden, das Fiullen der eventuell entstandenen Nukleotid-

Leerstelle und schlief3lich die Ligation des Zucker-Phosphat-Riickgrats.

Ein entstandener DNA-Einzelstrangbruch wird durch PARP1 oder PARP2 erkannt.
Dies ist vor allem bei spontan radikalisch gebildeten SSB notwendig, da diese im
Gegensatz zu den indirekt, im Zuge der BER entstehenden SSB, nicht in eine Folge
enzymatischer Reaktionen eingebunden ist. PARP1/2 erkennt den SSB, bindet
diesen und wird aktiviert. Durch seine Aktivierung modifiziert PARP1 sich selbst und
andere Proteine mit Ketten von mehreren hundert ADP-Riboseresten (D'’Amours et
al. 1999). Poly-(ADP-ribosyliertes) PARP1 dissoziiert von der DNA und durch das
Enzym Poly-(ADP-Ribose) Glykohydrolase werden die ADP-Ribosereste wieder
abgebaut und PARP1/2 wieder in seinen Ausgangszustand versetzt (Davidovic et al.
2001). Die Poly-ADP-Ribosylierung spielt also nur indirekt eine Rolle bei der SSBR.
Es existieren Hinweise, dass sie zur Rekrutierung und Stimulation anderer
Reparaturenzyme wie X-ray complementing factor 1 (XRCC1) beitradgt (Okano et al.
2003), aulRerdem wird ATP fiir die Ligation generiert (Oei und Ziegler 2000) und die
Chromatin-Struktur wird moduliert (Poirier et al. 1982). Zudem kann durch die Poly-
ADP-Ribosylierung der nicht erwiinschte Mechanismus der Rekombination verhindert
werden (Lindahl et al. 1995).

Nach der Erkennung des SSB erfolgt die Prozessierung der DNA-Enden. Durch
radikalischen Angriff des Zucker-Phosphat-Ruckgrats entstehen haufig modifizierte
3’- und 5’-Enden an dem SSB, welche zu einem 3’-Hydroxyl- und 5’-Phosphat-Reste
prozessiert werden mussen. Die fur diesen Schritt benétigten Enzyme hangen von
der Natur der 3’- und 5’-Enden ab. Ein 5’-Desoxyribolaktol-Rest wird durch Lyase-
Aktivitat der DNA Polymerase B entfernt (Matsumoto und Kim 1995; Sobol et al.
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2000). PARP1/2 rekrutiert XRCC1 an den SSB, welcher wiederum die Poynukleotid-
Kinase (PNK) aktiviert. PNK besitzt eine 3’-Phosphate- und eine 5’-Kinase-Aktivitat
(Whitehouse et al. 2001).

Der dritte und vierte Schritt der SSBR laufen entsprechend der BER. Falls notwendig
werden ein oder mehrere Nukleotide in den DNA-Strang eingebaut. Abschliel3end
wird das Zucker-Phosphat-Rickgrat durch Ligase | oder 11l religiert.

2.6 Rolle reaktiver Sauerstoffspezies und DNA-Schaden bei

Hypertonie und Arteriosklerose

In vielen entziindlichen Krankheiten spielen reaktive Sauerstoffspezies eine zentrale
Rolle oder resultieren sogar durch sie. Im Folgenden soll die Rolle reaktiver
Sauerstoffspezies und oxidativer DNA-Schaden bei den Krankheiten Hypertonie und

Arteriosklerose genauer erlautert werden.

2.6.1 Hypertonie

Angiotensin Il ist ein Gewebshormon, welches aus 8 Aminosauren besteht. Es ist ein
wichtiger Bestandteil des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS), welches
fur die Aufrechterhaltung des Blutdrucks und des Wasserhaushalts verantwortlich ist.
Es existieren zwei Rezeptoren fur Angiotensin I, der Angiotensin I|I-Rezeptor 1
(AT1R) und der Angiotensin II-Rezeptor 2 (AT2R), wobei die eben genannten
physiologischen Angiotensin-Wirkungen dem AT1R zugesprochen werden. Der
AT2R ist hauptsachlich im fotalen Gewebe zu finden (Steckelings et al. 2005). Uber
Aktivierung seines Gq-gekoppelten Rezeptors AT1R wirkt Angiotensin Il zum einen
kontrahierend auf die GefalBmuskulatur. Dies fuhrt zu der Erh6hung des Blutdrucks.
Zum anderen wird Uber die Signalkaskade des Gg-gekoppelten Rezeptors die
Proteinlipase C und folgend die Protein-Kinase C aktiviert. Die aktivierte
Proteinkinase C fiihrt anschlieBend zur Aktivierung von NADPH-Oxidasen. Die
Beteiligung der einzelnen Proteine an der Signaltransduktion bis zur Entstehung der
reaktiven Sauerstoffspezies wurde bereits gezeigt (Fazeli et al. 2012). Abbildung 2-8

zeigt schematisch die molekularen Wirkungen des Angiotensin lI-Rezeptor 1.

Die physiologische Rolle der Generierung reaktiver Sauerstoffspezies durch

Angiotensin Il ist noch nicht geklart. Uber die Erhéhung der reaktiven
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Sauerstoffspezies und folgend einer Erh6éhung von DNA-Schaden kann sich

eventuell das erhdhte Krebsrisiko von hypertensiven Menschen erklaren lassen.

ATII
AT1R
l G,-gekoppelt
PLC
i
IP3 + DAG
| |
Ca%* PKC
| |
MLCK NADPH-Oxidasen
' i i
GefaRkontraktion .

Abb. 2-8: Molekulare Wirkungen des Angiotensin ll-Rezeptors 1 (PLC: Phospholipase C;IPs:
Inositoltriphosphat; DAG: Diacylglycerol; PKC: Proteinkinase C; MLCK: Myosin-leichte-Ketten-Kinase)

Die Arbeitsgruppe Schupp konnte in Zellkultur zeigen, dass Uber Aktivierung von
Proteinlipase C und Proteinkinase C die Nox4 fur DNA-Schaden durch Angiotensin Il
verantwortlich ist (Fazeli et al. 2012). Ebenso konnten gezeigt werden, dass in
Nierentubulus-Zellen die mitochondriale Nox 4 die Hauptquelle fir oxidativen Stress
durch Angiotensin Il ist (Kim et al. 2012).

Der Zusammenhang zwischen Angiotensin I, NADPH-Oxidasen und oxidativem
Stress kann in verschiedenen Tiermodellen gezeigt werden. Ein Knockout von
p47°"* einem Bestandteil der Nox1 und Nox2, sowie Knockout der NOX1 vermindert
nach Behandlung mit Angiotensin Il die Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies und

die Ausbildung einer Hypertension (Matsumoto und Kim 1995; Landmesser et al.



2 Theoretischer Hintergrund und Zielsetzung

2002). In Mausen, die die NOX1 Uberexprimieren, fuhrt eine Behandlung mit
Angiotensin Il zu einer verstarkten Bildung an Superoxid sowie zu vaskularer
Hypertrophie und erhohtem systolischem Blutdruck (Dikalova et al. 2005). In spontan
hypertensiven Ratten konnte eine erhohte NADPH-Oxidase-Aktivitat in der Aorta
gezeigt werden, auRerdem wird die Untereinheit p22°" in den spontan
hypertensiven Ratten starker exprimiert als in Kontroll-Tieren (Zalba et al. 2000).
Aber auch konkret fur die Niere konnte erhdhter oxidativer Stress durch Angiotensin

Il gezeigt werden (Sachse und Wolf 2007).

In vitro und ex vivo konnte von der Arbeitsgruppe Schupp bereits DNA-
Einzelstrangbriche und auch Fpg-sensitive L&sionen durch Angiotensin Il in der
Niere gezeigt werden (Schupp et al. 2007; Schmid et al. 2008). Ebenso konnten sie
in vivo die Produktion reaktiver Sauerstoffspezies mit Hilfe von DHE-Farbung und
DNA-Doppelstrangbriiche mit immunhistologischer Farbung mit yH2AX-Antikdrpern
zeigen (Brand et al. 2013). Die Entstehung von Mutationen und Krebs durch eine
Behandlung mit Angiotensin Il oder durch erhdhten Blutdruck konnte bisher noch

nicht im Tierversuch nachgewiesen werden.

Weitere Forschungsergebnisse zeigen, dass die Aktivierung des Angiotensin IlI-
Rezeptors mit vielen  Signaltransduktionswegen wie  Protein  Tyrosin-
Phosphorylierung und Aktivierung des MAP-Kinase-Signalwegs assoziiert ist. Dies
sind Prozesse die generell mit Wachstumsfaktoren und Cytokinen in Zusammenhang
gebracht werden und darauf hindeuten, dass Angiotensin Il mitogen und

inflammatorisch wirkt (Touyz und Berry 2002).

2.6.2 Arteriosklerose

Eine weitere Krankheit, welche mit erhéhten Spiegeln reaktiven Sauerstoffspezies
assoziiert ist, ist die Arteriosklerose. Arteriosklerose ist eine entziindliche Krankheit
der GefalRe, die durch reaktive Sauerstoffspezies initiiert und verstarkt wird
(Alexander 1995). Erhohte Spiegel an reaktiven Sauerstoffspezies sind in allen
Schichten der arteriosklerotischen Arterienwand sowie im arteriosklerotischen Plaque
zu finden (Warnholtz et al. 1999). Bestatigt wird die Tatsache, dass reaktive
Sauerstoffspezies an der Entstehung der Arteriosklerose beteiligt sind durch den

Befund, dass ApoE”-Méause, denen zusatzlich das Gen fir p47°"*-Untereinheit der
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NADPH-Oxidase fehlt, deutlich weniger Arteriosklerose entwickeln als p47P"%%-

profiziente ApoE"'-Méuse (Barry-Lane et al. 2001).

Es mehren sich die Hinweise, dass nicht nur reaktive Sauerstoffspezies sondern
auch durch sie entstehende DNA-Schaden in der Arteriosklerose eine Rolle spielen.
In peripheren Lymphozyten aus dem Blut von Patienten mit koronarer Herzkrankheit
konnten im Comet-Assay DNA-Schaden nachgewiesen werden (Botto et al. 2002). In
allen in arteriosklerotischen Plaques vorkommenden Zelltypen (Makrophagen, glatte
Muskelzellen und Endothelzellen) kénnen erhdhte Spiegel an SSB und 8-0xoG
nachgewiesen werden. AulRerdem konnte gezeigt werden, dass auch die DNA
Reparatur-Mechanismen verstarkt eingeschaltet sind (Martinet et al. 2002).

Es stellt sich jedoch die Frage ob die DNA-Schaden nur Resultat erhéhter reaktiver
Sauerstoffspezies-Spiegel sind oder kausal selbst zur Entstehung der Arteriosklerose
beitragen. DNA-Schaden kdénnen zu Mutationen fihren, welche fur die Zelle einen
Funktionsverlust bedeuten.

Neben der bekannten ,Response to injury“-Hypothese existiert noch eine weitere
Theorie zur Entstehung der Arteriosklerose. Diese wird als ,somatic mutation theory*
bezeichnet. Diese Theorie ist &hnlich dem Modell der Kanzerogenese, dass
Mutationen in somatischen Zellen die Krankheit initiieren. Im Fall der Arteriosklerose
handelt es sich um Mutationen in glatten Muskellzellen (Trosko und Chang 1980).
Wie auch im Modell der Kanzerogenese, konnte friih gezeigt werden, dass die Zellen
innerhalb eines Plaques von klonalem Ursprung sind (Benditt und Benditt 1973).
Jedoch sind auch die glatten Muskel-Zellen der gesunden Arterienwand zu einem

grolRen Anteil monoklonalem Ursprung (Chung et al. 1998).

Unterstitzt wird die Hypothese, dass DNA-Schaden kausal mit der Entstehung der
Arteriosklerose zusammenhangen durch die Beobachtung, dass das Ausfallen von
Reparatur-Proteinen die Entstehung der Arteriosklerose begtinstigen kann.

Die Protein-Kinase ATM ist ein Schadens-Sensor-Protein. Bei der Krankheit Ataxia-
Telangiectasia handelt es sich um eine autosomal rezessiv vererbbare Mutation im
ATM-Gen. Heterozygote Trager der Mutation haben eine hohere Wahrscheinlichkeit
an Krebs zu erkranken, es konnte aul3erdem jedoch gezeigt werden, dass diese

Patienten mit hoherer Wahrscheinlichkeit an kardiovaskularen Krankheiten erkranken
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(Su und Swift 2000). An ATM*"/ApoE™-Mausen konnte gezeigt werden, dass diese
schneller  Arteriosklerose  entwickeln als die ATM"*/ApoE”-Mause der
Kontrollgruppe. Der Zusammenhang zwischen dem DNA-Schaden-Sensor-Protein
und Arteriosklerose konnte durch die Beobachtung verdeutlicht werden, dass

+/+

Transplantation von Knochenmark der ATM"*/ApoE™-Mause den Krankheitsverlauf

der ATM*"/ApoE"-Tiere verlangsamte (Mercer et al. 2010).
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2.7 Zielsetzung

In der vorliegenden Arbeit soll die Hypothese untersucht werden, dass durch reaktive
Sauerstoffspezies gebildete DNA-Modifikationen fir das hohere Krebsrisiko bei
Hypertonie verantwortlich sind. Zusatzlich soll die Hypothese untersucht werden,
dass DNA-Schaden bei der Entstehung von Arteriosklerose eine Rolle spielen.

Bezogen auf die Krankheit Hypertonie soll das DNA-schadigende und mutagene
Potential von Angiotensin Il in vivo bestimmt werden. Bisher konnte gezeigt werden,
dass Angiotensin Il reaktive Sauerstoffspezies erzeugt, die in Zellkultur und ex vivo
DNA-Schéden induzieren. Mit Hilfe der Alkalischen Elution, mit der DNA-
Einzelstrangbriche und Fpg-sensitive Schaden bis zu einer Detektionsgrenze von
0,1 pro 1.000.000 Basenpaare nachgewiesen werden koénnen, soll in Mausen,
welche 4 Wochen mit 0,6 mg/kg/min Angiotensin Il behandelt werden, in der Niere,
sowie in der Leber und der Milz die DNA-schadigende Wirkung von Angiotensin Il
gezeigt werden. Fur den Tierversuch werden BI6 Wildtyp-Tiere verwendet und
Oggl”-Mause. Letztere sind reparaturdefizient fir 8-oxoG, einer pramutagenen
DNA-Modifikation, die durch oxidativen Stress generiert wird. Die Defizienz, diese
DNA-Modifikation zu reparieren, soll als Verstarkungsfaktor dienen. Die in dem
Versuch verwendeten Mause besitzen zusatzlich das bakterielle lacl-Gen als
Mutationsmarker in ihrem Genom, an dem mit Hilfe des BigBlue® Plaque-Color-
Screening-Assays, das mutagene Potential von Angiotensin Il untersucht werden
soll.

Eine weitere Krankheit, an deren Entstehung reaktive Sauerstoffspezies vermutlich
ursachlich beteiligt sind, ist die Arteriosklerose. Auch DNA Schaden wurde bereits in
Zellen von arteriosklerotischen Plaques nachgewiesen. Es soll untersucht werden ob
diese DNA-Schaden kausal mit der Entstehung der Krankheit zusammenhangen.
Hierzu wird wiederum das Modell der reparaturdefizienten Oggl”- Mause genutzt. In
diesen Mausen, die in ihrem Genom hohere Spiegel an oxidativen DNA-
Modifikationen haben, soll untersucht werden, ob sich die Endothelfunktion der
Oggl”- Mause von der Endothelfunktion von Wildtyp-Mausen unterscheidet.
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3.1 Material

3.1.1 Gerate

Autoradiographiekassette Typ G
Biowave S2100 Spectrophotometer
Eppendorf Centrifuge5415D
Fluorimeter SFM 25
Fraktionssammler Ultrorac 2070 11
mit Zeithnehmer SM 999
Gel-Elektrophorese-Kammer (Agarosegel)
Gelelektrophoresekammer MGV-202
(SDS-Page)
Gel Doc 1000 Geldokumentationssystem
Gel-Analysesoftware Image LabTM, 3.0
Heraeus Labofuge 400R
Lichtmikroskop Teval 31
Light Cycler 1.3
Light Cycler® Software 3.5.3
NanoDrop 2000

Nicon Eclipse 400
Peristaltikpumpe ISM 939

Power Pac 300

Progene Thermocycler

Shandon Cytospin 3

TGradient Thermocycler
Telaval 31 Lichtmikroskop

Tischzentrifuge Galaxy Mini
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Rego, Augsburg

WPA; Cambridge, UK

Eppendorf, Hamburg

Kontron Instruments, Rossdorf
Pharmacia / LKB, Uppsala, Schweden
Neolab, Heidelberg

Bio-Rad Laboratories, USA

C.B.S. Scientific, Kalifornien, USA

Bio-Rad Laboratories GmbH,Miinchen
Bio-Rad Laboratories GmbH,Miinchen
Thermo Scientific GmbH, Dreieich
Zeiss, Oberkochem

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Thermo Scientific GmbH, Dreieich

Nicon Japan

Ismatec Laboratoriumstechnik,
Schweiz

Bio-Rad Laboratories GmbH,Minchen
Techne; Cambridge, UK

Woodley Equipment Company

Biometra®; Gottingen
Zeiss; Oberkochen

VWR™ International, Darmstadt



Transferkammer
Mini-PROTEAN®

Universal 320R Zentrifuge

Universal K25 Zentrifuge

Vortex Genie 2™

PB3002 Delta Range® Waage
Z2 Coulter Counter®

3.1.2 Chemikalien

Acid Orange 10 (Orange G)

30% Acrylamid-, Bisacrylamid-Stammlsg.
Rotiphorese® Gel 30 (37,5:1)
Aktivkohle

Ampicillin

Angiotensin Il
Ammoniumperoxodisulfat

Bakto-Agar

Bakto-Trypton

BIORAD Protein Assay

Bisbenzimid (Hoechst 33258)
Calciumchlorid x 2 H,O
Casein-Pepton

Chloroform

D-Glucose x 1 H,O

DEPC (Diethylpyrocarbonat)
di-Kaliumhydrogenphosphat
di-Natriumhydrogenphosphat x 3 H,O
Dinatriumhydrogenphosphat x 2 H,O
Dinatriumethylendiamintetraessigsaure
Dimethylsulfoxid

EDTA (Ethylendiamintetraessigsaure)
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Tetra System Bio-Rad Laboratories,

Hercules, USA)

Hettich Zentrifugen, Tuttlingen

Hettich Zentrifugen, Tuttlingen

Bender & Hohbein AG, Zirich,

Schweiz

Mettler Toledo GmbH, Giel3en

Beckmann Coulter Inc.; Fullerton,
USA

Carl Roth GmbH; Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe

Merck KGaA; Darmstadt
Sigma-Aldrich

Calbiochem, Merck KGaA; Darmstadt
Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth GmbH; Karlsruhe
Carl Roth GmbH; Karlsruhe
Bio-Rad, Hercules, USA
Sigma-Aldrich GmbH; Seelze
Merck KGaA; Darmstadt
Carl Roth GmbH; Karlsruhe
Carl Roth GmbH; Karlsruhe
Carl Roth GmbH; Karlsruhe
Sigma-Aldrich GmbH; Seelze
Carl Roth GmbH; Karlsruhe
Merck KGaA; Darmstadt
Merck KGaA; Darmstadt
Carl Roth GmbH; Karlsruhe
Carl Roth GmbH; Karlsruhe
Carl Roth GmbH; Karlsruhe

EGTA (Ethylenglycol-bis(3-amino-ethylether)- Sigma-Aldrich GmbH; Seelze



N,N,N’,N’-tetraessigséaure)
Eichlésungen Puffer (pH 7, 8, 9, 10)
Eindeckmittel EDL-2
Eisessig

Ethanol absolut
Ethidiumbromid
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
Formaldehyd (37%)
Glycerol

Glycin

Glycin

Glycerol

Hefeextrakt
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-
ethansulfonsaure (HEPES)
Insulin

Isopropanol

Isofluran (Forene®)

Isoton II-LOsung
Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Kohlendioxid (COy)
L-Alanin

L-Asparaginsaure
L-Asparagin

L-Citrullin

L-Cystein

L-Histidin

L-Glutaminséaure
L-Isoleucin

L-Leucin

L-Lysin

L-Methionin

L-Ornithin
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Merck KGaA; Darmstadt
Liniaris, Bettingen am Main
Carl Roth GmbH; Karlsruhe
Carl Roth GmbH; Karlsruhe
Sigma-Aldrich GmbH; Seelze
Carl Roth GmbH; Karlsruhe
Sigma-Aldrich GmbH; Seelze
VWR™ International, Darmstadt
Merck KGaA; Darmstadt
Sigma-Aldrich GmbH; Seelze
Sigma-Aldrich GmbH; Seelze
Life Technologies; Paisley, UK
Sigma-Aldrich GmbH; Seelze

Sigma-Aldrich GmbH; Seelze
Carl Roth GmbH; Karlsruhe
Baxter, Minchen

Beckmann Coulter, Krefeld
Carl Roth GmbH; Karlsruhe
Merck KGaA; Darmstadt
Linde, Hollkriegskreuth
Sigma-Aldrich GmbH; Seelze
Sigma-Aldrich GmbH; Seelze
Sigma-Aldrich GmbH; Seelze
Sigma-Aldrich GmbH; Seelze
Sigma-Aldrich GmbH; Seelze
Sigma-Aldrich GmbH; Seelze
Sigma-Aldrich GmbH; Seelze
Sigma-Aldrich GmbH; Seelze
Sigma-Aldrich GmbH; Seelze
Sigma-Aldrich GmbH; Seelze
Sigma-Aldrich GmbH; Seelze
Sigma-Aldrich GmbH; Seelze



L-Phenylalanin

L-Prolin

L-Serin

L-Threonin

L-Tryptophan

L-Tyrosin

L-Valin

Magnesiumchlorid x 6 H,O
Magnesiumsulfat x 7 H,O
Maltose

Natriumacetat
Natriumchlorid
Natriumdihydrogenphosphat
Natriumdodecylsulfat
Natriumhydroxid

Ponceau S
Tetraethylenammoniumhydroxid (TEAH)
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris)
Trypton
Tryptanblau-Lésung 0,4%
Wasserstoffperoxid

X-Gal

3.1.3 Material und Geréte fir den Tierversuch

Alzet® Osmotische Pumpen Modell 1004

BP 2000 Blutdruckmessgerat

mit Tierplattform und Analyssoftware

Forene
Leukosilk

Lochzange fur Ohrmarkierung

Mikroskopierscheren, Mikroskopierscheren,

Splitterpizetten, Chirurgische Pinzetten
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Sigma-Aldrich GmbH; Seelze
Sigma-Aldrich GmbH; Seelze
Sigma-Aldrich GmbH; Seelze
Sigma-Aldrich GmbH; Seelze
Sigma-Aldrich GmbH; Seelze
Sigma-Aldrich GmbH; Seelze
Sigma-Aldrich GmbH; Seelze
Merck KGaA; Darmstadt

Carl Roth GmbH; Karlsruhe
Sigma-Aldrich GmbH; Seelze
Carl Roth GmbH; Karlsruhe
Carl Roth GmbH; Karlsruhe
Merck KGaA; Darmstadt
Carl Roth GmbH; Karlsruhe
Carl Roth GmbH; Karlsruhe
Sigma-Aldrich GmbH; Seelze
Merck KGaA; Darmstadt
Carl Roth GmbH; Karlsruhe
Carl Roth GmbH; Karlsruhe
Sigma-Aldrich GmbH; Seelze
Sigma-Aldrich GmbH; Seelze
Agilent GmbH, Boblingen

Charles River Laborytories
Germany GmbH, Sulzfeld
Vistech Systems, Apex, USA

Forene GmbH & Co. KG

BSN Medical GmbH, Hamburg

E. Becker & Co GmbH, Catrop-Rauxel
Hartenstein GmbH, Wurzburg



Stoffwechselkafige mit Urinsammelgefaf}

3.1.4 Arbeiten mit Zellkultur, DNA und RNA

Agarose
Cell-Counter GefalRe

Kryordhrchen

DirectPCR Tail
EppendorfgefalRe (0,2ml; 0,5ml; 1,5ml; 2ml)
Einwegkanulen
Einwegspritzen

Filter-Pipettenspitzen

Greinerrohrchen (15ml; 50ml)
Haemacytometer Deckglaser
Leukosilk
Light Cycler® Kappilaren
Messpipetten aus Glas

(Aml, 2ml, 5ml, 10ml, 20ml)
Pasteurpipetten
Pipettenspitzen
Obkekttrager

Saftey Multifly® Set
Sterilfilter (0,2 um, Spritzenaufsatz)
Sterilfilter (0,2 um, Flaschenaufsatz)

Taq all inclusive Kit
Zahlkammer nach Neubauer
Zellkulturflaschen Nunc™

(25cm?, 75 cm?, 175 cm?; 6-Well-Platten)
Zellsieb (Cell Strainer)
Zyto-Filterkarten
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AG Schupp, Wirzburg

Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Hartenstein GmbH, Wirzburg
Thermo Fischer Scientific GmbH,
Dreieich

PEQLAB GmbH, Erlangen

Sarstedt Ag & Co, Nurnberg
DispomedWittoHG, Gelnhausen

BD GmbH, Heidelberg

Biozym Scientific GmbH,

Hessisch Oldendorf

Greiner Bio-One, Frickenhausen
Hartenstein GmbH, Wurzburg

BSN Medical GmbH, Hamburg

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Hartenstein GmbH, Wrzburg

Hartenstein GmbH, Wirzburg
Sarstedt Ag & Co, Nurnberg
Gerhard Menzel GmbH,
Braunschweig

Sarstedt Ag & Co, Nurnberg
Sartorius AG, Gottingen
Nalgene, Thermo Fischer Scientific
GmbH Dreieich

PEQLAB GmbH, Erlangen
Hartenstein GmbH, Wrzburg
Thermo Fischer Scientific GmbH,
Dreieich

BD GmbH, Heidelberg
Hartenstein GmbH, Wrzburg



3.1.5 Durchfuhrung der Alkalischen Elution

Filterhalter

Polycarbonatfilter (2um, 25mm)
Eppendorf UVette®

Proteinase K (lyophilisiert)

Fpg (Rohextrakt)

3.1.6 Durchfuihrung des BigBlue® Assays

BigBlue® Media

Biotestschalen 500cm? (245x245mm)
Plaque Color controls

X-Gal

RecoverEase™ DNA isolation Kit
Transpack® Packaging Extract
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Swinnex SX2500, Millipore,

Merck KGaA; Darmstadt

IsoporeTM, Milipore, Irland

Eppendorf AG, Hamburg

Carl Roth GmbH; Karlsruhe

aus E.coli, hergestellt von D. Krimm,
nach Boiteux et al. 1990

Agilent GmbH, Boblingen
VWR GmbH, Darmstadt

Agilent GmbH, Béblingen
Agilent GmbH, Boblingen
Agilent GmbH, Boblingen
Agilent GmbH, Boblingen

3.1.7 Isolation von RNA und Durchfihrung gPCR

Trizol

RevertAid H Minus

first strand cDNA synthesis kit
LightCycler® fast start
DNA master SYBr greenl

3.1.8 Agarose-Gelelektrophorese

Agarose Ultrapure™

GeneRuler 100 bp und 1kbp

Gelkammer Wide Mini-Sub Cell GT Cell
3.1.9 Western Blot

Blotting-Film Amersham Hyperfilm ECL

Invitrogen™, Life Technologies
GmbH, Darmstadt

Thermo Scientific Germany GmbH,
Schwerte

Roche Diagnistics GmbH, Mannheim

Roche Diagnistics GmbH, Mannheim

Invitrogen™, Life Technologies
GmbH, Darmstadt

Fermentas, Thermo Scientific

Germany GmbH, Schwerte
Bio-Rad Laboratories GmbH,Miinchen

GE Healthcare Europe
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Nitrocellulosemembran HybondTM-C Extra  Amersham Biosciences
3.1.10 Puffer und Losungen

3.1.10.1 Tierversuch

PSB pH 7,4 NaCl 137mM
KCI 2,7mM
NaH;PO4 6,5 mM
KH,PO,4 1,5mM
CacCl, 0,9 mM
MgSO,4 0,9 mM

Angiotensin Il in PBS gel6st 1. Versuchsdurchlauf 9,9 mg/ml
2. Versuchsdurchlauf 9,1 mg/ml
3. Versuchsdurchlauf 10,1 mg/ml

3.1.10.2 Isolation priméarer Zellen aus Mausen

Zur Isolation priméarer Hepatozyten und Nierenzellen werden EGTA-Puffer,
Kollagenase-Puffer und Suspensions-Puffer benétigt, diese werden aus den
folgenden Stammlésungen hergestellt. Die Losungen werden falls nicht anders

beschrieben autoklaviert und bei 4°C gelagert.

Glucose-L6sung D(+)-Glucose Monohydrat 50 mM

HEPES-Puffer HEPES 250 mM

Krebs-Henseleit-Puffer NacCl 1000 mM
KCI 24 mM
KH,PO, 12 mM

pH: 7,6 (eingestellt mit 10N NaOH)



Aminosaurelésung

L-Alanin
L-Asparaginsaure
L-Asparagin
L-Citrullin
L-Cystein
L-Histidin
L-Glutaminséaure
Glycin
L-Isoleucin
L-Leucin

L-Lysin
L-Methionin
L-Ornithin
L-Phenylalanin
L-Prolin

L-Serin
L-Threonin
L-Tryptophan
L-Tyrosin

L-Valin

3

Material und Methoden

3,0 mM
1,0 mM
3,0 mM
1,5 mM
0,8 mM
6,4 mM
6,8 mM
13,3 mM
3,0mM
6,1 mM
7,1 mM
3,7mM
3,8 mM
3,3mM
4,8 mM
6,2 mM
11,3 mM
3,2 mM
3,0 mM
6,8 mM

Die Amoniosauren werden in 90% des Volumens an H,O dest. aufgenommen und

durch Zugabe von 10 N NaOH geldst. AnschlielRend wird der pH auf 7,6 eingestellt

(2 N HCI). Die Losung wird sterilfiltriert und kann bei 4°C gelagert werden.

L-Glutamin-LOsung

L-Glutamin

48 mM

Die Glutamin-L6sung wird durch Verdinnen einer 200 mM Glutamin-Losung (PAA,

Pasching) mit H,O dest. hergestellt.

Insulin-Lésung

2 mg/mi

Die Insulin-Lésung wird durch Verdinnen einer Insulin-Losung mit 10 mg/ml (Sigma-
Aldrich, GmbH; Seelze) mit H,O dest. hergestellt.
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EGTA-L6sung EGTA 125 mM
Das EGTA wird in H,O dest. aufgenommen und durch Zugabe von 1N NaOH geldst.

Anschliel3end wird der pH auf 7,6 eingestellt (2 N HCI). Die Losung wird sterilfiltriert,
aliquotiert und bei -20°C gelagert.

CaCly-L6sung CaCl; x 2 H,O 129 mM

MgSO4-LOsung MgS0O4 x 7 H,0 100 mM

Aus den vorbereiteten Losungen werden am Tag vor dem Versuch EGTA-Puffer,
Kollagenase-Puffer und Suspensions-Puffer unter sterilen Bedingungen hergestellt.
Pro Tier werden flr die Isolation der primaren Hepatozyten 50 ml EGTA-Puffer, 30 ml
Kollagenase-Puffer und 120 ml Suspensions-Puffer; fir die Niere 10 ml Kollagenase-
Puffer und 50 ml Suspensions-Puffer bendtigt. Tabelle 3-1 gibt die Zusammensetzung
der benétigen Puffer aus den Stammlésungen an.

Tabelle 3-1: Ansatze fir EGTA-, Kollagenase- und Suspensions-Puffer

Losung EGTAPUffer Kollagenase- Suspensions-
Puffer Puffer
Glucose-Lsg. 62,5 60 62,5
KH-Puffer 10 9,6 10
Hepes pH 8,5 10 9,6
Hepes pH 7,6 10
Aminosaure-Lsg. 15 14,4 15
Glutamin-Lsg. 1 1 1
Insulin-Lsg. 0,5 0,5 0,5
CacCl, 3,8 0,8
MgSO, 0,4
EGTA 0,4
BSA [g] 0,2
Kollagenase 50
gesamt 100 100 100
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EGTA- und Kollagenase-Puffer missen vor Nutzung auf 37°C erwarmt und mit CO,
begast werden.

Das CaCl, des Kollagenase-Puffers wird ebenfalls erwarmt und dem Kollagenase-
Puffer nach dem Begasen zugegeben. Die Kollagenase wird erst vor der Nutzung
dem Kollagenase-Puffer Zugegeben.

Das BSA wird in einem kleinen Volumen an Suspensions-Puffer aufgeschlemmt und
dann dem restliche Puffer zugegeben. Der Suspensions-Puffer wird auf Eis gehalten.

Erythrozyten-Lysepuffer pH 7,4 155 mM NH4CI

10 mM KHCO3
1 mMEDTA

3.1.10.3 Zellkultur

DMEM high Glucose PAA, Pasching

DMEM ohne Phenolrot Sigma-Aldrich GmbH; Seelze
L-Glutamin 200mM (100x) PAA, Pasching

Fotales Rinder Serum Gold PAA, Pasching

1x PBSCMF pH 7,4 137 mM NacCl

(autoklaviert) 2,7 mM KCI

8,3 mM NaH,PO,
1,5 mM KH,PO,4

Trypsin-EDTA in PBS (1x) PAA, Pasching
Sodium Pyruvat 100 mM PAA, Pasching
Penicillin/Streptomycin (100x) PAA, Pasching

3.1.10.4 Alkalische ELution

BE;-Puffer pH 7,5 100 mM NacCl
(autoklaviert) 20 mM TrisHCI
1 mM Na,EDTA
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Elutionspuffer pH 12,1 20 mM H,EDTA
pH Wert mit TEAH eingestellt

Lysepuffer pH 10,0 100 mM Glycin
20 mM Na,EDTA
2% SDS
pH Wert mit 2 N NaOH eingestellt
Lysepuffer pH 10,0 100 mM Glycin
(mit Proteinase K) 20 mM Na,EDTA
2% SDS
pH Wert mit 2 N NaOH eingestellt
400 mg/l Proteinase K

1x PBSCMF pH 7,4 137 mM NacCl
(autoklaviert) 2,7 mM KCI
8,3 mM NaH»PO,
1,5 mM KH,PO,

Phosphatpuffer pH 6,0 100 mM NaH,PO4

(autoklaviert)

Phosphatpuffer pH 7,2 100 mM NaH,PO4
(autoklaviert)
Waschpuffer pH 10 20 mM Na,EDTA

pH Wert mit 2 N NaOH eingestellt

3.1.10.5 BigBlue® Assay

TE-Puffer 10 mM Tris (pH7,5)
1 mM EDTA



LB-Tetrazyklin-Agarplatten

(autoklaviert, pro 1)

NZY-Medium

(autoklaviert, pro 1 1)

NZY Agar

(autoklaviert, pro 1 1)

NZY Top Agar

(autoklaviert, pro 1 1)

MgSO4-LOsung

MgSO4-Maltose Lésung

SM-Puffer

(autoklaviert)

3.1.10.6

5x Elektrophorese-Puffer

(autoklaviert)

Western Blot

pH 7,0

pH 7,0

pH 7,0

pH 7,0

pH 7,5
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10 g NaCl

10 g Bactotrypton

5 g Hefe-Extrakt

20 g Agar

12,5 mg Tetracyclin in 50% EtOH
(sterilfiltriert)

5 g NaCl

2 g MgS0O, * 7 H,O

5 g Hefe-Extrakt

10 g Casein-Pepton

NZY-Medium
15 g Agar

NZY-Medium
7 g Agarose

1M Mg SO,
20% (w/v) Maltose

5,8 g NaCl

2 g MgS0O, * 7 H,O

50ml 1M Tris-HCI (pH 7,5)

5ml Gelatine-Ldsung (2% (w/v))
ad 1| Aqua dest

15,1 g Tris

94 g Glycin

25 ml 20%ige SDS-L6sung
ad 1| Aqua dest.



10x Ponceaurot

Sammelgel SDS-PAGE 8%

10x TBS
(autoklaviert)

Trenngel SDS-Page

3.1.11 Maus-Stamme

Die verwendeten Wildtyp- und Oggl” -Mé&use wurden von Dr. Markus Fusser durch
die Kreuzung von BigBlue®-Mausen und Csb”Oggl”-Mausen in drei Schritten

3 Material und Methoden

2 g Ponceau S

30 g Trichloressigsaure
30 g Sulfosalicylsédure
ad 1| Aqua dest.

3,85 ml Aqua dest.

3,4 ml 30 % Acrylamid-,
Bisacrylamid-Losung

2,6 ml 1,5 M Tris (pH 8,8)

50 pl SDS 20 %

100 pyl APS 10 %

4 ul TEMED

12,1 g Tris
87,8 g NaCl
ad 1| Aqua dest.

3,85 ml Aqua dest.

3,4 ml 30 % Acrylamid-,
Bisacrylamid-Losung

2,6 ml 1,5 M Tris (pH 8,8)
50 pl SDS 20 %

100 pl APS 10 %

4 ul TEMED

gerneriert und besitzen somit den selben genetischen Hintergrund.
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BigBlue®-Mause

Homozygote transgene Mannchen von der Firma Stratagene (Germantown, USA)
haben den Stammhintergrund C57BL6 und tragen auf dem Chromosom 7 das
bakterielle lacl -Gen als Transgen.

Csb”Oggl”-Mause

Homozygot transgene Tiere wurden von Dr. Arne Klungland (Institute of Medical
Microbiology, Rikshospitalet und Universitat Oslo, Norwegen) zur Verfiigung gestellt.
Das Gen fur OGGL1 liegt aus Chromosom 6, das Gen fir CSB liegt aus Chromosom
14.

3.1.12 Zellkulturlinien

F11.1

Spontan immortalisierte Mausembryo-Fibroblasten von Wildtyp-Mausen, erhalten von
D. Barnes (Imperial Cancer Research Fund, Clare Hall Laboratories, South Mimmes,
Hertfordshire, UK).

Oggl™-MEF

Spontan immortalisierte Mausembryo-Fibroblasten von Oggl”-Mausen, erhalten von
D. Barnes (Imperial Cancer Research Fund, Clare Hall Laboratories, South Mimms,
Hertfordshire, UK).

HEK
Humane embryonale Nierenzellen, erhalten von AK Helm (Institut fir Pharmazie und

Biochemie, Universitat Mainz).

LLC-PK1
Nierenepithelzellen des Schweins, erhalten von AG Schupp (Institut fur

Pharmakologie und Toxikologie, Universitat Wirzburg).

3.1.13 Antikorper
B-Aktin C4 Santa Cruz Biotechnology, Inc.
Maus monoklonaler Antikérper Heidelberg

(sc 47778; Lot 3012)



eNOS/NOS Typ lli
Maus monoklonaler Antikoper
(Cat 610297; Lot 2244736)

p-eNOS (S1177)
Kaninchen monoklonaler Antikdrper
(9570BC,; Lot 4)

Ziege-Anti_maus IgG-HRP
(sc 2005; Lot F2612)

Ziege-Anti.Kaninchen IgG-HRP
(sc 2004; Lot F2612)

Eahy 926 Lysat (Positivkontrolle)

Page RulerTM Prestained Protein Ladder
(26616)

3.2 Methoden

3.21 Arbeiten mit Mausen

3.21.1 Haltung der Tiere

3 Material und Methoden

BD Bioscience GmbH
Heidelberg

Cell Signaling; NEB GmbH
Frankfurt

Santa Cruz Biotechnology, Inc.

Heidelberg

Santa Cruz Biotechnology, Inc.

Heidelberg

Cell Signaling; NEB GmbH

Thermo Scientific, Dreieich

Die Wildtyp- und Oggl”-Mause werden in der zentralen Versuchstiereinrichtung der

Universitatsklinik Mainz gehalten. In den Tierraumen herrscht ein 12 Stunden
dauernder Hell-/Dunkelrhythmus bei 22,5 + 2,5 °C und 50-70% Luftfeuchtigkeit. Die
routinemanige Pflege der Tiere erfolgte durch die Tierpfleger der ZVTE der

Universitat Mainz. Die Zucht, Haltung und der durchgeftihrten Tierversuche erfolgten

nach den Bestimmungen des Deutschen Tierschutzgesetzes.
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3.2.1.2 Genotypisierung

Die Uberprifung des Genotyps der Wildtyp- und Oggl”-Mause wird mittels
Polymerase Ketten-Reaktion (PCR) aus genomischer DNA des Tiers kontrolliert. Die
genomische DNA wird mit dem Peqglap DirectPCR® Lysis Reagent Tail isoliert,
anschlieBend wird mit Hilfe spezifischer Primer die PCR durchgefihrt. Die
spezifischen Primer fur Wildtyp und Oggl” liefern unterschiedliche groRe
Genprodukte, welche dann in der Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt und
analysiert werden konnen. AufRerdem muss das Vorhandensein des lacl -Gens

kontrolliert werden

Fur die Schwanzbiopsie wird der Maus ein Stiick der Schwanzspitze (0,2-0,5 cm) mit
Hilfe einer desinfizierten Schere abgeschnitten. Die Schwanzbiopsien werden aus
Tierschutzgrinden nur bis zur 4. Woche nach der Geburt entnommen. Zur
Unterscheidung der Tiere werden diese mit einer speziellen Nager-Ohrlochzange

markiert.

Zu der Schwanzbiopsie werden 200 pl Proteinase K-haltiger Lysepuffers (0,4 mg/ml)
gegeben, und fur 3-16 h bei 55°C im Wasserbad inkubiert. Zur Inaktivierung der
Proteinas K werden die Proben anschlieRend fur 45 min bei 85°C inkubiert. Die
Proben kdnnen nach der Hitze-Inaktivierung direkt verwendet werden oder bei -20°C

gefroren werden.

Primer fir die Genotypisierung:

Oggl:

for: ATGAGGACCAAGCTAGGTGAC
rev wt: GCCTCACAATCAACTTATCCC

rev ko: ATCTGCGTGTTCGAATTCGCCAAT
Produktgrol3e: ko: 300 bp wt: 250 bp

Lacl

for:  Aus Lizenzgriinden darf die Sequenz nicht veroffentlicht werden
rev: Aus Lizenzgrinden darf die Sequenz nicht veréffentlicht werden
Produktgrol3e: 1340 bp
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Die PCR Reaktion wird mit dem PeglapGold Tag-DNA-Polymerase “all inclusive” und

folgenden Reaktionsansatzen durchgefihrt.

Tabelle 3-2: Ansatz fur Mastermix der PCR zur Genotypisierung

Oggl Lacl
Reaktionspuffer Y 5ul 5ul
Enhancer Lésung P 10 pl
dNTP- Mix (10mM) 1l 1,5 pl
Upstream Primer (25pM) 2ul 1l
Downstream Primer ko (25pmol/ul) 2ul 1ul
Downstream Primer wt (25 pmol/ul) 2 ul
Tag Polymerase 0,25 ul 0,25 ul
H,O steril 26,75 pl 40,25 pl
Template 1l 1u
Volumen gesamt 50 ul 50 ul

Nach Zugabe des DNA-Templates wird die PCR mit folgendem Programm gestartet:

Oggl:

1 Zyklus 94°C 3 min

35 Zyklen 94°C 45s
59°C 1 min
72°C 2 min

1 Zyklus 72°C 10 min

Lacl:
1 Zyklus
38 Zyklen

1 Zyklus

95°C 3 min
95°C 30s
53°C 45s
72°C 75s
72°C 10 min

Die entstandenen PCR-Produkte werden in einer Agarose-Elektrophorese analysiert.

3.21.3

Angiotensin II-Behandlung

Angiotensin Il wird den Mausen durch osmotische Minipumpen der Firma Alzet®

zugefuhrt. Die Pumpen mussen zum Equillibrieren 48 h vor der Transplantation

befillt werden. Das Angiotensin Il wird in PBS geldst, sterilfiltriert und dann mittels

mitgelieferter Kanulen in die Pumpen gefillt. Die vollstandige Befillung wurde tber
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das Gewicht der Pumpe kontrolliert. Die Pumpen beinhalten ein Volumen von etwa
100 pl (entsprechend der Beschriftung), es werden 0,1 pl der Losung pro Stunde
abgegeben. Durch das mittlere Gewicht der M&ause und die gewtinschten Dosis von
0,6 pg/kg/min ergibt sich eine Angiotensinkonzentration von 9,9 mg/ml im ersten, 9,1
mg/ml im zweiten und 10,0 mg/ml im dritten Versuchsdurchlauf.

Mit Hilfe der ,Tail-Cuff* Methode, eines nicht-invasiven Messsystems, wird der
systolische und diastolische Blutdruck sowie die Herzfrequenz der Tiere bestimmt.
Bei dieser Methode wird am wachen Tier mit einer Druckmanschette am Schwanz
und einem optischen Pulssensors distal der Blutdruck ermittelt. Zur Gewdhnung der
Tiere werden vor dem Versuch mindestens 3 Messungen unternommen. Zur
eigentlichen Blutdruck-Messung werden nach 3 Vormessungen, 10 Messungen

durchgefiihrt und der systolische und diastolische Wert gemittelt.

Zur Transplantation der osmotischen Minipumpen werden die Tiere mit Isofluran
betdubt und dann mit Xylazin/Ketamin narkotisiert. Nach Entfernen des Fells im
Nackenbereich wird mit einem Schnitt das Fell geoffnet, die Pumpe eingesetzt und
mit Hilft von Klammern wieder verschlossen. Die Pumpe bleibt bis zum Ende des
Versuchs transplantiert. 2 Tage nach der Operation kann die erste Blutdruckmessung
stattfinden.

3.214 Organisolation

Die Tiere werden durch eine Uberdosis Isofluran getdtet. Mit einem Y-Schnitt wird
das Abdomen gedffnet.

Niere

Aus den Nieren muss zum einen, fur die Messung der DNA-Schaden mit der
Alkalischen Elution, eine Einzelzell-Suspension von Nierenzellen hergestellt werden.
Aus weiteren Tieren werden nur die Nieren entnommen, halbiert und in flissigem
Stickstoff gefroren. Die gefrorenen Nieren werden fir Messung der lacl -Mutationen,
der Genexpression und in Wirzburg, fur die DHE-Farbung, die yH2AX-Farbung und
eine histologische Auswertung, verwendet.

Fiur die Gewinnung der Einzelzell-Suspension wird die Niere entnommen, gewogen

und mit einem Skalpell in kleine Sticke geschnitten. AnschlieRend werden die
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Nierenfragmente in 10 ml Kollagenasepuffer in einem Schuttelinkubator bei 60
Umdrehungen pro Minute bei 37°C fur 45 Minuten inkubiert. Nach der Inkubation
wird durch ein 100um Zellsieb filtriert, bei 4°C und 1200 x g fur 10 Minuten
zentrifugiert. Zum Entfernen der Erythrozyten wird das Pellet in 5 ml Erythrozyten-
Lysepuffer resuspendiert und 5 Minuten auf Eis inkubiert. Nach dieser Inkubation
wird der Lysepuffer mit Suspensionpuffer auf 20 ml verdunnt, erneut bei 4°C und
1200 x g fur 10 Minuten zentrifugiert und danach in 10 ml Suspensionsmedium
resuspendiert. Zur Bestimmung der Zellmenge werden die Zellen mit Tryptanblau

gefarbt und unter dem Mikroskop gezahilt.

Leber

Die Isolation primérer Hepatorzyten wird mit einer 2-Schritt-EGTA/Kollagenase
Perfusions-Technik durchgefiuhrt (Hengstler et al. 2000). Die Pfortader wird freigelegt
und mit einem Faden wird eine Schlinge um die Pfortader gelegt. Anschliel3end wird
die Pfortader mit einer Gefaldschere punktiert und eine Kanule, welche Uber einen
Schlauch mit dem EGTA-Puffer verbunden ist, in das ertffnete Gefald eingefuhrt. Mit
dem Faden wird die Kanule in der Pfortader fixiert. Mit Hilfe einer peristalischen
Pumpe werden nun 15 ml EGTA-Puffer in 15 min und anschlieBend 30 ml
Kollagenasepuffer in 30 Minuten durch die Leber gepumpt. AnschlieRend wird die
Leber entnommen und in 20 ml kaltem Suspensionspuffer in einer Petrischale durch
schwenken resuspendiert. Nach Filtration durch ein 100 um Zellsieb wird die
Zellsuspension bei 4°C und 100 x g fur 10 Minuten zentrifugiert, in 20 ml
Suspensionspuffer gewaschen und nach erneuter Zentrifugation bei 4°C und 100 x g
fur 10 Minuten in 20 ml Suspensionspuffer resuspendiert. Die Hepatozyten werden
mit Tryptanblau gefarbt zur Bestimmung der Vitalitdt und Zellmenge. Fir die

Alkalische Elution wurden 0,5 Millionen Zellen pro Spur verwendet.

Lymphozyten aus der Milz

Zur Gewinnung der Lymphozyten aus der Milz wird diese entnommen und gewogen.
Um die Lymphozyten aus der Milz zu spilen wird mit einer Kanule (0,4 mm) mit
mehreren Stichen etwa 1 ml PBS in die Milz gespritzt. AnschlieRend wird die
Zellsuspension durch ein 100um Zellsieb filtriert und bei 4°C und 1500 x g fur 10
Minuten zentrifugiert. Zum Entfernen der Erythrozyten wird das Pellet in 1 mi

Erythrozyten-Lysepuffer resuspendiert und 5 Minuten auf Eis inkubiert. Nach dieser
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Inkubation wird der Lysepuffer mit Suspensionpuffer auf 20 ml verdinnt, erneut bei
4°C und 1200 x g fur 10 Minuten zentrifugiert und danach in 40 ml RPMI-Vollmedium
resuspendiert. Die Zellzahl wird mit dem Coulter Counter bestimmt. Fur die

Alkalische Elution werden 1,5 Millionen Zellen pro Spur verwendet.

Mikrokerne
Von jedem Tier des Tierversuchs wird ein Blutausstrich angefertigt zur Bestimmung
der Mikrokerne in den Erythrozyten (siehe 3.2.6).

3.2.2 Arbeiten mit Zellkultur

Zellen werden in einem Inkubator mit 37°C und 5% CO, kultiviert. Alle Arbeiten
werden an einer Sterilbank unternommen. Die Zellen werden maximal 4 Wochen in
Kultur gehalten. Zum Auftauen werden die Zellen schnell in einem 37°C Wasserbad
getaut, anschlieBend in 8 ml kaltem Vollmedium resuspendiert und abzentrifugiert.
Danach werden sie in Vollmedium resuspendiert und in eine Zellkulturflasche
Uberfuhrt.

Zum Passagieren werden die Zellen zweimal mit warmen PBSCMF gewaschen,
anschlieBend werden 0,5 — 1,5 ml Trypsin, abhangig der Grof3e der Zellkulturflasche,
zugegeben und die Zellen fir etwa 3 min im Brutschrank inkubiert. Die Zellen werden
danach mit Vollmedium resuspendiert und in einer frischen Zellkulturflasche
ausgestreut.

Zum Einfrieren werden die Zellen bis zum Ablésen wie beim Passagieren behandelt,
nach der Trypsinbehandlung jedoch in kaltem 10% v/v DMSO resuspendiert und in
Kryordhrchen tberfuhrt. Die Zellen werden langsam gefroren, fur etwa 2 Stunden bei

-20°C, Uber Nacht bei -80°C und letztendlich in flissigen Stickstoff gelagert.

3.2.3 Alkalische Elution

3.231 Prinzip der Alkalischen Elution

Die Alkalische Elution ist eine hochsensitive Methode zur Detektion von
chromosomalen DNA-Einzelstrangbrichen. Das Verfahren geht auf (Kohn et al.
1976) zurick. Durch eine Modifikation ist es aulRerdem moglich weitere DNA
Schaden wie Fpg-sensitive Lasionen und DNA-Fotoprodukte zu quantifizieren (Epe
und Hegler 1994).
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Das Prinzip der Alkalischen Elution beruht auf der Tatsache, dass DNA-Fragmente
abhangig ihrer Grol3e einen Polycarbonatfilter passieren. Die zu analysierenden
Zellen werden auf einen Polycarbonatfilter aufgetragen. Mit einem Proteinase K- und
SDS-haltigen Puffer werden die Zellen lysiert und alle Zellbestandteile auRer der
DNA von dem Filter heruntergewaschen. AnschlieRend wir die DNA durch einen
Puffer mit einem alkalischen pH-Wert (pH 12) denaturiert und durch den
Polycarbonatfilter eluiert. Es werden 6 Fraktionen gesammelt. Nicht eluierte, sehr
lange DNA-Fragmente werden vom Filter in die 6. Fraktion gewaschen. Mit Hilfe
eines fluoreszenten DNA-interkallierenden Farbstoffes wird der DNA-Gehalt der
einzelnen Fraktionen quantifiziert. Aus dem DNA-Gehalt der einzelnen Fraktionen
kann ein Elutionsprofil erstellt werden, welches proportional zur Menge an DNA-

Einzelstrangbriuchen ist.

Durch eine Modifikation der Methode konnen neben DNA-Einzelstrangbriiche auch
Fpg-sensitive Lasionen nachgewiesen werden. Nach der Lyse der Zellen wird in
diesem Fall die DNA mit der Endonuklease Fpg inkubiert. Fpg-sensitive Lasionen
werden von dem Enzym erkannt, das Enzym schneidet die modifizierte Base aus
dem Zucker-Phosphatriickgrat heraus. Durch die Lyase-Aktivitat des Enzyms wird
das Zucker-Phosphatriickgrad aufgebrochen und es entsteht ein DNA-
Einzelstrangbruch. Subtraktion der Fpg-sensitiven Lasionen minus der DNA-
Einzelstrangbruche liefert die Menge an vorhandenen Fpg-sensitiven Lasionen.

Es wird zwischen der langsamen und der schnellen Elution unterschieden, in der
Langsamen Elution kénnen DNA Lé&sionen bis etwa 0,9 Léasionen pro 10°
Basenpaare detektiert werden. In der schnellen Elution kdnnen Lasionen bis etwa 3

pro 10° Lasionen bestimmt werden.

3.2.3.2 Versuchsaufbau

Der Versuchsaufbau der Alkalischen Elution besteht aus einem Spritzenhalter in den
20 25ml-Einwegspritzen ohne Kolben eingespannt sind. Die 25ml-Einwegspritzen
sind mit der Spritzenspitze nach unten angeordnet, alle Zellsuspensionen und
verwendeten Losungen und Puffer werden von oben in die Spritze gefullt.

An die 25ml-Einwegspritzen ist ein Frittenhalter angeschraubt. Die Frittenhalter

tauchen wahrend des Versuchs in ein temperierbares, hohenverstellbares
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Wasserbad. Von jedem Frittenhalter fuhrt ein Schlauch weiter durch eine
peristaltische Pumpe. AnschlieBend enden die Schlauche an einem
Fraktionssammler mit einem Reagensglasstander in welchem pro Spur mindestens
sechs Fraktionen gesammelt werden kdnnen.

Zur Vorbereitung der Alkalischen Elution missen die Polycarbonatfilter mit einer
Porengréf3e von 2 um in die Fritten gebaut werden. Hierzu wird der Frittenboden von
dem Frittenhalter geschraubt, und eine Fritte wird in den Frittenboden gepasst. Uber
den zum Frittenboden fihrenden Schlauch wird mit Hilfe einer Einwegspritze H,O
dest. blasenfrei durch die Fritte gedriickt und ein Polycarbonatfilter passend auf die
Fritte gelegt. Der Frittenboden wird auf den Frittenhalter geschraubt, welcher auf das
Gewinde der 25ml-Einwegspritze geschraubt ist. Es wird etwa 2ml H,O dest durch
den Filter in die 25ml-Einwegspritze gespritzt. Anschliel3end wird das H,O dest durch
die Anlage gepumpt. Es ist darauf zu achten, dass die Polycarbonatfilter niemals
trocken laufen. Uberstehende Flissigkeiten werden mit einer Pasteur-Pipette aus
den 25ml-Einwegspritzen entfernt. AnschlieRend wird das System zweimal mit 3ml
PBSCMF-Puffer gespilt. Das Wasserbad wird auf 4°C eingestellt und die Fritten in

das Wasserbad getaucht.

Polycarbonatfilter Vorratsbehilter
2 pM Porendurchmesser| /

Filterhalter

Zellen mit

ungeschéadigte Zellen

¥
5 %0 ©
— = D

ﬂ + SDS / Proteinase K ﬂ

* Reparaturendonuklease

pH 12-13

VVEE‘E

6 5 4 3 2 1
Fraktionssammler

+ Bisbenzimid (Hoechst 33258)
HN. o .
He /S 2 N‘H—‘ U — —OH

e

% DNA auf Filter
% DNA auf Filter

Fluorimetrische — T Zeit Zeit
Quantifizierung

Abbildung 3-1: Schematische Darstellung der Alkalischen Elution (modifiziert nach Ful3er, 2010)
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3.2.3.3 Durchfiihrung

Fur die Alkalische Elution werden Einzelzellsuspensionen der zu analysierenden
Zellen bendtigt. Zur Bestimmung der DNA-Einzelstrangbriiche wird pro Ansatz eine
Spure vorbereitet, zur Bestimmung der Fpg-sensitiven Lasionen werden zwei Spuren
als Duplikate vorbereitet. Je Filter muss eine Million Zellen aufgetragen werden um
eine DNA Menge von 10 pg DNA zu erhalten. Nach dem Auftragen werden die
Zellen zweimal mit 3ml kaltem PBSCMF-Puffer gewaschen, in dieser Zeit sollte das
Wasserbad auf 25°C erwarmt werden. Sobald das Wasserbad 15°C Uberschritten
hat missen die Zellen einmal mit 2 ml Lysepuffer gewaschen werden, danach
werden 5 ml Proteinase K-haltiger Lysepuffer (0,04mg/ml Proteinase K) aufgetragen
und in 90 Minuten durch die Filter gepumpt. Nach der Proteinase K Behandlung
werden die Filter sieben Mal mit 5 ml BE1-Puffer gewaschen. In dieser Zeit muss das
Wasserbad auf 37°C erwarmt werden. Die Spuren ohne Fpg-Behandlung werden mit
2 ml BE1-Puffer befillt. Die Spuren mit Fpg-Behandlung werden mit 2 ml Fpg-
haltiger BE1-Puffers (3 pg/ml Fpg-Rohextrakt) befillt. Der erste 1 ml des
aufgetragenen Fpg-haltigen oder -freien Puffers wird schnell durch den Filter
gepumpt, der zweite 1 ml wird in 50 Minuten durch die Filter gepumpt. AnschlieRend
wird das Wasserbad auf 25°C abgekunhlt, die Filter werden zweimal mit 5 ml BE1-
Puffer und einmal mit 4 ml Waschpuffer gewaschen. Danach wird jedes Rohrchen
mit 23 ml Elutionspuffer beflllt und dieses Volumen in 52 Minuten (schnelle Elution)
oder 660 Minuten (langsame Elution) in 6 Fraktionen eluiert. Bei der langsamen
Elution wird je Fraktion 2 Stunden eluiert, bei der schnellen Elution je Fraktion 9

Minuten.

Nach der Elution werden die Filter und Fritten aus den Frittenbéden gebaut und im
Volumen der 6. Fraktion der Elution fir 2 Stunden bei 60°C geschittelt. Das
Volumen der Fraktionen 1-5 entsprechen in der Regel 3,6 bis 3,8 ml. Ein
entsprechendes Volumen wird nach dem 2 stiindigen Schitteln der 6. Fraktion in ein

Reagensglas uberfihrt.

3.2.34 Auswertung und Berechnung des Schadens

Zur Vorbereitung der DNA-Quantifikation wird jede Fraktion mit demselben Volumen

(3,6 - 3,8 ml) Phosphatpuffer versetzt und zur Neutralisation 15 Minuten inkubiert.
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Anschlie3end wird zu jeder Fraktion dasselbe Volumen (3,6 - 3,8 ml) Bisbenzimid-
haltiger (1,5 pM) Phosphatpuffer (pH 7,2) gegeben und 15 Minuten unter
Lichtausschluss inkubiert. Zusatzlich zu den Proben wird ein Blindwert mit
Elutionspuffer und 2 DNA-Standards in Elutionspuffer entsprechend der Proben
vorbereitet. Der DNA-Standard enthalt 4 pg Kalbsthymus-DNA. Die in jeder Spur
enthaltene Menge an DNA kann durch Vergleich mit dem DNA-Standard ermittelt

werden.

Die Emissionsintensitat des Bisbenzimid-DNA Komplexes jeder Probe wird nach
einer Anregung bei 360nm, bei 450nm im Fluorimeter detektiert. Vor der Messung
wird mit dem Blindwert ein Nullwert eingestellt. Die DNA-Standards werden
vermessen. AulRerdem werden die 6 Fraktionen der Spur eines zellfreien Leerwerts
vermessen und in jeder Spur von dem gemessenen Wert der entsprechenden
Fraktion subtrahiert. Die Gesamtmenge der DNA einer Spur ist proportional zu der
Summe der Fluoreszenzintensitatet der jeweiligen Fraktion, wodurch sich der DNA-
Gehalt jeder Fraktion berechnen lasst. Wird der DNA-Gehalt im halblogarhitmischen
Mal3stab gegen die Zeit aufgetragen, erhalt man eine Gerade deren Steigung direkt
proportional zu der Anzahl der DNA-Einzelstrangbriche ist. Durch die Formel 3-1
kann die absolute Anzahl an DNA-Einzelstrangbrichen und Fpg-sensitiven
Modifikationen berechnet werden. Die Faktoren -2,24 fir die langsame Elution und -
8,6 fur die schnelle Elution wurde durch eine experimentelle Kalibrierung mit y-
Strahlung bestimmt (Ballmeier D, Dissertation 1997; Pflaum M, Dissertation 1996;
Epe 1993).

Formel 3-1: Berechnung der DNA-Lasionen bestimmt mit der Alkalischen Elution
Fpg + SSB = m x -2,24 x 10° (langsame Elution)
Fpg + SSB = m x -8,6 x 10° (schnelle Elution)

In den Spuren, in welchen die DNA mit Fpg inkubiert wurde, setzt sich der DNA-
Schaden aus Fpg-sensitiven Lasionen und DNA-Einzelstrangbriichen zusammen,
weswegen zur Berechnung der Fpg-sensitiven Lasionen die Anzahl an DNA
Einzelstrangbrichen der parallel laufenden Spur ohne Fpg-Behandlung abgezogen

werden muss.
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3.24 BigBlue®-Assay

3.24.1 Prinzip des BigBlue® Mutations-Assays

Der BigBlue® Mutations-Assay oder auch Plaque Color Screening Assay mit
transgenen Mausen ist ein Versuchssystem zur Bestimmung des mutagenen
Potentials von Substanzen und ist in allen Organen transgener BigBlue® Mause
maoglich. In diesem Versuch soll das mutagene Potential von Angiotensin Il in der
Niere Uberpruft werden.

Grundlage des BigBlue® Mutations-Assay ist der 45,5 kb groRe BigBlue® ALIZ
Shuttle Vektor. Dieser Vektor enthalt das alacZ-Gen, welches die a-Untereinheit der
B-Galactosidase codiert. AuRerdem enthalt der Vektor das lacl-Gen (lacl?), welches
das Target der Mutagenese ist. Das lacl-Gen codiert den Repressor, der die
Transkription des alacZ Proteins unterdrickt. Kommt es zu einer Mutation im lacl-
Gen wird der Repressor nicht gebildet und die Transkription des alacZ-Gens findet
statt. So wird das Reporterprotein, die B-Galactosidase gebildet. Der BigBlue® ALIZ
shuttle Vektor ist als Conctamer mit etwa 40 Kopien in das Genom der transgenen

BigBlue® Mause auf Chromosom vier integriert.

Nach der Behandlung der BigBlue® M&ause mit der zu testenden Substanz wird aus
dem zu analysierenden Organ die DNA isoliert. Der BigBlue® ALIZ Shuttle Vektor
wird aus der DNA extrahiert und in Phagen-Partikel verpackt. Die Phagen werden
von einer SCS-8 Bakterienkultur adsorbiert und auf grof3en Screeningplatten
ausplattiert. Es entsteht ein Bakterienrasen, mit Phagen infizierte Bakterien werden
von diesen lysiert und bilden ein Plaque. Der SCS8-Bakterienstamm bildet die B-
Untereinheit der [p-Galactosidase, so dass ein funktionsfahiges B-Galaktosidase
Protein gebildet wird. Im Top-Agar vorhandenes X-Gal wird durch die B-
Galaktosidase hydrosyliert und es entsteht Galaktose und 5-Brom-4-chlor-3-
hydroxyindol, welches an der Luft zu dem blauen Farbstoff 5,5'-Dibrom-4,4'-dichlor-
indigo oxidiert wird. Eine Mutation in einem BigBlue® ALIZ shuttle Vektor resultiert
nach Adsorption durch Bakterien und deren Lyse in einem blauen Plaque. Das
Verhéaltnis von blauen Plagues zu der Anzahl an insgesamt analysierten Plaques
ergibt ein Mal3 der Frequenz von Mutationen und somit Aufschluss Uber das

mutagene Potential einer Substanz.
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Isolation der genomischen DNA Verpackung der genomischen DNA in
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Abbildung 3-2: Schematische Darstellung des BigBlue® Color Screening Assay

3.24.2 Isolation der genomischen DNA

Die DNA wird aus in flissigem Stickstoff schockgefrorenen, halben Nieren ioliert. Das
Gewicht der Gewebeproben betragt zwischen 70 und 100 mg.

In einem auf Eis gekihlten Homogenisator-Gefal? werden 5 ml des vom Hersteller
mitgelieferten Lysepuffer vorgelegt und 50 — 100 mg des bei -80°C gefrorenen
Gewebes zugegeben. Mit achtmaligem Auf- und Abbewegen des Pistills ,loose” wird
das Gewebe homogenisiert. Anschliel3end werden mit dem Pistill ,tight* und weiteren
acht Auf- und Abbewegungen die Zellkerne freigesetzt. Die Suspension wird durch
ein steriles Zellsieb in ein steriles 50 ml Greiner Réhrchen tberfuhrt. Mit 3 ml des
Lysepuffers wird das Homogenisatorgefal3 gespult und ebenfalls durch das Zellsieb
in das Greiner-Rohr dberfihrt. Zum Pelletieren der Zellbestandteile wird die
Suspension bei 4°C und 2000 x g fur 10 min zentrifugiert. Nach der Zentrifugation
wird das Pellet mit 70 ul des vom Hersteller mitgelieferten Verdaupuffer aus einer
Proteinase K-Losung und MikroRNAce (20 pl / ml) aufgenommen, und bei 50°C fir
45 min inkubiert. Die DNA wird zum Reinigen uber nach auf einer vom Hersteller
mitgelieferten Dialyse-Membran in TE-Puffer dialysiert. Nach Reinigung der DNA
wird die hochviskose DNA in ein Eppendorf-Gefal3 tberfihrt und bei 4°C gelagert.
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3.24.3 Verpackung der genomischen DNA in Phagen

Zur Verpackung der DNA werden fur jedes zu analysierende Organ 5
Verpackungsansatze durchgefihrt. Fir den ersten Schritte werden 5 Réhrchen der
vom Hersteller mitgelieferten ,Verpackungsmix rot‘-Réhrchen bendtigt. Der Inhalt
eines jeden roten Rohrchen wird zu etwa 70% aufgetaut, durch kurze Zentrifugation
gesammelt und anschlieRend mit 12, 14, 16, 18 und 20 pl des zu verpackenden
DNA-Ansatzes vermischt. Der Reaktionsansatz wird fir 90 min bei 30°C im
Wasserbad inkubiert. AnschlieRend wird ein Roéhrchen ,Verpackungsmix blau®
aufgetaut, kurz zentrifugiert und jeweils 12 pl des Inhalts in jedes rote Rohrchen
gegeben und ebenfalls fir 90 min bei 30°C im Wasserbad inkubiert. Jeder
Reaktionsansatz wird letztendlich mit SM-Puffer auf 1000 ul aufgefillt. Sollte der
Ansatz der in Phagen verpackten DNA nicht sofort weiterverwendet werden kann
durch Zugabe von 50 pl Chloroform der Ansatz fur 4 Wochen bei 4°C gelagert

werden.

3.24.4 Kontrolle der Verpackungsreaktion

Zur Bestimmung der Effizienz der Verpackung der DNA werden 200 pl einer SCS-8
Tagkultur (OD 3-5) mit 1 pl jedes verpackten DNA-Ansatzes in Duplikaten beimpft.
Zur Adsorption der (Heinmoller et al. 2000) Phagen in die Bakterien werden die
Bakterienanséatze fur 15 min bei 37°C inkubiert. Zum Ausplattieren werden zu jedem
Ansatz 4 ml geschmolzene BigBlue® Top-Agarose gegeben, gevortext und auf einer
100 mm BigBlue® Bottom-Agar Bakterienkulturschale ausplattiert. Die Platten
werden Uber Nacht in einem Inkubator bei 37°C inkubiert und die entstandenen
Plague-bildenden Einheiten (pfu = Plaque forming units) werden am nachsten
Morgen ausgezahlt. Zur Bestimmung der absoluten Anzahl an pfu soll der Wert der

gezahlten Plagues um den Faktor 1,3 korrigiert werden.

3.2.4.5 Screening

Die Screening Platten missen 48 Stunden vor dem Versuch gegossen werden. Sie
werden bei Raumtemperatur gelagert und kurz vor dem Ausplattieren auf 37°C
temperiert. Pro Screeningplatte 250 ml BigBlue® Bottom-Agar benétigt. Fur jede
Screeningplatte werden zudem 35 ml BigBlue® Top-Agarose bendtigt. Vor dem
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Screening-Versuch muss der Top-Agarose noch X-Gal zugegeben werden. Pro 1 ml
Top Agar werden 1,5 mg X-Gal benétigt, welche zuvor in DMF gel6st werden muss.
Je 100 ml Top-Agarose werden 150 mg X-Gal in 0,525 ml DMF gel6st.

Zum Screening der Plaques sollen pro Screeningplatte 30.000 Plaques ausplattiert
werden. Bestmoglich werden pro Probe 10 Screnningplatten ausplattiert, pro Platte
2ml Baktrienkultur einer Tagkultur mit einer optischen Dichte von OD 3-5 (Heinmoller
et al. 2000). Die gesamte fur den Versuch benétigte Menge an Bakterien wird mit
dem gesamten flir den Versuch bendtigten Volumen an Phagensuspension
gemischt und fir 15 min bei 37°C inkubiert. Anschlieend wird das Volumen an
Bakterien-Phagensuspension zu gleichen Teilen auf so viele 50ml Greinerréhrchen
aufgeteilt wie Platten gescreent werden sollen. Zusatzlich werden fur Titerplatten 2
Roéhrchen mit 2 ml der Bakteriensuspension und 50 ul der inkubierten Bakterien-
Phagensuspension hergestellt. Zum Ausplattieren werden zu jedem Rohrchen 35 ml
Blue Top-Agarose gegeben, gevortext und ausplattiert. Die Platten werden uber
Nach im Inkubartor bei 37°C inkubiert. Am nachsten Tag werden alle Platten
griandlich auf blaue pfu gescreent. Gefundene pfu werden aus dem Agar
herausgeschnitten und in ein R6hrchen mit 500ul SM-Puffer und 50 pl Chloroform
Uberfihrt. Die absolut ausgestreute Anzahl an pfu wird mit Hilfe der Titerplatten

bestimmt.

Zur Uberpriifung aller gepickten pfu werden diese erneut in 100 mm ausgestreut. Es
werden 200 pl einer Tagkultur mit einer optischen Dichte von OD 2 mit 1 pl der
Losung des SM-Puffers mit dem gepickten pfu fur 15 min bei 37°C inkubiert und
anschlieBend mit 4 ml X-Gal-haltigem Topagar auf 100 mm Bakterienkulturschalen
ausplattiert. Die Platten werden tGber Nacht bei 37°C inkubiert und am nachsten Tag
wird das vorhanden sein blauer Plaques kontrolliert.

Zur Berechnung der Mutationsfrequenz wird der Quotient der Uberpriften pfu zu der
Menge an gesamt ausplattierten und gescreenten pfu gebildet.



3 Material und Methoden

3.25 Messung der Genexpression

3.251 RNA-Isolation aus der Niere

In einem 1,5 ml-Eppendorf Gefald werden 500 pl Trizol® Reagent vorgelegt und eine
halbe Niere (50-100 mg) zugegeben. Mit einem Glas-Teflon® Homogenisator wird
das Gewebe homogenisiert und weitere 500 ul Trizol® Reagent zugegeben. Durch
Zentrifugation bei 4°C und 12.000 x g fur 10 min werden Lipide, Proteine und
Polysaccharide abgetrennt. Es werden 200 pl Chloroform zugegeben, durch
invertieren wird die Suspension gemischt und fur 2-5 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Die Phasenseparation wird durch Zentrifugation bei bei 4 °C und 12.000 x
g fur 15 min erreicht. Die obere, wassrige Phase wird abgetrennt und in ein neues 2
ml Eppendorf-Gefal3 uberfihrt. Das Volumen sollte etwa 500 pl betragen. Zur
Prazipitation der RNA werden zu der wassrigen Phase 500 pul Isopropanol gegeben,
die Losung wird invertiert und anschlieend bei 4°C und 34.000 x g fur 30 min
zentrifugiert. Das prazipitierte Pellet wird mit 1 ml 70% Ethanol in DEPQ-H,O
gewaschen und erneut bei 4°C und 34.000 x g fir 20 min zentrifugiert. Das
gereinigte Pellet wird in 200ul DEPQ- H,O gelést und mit dem Spektrophotometer

guantifiziert.

Formel 3-2: Berechnung der RNA-Konzentration:

RNA-Konzentration [ng/pl] = A260 x 40 x Verdinnung

In einer denaturierenden Agarose-Gelelektrophorese wird kontrolliert ob die RNA
intakt ist. Es werden 4 pg der RNA mit Hilfe eines Ladepuffers fir 5 min bei 70°C
denaturiert und anschlielend auf ein 1%iges Agarose-Gel aufgetragen. Agarose-Gel
und TAE-Laufpuffer werden mit DEPQ-H,0O angesetzt.

3.25.2 RNA Isolation aus der Aorta

In einem 1,5ml-Eppendorf GefalR werden 500 pl PegGOLD TriFast vorgelegt. In
einem mit flissigem Stickstoff gekuhlten Morser mit Pistill muss nun eine in flissigem
Stickstoff gelagerten Aorten (etwa 20mg) fein gemorsert werden und in das 1,5ml-
Eppendorf Gefald tberfihrt werden. AnschlieBend wird 5 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Danach werden 100 pl Chloroform zugegeben und die Probe wird fur 15s
gevortext. AnschlieRend wird fir weitere 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die

Phasenseparation wird durch Zentrifugation bei 12.000 x g fir 10 min erreicht. Die
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wassrige Phase wird in ein neues 1,5ml-Eppendorf Gefal3 tberfihrt und es werden
250 ul Isopropanol und 1 ul GlycoBlue™ zugegeben. Die Probe wird kurz gevortext
und danach zur Prazipitation etwa 1h bei -20°C gelagert. Nach Zentrifugation bei 4°C
und 12.000 x g fur 10 min wird der Isopropanol-Uberstand abgenommen und das
prazipitierte Pellet wird zweimal mit 500 pl 75%igem Ethanol in DEPQ-H,O
gewaschen. Das gereinigte Pellet wird in 20ul DEPQ-H,O resuspendiert und mit
Nanotrop quantifiziert. Da es sich um sehr wenig Gewebe und dementsprechend
wenig RNA isoliert werden kann, wurde direkt zur Reversen Transkription

Ubergegangen.

3.25.3 Reverse Transkription

Fur die Reverse Transkription wird das First strand cDNA Kit von Fermentas
verwendet. Es werden 0,2-5 pg RNA eingesetzt und Ansatze nach Tabelle 3-3

hergestellt.

Tabelle 3-3: Mastermix fur die Reverse Transkription

RT no RT-Kontrolle
RNA (0,2-5u9) 8 ul 8 ul
Random hexamer primer 1l
DEPC-H20 3ul 12
Inkubation bei 70°C fur 5 min
5x Reaktions-Puffer 4
RiboLock RNAse Inhibitor 1l
10mM dNTP mix 2 ul
Inkubation bei 25°C fur 5 min
RevertAid M-Mul Reverse Transcriptase 1l 1l
Volumen gesamt 20 pl 20 pl

Nach Zugabe der RevertAid M-Mul Reverse wird folgendes Reaktions-Programm

gestartet:

25°C 10 min
42°C 1lh
70°C 10 min

4°C 0
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Nach der PCR Reaktion werden die Anséatze 1:5 mit sterilem H,O verdiinnt und bei -

20°C gelagert.

3.254

Quantitative PCR

Fur die Quatitative PCR wird das LightCycler® fast start DNA master SYBr greenl-Kit

der Firma Roche verwendet.

Produktgrof3en und Acquisition-Temperaturen sowie Primersequenzen fur die

Quantitative PCR sind in Tabelle 3-5 und 3-6 angegeben. Fir die PCR wurden

Reaktionsansatze nach Tabelle 3-4 hergestellt.

Tabelle 3-4: Mastermix fur die Quantitative PCR

PLUS mix 10x 1,2 pl
MgCI2 (25mM) 0,36 pl
Primer forward (2 puM) 3ul
Primer reverse (2 uM) 3ul
DEPC H20 2,44 pl
Template 2 pl
Volumen gesamt 12 ul

Nach

Zusammenmischen der

Reaktionsprogramm gestartet:

1 Zyklus
30 Zyklen

1 Zyklus

94°C
94°C
55°C
70°C
70°C

2 min
30s

1 min
1 min
70 min

Reaktionsanséatze

wurde folgendes

Jede Probe wird in Duplikaten vermessen, aufRerdem wird von jeder Probe eine ,no

RT“-Kontrolle (ohne Reverse Transkriptase) durchgefiihrt. Die Temperatur bei der die

Fluoreszens eines entstandenen Genprodukts detekiert wird, wurde fir jedes

Primerpaar individuell bestimmt (Tabelle 3.5). Zur Quantifikation der Menge an Gen-
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spezifischer cDNA wird in jedem Versuch ein interner Standard in zwei
Verdinnungen angesetzt, aus denen mit Hilfe der Lightcycler® Software eine
Standardkurve bestimmt wird. Durch Normalisierung auf die in der Zelle konstitutiv
exprimierten Gene b-Akt und GAPDH kdnnen Veranderungen in der Genexpression
nachgewiesen werden. Bei der Analyse der Niere wurde aufgrund der Probenmenge
die no RT Kontrollen nur mit den Primern der Referenzgene b-Akt und GAPDH
analysiert.

Tabelle 3-5: Produktegrofe und Temperatur zur Fluoreszens-Messung (Taco)

Gen Produktgrée / bp Tacq/ °C
18s 71 82
Akt b 245 86
ATI1R 149 87
CAT 237 84
GAPDH 242 84
GPX 66 82
HO-1 71 81
ICAM 269 84
IL6 187 79
MCP1 152 79
MIP1 363 85
Nrf2 224 81
Nox2 184 81
Nox4 361 78
SOD1 76 80
TNFa 276 85
VCAM 304 80
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Tabelle 3-6: Nukleotidsequenzen der eingesetzten Primerpaare

18s for:  TAAGTCCCTGCCCTTTGTACACA

rev. GATCCGAGGGCCTCACTAAAC
Akt b for:  GTGGGCCGCTCTAGGCACCA

rev.: CGGTTGGCCTTAGGGTTCAGGGGGG
ATIR for:  AGTTGGGAGGGACTGGATGA

rev: GTTAAGTCCGGGAGAGCAGC
CAT for:  ATTGCGTTCTTAGGCTTCTC

rev. ACGCTTCAACAGTGCTAATG
GAPDH for:  TGCACCACCAACTGCTTAGC

rev. ATGGCATGGACTGTGGTCAT
GPX for:  CCTTGCCAACACCCAGTGA

rev. CCGGAGACCAAATGATGTACTTG
HO-1 for:  GGTGATGCTGACAGAGGAACAC

rev. TAGCAGGCCTCTGACGAAGTG
ICAM for:  GCCTCCGGACTTTCGATCTT

rev. CTGGTCCGCTAGCTCCAAAA
IL6 for:  CTACCCCAATTTCCAATGCT

rev. ACCACAGTGAGGAATGTCCA
MCP1 for:  TGTTACTCATTCACCAGCAA

rev. GTCTGGACCCATTCCTTCTT
MIP1 for:  CAGCGAGTACCAGTCCCTTTT

rev. CCTCGCTGCCTCCAAGA
N2 forr  CTACAGTCCCAGCAGGACAT

rev. GGGAGGAATTCTCCTGTTTC
Nox2 forr CTGCACACCGCCATCCACACA

rev. CGGCCACATACAGGCCCCCT
Noxd for: TGGGCGTCCTCGGTGGAAA

rev. GGCCCCTTTGGCTCGCAGAT
SOD1 for:  CCAGTGCAGGACCTCATTTTAAT

rev. TCTCCAACATGCCTCTCTTCATC
TNFa for:  ATGAGCACAGAAAGCATGATC

rev. TACAGGCTTGTCACTCGAATT
VCAM forr GTGGGCCACTTGTGCATGGGA

rev. TCCTTGGGGGCAACGTTGACATA
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3.2.6 Western Blot

3.26.1 Herstellung des Proteinextraktes

In einem 0,5ml-Eppendorf Gefal? werden 120 pl Lysepuffer vorgelegt. In einem mit
flissigem Stickstoff gekuhlten Moérser mit Pistill missen nun drei in flissigem
Stickstoff gelagerte Aorten eines Maus-Genotyps fein gemorsert werden und in das
0,5ml-Eppendorf Gefald Uberfihrt werden. Der Lysepuffer mit dem Gewebe wird fir
10 min auf Eis inkubiert. AnschlieBen wird bei 4°C und 13.000xg fur 10 min
zentrifugiert. Der Uberstand wird in ein neues Eppendorf GefaR uberfiihrt und der
Proteingehalt wird nach Bradford (Bradford 1976) bestimmit.

3.2.6.2 Westernblot

Die Elektrophorese des Proteinextrakts erfolgt mit einem 8%-igen Acrylamid-Gels.
Die Elektrophorese wird mit einer Spannung von 200V durchgefihrt. Anschliel3end
erfolgt das Uberfiihren der Proteine auf eine Nitrozellulosemembran bei 100V fir
eine 1 Stunde in kaltem Transferpuffer. Der Transfer wird mittels Ponceau-Rarbung
der Membran sowie Comassie-Farbung des Acrylamid-Gels Uberprift.

Die Membran wird bei Raumtemperatur mit eine 5%-igen Milchsaure-L6sung in 0,1%
TBST-Puffer blockiert. Die Inkubation mit den Primar-Antikérpern gegen eNOS,
phosphroylierte eNOS und 3-Aktin erfolgt bei 4°C Gber Nacht. Die Inkubation mit den
Sekundar-Antikbrpern Ziege Anti-Maus und Ziege Anti-Kaninchen erfolgt bei
Raumtemperatur fur eine Stunde. Die Antikdrper werden alle in 5%-igen BSA-L6sung

in 0,1% TBST-Puffer verdinnt, die Verdinnungen sind Tabelle 3.7 zu entnehmen.

Tabelle 3-7: Verdunnung der Antikdrper

Antikdrper Verdunnung
Anti-eNOS 1:2000
Anti-eNOS S1177 1:1000
Anti-B-Aktin 1:1000
Ziege Anti-Maus 1:2000
Ziege Anti-Kaninchen 1:2000

Der Nachweis der Proteine verlauft Uber Immunodetektion mittels Luminol-

Chemilumineszenz. Die Membran wird mit Chemilumineszenz-Lésung fir 8 Minuten



3 Material und Methoden

inkubiert. An den Sekundarantikdrper ist das Enzym Meerrettich-Peroxidase
(horseradish peroxidase HRP) gekoppelt. Die HRP katalysiert die Oxidation des in
der Chemiluineszenz-Lésung vorhandenen Luminols. Der Fotofilm wird fir 20 min

exponiert und anschlielend entwickelt und fixiert.

3.2.7 Mikrokerne

Mikrokerne sind sehr sensitive Marker fur Genotoxizitat. Sie entstehen durch
Chromosomenschéden oder Schaden des Spindelapparates. Bei der Mitose kénnen
diese DNA-Fragmente nicht in eine der Tochterzellen integriert werden und bleiben
als Mikrokern bestehen (Fenech 2000). Mikrokerne kénnen in vivo unter anderem in

Erythrozyten und in vitro in Zellkultur bestimmt werden.

In Erythrozyten nachgewiesene Mikrokerne sind in ihren Vorlauferzellen, den
Erythroblasten, entstanden. Im Gegensatz zu dem Zellkern, welcher bei der

Entstehung des Erythrozyten ausgestol3en wird bleibt der Mikrokern erhalten.

In vivo

Mit einer Pipette werden einige Tropfen Blut aus der erdffneten Aorta entnommen.
Das Blut wird auf einem Objekttrager ausgestrichen und Uber einige Stunden
getrocknet. Anschliel3end werden die Praparate mit dem Tauchverfahren gefarbt. Die
Praparate werden fir 5 min in eine May-Grunwald-L6sung getaucht. Danach werden
sie mit H,O dest. abgespdlt und fir 5 min in H,O dest. getaucht. Danach findet die
Farbung mit GIEMSA-Gebrauchslésung fur 15-20 min statt. Nach zweimalig
Waschen mit H,O dest. fur jeweils 5 min sind unter dem Mikroskop die Erythrozyten
rosa-rot, die Zellkerne blau-violett, Lymphozyten hellblau-blau und Thrombozyten rot-
violett zu erkennen. Es werden verblindet, pro Maus in mindestens 2000
Erythrozyten, in Duplikaten mikrokernhaltige Erythrozyten gezahlt (12,5x100-fache
VergrofRerung).

In vitro: in Zellkultur nach Angiotensin I

Zur Analyse von Mikrokernen werden die Zellen wie fir die Alkalische Elution
vorbereitet. Nach der Inkubation mit Angiotensin Il wird dieses jedoch entfernt und
durch frisches Medium ersetzt. Die Zellen werden fir 24 Stunden kultiviert, es ist

notwendig, dass di Zellen mindestens eine Zellteilung durchlaufen haben.
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Anschliel3end werden die Zellen nach 2fachem Waschen mit PBSCMF mit Trypsin
abgelost und ein einem kleinen Volumen PBS resuspendiert. Es werden 1-3 Tropfen
der Zellsuspension in die im Vorfeld vorbereiteten Objekttrager-Trichter Gespanne
getropf und mit der Cytospin-Zentrifuge auf die Objekttrager aufgeschleudert. Die
Objekttrager werden nach der Zentrifugation an der Luft getrocknet und danach zum

Fixieren der Zellen in Methanol bei -20°C gelagert.

Die DNA-Farbung wird mit Bisbenzimid-haltigen PBSCMF-Losung (5ug/ml) far 1
Minute. AnschlielBend werden die Praparate mit 8 pl der Eindeckldsung eingedeckt
und ein Deckglaschen blasenfrei aufgelegt. Die Ausz&hlung der Mikrokerne erfolgt
mit dem Fluoreszensmikroskop und einer 12,5x100fachen Aufldsung. Es werden
verblindet, pro Ansatz in mindestens 1000 Zellen, in Duplikaten die Mikrokerne in

Kernen bestimmt.

3.2.8 Statistik

Alle in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Berechnungen wurden mit Microsoft
Excel 2003 durchgefuhrt. Wenn nicht anders angegeben sind Fehlerindikatoren
geben, falls nicht anders angegeben, die Standardabweichung (SD) vom Mittelwert
(MW) an. Zum Vergleich zweier Mittelwerte wurde ein ungepaarter zweiseitiger
Student’s T-Test mit einer Welch-Korrektur fur die Annahme ungleicher Varianzen
durchgefuhrt.

Es wurden folgende Stufen der Signifikanz verwendet:

* p <0,05

(**) p=<0,01

(***) p<0,001
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4  Ergebnisse

4.1 Untersuchung der Genotoxizitat von Angiotensin Il in vivo

Mit den nachfolgend beschriebenen Experimenten soll in vivo die Hypothese
Uberpruft werden, dass Angiotensin Il eine DNA-schadigende und mutagene Wirkung
besitzt. Wie in Kapitel 2.2 bereits beschrieben aktiviert Angiotensin Il Uber seine
Bindung an den Angiotensin |I-Rezeptor 1 NADPH-Oxidasen, welche reaktive
Sauerstoffspezies wie Superoxidradikalanion und Wasserstoffperoxid bilden.
Reaktive Sauerstoffspezies kénnen zu DNA-Schaden fuhren. Durch Radikale wie
dem Hydroxylradikal, welches Uber die Fenton-Reaktion aus Wasserstoffperoxid
entsteht, kann es zu DNA-Einzelstrangbrichen kommen. Durch das
Superoxidradikal-Anion kdnnen oxidative DNA-Schaden wie 8-o0xoG gebildet werden.
In einem Tierversuch wurden Wildtyp-Mause und Oggl”-Mause, die defizient in der
Reparatur oxidativer DNA-Schaden wie 8-oxoG sind, Uber vier Wochen mit
0,6 pg/kg/min Angiotensin 1l behandelt. Von 15 Wildtyp-Tieren wurden 7 mit
Angiotensin Il behandelt, von 21 Oggl”-Tieren wurden 10 mit Angiotensin II
behandelt.

4.1.1 Uberprifung physiologischer Parameter

Unter Narkose wurde den Mausen eine osmotische Mini-Pumpe implantiert, die Uber
4 Wochen eine Angiotensin II-L6ésung mit einer Konzentration von 0,6 pg/kg/min oder
als Kontrolle eine sterile PBS-L6sung abgab. Vor dem Tierversuch wurden die Tiere
an die nicht-invasive ,Tail-Cuff“-Methode zur Blutdruckmessung gewohnt (siehe
3.2.1.3). Ab dem zweiten Tag nach der Implantation der osmotischen Pumpen
konnte der Blutdruck Uberprift werden. Im weiteren Verlauf der vierwdchigen
Behandlung mit dem vasoaktiven Gewebshormon wurde alle zwei bis drei Tage der

Blutdruck kontrolliert.

Es ist bei allen mit Angiotensin Il behandelten Mausen ein Anstieg des systolischen
sowie des diastolischen Blutdrucks zu erkennen. Abbildung 4-1 zeigt die gemittelten
Blutdruckwerte der mit Angiotensin Il oder mit Kontroll-L6sung behandelten Tiere.
Angiotensin Il bewirkt in Wildtyp- und Oggl”-Tieren einen signifikanten Anstieg des

systolischen sowie des diastolische Blutdrucks. Bei den Tieren der Kontrollgruppen
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ist kein Unterschied des systolischen und diastolischen Blutdrucks zwischen Wildtyp-

und Oggl”-Tieren zu erkennen.
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Abb 4-1: Systolischer und diastolischer Blutdruck von Mausen mit ATII-Behandlung. Wildtyp-
Méause und Oggl”'-Méiuse wurden fur vier Wochen mit 0,6 pg/kg/min ATII behandelt. Systolischer und
diastolischer Blutdruck wurde am wachen Tier mit der ,Tail-Cuff“-Methode gemessen. Der Blutdruck

wurde wahrend des Versuchs alle 2-3 Tage bestimmt. Mittelwerte + SD.
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Das Gewicht der Tiere wurde Uber den Verlauf des Tierversuchs kontrolliert.
Abbildung 4-2A zeigt das mittlere Korpergewicht der Tiere vor und zum Ende des
Tierversuchs. Die Wildtyp-Mause hatten ein leicht hoheres Korpergewicht als die
OGG1-defizienten Tiere. Es ist jedoch in beiden Versuchsgruppen keine
Veranderung des Korpergewichts mit der Angiotensin II-Behandlung zu erkennen.
Auch bei der Behandlung mit Kontroll-Losung ist kein Einfluss auf das Gewicht zu
erkennen. Bei dem Gewichtsverhaltnis des Nierengewichts zum Korpergewicht ist in

beiden Gruppen kein Effekt der ATII-Behandlung zu erkennen (Abbildung 4-2B).
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Abb 4-2 Korpergewicht (A) und Verhdltnis des Nieregewicht zum Kérpergewicht (B) von
Mausen mit ATIl-Behandlung. Das Korpergewicht der Tiere wurde vor Beginn des Versuchs
bestimmt. Nach dem Versuch wurde das Korpergewicht, sowie das Nierengewicht bestimmt.

(A) Gewicht der Tiere vor und nach der Behandlung. (B) Verhaltnis (%) der Nieren zu Kdrpergewicht
an. Mittelwerte + SD
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Der DNA-schadigende Effekt von Angiotensin Il sollte in der Niere, aber auch in der
Leber und Lymphozyten aus der Milz untersucht werden. Um nachzuweisen, dass
der Angiotensin 1lI-Rezeptor 1 (AT1R), Uber den die Bildung reaktiver
Sauerstoffspezies vermittelt wird, in allen zu untersuchenden Organen vorhanden ist,
wurde eine PCR-Reaktion durchgefuhrt. Aus den Organen wurde die Gesamt-RNA
isoliert und mit einer reversen Transkriptase in cDNA umgeschrieben (siehe 3.2.5).
Mit Hilfe spezifischer Primer kann in einer PCR das zu untersuchende Gen
vervielfaltigt werden und durch Agarose-Gelelektrophorese mit anschlieRender
Ethidiumbromid-Farbung sichtbar gemacht werden. Die entstandene Bande

zwischen den Markerbanden fir 100 und 200 Basenpaaren stimmt mit der

Produktgrof3e von 149 Basenpaaren Uberein (Abbildung 4-3).
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Abb. 4-3: Nachweis des AT1R in Niere, Leber und Milz. PCR-Reaktion mit spezifischen Primern

und anschlieRender qualitativer Agarose-Gelelektrophorese.

Die in Abbildungen 4-1 dargestellten physiologischen Daten der Tiere des Versuchs
zeigen, dass die Behandlung mit Angiotensin Il erfolgreich war. Gleichzeitig wird
nachgewiesen, dass in der Niere, in Hepatozyten und in Lymphozyten aus der Milz
der AT1R vorhanden ist (Abbildung 4-3), so dass im Folgenden die Versuche zur
Untersuchung der Genotoxizitdt von Angiotensin Il durchgefuhrt werden konnten.



4 Ergebnisse

4.1.2 Angiotensin Il fuhrt in der Niere zur Bildung reaktiver Sauerstoffspezies

Um zu priufen, ob Angiotensin Il zur Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies und
somit von oxidativem Stress fuhrt, wurden Gewebeschnitte aus der Niere mit einer
Dihydroethidium -Farbung analysiert. Dihydroethidium (DHE) ist die reduzierte Form
des Farbstoffs Ethidiumbromid. In seiner reduzierten Form fluoresziert der Farbstoff
blau, durch Oxidation durch Superoxid entsteht das rot fluoreszierende Ethidium. Die
rote Fluoreszenz gibt oxidative Aktivitaten in der Zelle an und kann unter dem
Mikroskop bestimmt werden.

Der Versuch der DHE-Farbung der Nieren-Schnitte wurde von unserem

Kooperationspartner, der AG Schupp in Wirzburg, durchgefuhrt.

Abbildung 4-4 zeigt die Auswertung der DHE-Farbung der Nieren-Schnitte. In den
Wildtyp-Tieren ist eine eindeutige, statistisch signifikante Erhdhung der reaktiven
Sauerstoffspezies durch die Behandlung mit dem vasoaktiven Gewebshormon zu
erkennen. In den Oggl™-Tieren ist im Gegensatz zu den Wildtyp-Tieren basal in der
Tendenz starkerer oxidativer Stress zu erkennen. Mit der Angiotensin II-Behandlung
ist in den reparaturdefizienten Tieren ein schwacher, nicht signifikanter Anstieg der

reaktiven Sauerstoffspezies zu erkennen.
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Abb. 4-4 DHE-Fluoreszens in der Niere von Mausen nach Behandlung mit ATII. Ethidium-
Fluoreszens gibt den oxidativen Stress in den Nieren-Schnitten an. DHE-Farbung wurde von der
Arbeitsgruppe Schupp in Wirzburg durchgefiihrt. Ergebnisse normiert auf Wildtyp Kontrolle; MW +
SD
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4.1.3 Untersuchung der DNA-Schaden durch Angiotensin Il in der Niere

Nachdem gezeigt werden konnte, dass die Behandlung mit Angiotensin Il zur Bildung
reaktiver Sauerstoffspezies fuhrt, sollte untersucht werden, ob die entstehenden
reaktiven Sauerstoffspezies zu DNA-Schéaden, und daraus folgend, zu Mutationen
fuhren.

In der Niere wurden DNA-Schaden, DNA-Einzelstrangbrichen und Fpg-sensitiven
Lasionen, mit Hilfe der Methode der Alkalischen Elution quantifiziert (siehe 3.2.3). Mit
dem immunchemischen Nachweis von yH2AX-Foci wurde von der Arbeitsgruppe

Schupp in Wirzburg die Bildung von DNA-Doppelstrangbriichen untersucht.

4131 Fpg-sensitive Lasionen und DNA-Einzelstrangbriiche in der Niere

DNA-Einzelstrangbriiche und oxidative DNA-Modifikationen, die durch das Enzym
Formaidopyrimidin-Glykosidase (Fpg) erkannt werden, kénnen mit der Alkalischen
Elution quantifiziert werden. Den Tieren, die in diesem Tierversuch mit Angiotensin Il
oder Kontroll-Lésung behandelt wurden, wurden die Nieren entnommen. Durch
Behandlung mit einem Kollagenase-haltigen Puffer wurde eine Einzelzell-Suspension
von Nierenzellen aus dem Gewebe gewonnen (siehe 3.2.1.4). Abbildung 4-5 zeigt die
mit der Alkalischen Elution gemessenen Fpg-sensitiven Lasionen. sowie die DNA-

Einzelstrangbriche in den Nierenzellen.

Wie bereits in friheren Versuchen unseres Labors gezeigt werden konnte ist zu
erkennen, dass alle OGGl-defizienten Tiere hohere Spiegel an Fpg-sensitiven
Lasionen in der Niere haben als Wildtyp-Tiere. Es ist jedoch in beiden Mausstammen
keine eindeutige Erhohung der Fpg-sensitiven L&sionen durch Angiotensin Il zu
erkennen (Abb. 4-5A). Die Menge an DNA-Einzelstrangbrtchen ist in den mit Kontroll-
Lésung behandelten Wildtyp- und Oggl™-Mausen nahezu gleich. Auch hier ist in
beiden Genotypen keine Erhéhung der DNA-Einzelstrangbriiche zu erkennen (Abb. 4-
5B). Die Menge an DNA-Einzelstrangbrichen in der Niere ist mit etwa 0,4 DNA-
Einzelstrangbriiche pro 10°> Basenpaare relativ hoch. Der Wert entspricht jedoch

historischen Daten unseres Arbeitskreises.

Die Isolation von Einzelzell-Suspensionen aus der Niere gestaltete sich relativ
schwierig. Es konnten nur Mengen von etwa 5 Millionen Zellen pro Tier isoliert

werden. Im Gegensatz hierzu lassen sich aus der Leber etwa 40 Millionen
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Hepatozyten, aus der Milz sogar tber 100 Millionen Lymphozyten isolieren. Es ist
demnach nicht gesichert, dass die in den isolierten Zellen gemessenen DNA-
Schaden das gesamte Organ repréasentieren.

Die mit der Alkalischen Elution ermittelten DNA-Schéden zeigen, dass Angiotensin Il

in der Niere nicht zu einer Erhéhung der DNA-Schéaden flhrt.
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Abb. 4-5: Fpg-sensitive Lasionen (A) und SSB (B) in der DNA der Niere nach Behandlung mit
ATIIl. Nach vierwdchiger Behandlung mit ATII (0,6 pg/ml*min) wurden Einzelzellsuspensionen aus den
Nieren von Wildtyp und Oggl”-Méausen isoliert. Fpg-sensitive Lasionen und SSB wurden mit der

Alkalischen Elution quantifiziert. Mittelwerte £ SD.
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4.1.3.2 DNA-Doppelstrangbriiche in der Niere

Kommt es in der Zelle zu einem DNA-Doppelstrangbruch, so werden die den DNA-
Doppelstrangbruch umgebende Histone H2AX phosphoryliert (Nakamura et al.
2006). y-H2AX, das phosphorylierte Histon H2AX, kann somit als Marker fur DNA-
Doppelstrangbriiche gewertet werden. y-H2AX kann durch spezifische Antikérper
sichtbar gemacht werden. Der immunchemische Nachweis in Gewebeschnitten aus
der Niere wurde von unserem Kooperations-Partner in Wirzburg, der AG Schupp

durchgefuhrt.

Abbildung 4-6 zeigt das Ergebnis des immunchemischen Nachweises yH2AX-positiver
Zellen. Es ist zu erkennen, dass bei den Wildtyp-Tieren die mit Angiotensin II-
behandelten Tiere deutlich mehr yH2AX-positiver Zellen aufweisen. Es ist jedoch zu
beachten, dass die behandelten Tiere eine sehr groRe Standardabweichung
aufzeigen. Die Kontrollgruppe der Oggl”-Tiere haben in der Tendenz eine groRere
Anzahl yH2AX-positiver Zellen als die Kontrollgruppe der Wildtyptiere. Im Vergleich
mit der passenden Kontrollgruppe zeigen die mit Angiotensin Il-behandelten Oggl”-

Mause niedrigere Spiegel an yH2AX-positiver Zellen auf.

Die Ergebnisse deuten nicht eindeutig auf eine Erhdohung der Menge an

Doppelstrangbrichen durch die Behandlung mit Angiotensin Il in der Niere hin.
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Abb. 4-6: Immunchemischer Nachweis yH2AX-positiver Zellen. Nach vierwéchiger Behandlung
mit ATIl (0,6 pg/mi*min) wurde in Gewebeschnitten der Nieren von Wildtyp und Oggl”-Méausen der
Anteil yH2AX-positiver Zellen bestimmt. Mittelwert £+ SEM.
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4.1.4 Untersuchung der DNA-Schaden durch Angiotensin Il in Hepatozyten und
Lymphozyten aus der Milz

Es ist bekannt, dass bei der Fibrose der Leber reaktive Sauerstoffspezies eine
zentrale Rolle spielen, wobei Angiotensin II mit hoher Wahrscheinlichkeit ein
wichtiger Mediator ist (Parola und Robino 2001). So sind im Serum von Patienten mit
Leberzirrhose die Angiotensin [I-Spiegel erhdht (Asbert et al. 1992). Zudem konnte in
experimentellen Modellen der Leberfibrose gezeigt werden, dass das lokale Renin-
Angiotensin-System erhoht ist (Paizis et al. 2002).

Im Folgenden sollte deshalb getestet werden, ob erhdéhte Angiotensin II-Spiegel zu
einem Anstieg an DNA-Schéaden in der Leber fihren. Eine Einzelzellsuspension an
Hepatozyten kann durch Perfusion der Leber mit einem Kollagenasehaltigen Puffer

erhalten werden (siehe 3.2.1.4).

Abbildung 4-7 zeigt die mit der Alkalischen Elution gemessenen Fpg-sensitiven
Lasionen sowie die DNA-Einzelstrangbriiche in den primaren Hepatozyten der
Wildtyp- und Oggl™-Mause nach Behandlung mit Angiotensin II.

Es ist zu erkennen, dass die Oggl-defizienten Tiere im Vergleich mit den Wildtyp-
Tieren hohere Spiegel an Fpg-sensitiven L&asionen in den Hepatozyten haben
(Abbildung 4-7A). Es ist jedoch in beiden Genotypen in den aus der Leber isolierten
Zellen kein Anstieg der Fpg-sensitiven Lasionen nach Behandlung mit Angiotensin Il
ersichtlich.

Betrachtet man die gemessene Menge an DNA-Einzelstrangbriichen (Abbildung 4-7B),
ist zu erkennen, dass in den Hepatozyten der mit Kontroll-L6sung behandelten Tiere
beider Genotypen weniger als 2 DNA-Einzelstrangbriiche pro 10.000.000
Basenpaare gemessen werden konnte. Diese geringe Menge an DNA-
Einzelstrangbriichen spricht fir eine sehr schonende Aufarbeitung der Zellen. Beim
Vorgang der Apoptose entstehen grof3e Mengen an DNA-Einzelstrangbriiche. Diese
kénnen deshalb als Indikator fir den programmierten Zelltod verwendet werden. Es
ist jedoch bei den DNA-Einzelstrangbriichen keine Auswirkung der Angiotensin-

Behandlung zu erkennen.
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Abb. 4-7: Fpg-sensitive Lasionen (A) und SSB (B) in der Leber nach Behandlung mit ATIIl. Nach
vierwochiger Behandlung mit ATIlI (0,6pug/mP*min) wurden priméare Hepatozyten von Wildtyp und
Oggl”'-Mausen isoliert. Fpg-sensitive Lasionen und SSB wurden mit der Alkalischen Elution

guantifiziert. Mittelwerte + SD.

Auch die Lymphozyten aus der Milz besitzen den Angiotensin II-Rezeptor 1
(Abbildung 4-4). Fur die Lymphozyten aus der Milz sind die gemessenen DNA-
Schaden in Abbildung 4-8 zu sehen. Es sind basal in beiden Genotypen sehr niedrige
Spiegel an DNA-Einzelstrangbrichen und Fpg-sensitiven Lasionen zu erkennen. Wie
auch in den Zellen der Niere und den Hepatozyten haben die OGG1-defizienten
Tiere, im Vergleich mit den Wildtyp-Tieren, hohere Spiegel an Fpg-sensitiver
Lasionen in der DNA der Lymphozyten (Abbildung 4-8A). Die Behandlung der Tiere
mit Angiotensin Il fihrt jedoch in den Wildtyp- und auch in den OGG1-defizienten
Tieren zu keiner Erhéhung der DNA-Einzelstrangbriichen und der Fpg-sensitiven

Lasionen.
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Abb.4-8: Fpg-sensitive L&sionen (A) und SSB (B) in Lymphozyten aus der Milz nach
Behandlung mit ATIl. Nach vierwochiger Behandlung mit ATII (0,6 pg/ml*min) wurden primére
Lymphozyten aus der Milz von Wildtyp und Oggl”'-Mausen isoliert. Fpg-sensitive Lasionen und SSB

wurden mit der Alkalischen Elution quantifiziert. Mittelwerte + SD.

4.1.5 Bestimmung der Mutationsfrequenzen im lacl-Gen in der Niere

Nicht reparierte DNA-Schaden kénnen bei der Replikation in Mutationen Uberfiihrt
werden. Aus diesem Grund sollte auRerdem getestet werden, ob das vasoaktive
Gewebshormon in der Niere die Mutationsfrequenz in einem Reportergen erhoht. Die
DNA-Modifikation 8-0xoG hat ein hohes mutagenes Potential, da 8-oxoG anstatt mit
Cytosin eine Paarung mit Adenin eingehen kann und es so zu einer GC—-TA-
Transversion kommt. Die Mutationsfrequenzen kdnnen mit Hilfe des BigBlue®-
Plaque Color Screening Assays bestimmt werden, da die in dem Tierversuch
verwendeten Mause ein Reporter-Gen fur Mutationen tragen. Es handelt sich um das
ursprunglich bakterielle lacl-Gen, welches fur den Repressor der 3-Galactosidase
codiert. Kommt es zu einer Mutation in dem Reporter-Gen wird der Repressor nicht

mehr gebildet und die B-Galactosidase, das Reportergen, wird gebildet.

Den mit Angiotensin Il oder Kontrollldsung behandelten Tieren wurden die Nieren
entnommen und in flissigem Stickstoff gefroren. Aus jeweils einer halben gefrorenen
Niere wird die genomische DNA isoliert. Durch Uberfiihrung der genomischen Maus-
DNA in Bakterien und Inkubation im X-Gal, welches durch die p-Galactosidase in

einen indigofarbenen Farbstoff hydrolisiert wird, kbnnen entstandene Mutationen in
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der genomischen Maus-DNA in einem Plaque-Color-Screening-Assay sichtbar

gemacht werden (siehe 3.2.4).

Abbildung 4-9 zeigt die Mutationsfrequenzen in der Niere von Wildtyp- und Oggl™-
Mausen nach Behandlung mit Angiotensin |l oder Kontrolle-Losung. Je
Gewebeprobe wurden mindestens 50.000 Plaque bildende Einheiten (plaque forming
units pfu) analysiert. Blau gefarbte pfu wurden von den Bakterienplatten gepickt und
durch erneutes Ausstreuen auf Blaufarbung Uberprift. Tabelle 4-1 zeigt die Anzahl an
pfu, die pro Gewebeprobe analysiert wurden, mit der Anzahl an pfu, die als Mutanten

verifiziert wurden.
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Abb. 4-9: BigBlue®-Mutationsfrequenzen in der Niere von Mausen nach der Behandlung mit
ATIIl. Nach vierwdchiger Behandlung mit ATIl (0,6 pg/ml*min) wurde in den Nieren der Wildtyp- und
Oggl”'-Mause mit dem BigBlue®-Mutations-Assay die Mutationsfrequenz im transgenen lacl-Gen

bestimmt und Uberpruft.
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Tabelle 4-1 : BigBlue®-Mutationen in der Niere von Mausen nach der Behandlung mit ATII. Mit *

markierte Mause wurden im zweiten Versuchdurchgang analysiert.

F /10°
Genotyp Behandlung Maus Pfu Mutiere pfu requefnz
prTu
Wt Kontrolle 11 208000 4 1,9
Wt Kontrolle 15 247900 11 4.4
Wt Kontrolle 560 * 699800 32 4,6
Wt Kontrolle 621 * 490800 17 3,5
Wt ATII 10 178200 7 3,9
Wt ATII 12 158200 5 3,2
Wt ATII 559 * 150400 9 6,0
Wit ATII 550 * 52700 3 5,7
Oggl”™ | Kontrolle 22 95500 3 3,1
Oggl™ | Kontrolle 27 233600 6 2,6
Oggl”™ | Kontrolle 24 224300 6 2,7
Oggl”™ | Kontrolle | 536 * 88800 9 10,1
Oggl™ ATII 23 310000 5 1,6
Oggl™ ATII 28 297400 7 2,4
Oggl™ ATII 540 * 288600 23 8,0
Oggl”' ATII 539 * 142100 12 8,4
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In den mit Kontroll-L6sung behandelten Wildtyp-Mausen wurde in den Nieren ein
Wert von 3,6 + 1,2 lacl-Mutationen pro 10° pfu ermittelt. Die analysierten Wildtyp-
Tiere mit Angiotensin lI-Behandlung zeigen eine lacl -Mutations-Frequenz von 4,7 +
1,4 pro 10° pfu in der Niere. Es ist also in den Wildtyp-Tieren keine eindeutige
mutagene Wirkung durch die vierwochige Behandlung mit Angiotensin Il zu

erkennen.

Es ergeben sich fur die mit Kontroll-Losung behandelten OGG1-defizienten Tiere ein
Mittelwert von 4,6 + 3,7 und fur die mit Angiotensin IlI-Losung behandelten OGG1-
defizienten Tiere ein Mittelwert von 5,1 + 3,6. Bei den Oggl’-Mausen der
Kontrollgruppe ist zu erkennen, dass die Mutationsfrequenz von 3 analysierten
Tieren nahezu gleich ist, bei Werten um die 2,8 lacl-Mutationen pro 10° pfu, jedoch
die vierte analysierte Maus eine Mutationsfrequenz von 10,1 lacl-Mutationen pro 10°
pfu aufweist. Auch bei den mit Angiotensin IlI-Lésung behandelten Oggl”-Mausen
sind sehr grof3e Unterschiede in den erhaltenen Mutationsfrequenzen zu erkennen.
Bei zwei Tieren konnten Mutationsfrequenzen um die 2 lacl-Mutationen pro 10° pfu
bestimmt werden. Bei 2 weiteren Tieren lagen die Mutationsfrequenzen um die 8,2

lacl-Mutationen pro 10° pfu.

Die Daten des BigBlue® ColorScreening Assays wurden aus zwei
Versuchsdurchgangen erhalten. Dies kann anhand Tabelle 4-1 ersichtlich werden. Die

Tiere des zweiten Durchgangs sind mit * markiert.

4.1.6 Untersuchung der Mikrokern-Haufigkeit in peripheren Erythrozyten

Mikrokerne sind sehr sensitive Marker fur Genotoxizitat, weshalb untersucht wurde,
ob Angiotensin |l einen Einflu@ auf die Mikrokern-Haufigkeit in peripheren
Erythrozyten hat. Den mit Angiotensin Il oder Kontroll-Losung behandelten Tieren
wurde ein Tropfen Blut aus der Aorta mit einer Pipette entnommen und auf
Objekttrager ausgestrichen. Fur die Analyse wurden die Proben angefarbt und

verblindet unter dem Mikroskop ausgezahlt (siehe 3.2.6).

Abbildung 4-10 zeigt die in den peripheren Erythrozyten ausgezéhlten Mikrokerne. Bei
den mit Kontroll-Lésung behandelten Tieren ist kein Unterschied zwischen Wildtyp-
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und Oggl”-Méausen zu erkennen. Die Behandlung mit Angiotensin Il bewirkt keine

Erhohung der Mikrokern-Haufigkeit in keiner der beiden Genotypen.
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Abb. 4-10: Mikrokernrate in peripheren Erythrozyten von Mausen nach Behandlung mit ATII.
Mikrokerne wurden pro Maus auf 2 Objekttragern mit 2000 Erythrozyten ausgezahlt. MW £ SD.

4.1.7 Untersuchung der Genexpression in der Niere

Um weitere Informationen Uber die Wirkung von Angiotensin Il in der Niere zu
erhalten wurde die Expression verschiedener Gene in der Niere untersucht. Da
Angiotensin Il die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies induziert, sollten zwei Gruppen
an Genen analysiert werden. Zum einen wurden die Gene von Proteinen analysiert,
welche zur Redox-Homoostase der Zelle beitragen. Zum anderen wurden
verschiedene immun-sensitive Gene untersucht.

Fur die Untersuchung der Genexpression wurden aus jeder Mausgruppe (Wildtyp +
ATIl und Oggl™ + ATI) jeweils 2-4 Tiere analysiert. Aus halben, in fliissigem
Stickstoff gefrorenen Nieren wurde die Gesamt-RNA isoliert und mit einer Reversen
Transkriptase in cDNA umgeschrieben. Mit Hilfe spezifischer Primer kbnnen in einer
realtime-PCR die zu untersuchenden Gene quantifiziert werden. Durch
Normalisierung auf ein in der Zelle Kkonstitutiv exprimiertes Gen kdnnen

Veranderungen in der Genexpression nachgewiesen werden (siehe 3.2.5)

4.1.7.1 Untersuchung der Expression von Genen der Redoxhomoostase in der Niere

Wie in Kapitel 2.2 bereits beschrieben, aktiviert Angiotensin 11 NADPH-Oxidasen,
welche Superoxidradikalanion und/oder Wasserstoffperoxid produzieren. Um zu

testen, ob die Aktivierung der NADPH-Oxidasen durch Erh6hung der Expression der
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NOX-Gene verlauft, wurden die Expression der NOX-Gene 2 und 4 untersucht. Bei
der Untersuchung dieser beider Gene ist keine Induktion der NOX-Gene durch die

Behandlung mit Angiotensin Il zu erkennen (Abbildung 4-11).

Wie in Kapitel 2.3 bereits erlautert, gibt es ein sehr effektives Netzwerk an
antioxidativen Enzymen, die die Zelle vor reaktiven Sauerstoffspezies schitzen. Die
Untersuchung der Genexpression in der Niere zeigt, dass die Behandlung mit
Angiotensin Il in beiden Genotypen die Expression von Katalase,
Superoxiddismutase, Glutathionperoxidase und HO-1 nicht beeinflusst (Abbildung 3-
11). Auch auf die Expression des Transkriptionsfaktors Nrf2 hat die Behandlung mit
Angiotensin Il keinen Einfluss.
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Abb. 4-11: Expression von Genen der Redox-Homdostase in der Niere von Mausen nach der
Behandlung mit ATII. Pro Maus wurde die Expression jedes Gens relativ zu dem Referenzgen
GAPDH bestimmt. Mittelwerte + SD

41.7.2 Untersuchung der Expression von immun-sensitiven Genen

Reaktive Sauerstoffspezies sind wichtige Mediatoren in entziindlichen Prozessen.
Aus diesem Grund sollte untersucht werden, ob bestimmte Entziindungsmarker
durch die Angiotensin llI-Behandlung erhéht werden. Es wurde die Expression von
MCP-1 (monocyte chemotactic protein-1), TNFa (tumor necrosis factor a) , IL6
(Interleukin 6) und der Zelladh&sionsproteine ICAM (intercellular adhesion molecule)

und VCAM (vascular cell adhesion molecule) in der Niere, nach Behandlung mit
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Angiotensin Il, untersucht. Aus Abbildung 4-12 kann man erkennen, dass die 4-
wochige Behandlung mit Angiotensin Il die Expression der getesteten Immunmarker
nicht beeinflusst.

[0 Wildtyp Kontrolle n=3
41 [ Wildtyp ATII n=3

[l Ogg1” Kontrolle n=
5 [l Ogg71- ATII n=2

Genexpression relativ zu GAPDH
N

MCP-1 TNFa IL6 VCAM ICAM

Abb. 4-12: Expression von immun-sensitiven Genen in der Niere von Mausen nach der
Behandlung mit ATIl. Pro Maus wurde die Expression jedes Gens relativ zu dem Referenzgen
GAPDH bestimmt. Mittelwerte + SD
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4.2 Untersuchung der Genotoxizitat von Angiotensin Il vitro

Mit den nachfolgend beschriebenen Experimenten sollte die DNA-schadigende
Wirkung von Angiotensin Il in vitro untersucht werden. Die Vorteile dieser in vitro
Behandlung sind, dass die die Zelle erreichende Konzentration von Angiotensin II
genau bekannt ist und auch hohere Konzentrationen getestet werden konnen.
AulRerdem kann, vor allem bezogen auf die LLC-PK1 Nieren-Zellen, ein spezifischer

Typ von Nierenzellen, namlich Tubuluszellen, untersucht werden.

Die Versuche wurden mit den Nieren-Zellkulturlinien HEK und LLC-PK1
durchgefiihrt. AuBBerdem wurden immortalisierte Maus-Embryo-Fibroblasten aus
Wildtyp- und Oggl”-Mausen sowie mit primaren Hepatozyten und primaren
Lymphozyten aus Wildtyp- und OGG1-defizienten Tieren untersucht. Fur die
Versuche in Zellkultur wurden die Zellen mit den angegebenen Konzentrationen, von
100 nM bis 2 mM, und Uber die angegebenen Zeiten, von 30 min bis 4 h, mit
Angiotensin 1l inkubiert. AnschlieBend wurde mit Hilfe der Alkalischen Elution die
Menge an DNA-Einzelstrangbrichen und Fpg-sensitive Lasionen bestimmt (siehe
3.2.3).

Die Zellkulturlinie HEK ist eine humane embryonale Nierenzelllinie. Abbildung 4-13
zeigt die Bestimmung der DNA-Einzelstrangbriiche und Fpg-sensitiven Lasionen in
HEK-Zellen nach Behandlung mit Angiotensin Il. Es ist zu sehen, dass diese Zelllinie
basal sehr niedrige Spiegel an oxidativen DNA-Schaden hat. Die DNA-
Einzelstrangbriiche liegen unter 0,01 L&sionen pro 10° Basenpaare. Die Fpg-
sensitiven Lasionen liegen bei 0,11 + 0,05 Lasionen pro 10° Basenpaare. In den
humanen embryonalen Nierenzellen ist keine Erhdhung der DNA-Einzelstrangbrtiche
sowie der Fpg-sensitiven Lasionen mit den angegebenen Konzentrationen in den

angegebenen Zeitrdumen zu erkennen.

LLC-PK1-Zellen sind Schweineepithelzellen mit der Charakteristik einer proximalen
Tubuluszelle der Niere. Auch in den LLC-PK1-Zellen ist keine Erhohung der DNA-
Einzelstrangbriiche und der Fpg-sensitiven Lasionen durch die Inkubation mit

Angiotensin Il zu erkennen (Abbildung 4-14).
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Abb. 4-13: SSB und Fpg-sensitive Lasionen in HEK-Zellen nach Inkubation mit ATIl Die SSB und
Fpg-sensitiven wurden mit der Alkalischen Elution quantifiziert. HEK-Zellen wurden fiir die angegeben

Zeiten mit den angegebenen ATII-Konzentrationen behandelt. n=2; ; Mittelwerte £ Abweichung vom
Mittelwert.
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Abb. 4-+14: SSB und Fpg-sensitive Lasionen in LLC-PK1-Zellen nach Inkubation mit ATII Die
SSB und Fpg-sensitiven wurden mit der Alkalischen Elution quantifiziert. LLC-PK1-Zellen wurden fir

die angegeben Zeiten mit den angegebenen ATII-Konzentrationen behandelt. n=3-7; Mittelwerte + SD.

In LLC-PK1-Zellen wurden neben den DNA-Schéden auch die Mikrokernraten
bestimmt. Hierzu wurden die Zellen nach der Behandlung mit dem vasoaktiven

Gewebshormon Uber mindestens einen Zellzyklus unter Standardbedingungen
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inkubiert. Anschlieend wurden die Zellen auf Objekttrager aufgeschleudert und
nach Anfarben verblindet mit dem Mikrokop ausgezahlt (siehe 3.2.6).

Abbildung 4-15 zeigt die Mikrokernraten der Schweine-Epithelzellen nach Behandlung
mit Angiotensin II. In den unbehandelten LLC-PK1-Zellen lassen sich 13,3 + 6,5
Mikrokerne in 1000 Zellen z&hlen. Es ist jedoch auch bei diesem Versuchsendpunkt
in dieser Zelllinie durch unterschiedliche Konzentrationen und unterschiedliche

Inkubationszeiten keine Erhéhung der Mikrokernrate zu erkennen.
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Abb. 4-15: Mikrokernrate in LLC-PK1-Zellen nach Inkubation mit ATIl. Die LLC-PK1-Zellen
wurden fur die angegebenen Zeiten mit den angegebenen ATII-Konzentrationen behandelt. Die
Mikrokerne wurden pro Ansatz auf zwei Objekttragern in jeweils 1000 Zellen ausgezéhlt. n=3-7;

Mittelwerte + Abweichung vom Mittelwert.
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Abbildung 4-16 zeigt die gemessen DNA-Einzelstrangbriichen und Fpg-sensitiven
Lasionen in MEFs nach Behandlung mit Angiotensin Il. Im Gegensatz zu den
primaren Zellen ist in den MEFs aus Oggl”’-Mé&usen keine Akkumulation der Fpg-
sensitiven L&sionen zu erkennen. Es ist jedoch auch in diesen Zellen keine
Erhéhung der DNA-Einzelstrangbriiche oder der Fpg-sensitiven Lasionen durch die

Behandlung mit Angiotensin Il zusehen.
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Abb. 4-16: SSB und Fpg-sensitive Lasionen in MEFs nach Inkubation mit ATIl. MEFs von Wildtyp
und Oggl”-Mausen wurden fiir 4 Stunden mit den angegeben ATII-Konzentrationen behandelt. SSB
und Fpg-sensitiven Lasionen wurden mit der Alkalischen Elution quantifiziert. n=2; Mittelwerte +

Abweichung vom Mittelwert.



4 Ergebnisse

Die in vitro Behandlung mit Angiotensin Il wurde zudem in primaren, aus Leber und
Milz isolierten Zellen, von Wildtyp- und Oggl”-Mausen durchgefihrt. Zelltypen, die

auch schon in dem Tierversuch verwendet wurden.

Abbildung 4-17 zeigt die Ergebnisse der Behandlung primarer Heptozyten aus Wildtyp-
Mausen und Oggl™-Mausen mit Angiotensin II. Es ist wieder zu erkennen, dass die
Heptatozyten aus den reparaturdefizienten Mausen hodhere Spiegel an Fpg-
sensitiven Lasionen aufweisen. Bei beiden Genotypen liegen die basalen DNA-
Einzelstrangbriichen unter 0,2 Lasionen pro 10° Basenpaare. Die basalen Spiegel an
Fpg-sensitiven Lasionen der Hepatozyten der Wildtyp-Tiere liegen mit 0,20 £ 0,08
Lasionen pro 10° Basenpaare niedriger, die Spiegel der Oggl™-Tiere mit 0,77 + 0,02
Lasionen pro 10° Basenpaare leicht héher, als bei den Tieren des Angiotensin-
Versuchs.

Aber auch durch diese kurze Angiotensin II-Behandlung mit hohen Konzentrationen
ist keine signifikante Induktion von DNA-Schaden in Form von DNA-

Einzelstrangbriichen und Fpg-sensitiven Lasionen zu erkennen.
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Abb. 4-17: SSB und Fpg-sensitive Lasionen in primren Hepatozyten nach Inkubation mit ATII
Die SSB und Fpg-sensitiven wurden mit der Alkalischen Elution quantifiziert. Die Zellen wurden aus
Wildtyp und Oggl'/'-Méusen isoliert und fur 2 Stunden mit den angegeben ATII-Konzentrationen

behandelt. n=2; Mittelwerte £ Abweichung vom Mittelwert.
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Abbildung 4-18 zeigt die Ergebnisse der Behandlung priméarer Lymphozyten aus der
Milz von Wildtyp-Mausen Oggl”-Mausen mit Angiotensin Il. Auch hier stimmen die
basalen Spiegel an DNA-Einzelstrangbriichen und Fpg-sensitiven Lasionen mit den
im Tierversuch bestimmen Werte Uberein. Es ist zu sehen, dass in den Zellen der
reparaturdefizienten Tieren hohere Spiegel an Fpg-sensitiven Lasionen haben, aber
die Behandlung mit Angiotensin Il in beiden Genotypen zu keiner Erhéhung der
DNA-Schéaden fuhrt.
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Abb. 4-18: SSB und Fpg-sensitive Lasionen in priméaren Lymphozyten nach Inkubation mit ATII
Die primaren Lymphozyten wurden aus der Milz von Wildtyp und Oggl”-Méausen isoliert und fiir 4
Stunden mit den angegeben ATII-Konzentrationen behandelt. SSB und Fpg-sensitive Lasionen

wurden mit der Alkalischen Elution quantifiziert. n=3; Mittelwerte + SD.
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4.3 Arteriosklerose

Wie in Kapitel 2.6.2 bereits erlautert Arteriosklerose ist eine chronisch-entzindliche
Krankheit der Arterienwande. Die Krankheit zeichnet sich durch eine endotheliale
Dysfunktion aus. Hierbei handelt es sich um eine Funktionsstorung des Endothels in
Hinsicht Gefal3weitenregulation, Gefallpermeabilitat, Modulation der adhasiven
Eigenschaften und der Thrombozytenaggregation. Die Endothelfunktion kann als
Marker fUr Arteriosklerose gesehen werden. Oxidativer Stress tragt zur Entstehung
der endothelialen Dysfunktion bei, weswegen mit den folgenden Versuchen
untersucht werden sollte, ob auch oxidative DNA-Schaden kausal mit der Entstehung
der Arteriosklerose und somit auch mit der endothelialen Dysfunktion
zusammenhangen. Zur Uberprifung dieser Theorie wurde die Endothelfunktion von

unbehandelten Wildtyp- und Oggl”-Mausen untersucht.

4.3.1 Untersuchung der Endothelfunktion in unbehandelten Wildtyp- und Oggl”-

Mausen

Die Untersuchung der Endothelfunktion wurde in Zusammenarbeit mit der
Arbeitsgruppe Li der Universitatsmedizin Mainz durchgefiihrt. Aus Wildtyp- und
Oggl”-Mausen wurde die Aorta prapariert. Die isolierte Aorta wurde mit
Noradrenalin kontrahiert und anschlieBend mit Acetylcholin relaxiert. Die Relaxation
wird als MaR fur die Endothelfunktion gewertet. Es wurden Tiere in den

Altersgruppen 2 Jahre, 6 Monate und 2 Monate untersucht.

Abbildung 4-19 zeigt die Endothelfunktion von Wildtyp und Oggl”-Mé&usen. Es ist zu
erkennen, dass die mit Noradrenalin kontrahierten Gefal3e reparaturdefizienter Tiere
in allen 3 Altersgruppen bei niedrigeren Acetylcholin-Konzentrationen relaxieren als
die GefaRe der Wildtyp-Tiere. Demzufolge besitzen Oggl”-Mausen in allen drei

getesteten Altersbereichen eine bessere Endothelfunktion als Wildtyp-Tiere.
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Abb. 4-19: Endothelfunktion von unbehandelten Wildtyp- und Oggl”'--Mausen im Alter von 2
Jahren (A), 6 Monaten (B) und 2 Monaten (C). Die Endothelfunktion wurde von der AG Li (Uniklinik
Mainz) mit der Organbad-Methode gemessen. Es wurden (A) 2 Aortenringe von 5 Tieren, (B) 4

Aortenringe von 3 Tieren und (C) 4 Aortenringe von 3 Tieren untersucht. Mittelwerte + SEM.
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4.3.2 Untersuchung der Endothelfunktion von Wildtyp- und Oggl"'-Mausen nach

Angiotensin II-Behandlung

Arteriosklerose wird durch reaktive Sauerstoffspezies initiiert und verstarkt. Aus
diesem Grunde sollte untersucht werden, ob eine vierwtchige Behandlung mit
Angiotensin Il (0,6ug/kg/min) einen Einfluss auf die Endothelfunktion von Wildtyp-
und Oggl”-Mausen besitzt. Von verschiedenen Arbeitsgruppen konnte gezeigt
werden, dass Hypertonie, beziehungsweise eine Behandlung mit Angiotensin II, zu
einer Verschlechterung der Endothelfunktion fuihrt (Nishida et al. 2013).

Die Messung der Endothelfunktion wurde erneut von der Arbeitsgruppe Li in der

Universitadtsmedizin Mainz durchgefuhrt.

Die Ergebnisse der Messung der Endothelfunktion der mit Angiotensin Il oder
Kontroll-L6ésung behandelten Tiere sind in Abbildung 4-20 zu sehen. Die mit Kontroll-
LAsung behandelten Wildtyp- und OGG1-defizienten Mause entsprechen den Tieren
in Abbildung 4-19B.

Die Behandlung mit Angiotensin Il bewirkt in den Wildtyp-Tieren keine Anderung der
Endothelfunktion. Die Kontraktion nimmt mit steigender Acetylcholin-Konzentration in
beiden Versuchsgruppen in etwa gleichem Mald ab. Bei den OGGLl-defizienten
Tieren ist bei niedrigen Acetylcholin-Konzentrationen die Abnahme der Relaxation
gleich. Bei hdéheren Konzentrationen, zwischen den Acetylcholin-Konzentrationen
von 107° bis 10 M, ist eine schwéchere Relaxation der GefaRe der mit Angiotensin
Il behandelten OGG1-defizienten Tieren zu erkennen. Dieser unterschiedliche
Verlauf der behandelten Tiere und der Kontrollgruppe ist jedoch nicht signifikant.
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Abb. 4-20: Endothelfunktion von Wildtyp- und Oggl”'-Mausen nach vierwdchiger Behandlung
mit ATIl (0,6pg/kg*min). Die Endothelfunktion wurde von der AG Li (Uniklinik Mainz) mit der
Organbad-Methode gemessen. Es wurden jeweils 4 Aortenring von 3 Tieren (Oggl”’-Mause + ATII: 2

Tiere) untersucht. Mittelwerte £ SEM.

4.3.3 Untersuchung der Genexpression in der Aorta

Das Ergebnis der schlechteren Endothelfunktion der Wildtyp-Tiere im Vergleich mit
den Oggl”-Tieren war tberraschend, so dass im Folgenden Versuche zur Klarung

des molekularen Mechanismus durchgefuihrt wurden.

Die Relaxation des Endothels wird durch Stickstoffmonoxid (NO) vermittelt. NO ist
das kleinste Signalmolekil und spielt bei vielen Prozessen eine fundamentale Rolle.
Uber Aktivierung der I6slichen Guanylzyklase reguliert NO den GefaRtonus. Die
molekulare Grundlage der endothelialen Dysfunktion ist eine verminderte
Konzentration an NO. NO wird durch NO-Synthasen (NOS) aus der Aminosaure L-
Arginin und Sauerstoff hergestellt werden. Tetrahydrobiopterin (BH,) ist ein Kofaktor
der endothelialen NOS (eNOS). Ist dieser zu wenig im Endothel vorhanden, kann es
zur Entkoppelung der eNOS kommen. In diesem Fall wird Superoxid anstelle von NO
gebildet. Das Superoxid reagiert mit noch vorhandenem NO zu Peroxynitrit, und
inaktiviert dieses (Cai und Harrison 2000). Die NO-Konzentration nimmt immer weiter

ab, wodurch die eNOS immer starker entkoppelt wird (Férstermann 2006).
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Wie beschrieben ist von der Aktivitat der eNOS der BH,4-Spiegel abhangig. Das BHy-
produzierende Enzym ist die GTP-Cyclohydrolase | (GTPCH1). BHs kann zu 7,8-
Dihydrobiopterin (BH;) oxidiert werden. Durch die Dihydrofolatreduktase (DHFR) wird
BH, zu BH, regeneriert. Die beiden Enzyme GTPCH1 und DHFR sind somit fir den
BHs-Spiegel verantwortlich (Crabtree et al. 2009).

Da die eNOS an der Entstehung der endothelialen Dysfunktion beteiligt ist sowie BH4
als Cofaktor der eNOS notwendig ist, sollte untersucht werden, ob eine
unterschiedliche Expression der eNOS und der fir den BHy4-Spiegel verantwortlichen
Enzyme GTPCH1 und DHFR in Wildtyp- und OGG1-defizienten Tieren fur die
unterschiedliche Endothelfunktion der M&use verantwortlich sein kann.

Fur die Untersuchung der Genexpression in der Aorta von Wildtyp- und Oggl™-
Méausen wurden jeweils 3 Tiere im Alter von 2 Monaten analysiert. Es handelt sich
um eben die Tiere, in welchen auch schon die Endothelfunktion analysiert wurde.
Aus Aortensticken (in flissigem Stickstoff gefroren) wurde die Gesamt-RNA isoliert
und mit einer reversen Transkriptase in cDNA umgeschrieben. Mit Hilfe spezifischer
Primer kdnnen in einer realtime-PCR die zu untersuchenden Gene quantifiziert
werden. Durch Normalisierung auf ein in der Zelle konstitutiv exprimiertes Gen
kbnnen Verdnderungen in der Genexpression nachgewiesen werden. Als
Referenzgene wurden GAPDH, B-Akt und 18s verwendet (siehe 3.2.5).

Abbildung 4-21 zeigt, dass bei allen drei untersuchten Genen kein signifikanter

Unterschied zwischen den beiden Genotypen zu erkennen ist.

Die Aktivitat der eNOS wird durch poststranslationale Modifikationen beeinfluf3t. Eine
Phosphorylierung am Serin-Rest 1177 erhoht die Aktivitat der eNOS. Um zu
untersuchen, ob der unterschiedlicher Phosphorylierungsgrad der eNOS von Wildtyp-
und OGG1-defizienten Tieren unterschiedlich ist, wurden Proteinextrakte aus der
Aorta von den Mausen mit phospho-sensitiven Antikérpern im Western Blot
untersucht. Aus Abbildung 4-22 ist zu erkennen, dass unbehandelte Wildtyp- und
Oggl”™-Méause einen gleichen Phosphorylierungsgrad des Serin-Rests 1177

besitzen.
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Abb. 4-21: Expression von eNOS, DHFR und GTP-CH1 in der Aorta von unbehandelten
Wildtyp- und Oggl”'——Mausen. Pro Maus wurde die Expression jedes Gens relativ zu dem
Referenzgen GAPDH bestimmt. Mittelwerte + SD
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Abb. 4-22: Western Blot: eNOS und p-eNOS S1177 Expression in der Aorta von Wildtyp- und
Oggl”'-Méusen. Je 3 gepoolte Aorten von unbehandelten Wildtyp- und Oggl"'-Méusen.
Referenzprotein 3-Aktin.

Zusatzlich wurde die Expression weiterer Gene untersucht. In Gefal3zellen hat HO-1

eine wichtige anti-oxidative, anti-entziindliche, anti-apoptotische, ant-iproliferative
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und immunmodulatorische Funktion (siehe 2.3). Nrf-2 ist ein Transkriptionsfaktor der
fur die Expression von HO-1 verantwortlich ist (siehe 2.3). Das Adhasionsmolekul
VCAM ist in der Pathogenese der Arteriosklerose involviert. Aus Abbildung 4-23 wird
jedoch ersichtlich, dass auch fur die Gene Nrf-2, HO-1 und VCAM keine

unterschiedliche Expression zwischen den beiden Genotypen gezeigt werden kann.

Wie in Kapitel 2.1 bereits erklart gibt es viele verschiedene Quelle fur reaktive
Sauerstoffspezies. Welche Quellen an reaktiven Sauerstoffspezies bei der
Entstehung der Arteriosklerose von Bedeutung sind konnte noch nicht genau geklart
werden. Aus diesem Grund wurde die Expression des NOX4-Gens untersucht. Es
konnte jedoch auch hier keine Unterschiedliche Expression zwischen Wildtyp- und
Oggl”-Mausen gezeigt werden.

Die Expression der Gene fur die Cytokine MCP-1, MIP1 und das Chemokin TNFa

konnten in der Aorta nicht nachgewiesen werden.

B widtyp
2 4 B Ogg?”

Genexpression relativ zu GAPDH

0 -
Nrf-2 HO-1 Nox4 VCAM
Abb. 4-23: Genexpression in der Aorta von Wildtyp- und Oggl”'--Mausen. Pro Maus wurde die
Expression jedes Gens relativ zu dem Referenzgen GAPDH bestimmt. Mittelwerte £ SD
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5 Diskussion

5.1 Ist Angiotensin Il in Wildtyp- und Oggl”-M&usen genotoxisch?

In der vorliegenden Arbeit sollte ein méglicher DNA-schadigender und mutagener
Effekt durch das vasoaktive Gewebshormon Angiotensin Il untersucht werden. Es
wurden Wildtyp-Mause und Oggl”-Mause, welche defizient in der Reparatur der
pramutagenen DNA-Modifikation 8-oxoG sind, Uber vier Wochen mit Angiotensin Il
behandelt (0,6 pg / kg / min). Fir die Oggl”-Mause konnte bereits gezeigt werden,
dass sie aufgrund ihrer Reparaturdefizienz erhéhte Spiegel an 8-oxoG haben
(Klungland et al. 1999; Osterod et al. 2001) und auch eine hohere Spontan-
Mutationsrate in Leber und Hoden aufweisen (Klungland et al. 1999). Diese Oggl”-
Mause stellen somit ein sehr sensitives Modell dar, um oxidativen Stress erzeugende

Substanzen hinsichtlich ihrer genotoxischen Wirkung zu untersuchen.

Die Behandlung der Tiere mit Angiotensin Il verlief wie in friher publizierten Studien
(Brand et al. 2013). Es war in beiden untersuchten Genotypen, Wildtyp- und Oggl™”-
Mausen, ein signifikanter Anstieg des systolischen sowie des diastolischen
Blutdrucks zu beobachten (Abbildung 4-1). Das Uber die Behandlung kontrollierte
Korper- und Nierengewicht zeigte keine Auffalligkeiten (Abbildung 4-2). Das
Korpergewicht ist ein sensitiver Marker fur Schmerz, Leiden und Schaden, was somit

ausgeschlossen werden kann.

Es ist beschrieben, dass Angiotensin Il NADPH-Oxidasen aktiviert, welche reaktive
Sauerstoffspezies bilden (Seshiah et al. 2002; Fazeli et al. 2012). Die Bildung
reaktiver Sauerstoffspezies in der Niere wurde vom Kooperationspartner in Wirzburg
untersucht. In Gewebeschnitten der Niere kann in beiden Maus-Genotypen mit dem
Farbstoff DHE eine vermehrte Ethidium-Fluoreszenz nachgewiesen werden, die als
Folge von oxidativem Stress, beziehungsweise der Bildung von reaktiven
Sauerstoffspezies angesehen werden kann (Abbildung 4-4). Dies entspricht bereits

publizierten Daten der Arbeitsgruppe Schupp (Brand et al. 2013).

Reaktive Sauerstoffspezies kénnen DNA-Schaden generieren (siehe 2.3). Durch

Angiotensin |l induzierte DNA-Schaden, nachgewiesen mit dem Comet Assay,
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konnten schon in verschiedenen Zellsystemen gezeigt werden (Mazza et al. 2003;
Fazeli et al. 2012). In den Nieren, der in diesem Versuch behandelten Tiere, wurde
mit zwei Methoden, der Alkalischen Elution, zur Detektion von DNA-
Einzelstrangbrichen und Fpg-sensitiven Lasionen, und einer Immunfluoreszenz-
Farbung, zum Nachweis von yH2AX-Foci und damit DNA-Doppelstrangbrichen, das
Entstehen von DNA-Schaden durch Angiotensin Il untersucht.

Die Ergebnisse der Alkalischen Elution zeigen, dass in den Nieren beider Maus-
Genotypen keine Erhéhung von DNA-Einzelstrangbriichen sowie Fpg-sensitiven
Lasionen durch die Angiotensin lI-Behandlung zu erkennen ist (Abbildung 4-5). Wie in
Kapitel 4.1.3.1 beschrieben, gestaltete sich die Praparation der Einzelzellsuspension
an Nierenzellen fur die Alkalische Elution schwierig. Es konnten nur kleine Mengen
an Zellen isoliert werden. Dies wirft die Frage auf, ob die erhaltenen Daten der
Alkalischen Elution tUberhaupt das gesamte Organ représentieren, da die Gefahr
besteht, dass ein Zelltyp selektiert wurde.

Mit der Immunfluoreszenz-Farbung von yH2AX-Foci (durchgefiihrt von AG Schupp in
Wirzburg) wurde in den Nieren der Wildtyp-Tiere durch die Behandlung mit
Angiotensin Il eine Erh6hung der yH2AX-Foci nachgewiesen. Dagegen wurde bei
den Oggl”-Méause mit Angiotensin Il-Behandlung eine geringere Menge an yH2AX-
positiven Zellen beobachtet als bei den reparaturdefizienten Kontroll-Tieren.
(Abbildung 4-6). Es stellt sich die Frage, warum in Oggl”-Mausen mit Angiotensin II-
Behandlung eine geringeren Menge an yH2AX-Foci gemessen wurden als bei den
mit Kontroll-Lésung behandelten Tieren. Dies ist auch deshalb nicht zu erwarten, da
OGGL1 nicht an der Reparatur von DNA-Doppelstrangbriichen beteiligt ist. Auch
stellen DNA-Doppelstrangbriiche kein Reparaturintermediat der Basenexzisions-
Reparatur dar, so dass es bei der Entstehung von DNA-Doppelstrangbriichen durch
reaktive Sauerstoffspezies keinen Unterschied zwischen Wildtyp- und Oggl”-

Mausen geben durfte.

Aus nicht-reparierten DNA-Schaden kénnen Mutationen entstehen. Die in dem
Versuch eingesetzten Tiere besitzen das urspringlich bakterielle, nicht transkribierte
lacl-Gen als Transgen, welches ein Mutation-Marker ist. Uber den ,Plaque Color

Screening Assay“ kann die Mutationsfrequenz des lacl-Gens in nahezu allen
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Geweben der Tiere bestimmt werden (siehe 3.2.4). Der in unserem Versuch
ermittelte Wert von 3,6 + 1,2 lacl-Mutationen, in der Niere mit Kontroll-Lésung
behandelter Wildtyp-Mause, liegt im Bereich bisher publizierter Daten unbehandelter
Mause. Bisher konnte gezeigt werden, dass die basalen Level an lacl -Mutationen in
der Niere zwischen 2 (Nishikawa et al. 1997), 3 = 0,6 (Gorelick et al. 1999); 3,2
(Autrup et al. 1996) und 3,8 + 1,5 (de Boer et al. 1998) liegen.

In den Oggl”-Mausen ergeben sich sehr groBe Abweichungen bei den
Mutationsfrequenzen. Bei den Tieren der Kontrollgruppe sind die Mutations-
Frequenzen im lacl-Gen dreier Tiere nahezu gleich und zeigen einen den Wildtyp-
Tieren ahnlichen Spiegel an Mutationen. Jedoch betragt der bestimmte Wert der
Mutationsfrequenz einer vierten, mit Kontroll-Lsung behandelten Oggl”-Maus, etwa
das Dreifache. Bei den mit Angiotensin Il behandelten Oggl”-Mé&usen ergeben sich
ebenfalls sehr groBe Abweichungen in den Mutationsfrequenzen im lacl-Gen. Je
zwei Oggl”-Tiere zeigen sehr niedrige Mutationsfrequenzen, zwei weitere
analysierte Tiere zeigen jeweils eine etwa vierfach erhdhte Mutationsfrequenz
(Abbildung 4-9; Tabelle 4-1). Alle ho6heren Mutationsfrequenzen im lacl-Gen,
unabhéngig von Genotyp und Behandlung, wurden in einem zweiten
Versuchsdurchgang beobachtet (Tabelle 4-1 mit * markierte Tiere). Die Ursache der
héheren Mutationsfrequenzen ist unklar. Die Tiere zeigten keine Auffalligkeiten
(bezlglich Kdrpergewicht, Erscheinung, Organanomalien), die auf eine Infektion oder
Krankheit hindeuten kdnnten und so die Erh6hung der Mutationsfrequenzen erklaren
wirden. Die Durchfihrung des Versuchs wurde mit Hilfe der mitgelieferten
Reagenzien und nach Anleitung durchgefiuihrt, so dass auch hier Abweichungen, die
zu solch grof3en Unterschieden in der Mutationsfrequenz flihren, ausgeschlossen
werden kdnnen.

Wertet man die Versuche getrennt aus, ist dennoch keine signifikante Erh6hung der
Mutationen im lacl -Gen durch die Angiotensin lI-Behandlung zu erkennen.

Da zur Entstehung von Mutationen die Proliferation des Gewebes notwendig ist, stellt
sich die Frage, ob eine vierwdchige Behandlung der Tiere ausreichend ist, um durch
die Behandlung entstandene DNA-Schaden in Mutationen zu Uberfihren. Dass dies
in der Niere selbst nach einer kurzen Behandlung mdoglich ist, konnte von Autrup et

al. (1996) gezeigt werden. Die Arbeitsgruppe fuhrte eine viertdgige Behandlung mit
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Aflatoxin (8 mg/kg) in Mausen durch. Die Mutationen im lacl-Gen wurden 21 Tage
nach der Behandlung analysiert. Es konnte eine Erhéhung der Mutationen im lacl-
Gen von 3,2 (n=2) auf 11,9 + 1,1 (n=4) gezeigt werden. In Kombination mit einer
Glutathion-Depletion durch Phorone konnten die Mutationen sogar auf 17,5 + 3,2
(n=4) erhoht werden. Die Glutathion-Depletion selbst zeigte eine Erhéhung der
Mutationen auf 6,5 = 0,6 (n=4). Allerdings ist Aflatoxin B ein starkes Mutagen, was zu
hohen DNA-Addukt-Zahlen fihrt.

Ein weiteres Werkzeug, um die Generierung reaktiver Sauerstoffspezies und
genotoxischer Ereignisse zu untersuchen, ist die Bestimmung der Expression von
Genen der Redoxhomo@ostase (siehe 4.1.7).

Von verschiedenen Genen ist bekannt, dass ihre Hochregulation zu vermindertem
oxidativen Stress und erniedrigten DNA-Schaden fuhrt. So kann durch eine
Uberexpression von SOD1 die Menge an Fpg-sensitiven Lasionen reduziert werden
(Gallé et al. 2014, noch nicht veroffentlicht). In Ratten zeigt sich, dass eine
Uberexpression von Katalase vor Hypertonie und einer tubularen
Nierenfunktionsstorung durch Angiotensin Il schitzt (Shi et al. 2013). Das Polyphenol
Resveratrol induziert die Expression von SOD1, SOD2, SOD3, Glutathionperoxidase
und HO-1. Die Expression dieser Gene wird moglicherweise tUber den Keapl-Nrf2-
ARE-Signalweg induziert. Als Resultat wurde der oxidative Stress vermindert und es
konnten in der Leber erniedrigte Spiegel an oxidativen DNA-Modifikationen sowie
Mutationen im lacl-Gen detektiert werden (Fusser et al. 2011). So ist der Keap-Nrf2-
ARE-Signalweg als Schutzmechanismus der Zelle gegeniiber endogen und exogen
entstehendem oxidativem Stress anzusehen. Durch Bindung von Nrf2 an ARE, das
Antioxidative Response-Element, kommt es zur Transkription protektiver Enzyme wie
Katalase, Superoxiddismutase, Hamoxygenase und vielen weiteren Proteinen
(Kensler et al. 2007). Eine Hochregulation dieser Enzyme kann somit als Indikator fur
oxidativen Stress angesehen werden. Durch Angiotensin Il entstehender oxidativer
Stress aktiviert eventuell eben diesen Signalweg, der zur Expression der
detoxifizierenden Enzyme fuhrt, die die Zelle vor der Bildung von DNA-Schaden
schitzen. Die Expression der Gene Katalase, Glutathionperoxidase,
Superoxiddismutase 1, Hamoxygenase 1 und Nrf2 wurde in der Niere nach der
Behandlung mit Angiotensin Il untersucht (Abbildung 4-11). Es wurde jedoch kein

Einfluss der Behandlung auf die Genexpression beobachtet.
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Ein generelles Problem der Untersuchung der Niere nach Angiotensin II-Behandlung
ist, dass die Niere ein sehr heterogen aufgebautes Organ ist. Das Nephron, die
funktionelle Einheit der Niere, lasst sich in den Glomerulus und den Tubulusapparat
unterteilen. Wéahrend im Glomerulus durch Filtration des Blutes der Primarharn
gebildet wird, hat der Tubulusapparat die Aufgabe der Ruckresorption und Sekretion
verschiedenster Substanzen. Diese unterschiedlichen Aufgaben werden durch eine
Vielzahl an unterschiedlichen Zellen GUbernommen, die sich in ihrem Aufbau und
enzymatischer Ausstattung deutlich unterscheiden. In mehreren Arbeiten wurde
speziell in Tubuluszellen die Generierung von oxidativem Stress durch ATIIl gezeigt
(Tanifuji et al. 2005; Fazeli et al. 2012; Kim et al. 2012). Bei den von uns
durchgefiihrten Versuchen wie der Messung der DNA-Schéden mit der Alkalischen
Elution, dem BigBlue® Mutations-Assay sowie der Analyse der Genexpression
wurden die Zellen, die DNA und auch die RNA aus dem gesamten Gewebe, also
nicht nach Zelltypen getrennt, untersucht. Es besteht deshalb die Mdglichkeit, dass
ein eventuell vorhandener Effekt nicht nachgewiesen werden konnte, weil dieser nur

in einem spezialisierten Zelltyp vorhanden ist.

Neben der Niere wurden auf3erdem die Leber und die Milz behandelter Tiere auf
genotoxische Effekte untersucht. In primaren Hepatozyten und Lymphozyten aus der
Milz wurde mit der Alkalischen Elution die Menge an DNA Einzelstrangbriichen und
Fpg-sensitiven Lasionen bestimmt (Abbildung 4-7 und 4-8). In beiden Organen und
bezogen auf beide detektierte Arten von DNA-Schaden konnte kein Einfluss der

Angiotensin II-Behandlung gezeigt werden.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass in dem von uns durchgeflhrten

Tierversuch Angiotensin Il sich nicht als genotoxisch erwies.

5.2 Ist eine in vitro-Behandlung mit Angiotensin Il genotoxisch?

Nachdem in vivo keine Genotoxizitdt von Angiotensin |l beobachtet wurde, sollte
weiter untersucht werden, ob mit den von uns verwendeten Methoden das vasoaktive
Gewebshormon als in vitro genotoxisch bewertet werden kann. Eine Untersuchung in
vitro hat den Vorteil, dass hohe Konzentrationen und definierte Zelltypen untersucht

werden kénnen.
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In Zellen der glatten Gefal3muskulatur konnte gezeigt werden, dass bereits eine 30-
minttige Inkubation mit Angiotensin Il (100nM) eine Verdoppelung der Produktion
reaktiver Sauerstoffspezies (Seshiah et al. 2002) bewirkt. In der Niere konnte
insbesondere in Tubulus-Zellen die Entstehung reaktiver Sauerstoffspezies durch
Angiotensin Il nachgewiesen werden (Tanifuji et al. 2005; Fazeli et al. 2012; Kim et
al. 2012).

In den von uns untersuchten LLC-PK1-Zellen, Schweineepithelzellen des proximalen
Tubulus (LLC-PK-1-Zellen), wird mit der Alkalischen Elution keine Erhdhung der
DNA-Einzelstrangbriche und Fpg-sensitive Lasionen nach Inkubation mit
verschiedenen Konzentrationen an Angiotensin Il gezeigt (Abbildung 4-14). Ebenso
zeigt sich kein Anstieg der DNA-Schéaden durch Inkubation mit Angiotensin Il in den

HEK-Zellen (Abbildung 4-13).

Mit dem Comet Assay konnte die Arbeitsgruppe Schupp aus Wirzburg zeigen, dass
in HEK-Zellen sowie in LLC-PK-1-Zellen nach einer 4-stiindigen Inkubation mit ATII
(50-400nM ATII) die DNA-Schaden ansteigen und auch die Mikrokernrate erhéht wird
(Fazeli et al. 2012). Comet Assay und Alkalische Elution sind Methoden mit einem
ahnlichen Prinzip. Beide Methoden nutzen die Tatsache, dass DNA-Strangbriiche
das physikalisch-chemische Verhalten der DNA beeinflussen. Im Comet Assay
werden die entsprechend der Schadigung unterschiedlich langen DNA-Fragmente in
einer Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt. Bei der Alkalischen Elution passieren
die durch Strangbriiche entstandenen DNA-Fragmente einen Polycarbonatfilter
unterschiedlich schnell, entsprechend ihrer Lange. Es stellt sich natirlich die Frage,
ob die beiden Methoden eine &hnliche Sensitivitdt aufweisen, so dass sich die
erhaltenen Daten vergleichen lassen.

Die Kalibration der Alkalischen Elution ergibt einen Ilinearen Anstieg an
Strangbrichen nach y-Strahlung. Bei einer Bestrahlung mit 6 Gy kann ein Schaden
von etwa 1 DNA-Einzelstrangbruch pro 10° Basenpaare detektiert werden (Kohn et
al. 1976). Ein linearer Zusammenhang konnte in unserem Labor bestatigt werden.
Bei 3 Gy wurde ein Schaden von 0,5 DNA-Einzelstrangbriichen pro 10° Basenpaare
bestimmt (Ballmeier, 1997). Der Comet Assay zeigt ein &hnliches Ergebnis: Uber den
Bereich von 0 bis 8 Gy ist die DNA-Schadigung linear, was einem DNA-Schaden bis

etwa 1,4 Lasionen / 10° Basenpaare entspricht (Collins 2004). Die
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Ubereinstimmenden Ergebnisse der Kalibration der beiden Methoden lassen jedoch
nicht unbedingt auch auf eine &hnliche Sensitivitat schlieRen. Mit der Alkalischen
Elution ist es durchaus méglich Lasionen von 0,5 — 1 pro 10’ Basenpaare zu
detektieren. In der Literatur ist beschrieben, dass beim Comet Assay Schaden ab 0,4
- 20 Lasionen pro 10’ Basenpaare gemessen werden konnen (Collins et al. 2008).
Ein absoluter Vorteil der Alkalischen Elution ist, dass bei dieser Methode das Mittel
aus einer Million Zellen gewertet wird, was auf eine starkere Robustheit hindeutet. Im
Gegensatz dazu werden beim Comet Assay haufig lediglich 100 Zellen pro Probe

untersucht.

Von unserem Kooperationspartner konnte in LLC-PK1-Zellen ein Anstieg der
Mikrokern-Rate durch Angiotensin Il gezeigt werden (Fazeli et al. 2012). Diese
Erhéhung der Mikrokernrate konnte in dieser Arbeit nicht bestatigt werden (Abbildung
4-15). Die hier gezeigten Daten der Mikrokerne bestatigen ganz klar den mit der
Alkalischen Elution bestimmten fehlenden genotoxischen Effekt in den LLC-PK1-
Zellen (Abbildung 4-14).

Neben den Zellkulturlinien aus der Niere wurden weitere Arten von Mauszellen aus
Wildtyp- und OGG1-defizienten Tiere untersucht. So wurden Versuche mit primaren
Hepatozyten (Abbildung 4-17) und priméaren Lymphozyten aus der Milz (Abbildung 4-18)
durchgefiihrt, sowie mit immortalisierten Mausembryofibroblasten (Abbildung 4-16). In
keinem der getesteten Zellsysteme wurde ein Anstieg der DNA-Einzelstrangbriiche
sowie der Fpg-sensitiven Lasionen nachgewiesen. Die hier gezeigten Daten aus

Leber und Milz bestatigen die im Tierversuch erhaltenen Ergebnisse.

Es lasst sich zusammenfassen, dass auch durch die in vitro Versuche mit
Angiotensin Il keine genotoxischen Wirkungen des vasoaktiven Gewebehormons

nachgewiesen werden kdnnen.

5.3 Welche Rolle spielen durch Angiotensin Il generierte reaktive

Sauerstoffspezies?

Angiotensin Il  aktiviert NADPH-Oxidasen, welche zur Bildung reaktiver
Sauerstoffspezies fuhren kdnnen (Seshiah et al. 2002; Fazeli et al. 2012). Zur
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Klarung der Frage ob in der Niere Nox2 oder Nox4 tatsédchlich die Quelle der
reaktiver Sauerstoffspezies nach Angiotensin II-Behandlung sind, wurde die
Expression dieser beiden NOX-Gene untersucht (Abbildung 4-11). Nox4 ist in der
Niere lokalisiert, ebenso die Nox2. In Zellen der glatten Gefalmuskulatur (VSMC:
vascular smooth muscle cells) konnte bisher eine Hochregulation von NOX1 und
NOX2 und eine Herunter-Regulation von NOX4 durch Angiotensin Il gezeigt werden
(Lassegue et al. 2001). Eine weitere Arbeitsgruppe dagegen zeigte in vitro in VSMC
eine Erhdhung der Expression von NOX1 und NOX4 durch Angiotensin Il (Wingler et
al. 2001). Fur die beiden Gene konnte in beiden Mausstdmmen kein Einfluss der
Angiotensin II-Behandlung beobachtet werden. Mdglich ist, dass die Aktivierung der
NADPH-Oxidasen nicht uber Erh6hung der Expression der Untereinheiten, sondern
Uber postttranslationale Modifikation verlauft. Die durch Angiotensin Il aktivierte
Proteinkinase C phosphoryliert méglicherweise Untereinheiten der NADPH-Oxidase.
Diese Phosphorylierung erleichtert die Zusammenlagerung der Untereinheiten des
NADPH-Oxidase-Proteins und fuhrt so zu dessen Aktivierung und der Produktion
reaktiver Sauerstoffspezies. Zudem zeigte sich, dass es aufgrund der ATII-
Behandlung zu einer Translokation der Untereinheiten, im publizierten Fall der

p47°"°* vom Cytosol an die Plasmamembran kommt (Papparella et al. 2005).

Neben einem mdglichen DNA-schadigenden Effekt durch oxidativen Stress, spielen
reaktive Sauerstoffspezies auch als Signalmolekiile eine grof3e Rolle. Reaktive
Sauerstoffspezies konnen die Transkriptionsfaktoren NF-kB und AP-1 aktivieren,
welche dann wiederum die Expression entziindungsvermittelnder Gene induzieren
(Bulua et al. 2011; Sen und Packer 1996). Eine Rekrutierung inflammatorischer
Zellen, sowie eine Infiltration von Lymphozyten durch Angiotensin Il kann zur
Schadigung der Niere fuhren (Kaliappan et al. 2012). In Mesangial Zellen der Niere
werden durch reaktive Sauerstoffspezies MAP-Kinasen aktiviert, die das

Zellwachstum anregen und so zu Hypertrophie fihren (Jaimes et al. 1998).

Die Expression der Gene MCP-1, IL6, ICAM und VCAM kann mit der
Signaltransduktion von Angiotensin Il und reaktiven Sauerstoffspezies in Verbindung
gebracht werden. In transgenen Tiermodellen konnte gezeigt werden, dass durch ein
verstarktes Renin-Angiotensin-Aldosteron-System die Expression von MCP-1 und
der Adhé&sionsproteine ICAM und VCAM erhoht wird (Theuer et al. 2002). Das
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Zytokin IL6 kann durch die Bindung an seinen Rezeptor den Jak-Stat-
Signaltransduktionsweg und MAP-Kinase-Weg aktivieren (Heinrich et al. 2003). 116
spielt bei der Signaltransduktion von Angiotensin Il eine Rolle, was anhand IL6-
defizienter Mause gezeigt werden kann. Diese Tiere entwickeln durch die
Behandlung mit Angiotensin Il keinen erhdhten Blutdruck (Brands et al. 2010). Bei
der durchgefuhrten Analyse der Expression der oben genannten Gene sowie des
Gens fur TNFa wird jedoch keine Auswirkung der Behandlung auf die Expression der
Gene beobachtet (Abbildung 4-12). Mit den in diesem Versuch durchgeflhrten
Experimenten kann demnach keine Rolle der durch Angiotensin Il generierten

reaktiven Sauerstoffspezies auf Signatransduktionswege gezeigt werden.

5.4 Hat OGG1l eine weitere Funktion neben seiner Rolle in der

Basenexzisionsreparatur?

Eine durch Angiotensin Il bewirkte Bildung reaktiver Sauerstoffspezies und dadurch
verursachte DNA-Schaden koénnen nicht nur zur Entstehung von Krebs fiuhren,
sondern auch zur Entstehung von Arteriosklerose beitragen (siehe 2.6.2). Neben der
Untersuchung des genotoxischen Effekts von Angiotensin Il sollte in dieser Arbeit
deshalb auch dessen Einfluss auf den Pathomechanismus der Arteriosklerose

untersucht werden.

Entgegen der Erwartung, dass durch den oben beschriebenen Mechanismus die
reparaturdefizienten Oggl™-Mause durch ihre erhéhten Spiegel an oxidativen DNA-
Modifikationen ein hoheres Risiko besitzen an Arteriosklerose zu erkranken, konnte
gezeigt werden, dass diese Tiere, ohne Angiotensin II-Behandlung, eine signifikant
bessere Endothelfunktion besitzen als die Wildtyp-Tiere (Abbildung 4-19 und 4-20).

Um die molekulare Ursache der besseren Endothelfunktion der Oggl™-Mausen zu
untersuchen, wurde die Genexpression in der Aorta analysiert. Die endotheliale NO-
Synthase (eNOS) ist ein zentrales Protein der Endothelfunktion. NO-Synthasen
produzieren NO, ein kleines Signalmolekil, das den Geféaldtonus reguliert. Bei der
Entkoppelung der eNOS, produziert diese reaktive Sauerstoffspezies, welche NO zu
Peroxynitrit inaktivieren. Zu dieser Entkoppelung kommt es, wenn zu wenig
Tetrahydrobiopterin (BH4) als Kofaktor der eNOS vorhanden ist. Die beiden BH4
produzierenden und regenerierenden Enzyme sind die GTP-Cyclohydrolase |



5  Diskussion [EERN

(GTPCH1) und die Dihydrofolatreduktase (DHFR). Um zu untersuchen, ob eine
unterschiedliche Expression der eNOS in den beiden Tierstammen fur die
unterschiedliche Endothelfunktion verantwortlich ist, wurde die Expression der Gene
eNOS, GTPCH1 und DHFR in der Aorta von Wildtyp- und Oggl™-Mausen analysiert.
Die Quantifikation der Gene zeigt jedoch keinen Unterschied zwischen den Aorten

von Wildtyp- und Oggl”-Mausen (Abbildung 4-21).

Die Aktivitat der eNOS wird zusatzlich Uber posttranslationale Modifikationen
beeinflusst. Uber verschiedene Signaltransduktionswege wie Akt/Proteinkinase B,
Proteinkinase A und AMPK kann es zur Phorphorylierung des Serin-Rests 1177 und
so zur Aktivierung der eNOS kommen (Dimmeler et al. 1999; Fulton et al. 1999).
Auch ein unterschiedlicher Phosphorylierungsstatus koénnte der Grund fur die
unterschiedliche Endothelfunktion von Wildtyp- und Oggl”-Mausen sein. Mit dem
durchgefuihrten Western Blot-Versuche konnte jedoch gezeigt werden, dass
unbehandelte Wildtyp- und Oggl”-Mause den gleichen Phosphorylierungs-Status
der eNOS haben (Abbildung 4-22).

Ein interessanter Befund, der mit der besseren Endothelfunktion der Oggl™-Mause
im Vergleich mit den Wildtyp-Mausen in Zusammenhang gebracht werden kann, ist,
dass OGGL1 auch von anderen Arbeitsgruppen mit einer Regulation und Modulation
von Entziindungsreaktionen in Verbindung gebracht wurde. So zeigten Mabley et al.
(2005), dass OGG1-defiziente Tiere eine hohere Resistenz gegenuber einer durch
das Endotoxin LPS induzierten, systemischen Inflammation haben. AufRerdem sind
die Tiere weniger sensitiv gegen eine, durch Streptozotocin ausgeltste, Diabetes Typ
I-Erkrankung. Als drittes konnte die Arbeitsgruppe zeigen, dass die Knockout-Tiere
im Gegensatz zu Wildtyp-Tieren, nach Behandlung mit Oxazolon eine weniger stark
ausgepragte Kontakthypersensitivitat entwickelten.

Mit transgenen BigBlue® Oggl’-Mausen wurde gezeigt, dass die
reparaturdefizienten Tiere durch eine chronische H. pylori-Infektion weniger
schwerwiegende inflammatorische Lasionen entwickeln und die Mutationsfrequenz
im Magen durch die Infektion weniger ansteigt als bei der Vergleichsgruppe mit
Wildtyp-Tieren (Touati et al. 2006).

Auch in einem Modell der Entztindungen der Atemwege durch Ovalbumin stellte sich

heraus, dass OGGL1 die Entzindungsreaktion beeinflusst. So zeigten Li et al. (2012)
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dass nach Sensibilisierung und Anregung mit Ovalbumin Oggl”-M&use, im
Gegensatz zu den Wildtyp-Tieren, eine niedrigere Infiltration von inflammatorischen
Zellen und weniger oxidativen Stress in den Lungen aufwiesen. In Zellkultur konnten
sie zeigen, dass eine Herunterregulation von OGG1 durch si-RNA in kultivierten
Epithel-Zellen nach Behandlung mit Hausstaubmilben-Extrakten die Produktion von
reaktiven Sauerstoffspezies sowie IL4-Spiegel vermindert waren und TNFa-Spiegel
erhoht waren.

Eine immunmodulierende Funktion wurde nicht nur von der DNA-Glycosylase OGGL1
gezeigt. In Tieren mit Defizienz einer anderen DNA-Glykosylase, MuthY, zeigte sich
ebenfalls eine verminderte Immunantwort. Eine Behandlung mit Dextran-
Natriumsulfat induziert in Wildtyp-Tieren eine akute schwere Collitis Ulcerosa,
wohingegen in den MuthY-defizienten Tieren die Lasionen deutlich schwéacher

ausfielen (Casorelli et al. 2010).

Um zu Uberprifen, ob eine unterschiedliche Regulation inflammatorischer Gene oder
Gene, die fur den Redox-Status der Zelle verantwortlich sind, fir die beobachtete
bessere Endothelfunktion der Oggl”-Mause verantwortlich sein kann, wurde in den
Aorten der Wildtyp- und Oggl™-Mausen die Expression weiterer Gene untersucht.
Uber die analysierten Gene ist bekannt, dass die Expression von HO-1 in
arterosklerotischen Lasionen induziert wird (Wang et al. 1998). Nrf-2 hat einen pro-
arterosklerotischen Einfluss, was dadurch gezeigt werden konnte, dass NRF-27
ApoE”-Mé&use weniger Arteriosklerose entwickeln als Nrf-2 profiziente ApoE™-Mause
(Barajas et al. 2011). Das Adhasionsmolekil VCAM ist ebenfalls in die Pathogenese
der Arteriosklerose involviert. Die Expression von VCAM kann schon frih in
Schaumzellen detektiert werden und dient so als Biomarker (Cybulsky und Gimbrone
1991). Als weiteres Gen wurde die Expression von Nox4 untersucht. Es konnte
gezeigt werden, dass bei der altersabhdngigen Verschlechterung der
Endothelfunktion NADPH-Oxidasen, eine Rolle spielen (Trott et al. 2011), weswegen
auch die Expression der Nox4 in der Aorta Uberprift wurde.

Bei keinem der untersuchten Gene konnte jedoch ein Unterschied zwischen der

Aorta von Wildtyp- und Oggl”-Mausen beobachtet werden (Abb. 4-21).

Molekularbiologisch gibt es verschiedene Beobachtungen, die sich mit diesem

immunmodulierenden Effekt von OGGL1 in Zusammenhang bringen lassen. Es wurde
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gezeigt, dass OGG1 die herausgeschnittene Base 8-oxoG bindet und die kleine
GTPase Ras aktiviert (Huh et al. 2012). Die Bindung von 8-oxoG an OGG1 ist sehr
spezifisch, es wird keine andere Basenmodifikation wie FapyG oder oder 8-0x0A,
oder das Nukleosid 8-oxodG von OGG1 gebunden. OGG1 zusammen mit 8-0xoG
wirkt als Nukleotid-Austauschfaktor. Es bewirkt den Austausch von GTP gegen das
von Ras gebundene GDP und bewirkt so dessen Aktivierung (Boldogh et al. 2012).

Auch fur das kleine G-Protein Rac gilt, dass es durch OGG1 in der Gegenwart von 8-
oxoG aktiviert wird (Hajas et al. 2013). Rac ist an der zellularen Redox-Homdoostase,
durch Aktivierung von NADPH-Oxidasen beteiligt (Bedard und Krause 2007). Es
wurde beschrieben, dass eine Behandlung mit 8-oxoG zur intrazellularen
Generierung reaktiver Sauerstoffspezies durch die NADPH-Oxidase Nox4 fuhrt. In
Zellen mit verminderter OGG1-Expression war keine Induktion reaktiver

Sauerstoffspezies durch 8-oxoG zu erkennen (Hajas et al. 2013).

Abbildung 5-1 zeigt schematisch, wie OGG1 und sein gebundenes Substrat 8-0xoG
als Nukleotid-Austauschfaktor fur das kleine G-Protein Rac wirken und so zur

Signaltransduktion fiihren.

Ras und Rac gehéren zu der Gruppe kleiner G-Proteine und stehen in ihrer
aktivierten Form zu Beginn einer ganzen Reihe intrazellularer Signalkaskaden (Takai
et al. 2001). Eine verminderte Aktivierung von Ras und Rac kdnnte die bessere
Endothelfunktion der Oggl’-Mé&use erklaren. Durch eine verminderte basale
Aktivierung verschiedener Signaltransduktionswege werden Entzindungsmarker
weniger stark exprimiert. Dies kénnte zu einer besseren Endothelfunktion fuhren.
Uber Signalwege wie MEK/ERK, Akt/PKB, Jnk sowie JAK/STAT kommt es zu einer
Umgestaltung der Gefal3e (Ohtsu et al. 2006). Rac spielt womdglich auch bei der
Generierung reaktiver Sauerstoffspezies und darauf folgend der Aktivierung reaktiver
Sauerstoffspezies-sensitiver Kinasen eine Rolle (Ohtsu et al. 2006). Diese
beschriebenen Wirkungen kénnten also zu der beobachteten Verschlechterung der

Endothelfunktion beitragen.
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Abbildung 5-1. Schematische Darstellung der Aktivierung des kleinen G-Proteins Rac durch
OGG1 und seinem gebundenen Substrat 8-oxoG (maodifiziert nach (Huh et al. 2012))

55 Wie Dbeeinflusst die Behandlung mit Angiotensin Il die

Endothelfunktion der Wildtyp- und Oggl "-Mausen

Durch eine Untersuchung der Endothelfunktion von Oggl’-M&ausen nach
Behandlung mit Angiotensin Il sollte es mdglich sein einen immunmodulierenden
Effekt von OGG1 genauer zu untersuchen. Wenn die bessere Endothelfunktion der
Oggl”-Mause durch eine verminderte Aktivierung der kleinen G-Proteine Ras und
Rac resultiert, kann dies durch die Angiotensin II-Behandlung untersucht werden.
Hypertonie ist ein Risikofaktor fiir die Entstehung der Arteriosklerose. Dies kann
durch die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies durch Angiotensin Il erklart werden.
Gleichzeitig aktiviert Angiotensin Il verschiedene Signaltransduktionswege. Diese
Wirkungen konnten also eine OGG1l-abhangige Verschlechterung der
Endothelfunktion bewirken.

Das Ergebnis der Untersuchung der Endothelfunktion der Wildtyp- und Oggl’-
Mausen zeigt, dass in den Wildtyp-Tieren keine Verschlechterung der
Endothelfunktion durch Angiotensin Il zu erkennen ist. In den Oggl”-Méausen ist das

Ergebnis nicht eindeutig. Nach Kontraktion der Aorta mit Noradrenalin ist die
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Relaxation der Aorta, der mit Angiotensin Il-behandelten Mause, bei niedrigen
Acetylcholin-Konzentrationen der Relaxation der Gefal3e der unbehandelten Tiere
ahnlich. Bei hoheren Acetylcholin-Konzentrationen jedoch zeigen die Aorten der
Angiotensin ll-behandelten Tiere eine verminderte Relaxation, also eine schlechtere
Endothelfunktion. Ein solcher Unterschied zwischen Wildtyp- und Oggl™-Mause
spricht fir eine Rolle von durch Angiotensin Il gebildete oxidativen DNA-
Modifikationen bei der Entstehung der endothelialen Dysfunktion.

Ein wichtiger Beleg der Hypothese, dass oxidative DNA-Modifikationen kausal an der
Entstehung der Arteriosklerose beteiligt sind, ware ein Nachweis, dass Oggl™-
Mause auch in der Aorta hohere Spiegel an oxidativen DNA-Modifikationen haben.
Fur die Alkalische Elution sind jedoch Einzelzell-Suspensionen und grol3e
Zellmengen notwendig, weswegen dieser Nachweis nicht durchgefiihrt werden

konnte.

Eine immunmodulatorische Funktion von OGG1 konnte mit der Untersuchung der
Endothelfunktion nach Angiotensin IlI-Behandlung nicht nachgewiesen werden. Das
Ergebnis deutet eher auf eine Bestatigung der ,Somatic Mutation“-Theorie hin.

Eine immunmodulatorische Funktion von OGG1 auf die kleinen G-Proteine kdnnte
sich auch in der Niere nach der Behandlung mit Angiotensin Il auswirken.
Angiotensin Il bewirkt in der Niere Hypertrophie, Migration und Entzindung (Ohtsu et
al. 2006; Kaliappan et al. 2012). Dies wird Uber zahlreiche Signaltransduktionswege
vermittelt (Savoia und Schiffrin 2006), wobei bekannt ist, dass Angiotensin Il auch die
kleine G-Proteine Rac und Ras aktiviert, demnach diese an den pathologischen
Veranderungen in der Niere involviert sind. Mit diesem Hintergrund lassen sich die
Daten der Untersuchung der Genexpression von Immunmarker in der Niere neu
betrachten. Da jedoch in beiden Maus-Stdmmen durch die Behandlung mit
Angiotensin 1l keine Auswirkung auf die Genexpression zu erkennen ist, lasst sich
auch kein méglicher immunmodulierender Effekt von OGG1 nachweisen (Abbildung 4-

12).

5.6 Ausblick

Die Hypothese, dass Angiotensin |l die Bildung oxidativer DNA-Schaden und
Mutationen induziert, welche dann die beobachtete erhdhte Krebsinzidenz

hypertensiver Menschen erklaren, wurde mit den im Rahmen dieses Projekts
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durchgefiihrten Versuchen nicht bestatigt. Um die Nachweisempfindlichkeit fur die
Entstehung von Mutationen durch Angiotensin Il zu erhdhen, kdnnte eine langere
hypertensive Phase von Vorteil sein. Dies ware zum Beispiel mit einer Ren2-Ratte,
einem transgenen Hypertonie-Modell, mdglich. Durch Integration des
Mutationsmarkers lacl kdnnte so der Einfluss einer langeren hypertensiven Phase mit

dem BigBlue® Assay untersucht werden.

Die in dieser Arbeit vollig unerwartet gefundene bessere (statt schlechtere)
Endothelfunktion in reparaturdefizienten (OGG1”) Mausen spricht auch bei der
Pathogenese der Arteriosklerose gegen eine kausale Rolle oxidativer DNA-Schaden
und weist stattdessen auf eine neuartige, von der DNA-Reparatur unabhangige
Funktion von OGG1 hin, zum Beispiel bei der Signaltransduktion entzindlicher
Prozesse. Eine Bestitigung und genauere Charakterisierung einer solchen
inflammatorischen bzw. immunmodulatorischen Rolle von OGGL1 ist nicht nur von
groRem Interesse fur das Verstandnis von DNA-Reparaturproteinen, sondern kénnte
auch neue Wege weisen, die Entstehung einer endothelialen Dysfunktion und damit

ein frihes Stadium der Arteriosklerose durch Pharmaka zu beeinflussen.
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