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ZUSAMMENFASSUNG 1

1 ZUSAMMENFASSUNG

Krebs geht nach heutigem Verstandnis auf Mutationen in somatischen Zellen zurick,
fur deren Entstehung sowohl endogene wie exogene Einflisse verantwortlich
gemacht werden. Zu den exogenen Einflissen gehéren Mutagene wie z.B.
Benzo[a]pyren im Zigarettenrauch. Im Unterschied zu den exogenen Mutagenen, die
der Mensch durch seinen Lebensstil beeinflussen kann, sind die endogenen
Faktoren meist wenig modulierbar. Uracil in der DNA ist ein solcher endogener
Risikofaktor, der als DNA-Modifikation bei einer Zellteilung zu einer Mutation
manifestiert werden kann. Neben Uracil stellt die durch endogene reaktive
Sauerstoffspezies (reactive oxygen species, ROS) verursachte oxidative Modifizie-
rung von DNA-Basen eine weitere mdgliche Gefahr fur die Integritat des Genoms
dar. Oxidative Basenmodifikationen sowie Uracil in der DNA besitzen also ein
pramutagenes Potential und kdnnen daher mit Krebs als auch mit verschiedenen
degenerativen Krankheiten und Alterungsprozessen in Zusammenhag gebracht
werden. Diese Arbeit beschreibt Untersuchungen Uber die zellularen Mechanismen,
die zur Bildung dieser DNA-Schaden flihren, sowie Uber die biologischen Auswirkun-
gen dieser Schaden. Die Charakterisierung und Quantifizierung der DNA-
Modifikationen wurden an Maus-Embryofibroblasten (MEFs), frisch isolierten Zellen
verschiedener Mausgewebe und Lungenfibroblasten des chinesischen Hamsters
(V79-Zellen) mit Hilfe einer modifizierten Alkalischen Elutionstechnik unter
Verwendung spezifischer DNA-Reparaturglykosylasen durchgefihrt.

Die Untersuchungen zu Uracil in der DNA wurden in ung-knockout-MEFs und
-Mausen durchgefihrt, die es erlauben, die Konsequenzen eines Ausfalls der
wichtigsten Reparaturglykosylase fur Uracil festzustellen. Die Ergebnisse zeigen eine
deutliche Akkumulation von Uracil in den ung”-Mausfibroblasten im Vergleich zum
Wildtyp. In frisch isolierten Leber- und Milzzellen der Mause konnte dieser
genotypspezifische Unterschied, wenn auch weniger ausgepragt, ebenso beobachtet
werden, nicht jedoch in reifen Spermien. Dieser gewebespezifische Unterschied und
die quantitativ starker ausgepragte Akkumulation in ung'/'-MausfibrobIasten im
Vergleich zu den Mausegeweben gab Anlass zur Vermutung, dass die Proliferation
der Zellen fir den Haupteintrag an Uracil in die DNA verantwortlich ist. Erstmals
konnte in Versuche mit konfluenten (nicht mehr proliferierenden) ung”-
Mausfibroblasten gezeigt werden, dass nicht die spontane hydrolytische Desaminie-
rung von Cytosin, sondern der Fehleinbau von dUMP wahrend der DNA-Replikation
die Hauptquelle fir Uracil in der DNA von Saugerzellen darstellt.

Da der Uracilmetabolismus ein wichtiges Target in der Chemotherapie ist, lag es
nahe, das zur Verfigung stehende ung-knockout-Modell der MEFs zur Untersuchung
mit Fluorpyrimidinen, die als Zytostatika verwendet werden, einzusetzen. Da bisher
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die Ursachen der beobachteten Apoptose der Tumorzellen und aller anderen
metabolisch hochaktiven Zellen eines behandelten Organismus noch nicht
vollstandig verstanden ist, wurden diese Zellen mit verschiedenen Fluorpyrimidinen
behandelt, die als Thymidylatsynthasehemmer die de novo Synthese von Thymidin
unterbinden. Es konnte gezeigt werden, dass ung”-Mausfibroblasten, im Gegensatz

+/+

zu ung”"-Mausfibroblasten, verstarkt Uracil in der DNA akkumulieren. Obwohl die
ung”"-MausfibrobIasten keine erhéhten Uracil-Spiegel in der DNA aufwiesen, zeigten
sie bei Inkubation mit einem der beiden Thymidylatsynthasehemmern, namlich 5-
Fluoruracil  (5-FU), die gleiche Proliferationshemmung wie die ung”
-Mausfibroblasten. Dies lasst darauf schlielien, dass weder Reparatur noch Einbau

von Uracil in die DNA fir die beobachtete Toxizitat dieser Zytostatika notwendig sind.

Ein weiterer Schwerpunkt dieser Arbeit war die Untersuchung des DNA-
schadigenden Potenzials endogener ROS, die aus dem Fremdstoffmetabolismus
stammen. Dazu wurden V79-Zellen verwendet, die mit dem humanen Enzym
Cytochrom 2E1 (CYP2E1) transfiziert wurden (V79-CYP2E1) sowie Zellen, die
ebenfalls durch Transfektion das humane Enzym Cytochromreduktase (auch
Oxidoreduktase genannt) uberexprimieren (V79-hOR). Beide Enzyme sind
zusammen an der Hydroxylierung von Fremdstoffen beteiligt, bei der die Reduktion
von molekularem Sauerstoff durch Ubertragung von zwei Elektronen notwendig ist.
Wird anstatt zweier Elektronen in Folge nur eines auf den Sauerstoff Gbertragen, so
fuhrt dieser von der Substratoxygenierung entkoppelte Vorgang zur Bildung von
Superoxid. Daher galt es zu klaren, ob das so erzeugte Superoxid und daraus
gebildete ROS in der Lage sind, die DNA zu schadigen. Es konnte gezeigt werden,
dass die Uberexpression von CYP2E1 nicht zu einem erhdhten basalen Gleichge-
wichtsspiegel oxidativer DNA-Schaden fihrt und die Metabolisierung von Ethanol
durch dieses Enzym ebenfalls keine DNA-Modifikationen verursacht. Die Uberex-
pression der Cytochromreduktase hingegen fuhrte gegenuber dem Wildtyp zu einem
erhohten basalen Gleichgewichtsspiegel oxidativer Basenmodifikationen nach
Depletion von Glutathion, einem wichtigen zellularen Antioxidans. Im Mikrokerntest,
der gentoxische Ereignisse wie Chromosomenbriiche in Zellen aufzeigt, zeigte sich
schon ohne Glutathion-Depletion eine doppelt so hohe Mikrokernrate im Vergleich
zum Wildtyp. In weiteren Versuchen wurden die V79-hOR-Zellen mit dem chinoiden
Redoxcycler Durochinon inkubiert, um zu untersuchen, ob das vermutlich durch die
Reduktase vermittelte Redoxcycling tUber Generierung von ROS in der Lage ist,
einen oxidativen DNA-Schaden und Toxizitat zu verursachen. Hier zeigte sich, dass
die Uberexpression der Reduktase Voraussetzung fir die Toxizitat des Chinons und
den beobachteten DNA-Schaden ist. Die Wildtyp-Zellen zeigten weder einen DNA-
Schaden noch Zytotoxizitat, auch eine zusatzliche Glutathion-Depletion anderte
nichts an dem Befund. Die V79-hOR-Zellen hingegen reagierten auf die Inkubation
mit Durochinon mit einer konzentrationsabhangigen Zunahme der Einzelstrangbru-
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che und oxidativen Basenmodifikationen, wobei sich der DNA-Schaden durch
vorherige Glutathion-Depletion verdoppeln lief3.

Ein interessanter Nebenbefund der Untersuchungen der oxidativen DNA-Schaden
war, dass der naturliche Glutathiongehalt der Zelle in der Lage ist, die Auswirkungen
endogen erzeugter ROS auf das Genom stark abzuschwachen. So zeigte sich nach
GSH-Depletion eine verdoppelte basale Mikrokernrate in V79-hOR-Zellen. Die
Inkubation GSH-depletierter V79hOR-Zellen mit Durochinon fuhrte ebenfalls zu einer
Verdopplung des oxidativen DNA-Schadens gegenuber V79-hOR-Zellen mit
physiologischem GSH-Gehalt.
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2 EINLEITUNG UND STAND DER FORSCHUNG

2.1 Endogen verursachte DNA-Schaden

Krebs ist die zweithaufigste Todesursache nach Herzkreislauferkrankungen. Es ist
bekannt, dass Umweltfaktoren und der individuelle Lebensstil die wichtigsten
Parameter der Krebsentstehung darstellen. Der Einfluss einer genetischen
Pradisposition ist zwar gut belegt, insgesamt aber wohl weniger bedeutend
(Lichtenstein et al., 2000; Risch, 2001). Viele der kanzerogenen Noxen aus der
Umwelt sind bereits identifiziert (Zigarettenrauch, Sonnenlicht, Toxine von
Mikroorganismen, Asbest...) was bei vielen Menschen zu einer Meidung dieser
Stoffe im Sinne einer gesunde Lebensfuhrung fuhrt. Die Konzentrationen und das
mutagene Potential der Karzinogene, denen wir in unserer Umwelt ausgesetzt sind,
konnen allerdings nur schwer die hohe Inzidenz der sporadischen Krebserkrankun-
gen, die in der Bevdlkerung auftreten, erklaren (Ames and Gold, 2000; Gold et al.,
1992). Man muss daher annehmen, dass auch endogene Faktoren im Organismus
ein Krebsrisiko darstellen. Diese endogenen Mutagene sind mdglicherweise teilweise
ebenfalls vom Lebensstil abhangig.

Zu den unbeeinflussbaren endogenen Ursachen von DNA-Schaden gehoren
Replikationsfehler und die spontane Hydrolyse von DNA. Einer dieser Prozesse ist
die spontane hydrolytische Desaminierung von Cytosin, die zu Mutationen flhrt,
wenn das entstehende Uracil nicht vor der nachsten Replikation aus der DNA
entfernt wird. Des Weiteren kann ein Basenfehleinbau wahrend der Replikation der
DNA zu einer fehlerhaften Information in der DNA der resultierenden Tochterzelle
werden. Polymerasen suchen die einzubauenden Nukleotide nach deren Fahigkeit
aus, mit der Matritze ein Basenpaar zu bilden. Da Uridin und Thymidin gleicherma-
Ren mit Adenin paaren, kann Uridin anstelle von Thymidin eingebaut werden. Uracil
in der DNA ist daher ein Beispiel flr einen nicht beeinflussbaren endogen verursach-
ten DNA-Schaden.

Ebenfalls endogen, aber moéglicherweise dennoch durch den Lebensstil beeinfluss-
bar, ist die DNA-Schadigung durch reaktive Sauerstoffspezies (ROS). Diese
entstehen als Nebenprodukt des oxidativen Metabolismus und kénnen die Basen der
DNA an ihren elektrophilen Kohlenstoffzentren oxidieren. Oxidative Angriffe auf das
Zucker-Phosphat-Ruckgrat der DNA fuhren zu Einzelstrangbrichen, die ebenfalls
ein, wenn auch geringes, mutagenes Potential besitzen. Zwar kénnen ROS
intrazellular durch Antioxidantien abgefangen werden, ob eine antioxidantienreiche
Erndhrung aber zu einem, im Sinne einer Radikalfangertheorie verringerten
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Krebsrisiko beim Menschen fuhrt, wird kontrovers diskutiert, da verschiedene
Interventionsstudien unterschiedliche Ergebnisse brachten. Dennoch sind ROS —im
Unterschied zu Uracil in der DNA- als potentiell beeinflussbare endogene Ursache
oxidativer DNA-Schaden zu betrachten.

Die in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Untersuchungen hatten zum Ziel, die
Bedeutung der beiden genannten endogenen DNA-Schadigungen flr die Kanzero-
genese besser zu verstehen.

Im folgenden Kapitel sollen nun die endogenen Ursachen flur Uracil und oxidative
Basenmodifikationen in der DNA erlautert werden.

2.2 Endogene Quellen fiir Uracil und oxidative Basenmodifika-

tionen in der DNA

Es gibt zwei unterschiedliche Ursachen fur Uracil in der DNA. Zum einen kann
Cytosin hydrolytisch desaminiert werden und zum anderen kann dUMP wahrend der
Replikation der DNA in den neu synthetisierten Tochterstrang eingebaut werden. Im
Folgenden sollen beide Wege des Uracileintrags in die DNA erlautert werden.

2.2.1 Spontane hydrolytische Desaminierung von Cytosin

Uracil ist als Base eigentlich nur in der RNA vorgesehen. In der DNA Ubernimmt
Thymidin dessen Platz, da die Paarungseigenschaften der beiden Basen nahezu
identisch sind. Warum aber wird dieser Unterschied zwischen den beiden Tragern
der Erbinformation gemacht? Der Grund dafur wurde ersichtlich, als man entdeckte,
dass Cytosin sowohl spontan in der wassrigen Umgebung als auch in der Reaktion
mit Nitriten sehr leicht zu Uracil desaminiert werden kann. Ware Uracil ein normaler
Bestandteil der DNA, wirde die Desaminierung von Cytosin zu einer hohen
Mutationsrate fuhren, da die Zelle keinerlei Anhaltspunkte dafir hatte, ob das
resultierende falsch gepaarte G-U-Paar urspringlich ein G-C oder ein A-U war. Da
jedoch nur Thymidin in der DNA vorkommt, muss es sich bei nahezu jedem Uracil
um ein desaminiertes Cytosin handeln (Voet, 1994).

Abbildung 1 zeigt die Bildung von Uracil durch Desaminierung von Cytosin.
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NH, (o)
O)\'Il - NH, o N
I
H H
Cytosin Uracil
Abbildung 1: Spontane hydrolytische Cytosindesaminierung.

Man geht von 100-500 Cytosindesaminierungen pro Tag und pro Zelle aus. Diese
Reaktion lauft zudem in einzelstrangiger DNA haufiger und schneller ab als in
doppelstrangiger DNA (Frederico et al., 1990). Es entsteht dabei zunachst ein U:G-
Paar, welches wahrend einer nachfolgenden Zellteilung in ein U:A- und ein G:C-Paar
repliziert wird. Bei einer weiteren Replikation wird aus dem U:A- ein T:A-Paar, womit
dieser DNA-Abschnitt nicht mehr fur die korrekte Aminosauresequenz kodiert. Eine
Erlauterung der Mutagenitat dieser Transition erfolgt in Kapitel 2.2.4.

2.2.2 Fehleinbau von dUMP wahrend der Replikation

Die zweite Quelle fur Uracil in der DNA, neben der Desaminierung von Cytosin, ist
der direkte Einbau von dUMP wahrend der Replikation der DNA. DNA-Polymerasen
wahlen das einzubauende Nukleotid nur nach dessen Fahigkeit aus, mit der Matritze
ein Basenpaar zu bilden. Da Uracil und Thymin aber gleichermaflen mit Adenin
paaren, kann in der Zelle vorhandenes dUTP in die neu synthetisierte DNA
eingebaut werden. dUTP-Diphosphohydrolase (dUTPase) hat die Aufgabe, Uber die
Abspaltung des Diphosphats aus dUTP den dUTP-Pool niedrig zu halten, damit so
wenig dUTP wie mdoglich fur die DNA-Polymerasen zur Verflugung steht (siehe
Abbildung 2).

dUTPase
dUTP + H,0O ——> dUMP + PP,

Abbildung 2: Hydrolyse von dUTP durch dUTP-Diphosphohydrolase.

Das aus einem dUTP-Einbau resultierende U:A-Paar gibt die genetische Information
an die Tochterzelle nach der Teilung aber korrekt wieder, da die DNA-Polymerase
ebenso wie die RNA-Polymerase Uracil mit Adenin paart. Eine Abschatzung des
mutagenen Potenzials dieser Fehlpaarung erfolgt in Kapitel 2.2.4.
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2.2.3 Endogene Quellen fiir oxidative DNA-Schaden

Oxidative DNA-Modifikationen entstehen aus der Reaktion von reaktiven Sauerstoff-
spezies (reactive oxygen species, ROS) mit den verschiedenen Bestandteilen der
DNA. Da die oxidativen Basenmodifikationen unter diesen Schaden Uber ein grof3es
mutagenes Potenzial verfigen, wird darauf in den nachsten Kapiteln besonders
eingegangen. Zunachst jedoch werden Entstehung und Eigenschaften der ROS
erlautert.

2.2.3.1 Reaktive Sauerstoffspezies

In jeder Zelle eines aeroben Organismus werden reaktive Sauerstoffspezies
gebildet. Sie entstehen durch Reduktion von molekularem Sauerstoff, dabei kann die
Reduktion in Ein- oder Zweielektronenschritten erfolgen. Einige endogene Quellen
der ROS sind in Tabelle 1 aufgefihrt.

Endogene ROS-Quellen

Mitochondriale Atmungskette

Purinabau (Hypoxanthin>Xanthin>Harnsaure)

Autoxidation von Oxy-Hamoglobin, Thiolen und anderen reduzierten Verbindungen
Xenobiotika-Metabolismus Uber das Cytochrom-P-450-System

Neutrophile Granulozyten (NADPH-Oxidase und Myeloperoxidase)
Arachidonsauremetabolismus

Tabelle 1: Quantitativ bedeutsame Quellen fiir die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies
(Markant et al., 1995).

Als Beispiel zur endogenen Generierung von ROS als Nebenprodukt physiologisch
notwendiger Vorgange sei die mitochondriale Atmungskette genannt, die der
Gewinnung von energiereichem ATP dient. Dabei entstehen durch zwei Einelektro-
nenubergange in Folge auf molekularen Sauerstoff drei verschiedene ROS
(Superoxidradikalanion (a), Wasserstoffperoxid (b) und das Hydroxylradikal (c))
(siehe Abbildung 3).

0,—% o0 o, & Lon 2T,

(a) b (o)

Abbildung 3: Sequentielle Reduktion von molekularem Sauerstoff.

Zu den ROS gehdren verschiedene Sauerstoffspezies, radikalische sowie nicht
radikalische Formen. Sauerstoffhaltige Radikale (O,", OH®, HO,*, NO°, RO® und
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ROQO®) enthalten ein oder mehrere ungepaarte Elektronen und reagieren mit
ihresgleichen oder mit nicht-radikalischen Molekulen. Nicht radikalische ROS (H20,,
O3, Singulett-Sauerstoff und HOCI) kdnnen leicht in Radikale Gberfluhrt werden.

Die ROS unterschieden sich stark bezuglich ihrer Reaktivitat und Lebensdauer; zwei
Faktoren, die fur ihre Gefahrlichkeit in Bezug auf die Integritdit des Genoms
entscheidend sind. Das Superoxidradikalanion (O,"), gebildet in der mitochondrialen
Atmungskette bei der Ubertragung von nur einem Elektron auf Sauerstoff, zeigt zwar
begrenzte Reaktivitat, wird aber durch Superoxiddismutase in H,O, umgewandelt. In
Gegenwart von Ubergangsmetallen wie Eisen oder Kupfer wird dieses zu Hydroxyl-
radikalen reduziert (Fentonreaktion). Die Reaktivitat des Hydroxylradikals ist so grof3,
dass es nur Wegstrecken vom ein- bis zweifachen des eigenen Molekildurchmes-
sers zurucklegt, bevor es mit zellularen Komponenten abreagiert. Um also die DNA
schadigen zu kdnnen, muss es in unmittelbarer Nahe zur DNA gebildet werden, um
mit dieser reagieren zu koénnen. H;O, kann als latenter und diffusionsfahiger
Vorlaufer des OH-Radikals verstanden werden, welches in der Fentonreaktion in
unmittelbarer Nahe zur DNA in OH-Radikale umgewandelt werden kann, welche
dann die DNA schadigen kdnnen.

H,0, + Fe?* > °‘OH+ OH +Fe*

Gleichung 1: Fentonreaktion: Bildung von OH-Radikalen aus Wasserstoffperoxid in
Anwesenheit von Eisenionen.

Wie in Tabelle 1 aufgeflihrt, bilden alle Entziindungsvorgange im Korper ebenfalls
potente endogene Quellen von ROS. Neutrophile produzieren im so genannten
Jrespiratory burst‘ Superoxidradikale und H,O», welche in der durch Ubergangsme-
talle katalysierten Haber-Weif3-Reaktion zum Hydroxylradikal reagieren kénnen:

Fe** + 0" > Fe* + 0,
Fe2++ H2029 Fe3+ + OH + OH

0, + H,0, > 0, + ‘OH + OH

Gleichung 2: Haber-Weil3-Reaktion: Bildung von OH-Radikalen aus Wasserstoffperoxid und
Superoxid unter Katalyse von Eisenionen.

Der Korper selbst verflugt Uber eine antioxidative Abwehr zum Abfangen von
reaktiven Sauerstoffspezies. Zu diesem Abwehrsystem zahlen auch Glutathion und
Enzyme wie Superoxiddismutase, Katalase und Glutathion-Peroxidase (Sies, 1989).
Die beiden letzteren sind fur die Reduktion von H,O, zu Wasser verantwortlich.
Glutathion-Peroxidase bendétigt als Cofaktor Glutathion (GSH) welches im Verlauf der
Reaktion oxidiert (GSSG) wird. Die Regeneration von GSSG ubernimmt die
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Glutathionreduktase. Glutathion stellt somit eine wichtige intrazellulare Abwehrmal3-
nahme gegen ROS dar. Weitere protektiv wirkende Substanzen werden offenbar mit
der Nahrung aufgenommen. Unter diesen Antioxidantien sind die Vitamine C und E,
sowie die Gruppe der Carotinoide, einige Mineralstoffe (Zink, Selen, Mangan) und
polyphenolische Substanzen wie Flavonoide. Nach Gabe von Vitamin C konnte ein
Absinken der Anzahl oxidativer DNA-Modifikationen in vivo beobachtet werden (Carr,
1999; Collins, 1999; Halliwell, 2001). Die Schutzwirkung mancher zusatzlich
aufgenommener Antioxidantien ist allerdings noch umestritten. Einige epidemiologi-
sche Studien zeigen sogar eine Tumor-férdernde Wirkung von B-Carotin bei
Rauchern (Diplock, 2000). Bildung und Beseitigung der ROS bilden in gesunden
Zellen ein Gleichgewicht. Erst wenn vermehrt Radikale gebildet oder deren
Entfernung nicht mehr funktioniert, spricht man von oxidativem Stress (Aruoma and
Halliwell, 1998; Halliwell, 1994).

In dieser Arbeit wurde der Beitrag der ROS, die durch den Fremdstoffmetabolismus
gebildet werden (siehe Tabelle 1), zum oxidativen Gleichgewichtsschaden von Zellen
untersucht. Daher soll im folgenden Kapitel die endogene Bildung von ROS durch
zwei Enzyme des Fremdstoffmetabolismus naher beleuchtet werden.

2.2.3.2  Endogene Entstehung von ROS im Fremdstoffmetabolismus

Das Cytochrom P450-System hat zur Aufgabe, Fremdstoffe aller Art im Organismus
zu oxidieren und somit harngangig oder fir weitere Reaktionen (Konjugationen mit
Glukuronsaure, Sulfatierung) zuganglich zu machen. Es besteht aus den Komponen-
ten Cytochrom P450 und NADPH-Cytochrom P450-Reduktase (Cytochromredukta-
se, Reduktase), die in die Membran des glatten endoplasmatischen Retikulums (ER),
des Zellkerns und der Mitochondrien eingebettet sind. Die Cytochromreduktase
gehort zu den Flavoproteinen und enthalt als prosthetische Gruppe ein Flavin-
Adenin-Dinukleotid und ein Flavin-Mononukleotid. Sie uUbertragt die beiden
Elektronen des NADPH in zwei Einelektronenschritten auf das Cytochrom P450. Im
endoplasmatischen Retikulum kann in die Elektronentransportkette von Reduktase
und Cytochrom P450 noch Cytochrom bs eingeschaltet sein. Das Cytochrom P450
Ubertragt die beiden Elektronen der Reduktase ebenfalls in zwei Einelektronenschrit-
ten auf den zu metabolisierenden Fremdstoff unter zur Hilfenahme zweier Protonen,
wodurch der Fremdstoff monooxigeniert wird, d.h. ein Sauerstoffatom wird auf den
Fremdstoff GUbertragen, das andere zu Wasser reduziert.

Wenn diese Einelektronenschritte ein Leck (uncoupling) in der Transportkette
aufweisen, konnen durch diese beiden Enzyme ROS als Nebenprodukte des
Fremdstoffmetabolismus generiert werden.

In dieser Arbeit wurde der Beitrag von Cytochromreduktase und des Isoenzyms
Cytochrom 2E1 zur DNA-Schadigung durch ROS untersucht. Daher sollen die



EINLEITUNG UND STAND DER FORSCHUNG 11

fremdstoffmetabolisierenden Reaktionen beider Enzyme im Folgenden naher
dargestellt werden. Das uncoupling des Elektronentransfers zwischen Reduktase
und Cytochrom wird am Ende dieses Kapitels erlautert.

Cytochrom 2E1

Das Cytochrom P450 Monooxygenasesystem unterscheidet sich von den Enzymen
des Intermediarstoffwechsels durch seine langsame Umsatzrate und seine geringe
Substratspezifitat. Letztere ist vorteilhaft fir den Organismus, der damit fast alle
Fremdstoffe metabolisieren und fir die Ausscheidung vorbereiten kann. Inzwischen
ist geklart, woher diese Unspezifitat kommt: In den Membranen des ER liegt nicht nur
eine Form des Cytochrom P450 vor, sondern es existiert eine ganze Familie von
Isoenzymen, die sich in ihrer Substratspezifitdt durchaus unterscheiden, zusammen
aber einen breiten Bereich zur Fremdstoffmonooxygenierung abdecken. Eines dieser
Isoenzyme ist das Cytochrom P450-2E1 (CYP2E1). Es metabolisiert viele
Xenobiotika kleineren  Molekulargewichts  (Molekulargewicht <100), darunter
industrielle Losungsmittel (z.B Chloroform), halogenierte Narkosemittel (z.B.
Halothan, Isofluran), weitere Arzneistoffe (z. B. Acetaminophen) und Alkohole (z.B.
Ethanol).

Ethanol kann somit Uber drei verschiedenen Wege metabolisiert werden: Alkohol
Dehydrogenase (ADH), peroxysomale Katalase und CYP2E1 (friher microsomal
ethanol oxidising system, MEQOS). Den groften Teil der Ethanolmetabolisierung
Ubernimmt dabei die ADH. Jedoch bei AlkohimiBbrauch Uber lange Zeit oder akut
hohen Dosen Ubernimmt CYP2E1 die Metabolisierung von bis zu 10 % des
Genufalkohols. Bei Alkoholikern findet sich eine Induktion dieses Enzyms um den
Faktor 2-5. Aus diesem Grund sind Arzneimittelinteraktionen mdglich: Arzneistoffe
werden z.B. schneller metabolisiert, weil durch Ethanolkonsum eine Stabilisierung
von CYP2E1 stattfindet (sog. Substratstabilisierung). Lange Zeit war unklar, wie
CYP2E1 induziert wird. Bei vielen Cytochromen (CYP1A1, CYP2B6, CYP3A4) ist
bekannt, dass sie Uber eine Rezeptor-vermittelte transkriptionale Aktivierung
induziert werden. Fur CYP2E1 wird dies ausgeschlossen und eine post-
transkriptionale und post-translationale Regulation angenommen (Koop, 1990): So
werden das Enzym und seine mRNA durch Substrate stabilisiert, d.h. Protease-
vermittelte und eine durch Hitzeschockproteine eingeleitete Degradierung wird
verzogert, wobei sich durch gleich bleibende Transkiptions- und Translationsraten
der Gehalt an CYP2E1-mRNA und Protein in der Zelle erhdht (Goasduff and
Cederbaum, 2000).

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von Ethanol-metabolisierendem
CYP2E1 auf das Ausmal} oxidativer DNA-Schaden untersucht. Abbildung 4 zeigt die
vollstandige Oxidation des Ethanols durch drei verschiedene Enzymsysteme.
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N
H,0O, + Katalase
Alkoholdehydrogenase Aldehyddehydrogenase
C,H;OH > } CH,CHO » CH,COOH
Acetaldehyd Essigsaure
Ethanol Cytochrom 2E1 Y
J
Abbildung 4: Oxidation von Ethanol zu Essigséure.

Das aktive Zentrum aller Cytochrome enthalt als prosthetische Gruppe ein Hdm B mit
einem komplexgebundenen Eisen-lon, wie es auch im Hamoglobin der Erythrozyten
vorliegt. Dieses Eisen-lon Ubertragt den Sauerstoff auf das Substrat. Es wird
angenommen, dass die eigentliche Sauerstoffibertragung Uber das Feroxyl-lon
[Fe-O]** verlauft. Es werden daher radikalische Zwischenstufen vermutet (siehe
Abbildung 5).

[FeOP* [FeOH]* [FeOH  Fe» H

] : 4
H,C— CH,—OH H,C— ¢ —OH H,C—C=0 + H,0
|
H \

radikalische Zwischenstufe

Abbildung 5: Reaktionen des Perferryl-lons mit Ethanol als Substrat.

Die beiden in Abbildung 5 gezeigten Einelektronenlibergange auf das zu oxidierende
Substrat (hier Ethanol) kénnen aber auch vom Substratumsatz entkoppelt werden
(uncoupling), was zur Generierung von ROS ohne Subtratoxidation fuhrt. Diese
Reaktion bendtigt beide Komponenten des Cytochrom P450-Systems, weshalb
zunachst die Aufgabe der Cytochromreduktase und dann das uncoupling erlautert
werden sollen.

Cytochromreduktase

Die Cytochromreduktase hat zur Aufgabe, Reduktionsaquivalente (NADPH + H*) auf
oxidierte Cytochrome zu Ubertragen, damit diese nach Reduktion wieder fir einen
Oxidationsschritt zur Verfigung stehen. Daher lautet die Bruttogleichung der
Oxidation eines Fremdstoffs (XH):

XH + NADPH + H' + O > XOH + NADP* + H,0

Gleichung 3: Bruttogleichung der Oxidation eines Fremdstoffes durch das Cytochrom P450-
System
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Um diesen Elektronenfluss in Form von Reduktionsaquivaleneten zu gewahrleisten,
mussen sich Cytochrom und Reduktase in unmittelbarer Nachbarschaft befinden.
Aus diesem Grund ist die Cytochromreduktase wie die Cytochrom P450-Isoenzyme
auf dem glatten endoplasmatischen Retikulum (ER) lokalisiert. Dabei sind beide
Bestandteile des Cytochromsystems so angeordnet, dass ein Molekul Reduktase fur
die Reduktion von 10 bis 20 Cytochrommolekilen zustandig ist. Die Reduktase ist
dabei mit einem lipophilen Anker in der Membran des ER fest verankert, um sie
herum gruppieren sich die Cytochrome. Abbildung 6 zeigt einen Querschnitt durch
die Membran des ER mit den kreisférmig um die Reduktase gruppierten Cytochro-

TN
i

Abbildung 6: Querschnitt durch die Membran des endoplasmatischen Retikulums mit
kreisférmig um ein Molekiil Reduktase angeordneten Cytochromen.

Reduktase

NN

Membran des endoplasmatischen Retikulums

Da alle Cytochrome nur Einelektronenakzeptoren sind, kann die Reduktase, die zur
vollstandigen Substratoxidation nétigen Elektronen nur nacheinander auf das
Cytochrom Ubertragen. In einigen Geweben findet sich auRerdem noch Cytochrom bs
als Elektronentransferprotein fiur das erste und/oder zweite Elektron. Flr die Aktivitat
von Cytochrom 2E1 hat es aber keine zwingende Notwendigkeit (Schenkmann and
Jansson, 2003).
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Abbildung 7: Elektronentransfer von der Cytochromreduktase auf ein beliebiges
Cytochrom-P450 zur Reduktion molekularen Sauerstoffs und anschlieRender
Substratmonooxigenierung.
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Abbildung 7 zeigt den Transfer zweier Elektronen in Folge auf molekularen
Sauerstoff und die anschlieRende Monooxygenierung des Substrates. Von einem
entkoppelten Elektronentransfer spricht man, wenn kein zweites Elektron mehr auf
den Sauerstoff Ubertragen wird, sondern dieser nach Ubertragung von nur einem
Elektron als Superoxidradikalanion aus dem Enzymkomplex entlassen wird (zur
Substratoxidation und Bildung von Wasser ware ein durch zwei Elektronen
reduziertes O»-MolekUl nétig).

In welchem Ausmal} die Entkopplung des Cytochrom P450-Systems vorliegt, scheint
von der Form des Isoenzyms und vom Substrat abhangig zu sein (Schenkmann and
Jansson, 2003). Stochiometrische Untersuchungen, bei denen die Bildung von
Wasserstoffperoxid und monooxigeniertem Produkt gegenliber dem Verbrauch von
NADPH und Sauerstoff gemessen wurden, haben ergeben, dass es auf eine
schnelle Nachlieferung des zweiten Elektrons ankommt. Diese Nachlieferung muss
schneller sein als die Freilassung des Superoxidradikalanions und kann auch von
Cytochrom bs Ubernommen werden (Gorsky et al., 1984). Eine verringerte
Entkopplung wurde durch Stabilisierung des Cytochrom-Fe**-O,° -Komplexes
beobachtet; weniger Superoxid und mehr oxygeniertes Substrat wurden gebildet
(Perret and Pompon, 1998).

o

Cyt P4S0-Fe) P450 reductase

i

— —— e
@ P4su-Fei+le_'/ @

P ;{ ) 6‘ P450-Fe** 0, = Produoct + H,0

- —

+ (Cyt PASO-Fe)

N

Cyt P45

=

Abbildung 8: Ubertragung der beiden Elektronen in der Fremdstoffoxygenierung und
Entkopplung der Substratoxygenierung mit nachfolgender Freilassung von
Superoxid. Der linke Weg zeigt den Transfer des ersten Elektrons, der rechte
Weg, den des zweiten Elektrons. Erfolgt der Transfer des zweiten Elektrons
nicht schnell genug, wird Superoxid freigelassen (links unten)(Schenkmann
and Jansson, 2003).

Abbildung 8 zeigt die Bildung von Superoxid bei der Entkopplung der Substratoxyge-
nierung. Das so gebildete Superoxid kann dann durch die Protonen von NADPH + H*
aus dem Enzymkomplex zum Wasserstoffperoxid reduziert werden. Wie in Kapitel
2.2.3.1 erlautert, kdnnen aus Wasserstoffperoxid Uber die Fentonreaktion OH-
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Radikale gebildet werden. Die Bruttogleichung einer Bildung von Wasserstoffperoxid
bei Entkopplung der Reduktase sieht also folgendermalen aus:

O, + NADPH + H" > H,0, + NADP*

Gleichung 4: Bildung von Wasserstoffperoxid bei Entkopplung der Cytochromreduktase.

Diese im entkoppelten Fremdstoffmetabolismus gebildeten ROS kénnen die Zelle auf
unterschiedliche Weise schadigen. Lipidperoxidation, Proteinoxidation und oxidative
DNA-Modifikationen sind dabei die biologischen Konsequenzen. Bei der Proteinoxi-
dation werden durch Angriff von ROS die Struktur und damit maoglicherweise die
Enzymaktivitdt der Proteine zerstort (Andrae, 2003; Klotz et al., 2003). Unter
Lipidperoxidation versteht man die radikalische Oxidation ungesattigter Fettsauren,
die zu reaktiven Metaboliten fuhrt (z.B. Malondialdehyd und Radikale), welche
entweder die Phospholipide der Zellmembran angreifen, was zum Untergang der
Zelle fuhren kann, oder die DNA schadigen, was zu DNA-Modifikationen fuhrt. Der
direkte Angriff der ROS an der DNA fuhrt zu oxidativen DNA-Modifikationen,
worunter die oxidativen Basenmodifikationen die bedeutsamsten sind. Deren
Strukturen und Entstehung sollen im folgenden Kapitel erlautert werden.

2.2.3.3  Oxidative Basenmodifikationen

Die soeben vorgestellten reaktiven Sauerstoffspezies kdénnen die DNA auf
unterschiedliche Art und Weise schadigen. Mehr als 100 verschiedene Modifikatio-
nen sind bisher identifiziert (von Sonntag, 1987; Dizdaroglu, 1992). Dabei kdnnen die
DNA-Basen oxidiert oder das Zucker-Phosphatrickgrat geschadigt werden. Zu den
verschiedenen Modifikationen der DNA gehéren DNA-Einzel- und Doppelstrangbru-
che, alkalilabile Lasionen und basenfreie Stellen (apurinische/apyrimidinische
Lasionen, AP-Lasionen) und oxidierte Basen. AP-Lasionen, Einzel- und Doppel-
strangbriche entstehen durch Wasserstoffabstraktion an den Desoxyriboseresten
Uber die Bildung von instabilen Zuckerradikalen. Oxidierte AP-Lasionen entstehen
durch einen radikalischen Angriff an Position 1,2 oder 4 des Zuckers (Epe, 1995).
Abbildung 9 zeigt einige durch reaktive Sauerstoffspezies induzierte DNA-
Modifikationen.
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Abbildung 9: Struktur einiger DNA-Modifikationen, die durch ROS induziert werden.

Da unter den DNA-Modifikationen die oxidativen Basenmodifikationen Uber ein
hohes mutagenes Potenzial (siehe Kapitel 2.2.4.2) verfligen, sollen diese im
Folgenden ausflihrlicher erlautert werden.

Die am haufigsten beobachtete oxidative Basenmodifikation ist eine Veranderung
des Guanins durch reaktive Sauerstoffspezies. Guanin besitzt im Vergleich zu allen
anderen Basen das niedrigste Oxidationspotential (Huttermann, 1982); es unterliegt
also am leichtesten einer Oxidation. Am haufigsten findet sich das 7,8-Dihydroxy-8-
oxo-guanin (8-Hydroxyguanin, 8-oxoG), welches durch Addition eines OH-Radikals
an das C8-Atom des Guanins gebildet wird (Epe, 1995; Loft, 1996). Alternativ kann
aus dem primar gebildeten Radikal durch Offnung des Imidazolringes (durch
Reduktion) 2,6-Diamino-4-hydroxy-5-formamidopyrimidin (FAPY-Guanin) entstehen
(Asagoshi et al., 2000; Cadet et al., 2000).

LoH
e e e
N~ N7 N

dRib dRib

Abbildung 10: Keto- Enolgleichgewicht von 8-Hydroxyguanin.
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Jede Saugerzelle besitzt einen basalen Gleichgewichtsspiegel an oxidativen DNA-
Modifikationen, der variabel zu sein scheint, wobei die absoluten Werte umstritten
sind, da unterschiedliche Methoden zu deren Bestimmung bisher stark abweichende
Ergebnisse lieferten (Collins, 1997). Basale Gleichgewichtsspiegel von 8-oxoG,
gemessen in humanen Lymphozyten schwanken je nach Analysenmethode um
mehrere GroRenordnungen (Epe, 2002). Eine der mdglichen Analysenmethoden fur
8-o0xoG ist die Alkalische Elution, die in Kapitel 4.2.9 vorgestellt wird.

2.2.4 Mutagenes Potential von Uracil und oxidativen Modifikationen in
der DNA

In den voran gegangenen Kapiteln wurden endogene Ursachen fur den Eintrag von
Uracil und oxidative Schaden in die DNA vorgestellt. Diese DNA-Veranderungen
kdnnen grundsatzlich drei verschiedene Auswirkungen haben. Einerseits kann der
DNA-Schaden durch DNA-Reparatur vollstandig und fehlerfrei entfernt werden, was
die Integritat der DNA aufrechterhalt. Wird der Fehler aber nicht erkannt, kann dieser
bei der nachsten Replikation der DNA zu einer Mutation fihren. Eine Mutation kann
unter Annahme des Mehrstufenkonzeptes der Kanzerogenese (Neumann, 1992)
einen Schritt auf dem Weg zur malignen Entartung der Zelle darstellen. Weitere
Maoglichkeiten wie Zellen auf DNA-Schaden reagieren kénnen, sind Apoptose und
Nekrose. Dies geschieht, wenn die Zelle derart geschadigt wurde, dass die
Reparaturmechanismen den Schaden nicht mehr beheben kénnen und es zu einer
Blockade von Transkription oder Replikation kommt. Apoptose ist ein programmierter
Selbstmord der unter Energieverbrauch ablauft. Nekrose hingegen stellt einen
unkontrollierten Vorgang dar, der mit Entziindungserscheinungen des umliegenden
Gewebes einhergeht. Da DNA-Modifikationen eine Grundlage von Mutationen sind,
soll in diesem Kapitel deren mutagenes Potential, also eine mdgliche Relevanz fir
die Tumorentstehung, erlautert werden.

2.2.4.1  Mutagenes Potential von Uracil in der DNA

Bei der Bewertung der Mutagenitat von Uracil in der DNA muss die gegeniberlie-
gende Base berlcksichtigt werden. Uracil in der DNA ist nicht per se mutagen,
sondern es kommt auf den Entstehungsweg des Uracils an. Wie in Kapitel 2.2.2
bereits erlautert, fihrt der Fehleinbau von dUMP wahrend der Replikation lediglich zu
einem U:A-Paar. Dieses U:A-Paar ist nicht fehlcodierend, da der genetische Code
auch uber Uracil anstatt Thymidin korrekt abgelesen wird, wie es in der RNA ja auch
der Fall ist (Krokan et al., 2002). Ein geringes mutagenes Potential resultiert aber
dennoch auch aus der Reparatur eines U:A-Paars: Falls die Reparatur fehlerhaft
oder unvollstandig ausgefuhrt wird, z.B. nach Entfernen des Uracils abasische
Stellen zurlckbleiben, so sind diese um ein Vielfaches zytotoxischer als der
vorherige Fehler (Boiteux, 2004; Krokan et al., 2001). Ebenso ist bei einem U:A-Paar
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die Affinitdt von regulatorischen Proteinen, sequenzspezifisch an DNA-
Promotorbereiche zu binden, herabgesetzt, was zellulare Funktionen beeintrachtigen
kann (Verri et al., 1990). Resultiert das Uracil aber aus einer Desaminierung von
Cytosin, wie in Kapitel 2.2.1 erlautert, entsteht ein U:G-Paar, welches nach der
ersten Replikation in ein U:A-Paar und nach der 2. Replikation in ein T:A-Paar
Uberfuhrt wird. Die Replikation flihrt also zu einer Mutation, da hier nicht mehr die
korrekte Basenabfolge weitergegeben wurde (Kavli et al., 2002). Nach Transkription
durch die RNA-Polymerase kann ein U:G-Paar zu veranderten Proteinen flhren, die
entweder eine falsche oder keine Funktion mehr erfillen (Viswanathan et al., 1999).

C:G

l C-Desaminierung

/ \ Replikation
/ \2 Replikation

T:A (Mutation!)

Abbildung 11: Entstehung einer Mutation nach einer Desaminierung von Cytosin.

Um die genannten Transitionen zu vermeiden, muss die DNA-Reparatur erfolgen
bevor sich die Zelle teilt, ansonsten wird die fehlerhafte Information an die
Tochterzelle weitergeben.

Da die Reparatur von Uracil (siehe Kapitel 2.3) zu abasischen Stellen (AP-Lasionen,
apurinische/apyrimidinische Stellen) und Einzelstrangbriichen fluhrt, soll deren
Mutagenitat ebenfalls an dieser Stelle erlautert werden. AP-Lasionen kdnnen wie
Uracil ebenfalls zur Mutagenese beitragen (Epe, 1995), da diese Modifikationen
informationsleere Stellen der DNA darstellen, wodurch die Replikation blockiert wird.
Sie kdnnen als Reparaturintermediate der Uracil-Reparatur entstehen oder durch
spontane Hydrolyse der N-glykosidischen Bindung zwischen Base und Zucker. Es
wird vermutet, dass ca. 10 000 Basen pro Tag und pro Saugerzelle verloren gehen
(Lindahl and Andersson, 1972; Lindahl and Nyberg, 1972). Generell werden AP-
Lasionen als zytototoxisch angesehen (Boiteux, 2004), da sie spontan oder
enzymatisch hydrolysieren kénnen, wodurch ein DNA-Strangbruch entsteht. Diese
DNA-Strangbriiche werden normalerweise sehr schnell repariert, es kann jedoch
nicht ausgeschlossen werden, dass sie auch ein mutagenes Potential besitzen (Epe,
1995). Sie kdnnen namlich prinzipiell zu Doppelstrangbriichen Uberflihrt werden, die
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ihrerseits wiederum ein sehr gro3es zytotoxisches und mutagenes Potential
besitzen, da sie zu Chromosomenaberrationen fihren konnen. Durch die effektiven
Reparaturmechanismen fur Einzelstrangbriche wird deren Toxizitat im Vergleich zu
Doppelstrangbriichen jedoch nur gering eingestuft.

2.2.4.2 Mutagenes Potential oxidativer DNA-Modifikationen

Oxidative DNA-Modifikationen, die nicht repariert werden, kdnnen bei einer Teilung
der Zelle zu einer Basen-Fehlpaarung fuhren. Die Modifikationen kénnen sich Uber
zwei Replikationsschritte zu Mutationen manifestieren. Man weil}, dass unterschiedli-
che DNA-Basenmodifikationen bestimmte Mutationen hervorrufen, sodass sich aus
dem Mutationsmuster auf den urspriinglichen Schaden schlief3en lasst. Da in dieser
Arbeit die Gleichgewichtsspiegel von endogen entstandenem 8-oxoG und
Formamidoguanin untersucht wurden, soll auf diese Basenmodifikationen einge-
gangen werden.

8oxoG besitzt ein pramutagenes Potential, welches auf der Paarung mit Adenin
wahrend der Replikation beruht (Shibutani et al., 1991; Tchou and Grollmann, 1993).
So kommt es zu GC->TA Transversionen in Sdugerzellen und Bakterien (Cheng et
al.,, 1992; Klein et al., 1992; Wood et al., 1990). Quantitative Untersuchungen zur
Mutationsfrequenz nach Einbringung eines einzelstrangigen Vektors mit einem 8-
oxoG in Saugerzellen haben eine Mutationshaufigkeit von 2,5% bis 4,8% ergeben
(Moriya, 1993). Diese Werte sind hoch im Vergleich zur Mutagenitat anderer
Modifikationen.

Formamidopyrimidine (FAPY-Guanin und FAPY-Adenin) (siehe Abbildung 9)
besitzen kein mutagenes Potential, da sie zu einer Hemmung der Replikation durch
eine Blockade von Polymerase | fihren (Laval, 1996; Tudek et al., 1992). Dadurch
wird die Fehlinformation nicht an die Tochterzelle weitergegeben -der Schaden kann
sich nicht als Mutation manifestieren.

Wie zu Beginn des Kapitels erwahnt, kann ein DNA-Schaden mit Hilfe des
spezifischen Reparaturapparates effizient behoben werden. Dadurch kénnen fir die
Zelle die hier erlauterten mutagenen Wirkungen der DNA-Lasionen vermieden
werden. Die Reparatur von Uracil und oxidativen Basenmodifikationen soll im
folgenden Kapitel dargestellt werden.
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2.3 Basenexzisionsreparatur von Uracil und oxidativen
Schaden in der DNA

Da Uracil in der DNA genauso wie oxidative DNA-Modifikationen ein mutagenes
Potential besitzen (Kapitel 2.2.4), ist eine effektive Reparatur beider Schaden
notwendig. Denn wie in Kapitel 2.1 dargestellt, wird die DNA eines Organismus, auch
wenn er niemals DNA-schadigenden Agenzien ausgesetzt ware, unvermeidlich durch
endogene Faktoren geschadigt. Somit ubernimmt die DNA-Reparatur eine wichtige
Aufgabe in der Aufrechterhaltung der Integritat des Genoms. Ein Rechenbeispiel soll
die Leistungsfahigkeit der DNA-Reparatur verdeutlichen: In jeder menschlichen
Korperzelle sind 6x10° Basenpaare (verteilt auf 46 Chromosomen). Ein Mensch
besteht aus durchschnittlich 6x10'® Zellen, das entspricht also einer Gesamtzahl von
10% Basenpaaren, die von der DNA-Reparatur im gesamten Mechanismus in ihrer
Original-Basensequenz zu erhalten sind. Uber 130 Reparaturgene, die bisher
bekannt sind, Ubernehmen diese Aufgabe, wobei in jeder Zelle eines Organismus pro
Tag viele Tausend veranderte Basen entstehen (Loeb, 2001). Um die Integritat der
DNA zu bewahren, muss die DNA-Reparatur den Schaden behoben haben, bevor
sich die Zelle teilt, sonst ist der DNA-Schaden in Form einer Mutation in der
Tochterzelle manifestiert. Es lassen sich sechs grundsatzlich verschiedene
Reparaturwege unterscheiden (Wood, 2001):

1. die Basenexzisionsreparatur (BER), die definiert veranderte DNA-Basen
ausschneidet und ersetzt und auch Einzelstrangbruiche repariert,

2. die Nukleotidexzisionsreparatur (NER), die grofiraumige, Helix-deformie-
rende, meist exogen induzierte Addukte repariert,

3. die postreplikative mismatch-Reparatur (MMR), die u.a. fehlgepaarte Ba-
sen Korrigiert,

4. die Reversion von Methyl- und kleinen Alkylgruppen an Position 0° des
Guanins durch Methylguanin-DNA-Methyltransferase (MGMT) oder ihre
Entfernung aus 1-Methyladenin bzw. 3-Methylcystein durch Oxidation mit-
tels Alk B (Aas, 2003),

5. die Beseitigung von Doppelstrangbrichen durch Homologe Rekombination
(HR) oder durch den nonhomologous end-joining (NHEJ)-Reparaturweg,
und

6. die transkriptionsgekoppelte Reparatur, die fur eine wesentlich schnellere
Reparatur des transkribierten Stranges verglichen mit dem nicht-transkri-
bierten Strang verantwortlich ist. Sie ist eine Sonderform der NER, die
auch oxidative Schaden repariert.

Die Bedrohung der Integritdt des Genoms kann endogener oder exogener Natur
sein, in beiden Fallen ist die DNA-Reparatur notwendig. Endogen gebildete ROS, die
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im Verlauf physiologisch notwendiger Reaktionen entstehen, stellen bereits eine
Gefahr fur die DNA dar (Halliwell, 1986; Joenje, 1989; Sies, 1986). Es wird
geschatzt, dass ROS pro Tag und Zelle fur die Induktion von zehn- bis zwanzigtau-
send DNA-schadigenden Ereignissen verantwortlich sind (Jackson, 2001; Loeb,
2001). Durch experimentellen knockout bestimmter Reparaturgene lasst sich die
Bedeutung der DNA-Reparatur besonders gut erkennen: Defekte in der spezifischen
Reparatur oxidativer DNA-Modifikationen sind mit einer bis zu tausendfach erhéhten
spontanen Mutationsrate in E.coli verbunden (Michaels, 1992). Der knockout des
0gg1-Gens in Mausen fluhrt allerdings nur zu einer Verdopplung der Mutationsrate.
Die Tumorrate ist in diesen Tieren nicht erhoht (Klungland et al., 1999). Wird
hingegen zusatzlich zum ogg7-Gen ein weiters Gen fur die Reparatur oxidativer
Basenmodifikationen ausgeschaltet, welches Adenin aus einer Fehlpaarung mit
8-oxoG Dbeseitigt (myh), so zeigen 2/3 aller Tiere Lungen-, Ovar,- oder
Lymphomkrebs durch Aktivierung eines Oncogens (Xie et al., 2004). In Ung2-
knockout Mausen finden sich aufgrund der Reparaturdefizienz etwa 2000 Uracilreste
pro Genom in den unterschiedlichen Geweben der Tiere. Die Mutationsrate hingegen
ist in einigen Geweben nur marginal erhoht (Nilsen et al., 2000).

Oxidative DNA-Basenmodifikationen und Uracil in der DNA werden durch die
Basenexzisionsreparatur (BER) erkannt und beseitigt. Dieser Reparaturweg ist
insbesondere fur Schaden vorgesehen, die keine oder nur geringfligige Distorsionen
verursachen, also z.B. methylierte, oxidierte, reduzierte oder fragmentierte Basen.
Einzelstrangbriiche werden wie oxidative Basenmodifikationen und Uracil Uber die
BER repariert.

Abbildung 12 zeigt eine Ubersicht des Mechanismus der Basenexzisionsreparatur
nach heutigem Kenntnisstand. Es lassen sich in der Abbildung zwei grundsatzlich
verschiedene Wege erkennen: Der so genannte short-patch-Weg (Weg A undB), bei
dem nur ein einziges Nukleotid ausgetauscht wird und die long-patch-Reparatur
(Weg C), bei der zwei bis acht Nukleotide ausgetauscht werden (Bernstein, 2002;
Krokan, 2000).
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Abbildung 12: Schematische Darstellung des Mechanismus der Basenexzisionsreparatur

beim S&uger (Slupphaug et al., 2003).

Den ersten Schritt der BER stellt die Erkennung und anschlielende Entfernung der
modifizierten Base durch eine spezifische Glykosylase dar. Dabei schneidet diese
die N-C1’-glykosidischen Bindung zwischen Base und Desoxyribose ein, wodurch
eine apurinische bzw. apyrimidinische Stelle zurtckbleibt, die auch als AP-Lasion
bezeichnet wird. Diese abasische Stelle wird von dem Enzym AP-Endonuklease 1
(APE1, auch HAP1 genannt) weiter in einen Einzelstrangbruch tberflihrt, wobei eine
freie 3'-OH-Gruppe entsteht, die als Substrat fur Polymerase 8 (Pol B) dient (Bohr,
1999; Demple, 2002; Krokan, 2000; Nilsen, 2001). Weg A in Abbildung 12 zeigt den
Einsatz einer bifunktionellen Glykosylase, die zusatzlich zur Glykosylase- noch uber
eine Lyase-Aktivitat verfugt, die die AP-Lasion am 3’-Ende zu einem Einzelstrang-
bruch einschneiden kann. Nach dem Schritt der Einzelstrangbruchgenerierung
unterscheiden sich short-patch- (Weg A und B) und long-patch-Weg (Weg C).
Unmodifizierte AP-Lasionen werden Uber den short patch-Weg repariert, wobei mit
Hilfe von Polymerase 3 der Zucker entfernt und ein neues Nukleotid eingefugt wird.
Regulare oder oxidierte AP-Lasionen werden Uber den long-patch-Weg prozessiert,
wobei ein zwei bis acht Nukleotide langes DNA-Fragment herausgeschnitten wird
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und mit Hilfe von PCNA (proliferating cell nuclear antigen), FEN1 (flap endonuclease
1) und weiteren Enzymen diese Llcke wieder geflllt und der DNA-Strangbruch
versiegelt wird (Bohr, 2002; Nilsen, 2001).

2.3.1 Erkennung und Reparatur von Uracil in der DNA durch Ung2 und
Smugl

Alle lebenden Organismen verfligen Uber Reparaturenzyme, die Uracil in der DNA
erkennen und reparieren (Olsen et al., 1989). Diese Uracil-DNA Glykosylasen
(UDGs) schitzen die Zelle vor den zytotoxischen und mutagenen Effekten von Uracil
in der DNA. Die erste UDG wurde 1974 in E.coli gefunden, wobei auch die
Basenexzisionsreparatur (siehe Kapitel 2.3) entdeckt wurde (Lindahl, 1974).
Saugerzellen verfugen Uber vier verschiedene UDGs, von denen drei (Smug1, Ung,
Tdg) zur gleichen Proteinsuperfamilie gehdren (Krokan et al., 2002):

a) Smug1 (single strand-selective monofunctional uracil-DNA glycosylase)
b) Ung (uracil-N’-DNA glycosylase)

c) Tdg (thymine mismatch DNA glycosylase)

d) Mbd4 (methyl CpG binding domain 1)

Diese vier UDGs verflugen Uber verschiedene Substratspezifitaten, die in der unten
aufgefiihrten Tabelle zur Ubersicht zusammengetragen sind. Generell lasst sich
sagen, dass Ung und Smug1 Uracil sowohl in einzelstrangiger als auch in
doppelstrangiger DNA erkennen. Tdg und Mbd4 hingegen sind strikt doppelstrang-
spezifisch.

Substrat Ung | Smug1 | Tdg | Mbd4
T:G - - + +
U in einzelstrangiger DNA + + - -
U in doppelstrangiger DNA + + + +
5-Hydroxymethyl-uridin in einzelstrangiger DNA - + - -
5-Hydroxymethyl-uridin in doppelstrangiger DNA - + + -
Ethenocytosin in einzelstrangiger DNA - + - -
Ethenocytosin in doppelstrangiger DNA - + + +
5-Fluoruracil in einzelstrangiger DNA + + + -
5-Fluoruracil in doppelstrangiger DNA + + + +
Tabelle 2: Erkennungsspektrum verschiedener Uracil-DNA Glykosylasen (Krokan, 2002).

Ung und Smug1 haben im Vergleich zu Tdg und Mbd4 wesentlich hdhere Umsatzra-
ten (Krokan et al., 2002; Slupphaug et al., 1995). Da sie dadurch fir den Schutz der
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Zelle einen groRReren Beitrag leisten als Tdg und Mbd4 soll im Folgenden nur auf die
Eigenschaften von Smug1 und Ung eingegangen werden.

2.3.1.1 Uracil-DNA Glycosylase 2 (Ung2)

Die Reparaturglykosylase Ung kommt in zwei Subtypen vor, wobei Ung1 die
mitochondriale und Ung2 die nukledre Form darstellt. Beide Enzyme werden vom
ung-Gen auf Chromosom 12g24.1 codiert (Krokan et al., 2001) und verfugen Uber
die gleiche katalytische Domane, unterscheiden sich aber in ihrem N-Terminus
(Nilsen et al., 1997). Das N-terminale-Ende von Ung1 stellt ein klassisches und
starkes mitochondriales targeting Signal dar, welches beim Eintritt in die Mitochond-
rien durch mitochondriale Peptidasen entfernt wird. Fur ein vollstandiges nukleares
Signal sind bei Ung2 die letzten 100 Aminosauren des N-Terminus’ notwendig. 90
dieser 100 Aminosauren aber stellten lange Zeit bei dem Versuch einer molekular-
biologischen Gewinnung von Ung2 ein Hindernis dar, da durch sie zellulare
Proteasen wahrend der Proteinaufreinigung das gesamte Protein verdauten. Aus
diesem Grund wurde in der vorliegenden Arbeit Ung2 in Form eines verkurzten
Proteins verwendet. Dem hier eingesetzten Ung2 fehlen die letzten 84 Aminosauren
des N-Terminus (daher auch A84 genannt). Erst durch diese verkurzte Proteinform
wurde Ung2 resistent gegen den oben genannten Proteinabbau (Slupphaug et al.,
1995). Das Enzym buft damit aber keinerlei funktionelle Eigenschaften ein, der N-
Terminus formt womdglich eine unabhangige Strukturdomane oder liegt unstruktu-
riert vor.

Ung2 findet sich im Nukleoplasma und an den Replikationsgabeln. Womaoglich wird
es mit Hilfe von proliferating cell nuclear antigen (PCNA) an die Replikationsgabeln
co-transportiert (Rossi et al.,, 1999), da es im N-Terminus ein PCNA-Bindemotiv
enthalt. Zusatzlich findet sich dort eine Bindestelle fir Replikationsfaktor A (RPA).
Die Interaktionen von Ung2 mit PCNA und RPA, beide nétig fir den long patch-Weg
der BER, lassen darauf schlieRen, dass Ung2 an diesem Weg der BER bei den
Replikationsgabeln beteiligt ist. Durch seine hohen Umsatzraten (600-1000
Uracilreste pro Minute), die um Grdélkenordnungen schneller sind als die anderer
Glykosylasen, ist das Enzym besonders dazu geeignet, fehleingebautes Uracil an
den Replikationsgabeln zu entfernen, da der Replikationsvorgang ein schnell
ablaufender Prozess ist (Krokan et al., 2002).

Da sich Ung2 aufRerdem im Nukleoplasma findet, wird angenommen, dass es
zusatzlich an der Reparatur von U:G-Paaren beteiligt ist, die aus der Desaminierung
von Cytosin entstanden sind.

Ung2 ist eine monofunktionelle Glykosylase. Im Unterschied zu Ogg1 (siehe Kapitel
2.3.2) verfugt es nur Uber die Aktivitdt zur Spaltung der N-glykosidischen Bindung
zwischen Base und Desoxyribose. Im nachfolgenden Schritt muss eine
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AP-Endonuklease (APE1/HAP1) die aus dem ersten Schritt entstandene apyrimidini-
sche Stelle zum Einzelstrangbruch einschneiden.

Die Bedeutung von Ung2 erschliet sich aus Experimenten mit knockout-
Organismen (Mause und Zellen). Zur Untersuchung, ob ein bestimmter DNA-
Schaden zu einer erhdhten Tumoranfalligkeit fuhrt, kann entweder dieser Schaden
artifiziell vermehrt generiert werden, oder die Reparatur der endogen entstandenen
Schaden unterbunden werden. Wird das wichtigste DNA-Reparaturenzym zu
Erkennung von Uracil (siehe Kapitel 2.3) in Mausen ausgeschaltet (knockout), so
entwickeln diese entgegen aller Erwartungen keine stark erhéhte Spontanmutations-
rate. Lediglich eine marginale Erhdéhung der Mutationsfrequenz in einem /acl-
Transgen, eine leichte Erhdhung von Lymphomkrebs und eine um 10 Wochen
verringerte Lebensspanne wurden festgestellt (Nilsen et al., 2000; Nilsen et al.,
2003). Ung2-defiziente Hefen und Bakterienstamme, tolerieren einen Austausch von
20 % des genomischen Thymidins gegen Uracil. Erreicht der Grad des Austausches
hohere Werte sterben die Organismen, wahrscheinlich aufgrund fehlerhafter RNA-
Synthese (El-Hajj et al., 1992a; Tye et al., 1978; Warner et al., 1981).

Bei Menschen flhrt eine Ung2-Defizienz zu einem Hyper-lgM-Syndrom (hyper IgM
syndrome, HIGM), wobei das Immunsystem uber sehr viel IgM, aber nur wenig IgG,
IgA und IgE verfligt und daher anféllig flr bakterielle Infektionen und lymphoide
Hyperplasien ist (Imai et al., 2003). Ung2 ist beteiligt an der somatischen Rekombi-
nation und dem sogenannten class switch zur Generierung der Antikdrpervielfalt.
Nach Desaminierung durch activation induced deaminase (AID) entfernt Ung2 das
entstandene Uracil, gefolgt von AP-Endonuklease 1, die einen Strangbruch generiert
(Bhagwat, 2004). Erfolgt dies an zwei Stellen in der DNA, kann so ein DNA-Abschnitt
transloziert und an einer anderen Stelle eingefugt werden, wodurch die Vielfalt der
variablen Ketten der Antikdrper entsteht (Muramatsu et al., 2000).

Ebenso wie knockout-Experimente kénnen Uberexpressions-Modelle helfen, das
mutagene Potential von Uracil in der DNA abzuschétzen. So fiihrt die Uberexpressi-
on von Ung2 in Hefe zu einem Zellzyklusarrest wobei DNA-checkpoints aktiviert
werden und vermehrt AP-Lasionen auftreten (Elder et al., 2003).

2.3.1.2  Single-strand selective monofunctional DNA-glycosylase (Smug1)

Neben Ung2 ist Smug1 das wichtigste DNA-Reparaturenzym fir Uracil in der DNA.
Erst 1999 wurde es in einem in vitro Experiment entdeckt, als nach Enzymen
gesucht wurde, die an synthetische DNA-Glykosylase-Hemmstoffe binden
(Haushalter et al., 1999). Mit der Anwesenheit von Smug1 konnte der nur marginale
Anstieg in der Mutationsfrequenz eines /lacl Transgens in Ung2-defizienten Mausen
erklart werden (Nilsen et al., 2000). In diesen Mausen wirkt Smug1 als back-up
Reparatur, was fur die Integritdt des Genoms dieser Mause hinreichend zu sein
scheint (Nilsen et al., 2001). Daher wird angenommen, dass Ung2 Uberwiegend flr
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die Reparatur von U:A-Paaren, also fehleingebautes Uracil, verantwortlich ist und
Smug1 fur die Beseitigung von Uracil, welches aus desaminiertem Cytosin
hervorgegangen ist (Nilsen et al., 2001).

Wie in Kapitel 2.2.4.1 erlautert, konnte in der Vergangenheit gezeigt werden, dass
U:A-Paare nur ein geringes mutagenes Potential haben, da ihre Codierungseigen-
schaften unverandert sind. So kann in E.coli dut ung” -Mutanten (defizient in Ung2
und UTPase (siehe Kapitel 2.2.2)) und in ung  Hefen 20 % des genomischen
Thymins gegen Uracil ersetzt sein, ohne dass die Viabilitdt der Bakterien oder Hefen
eingeschrankt ist (El-Hajj et al., 1992b; Tye et al., 1978; Warner et al.,, 1981). In
Ung1-Hefen, welche nicht Gber Smug1 verfigen und in Ung1 defizient sind, kann
das Einfligen von Smug1l den Verlust von Ung1 kompensieren. Die Smug1
kompetenten Zellen reagieren auf eine Antifolatbehandlung mit einem S-
Phasenarrest, wie auch die Wildtyp Zellen (Ung1 kompetent) (Elateri et al., 2003).
Evolutionsgeschichtlich scheint Smug1 ein junges Enzym zu sein. Es findet sich nicht
in Hefen, echten Bakterien und Archaebakterien. Daher wird geschatzt, dass es
erstmals vor 550 Millionen Jahren in Organismen auftrat (Nilsen et al., 2001).

2.3.2 Erkennung oxidativer DNA-Modifikationen durch Ogg1l

Die wichtigste oxidative DNA-Modifikation, 7,8-Dihydro-8-oxoguanin (8-oxoG), wird in
Hefen und Saugern durch die Reparaturglykosylase Ogg1 eingeleitet. Ogg1 ist eine
bifunktionelle Glykosylase, die im ersten Schritt der Basenexzisionsreparatur die
oxidierte Base aus dem Genom entfernt (Boiteux, 2000; Bruner, 2000; Krokan, 2000)
und im Anschluss durch das Einschneiden der entstandenen AP-Lasion einen
Einzelstrangbruch erzeugt. Im weiteren Verlauf der Reparatur wird meist der short-
patch-Weg beschritten, bei Fehlen von Polymerase § kann die Reparatur jedoch
auch Uber den long-patch-Weg stattfinden (Stucki, 1998). Im Folgenden soll das
humane Ogg1-Reparaturenzym naher beschrieben und seine Bedeutung in der
Reparatur endogen generierter oxidativer DNA-Schaden erldutert werden.

Etwa 100 000 Molekule Ogg1 finden sich in einer einzigen menschlichen
Fibroblastenzelle (Capelli et al., 2001). Das humane ogg7-Gen, auf Chromosom 3
lokalisiert (Boiteux, 2000), codiert flr sieben alternative mRNA-Spleil3varianten: Die
beiden Haupttypen sind das a-hOgg1 (345 Aminosauren) und das B-hOgg1 (424
Aminosauren) (Radicella, 1997). Immunhistochemische Versuche konnten zeigen,
dass das a-Ogg1-Protein (36 kDa) im Kern verbleibt, wahrend die B-Form (40 kDa) in
die Mitochondrien wandert (Nishioka et al., 1999; Takao, 1998).

Das Erkennungsspektrum des Ogg1-Proteins umfasst verschiedene DNA-
Modifikationen, namlich 8-oxoG, FAPY-G und Methyl-FAPY-G. Die Erkennung kann
jedoch nur stattfinden, solange diese modifizierten Basen noch mit Cytosin gepaart
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sind. Findet eine Replikation der DNA und Teilung der Zelle statt, bevor Ogg1 den
Schaden reparieren konnte, wird gegentber 8-oxoG bevorzugt Adenin oder Guanin
eingebaut. Diese Fehlpaarung kann dann nur von den Enzymen der so genannten
mismatch-Reparatur behoben werden (Auffret van der Kemp, 1996).

Die Bedeutung von Ogg1 zeigt sich in Experimenten mit knockout-Zellen und
-Mausen. In Hefen hatte der Ausfall von Ogg1 einen starken Anstieg der spontanen
Mutationsrate zur Folge, ein Mutator-Phanotyp wurde entdeckt (Thomas, 1997). In
ogg1-knockout-Mausen konnte eine leichte Erhdéhung der Spontanmutationsrate
beobachtet werden, jedoch nur in der Leber und nicht in anderen Organen
(Klungland, 1999; Osterod, 2001).

Diese Daten werden unterlegt durch Beobachtungen am Menschen, wo Mutationen
und Polymorphismen des ogg7-Gens mit einem hdheren Krebsrisiko verbunden sind.
So existiert in der Bevolkerung ein Ser326Cys-Polymorphismus im hogg1-Gen, der
offenbar mit einem erhdhten Lungenkrebsrisiko einhergeht (Le Marchand et al.,
2002; Sugimura, 1999). In Tumoren aus Niere und Lunge wurden Mutationen im
ogg1-Gen gefunden, die moglicherweise ursachlich an der malignen Entartung
beteiligt waren (Chevillard, 1998).

In Arbeiten, an denen unsere Arbeitgruppe beteiligt war, konnte gezeigt werden,
dass vermutlich ein back-up-Reparaturmechanismus fir die Reparatur von 8-oxoG
besteht. Fir diesen back-up-Mechanismus wird das Cockayne syndrome B (Csb)-
Protein verantwortlich gemacht, da die basalen Gleichgewichtsspiegel oxidativer
Basenmodifikationen in ogg1'/'/csb'/'-double-knockout—Méusen mit steigendem Alter
wesentlich stirker ansteigen als in o0gg?”-knockout-Mausen. Ebenso sind
ogg1'/'/csb'/'-double-knockout—Mausfibroblasten nicht bzw. kaum in der Lage,
induzierte oxidative DNA-Schaden zu reparieren, wahrend in ogg1'/'-knockout-ZeIIen
noch eine im Vergleich zu Wildtyp-Zellen verzdgerte Reparatur dieser Schaden
messbar war (Osterod, 2002b).

8-0xoG, Uracil und AP-Lasionen werden mit unterschiedlicher Schnelligkeit in
humanen Zellextrakten repariert. AP-Stellen werden am schnellsten, 8-oxoG am
langsamsten repariert, Uracil nimmt eine Mittelstellung ein. Zwar wird dieses ranking
gestitzt von den absoluten Zahlen der in humanen Fibroblasten gefundenen
absoluten Mengen an Reparaturproteinmolektlen (100 000 Molekile Ogg1, 200 000
Molekile Ung2, 300 000 Molekile APE1/HAP1), Titrationsversuche konnten aber
zeigen, dass zugesetzte Mengen an Reparaturenzym die Reparatur zwar beschleu-
nigten, aber nicht proportional zur zugefigten Menge. Die Rate der Basenexzision
hangt also nicht allein von der Menge der Glykosylasen ab (Capelli et al., 2001).

Eine Akkumulation von 8-oxoG im Alter trotz funktionierender Reparatur wird als eine
Ursache des Alterns vorgeschlagen (Johnson et al., 1999). ogg1”-knockout-Mause
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zeigen mit zunehmendem Alter erhdhte Spiegel an 8-oxoG in Hepatozyten (Osterod
et al., 2001).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass Ogg1 malgeblich an der Reparatur
oxidativer DNA-Schaden beteiligt ist. Seine Schlusselrolle hierbei verdeutlicht sich
beim Fehlen des Enzyms wodurch in verschiedenen Organismen unterschiedliche
starke Auswirkungen auf die Integritat des Genoms beobachtet wurden.

2.3.3 Basale Gleichgewichtsspiegel verschiedener DNA-Modifikationen

Da in dieser Arbeit der Begriff der basalen Gleichgewichtsspiegel verschiedener
DNA-Modifikationen verwendet wird, soll dieser hier naher erlautert werden.

Der Begriff der basalen Gleichgewichtsspiegel wird verwendet zur Beschreibung
einer (messbaren) Momentaufnahme eines FlieRgleichgewichtes aus Entstehung
und Reparatur verschiedener DNA-Modifikationen. Synonyme Ausdriicke wie
Steady-State-Level und Hintergrundspiegel finden sich in der Literatur.

Abbildung 11 zeigt die Entstehung der basalen Gleichgewichtspiegel. Durch
endogene Faktoren entstehen DNA-Modifikationen, die wiederum durch die DNA-
Reparatur beseitigt werden kdnnen. Somit soll deutlich gemacht werden, dass die
basalen Gleichgewichtsspiegel verschiedener DNA-Modifikationen kein statischer
Wert sind, sondern vielmehr als Ergebnis zweier variabler Faktoren, namlich Eintrag
und Reparatur, zu verstehen sind.

Antioxidantien

O,-Metabolismus,
Desaminierung von Cytosin,

Einbau von dUMP wéhrend der Replikation M—

dt

. basale Gleichgewichtsspiegel
' / [modif.] = ki, / Koy
Mutationen <G 1
DNA-Reparatur
| o
9 (dimodif] -y . x[modif]
Abbildung 13: Ursprung der basalen Gleichgewichtsspiegel verschiedener DNA-

Modifikationen in Zellen. Fiir die basalen Gleichgewichtspiegel von DNA-
Modifikationen wird angenommen, dass sie die Balance zwischen kontinuierli-
cher Generierung durch endogene (und exogene) Faktoren und die Entfer-
nung lber die DNA-Reparatur widerspiegeln. Unter der Annahme einer kon-
stanten Bildungsrate und einer Kinetik erster Ordnung fiir die Reparatur, ergibt
sich der basale Gleichgewichtsspiegel [modif.] als Verhéltnis der Generie-
rungsrate d[motif.J/dt und der Reparaturkonstante k., (Epe, 2002).
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2.4 Exogen verursachte DNA-Schaden in Tumorzellen als

Grundlage der humanen Krebstherapie

Die in den vorangegangenen Kapiteln erlauterten endogenen DNA-Schaden kénnen
sich zu Mutationen manifestieren, wenn sie nicht repariert werden. Nach dem
Mehrstufenmodell der Kanzerogenese bedarf es aber zusatzlicher Faktoren zur
Entartung. So sind Promotoren und Proliferation noétig, um aus einer einzigen
geschadigten Zelle eine praneoplastische Population und spater einen Tumor
wachsen zu lassen, der im Endstadium die Vitalfunktionen des Organismus bedroht.
Hat sich im menschlichen Korper ein Tumor entwickelt, kann sein Wachstum durch
Chemotherapie eingedammt oder die Tumorzellen sogar abgetdtet werden. Dies
geschieht mit Hilfe so genannter Zytostatika, die das Wachstum metabolisch aktiver
Zellen auf verschiedene Arten hemmen.

Im folgenden Kapitel sollen zwei unterschiedliche Grundsubstanzen der Chemothe-
rapie vorgestellt werden, die in dieser Arbeit zur Untersuchung endogener Ursachen
verschiedener DNA-Schaden verwendet wurden.

2.4.1 Chinone als Quelle reaktiver Sauerstoffspezies in der Krebstherapie

Einige Antibiotika, die wegen ihrer toxischen Eigenschaften nicht zur Behandlung
bakterieller Infektionen verwendet werden, haben Eingang in die Krebstherapie mit
Zytostatika gefunden. So werden bei der Therapie mit Anthracyclinen deren
zytotoxischen Eigenschaften zum Abtdten der Tumorzellen verwendet. 1969 wurde
das Antibiotikum Doxorubicin isoliert und erstmalig bei Brust-, Lungen- und
Eierstockkrebs eingesetzt. Antharcycline verfligen Uber eine chinoide Grundstuktur
und sind daher zum Redoxcycling in der Lage (siehe Abbildung 14).

Zwei Grundprinzipien werden fur die Zytotoxizitdt von Chinonen angefuhrt. Zum
einen die ,Peptidbindungs-Theorie“ (O'Brien, 1991), wobei die Chinone zunachst
GSH depletieren (z.B. Acetaminophen Uber Alkylierung) und damit das wichtigste
intrazellulare detoxifizierende Agens nicht mehr zur Verfigung steht. Ist GSH einmal
depletiert, kbnnen Membranen und andere Proteine alkyliert werden, was schlie3lich
zum Untergang der Zelle fuhrt. Zum anderen wird der durch Redoxcycling
verursachte oxidative Stress flr die Toxizitat von Chinonen verantwortlich gemacht.
Die grundlegenden Mechanismen des Redoxcyclings sind in Abbildung 14 am
Beispiel von Durochinon (Teramethyl-p-benzochinon) dargestellt. Durch zwei
Einelektronentransfers wird aus dem Chinon (links) Gber das Semichinon (Mitte) das
Hydrochinon (rechts) gebildet, welches in einer Rickreaktion Gber Abgabe von zwei
Elektronen wieder zum Chinon wird. Die Zufuhr der Elektronen erfolgt Uber
intrazellulare Reduktasen, die Abgabe der Elektronen Uber Peroxidasen. Der
toxifizierende Schritt des Redoxcyclings liegt in der spontanen Abgabe eines
Elektrons vom radikalischen Semichinon auf molekularen Sauerstoff. Das dabei
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entstehende Superoxidradikalanion ist dann Ausgangsmolekul fur die Bildung
weiterer ROS (siehe Kapitel 2.2.3.1). Dieser Einelektronenubertrag auf Sauerstoff
kann prinzipiell beliebig oft erfolgen und dadurch zur Generierung toxischer Mengen
an ROS fuhren.

Reduktase Reduktase
e, H* e, H*

o) /\ 0- ™4 on

H.C H, HC H, H.C H,
H,.C [ CH, H,C CH, HC CH,
e} OH OH

02-. H* 02 e, H*
Peroxidase
\ Ho,
HOe

Singulettsauerstoff

Abbildung 14: Intrazelluldres Redoxcycling der Chinone am Beispiel von Durochinon.

Die fur den Krebspatienten oft Dosis-limitierende Toxizitat aller Anthracycline rihrt
von deren Kardiotoxizitat. Myocyten sind auflerst sensitiv gegenliber ROS, da sie
Uber keine Katalase und nur wenig Superoxiddismutase (siehe Kapitel 2.2.3.1) zu
deren Abbau verfligen (Doroshow and Davies, 1980). In der Krebstherapie werden
aber noch weitere Eigenschaften der Anthracycline ausgenutzt, um Tumorzellen
abzutoten: Sie blockieren die DNA-Synthese durch Interkalation, hemmen die
Topoisomerase Il und generieren so Strangbrlche. Zusatzlich binden sie an die
Zellmembran und erhéhen so deren Permeabilitat fur weitere Zytostatika.

In der vorliegenden Arbeit wurde Durochinon als Modellsubstanz zur intrazellularen
Generierung von ROS verwendet. Wie die Strukturformel in Abbildung 14 zeigt, sind
die elektrophilen Zentren des Moleklls durch Methylgruppen blockiert, dadurch
reagiert Durochinon kaum mit intrazellularen Makromolekulen. Die zytotoxische
Wirkung von Durochinon wird daher ausschlieBlich der Bildung von ROS zuge-
schrieben (Moore et al., 1987; Walles, 1992).
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2.4.2 Thymidylatsynthasehemmer als Proliferationshemmer von

Tumorzellen

Neben den chinoiden Anthracyclinen werden in der Chemotherapie auch Antimeta-
bolite eingesetzt. Antimetabolite wirken Uber die Hemmung von biosynthetischen
Prozessen oder durch Einbau in zellulare Makromolekile wie DNA oder RNA,
welcher den Verlust ihrer physiologischen Funktionen bewirkt. Die Fluorpyrimidine
5-Fluoruracil (5-FU) und Fluordesoxyuridin (5-FdUrd) bewirken beides. Beide
Substanzen wurden in den 1950er Jahren entwickelt, da durch die Beobachtung an
Rattenhepatomzellen bekannt war, dass diese die Base Uracil schneller verwerten
als gesunde Gewebe. Dies gab einen Hinweis darauf, dass der Uracil-Metabolismus
ein mogliches Target in der Krebstherapie darstellt (Rutmann et al.,, 1954). Der
Mechanismus der Zytotoxizitat von 5-FU beruht auf dem Einbau in DNA und RNA
sowie der Hemmung der Thymidylatsynthase (TS). 5-FdUrd bewirkt ebenfalls eine
TS-Hemmung und kann auch in die DNA eingebaut werden, aufgrund der
reduzierten Ribose jedoch nicht in die RNA. Abbildung 15 zeigt die Strukturformeln
von 5-FU und 5-FdUrd. Sie sind Analoge des Uracils mit einen Fluoratom am C5
anstelle des Wasserstoffatoms.

o
HO H
5-FU 5-FdUrd
Abbildung 15: 5-Fluoruracil (5-FU) und 5-Fluordesoxyuridin (5-FdUrd).

Beide Substanzen werden Uber die gleichen Transportmechanismen wie Uracil in die
Zelle aufgenommen (Wohlhueter et al., 1980). Abbildung 16 zeigt wie 5-FU zu
verschiedenen aktiven Metaboliten verstoffwechselt wird: Fluordesoxyuridin-
monophosphat (FAUMP), Fluordesoxyuridin-triphosphat (FAUTP) und Fluoruridin-
triphosphat (FUTP). 5-FdUrd kann zum Mono-, Di- und Triphosphat metabolisiert
werden. 5-FU und 5-FdUrd kénnen auRerdem durch das Enzym Thymidinphosphory-
lase ineinander Uberfuhrt werden. Das limitierende Enzym im 5-FU Katabolismus ist
Dihydropyrimidin Dehydrogenase (DPD), welche 5-FU in Dihydrofluoruracil (DHFU)
uberfuhrt, welches keine zytostatische Wirkung mehr hat. Mehr als 80 % des
verabreichten 5-FU werden primar in der Leber katabolisiert, wo DPD in grof3en
Mengen exprimiert wird (Diasio and Harris, 1989). Da es verschiedene Polymorphis-
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men dieses Enzyms in der Bevolkerung gibt, kann es nach Verabreichung von
Standarddosen von 5-FU zu starken toxischen Wirkungen kommen kann.

Orotat-
phosphoribosyltransferase

PRPP > PPi
kinase RNA
5-FUrd — 5FUMP —» 5-FUDP —¥ — g
Schaden

Uridin- 5’-Phosphatasen/
Nucleotidasen l

phosphorylase
5-FU
Thymidin-

Dihydro- phosphorylase Thymidine

kinase 1
rimidin- >
dehyd?ggenase 5-FdUrd — 5-FAUDP —>—> S(?h':ﬁ;n

Ribonucleotid-
reductase

5’-Phosphatasen/ -

nucleotidasen
5-F-DHU TS-Hemmung

Details siehe Abb. 17

Abbildung 16: Intrazelluldrer Metabolismus von 5-FU und 5-FdUrd (Longley et al., 2003).

Die Hemmung der Thymidylatsynthase ist vermutlich die zentrale Wirkung von 5-FU.
Das Enzym katalysiert die reduktive Methylierung von Desoxyuridin-monophosphat
(dUMP) zu Desoxythymidin-monophosphat (dTMP) unter Verwendung des
reduzierten 5,10-Methylentetrahydrofolats (CH,THF) als Methylgruppendonor. Zur
DNA-Synthese und Replikation der Zelle ist diese Reaktion der de novo Synthese
von Thymidin notwendig. Das 36 kDa TS-Protein agiert dabei als Dimer wobei beide
Untereinheiten eine Nukleotidbindestelle und eine weitere Bindestelle fir CH,THF
besitzen. Der 5-FU-Metabolit FAUMP bindet an die Nucleotidbindestelle, wodurch ein
ternarer Komplex mit CH,THF und Enzym entsteht. Durch diese Bindung wird das
Enzym kompetetiv gehemmt und die dTMP Synthese inhibiert (Santi et al., 1974;
Sommer and Santi, 1974). Die genauen molekularen Mechanismen, die downstream
der TS-Inhibierung betroffen sind, wurden noch nicht vollstandig aufgeklart. Die
Depletion von dTMP flihrt zu einem Mangel an Desoxythymidin-triphosphat (dTTP) in
der Zelle, was wiederum zu Verschiebungen der Gleichgewichte der anderen
Nukleotide (dATP, dGTP, dCTP) Uber Feedback-Mechanismen fuhrt (Jackson and
Grindley, 1984). Ungleichgewichte im Nucleotidpool (insbesondere das dATP/dTTP-
Gleichgewicht) storen die DNA-Synthese und -Replikation, was fur die Zellen mit
einem letalen DNA-Schaden enden kann (Hougton et al., 1995; Yoshioka, 1987).
Zusatzlich fuhrt die TS-Inhibierung zu einer Akkumulation von dUMP, was zu
erhdohten Gehalten an dUTP flhren kann, welches wie FAUTP in die DNA eingebaut
werden kann (Aherne et al.,, 1996; Mitrovski et al.,, 1994). Die dem Uracileinbau
nachfolgende Reparatur Uber Uracil-DNA Glykosylasen fihrt in Gegenwart eines
hohen (F)dUTP/dTTP-Verhaltnisses dann zu einem Teufelskreis aus Reparatur und
Wiedereinbau von Uracil in die DNA (futile repair). Der wiederholte Fehleinbau und
die Exzision kénnten daher moglicherweise Uber Strangbriiche und Reparaturinter-
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mediate schliel3lich zum Zelltod fuhren (Longley et al., 2003). Der potentielle DNA-
Schaden durch dUTP hangt von den Gehalten des Enzyms dUTPase ab, welches
die intrazellulare Akkumulation von dUTP verhindert (siehe Kapitel 2.2.2, Abbildung
2) (Ladner, 2001; Webley et al., 2000). Thymidylat kann auch aus Thymidin Gber das
Enzym Thymidinkinase gebildet werden. Dieser sogenannte salvage pathway stellt
einen potentiellen Resistenzmechanismus gegen 5-FU dar (Grem and Fischer,
1989).

5-FdUMP

Thymidin
Thymidin Kinase
o |
dTMP dTTP |=—— | Replikation und

Reparatur
dNTP Ungleichgewicht ’

DNA-
erhohter dUTP-Gehalt [——» Schaden

=
e

Abbildung 17: Mechanismus der Thymidylatsynthase-Inhibierung durch 5-FAUMP, den
reaktiven Metaboliten von 5-FUund 5-FdUrd (Longley et al., 2003).

Neben dem Fehleinbau in die DNA, stellt die RNA ein weiteres Target der 5-FU-
Toxizitat dar (Glazer and Lloyd, 1982; Kufe and Major, 1981). Der Metabolit FUTP
wird in die RNA eingebaut und unterbindet so die normalen RNA-Funktionen und ihre
Prozessierung. Pra-RNA wird nicht mehr zu reifer mRNA prozessiert (Goshal and
Jacob, 1994; Kanamaru et al., 1986), ebenso werden durch FUTP posttranskriptiona-
le Modifikationen der tRNAs unterbunden (Randrath et al., 1983; Santi and Hardy,
1987). Der Zusammenbau von snRNA-Proteinkomplexen wird inhibiert und dadurch
das Splei3en der pra-mRNA unterbunden (Doong and Dolnick, 1988; Patton, 1993).
Hinzu kommt, dass rRNA, tRNA, und snRNA die modifizierte Base Pseudouridin
enthalten. Es konnte gezeigt werden, dass 5-FU die postranskriptionale Umwandlung
von Uridin in Pseudouridin hemmt (Samuelsson, 1991). Die Folgen dieser nicht
modifizierten Uracilreste in tRNAs sind noch nicht untersucht. Desweiteren ist die
Polyadenylierung, notwendig fir die RNA-Stabilitat und die Translation, schon durch
geringe 5-FU Konzentrationen inhibiert (Carrico and Glazer, 1979).

5-FU wird in der Bekampfung vieler Krebsarten eingesetzt, wobei Colon- und
Brustkrebs die beiden groRten Anwendungsgebiete darstellen (IMPACT, 1995). Im
Jahr 2002 wurden weltweit 2 Millionen Patienten mit 5-FU behandelt (Scrip, 2002).
Aber erst in Verbindung mit anderen chemotherapeutischen Agenzien (Kombinati-
onspraparate) entfaltet es sein grotes Potential zum Uberleben der Patienten. So
liegt die response rate (Prozentualer Anteil der Uberlebenden 5 Jahre nach der
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Behandlung) von 5-FU alleine -ohne weitere Agenzien- bei Colonkrebs nur bei 10-
15 % (Johnston and Kaye, 2001).

In dieser Arbeit wurden 5-FU und 5-FdUrd verwendet, um den Ursprung von Uracil in
der DNA -als mdglicher DNA-Schaden und damit potenzieller Ausgangspunkt einer
malignen Entartung- aufzuklaren. Dabei wurden die oben genannten Wirkungen
beider Stoffe auf die DNA ausgenutzt.
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3 ZIELSETZUNG DIESER ARBEIT

Im Rahmen dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob bestimmte endogen
verursachte DNA-Modifikationen zur genetischen Instabilitdt in Saugerzellen
beitragen. Dazu sollten die basalen Gleichgewichtsspiegel von einerseits oxidativen
DNA-Modifikationen und andererseits Uracil in der DNA bestimmt, sowie deren
Beeinflussbarkeit und Folgen analysiert werden. Bisher ist zwar bekannt, dass
endogene reaktive Sauerstoffspezies DNA-Schaden verursachen koénnen, der
Beitrag bestimmter fremdstoffmetabolisierender Enzyme an ihrer Bildung wurde aber
noch nicht naher untersucht. Uracil als endogen bedingte DNA-Modifikation ist erst in
den letzten Jahren naher beleuchtet worden, wobei jedoch nicht eindeutig bekannt
ist, in wie weit die basalen Gleichgewichtsspiegel dieser DNA-Modifikation
beeinflussbar sind und welchen Ursprung sie haben.

Methodisch sollte dabei auf zwei verschiedene Zellmodelle zurlckgegriffen werden.
Die basalen Spiegel von Uracil und deren Veranderlichkeit unter bestimmten
Bedingungen wurde mittels eines Reparaturglykosylase-knockout-Systems
untersucht. Die oxidativen Basenmodifikationen und deren Modulierbarkeit wurden
durch  Uberexpression verschiedener fremdstoffmetabolisierender Enzyme
untersucht.

Zunachst sollte dabei an knockout-Mausen untersucht werden, ob der Ausfall von
Ung2, der wichtigsten Reparaturglykosylase fur Uracil in der DNA, zu einer
Akkumulation von Uracil in ung-knockout-Zellen und verschiedenen Geweben von
ung-knockout-Mausen fuhrt. Es gibt verschiedene endogene Ursachen fir den
Eintrag von Uracil in das Genom, aber keine Untersuchungen die eindeutig belegen,
welcher der Wege der bedeutsamste ist. Aus diesem Grund sollte in dieser Arbeit
geklart werden, welcher dieser endogenen Wege fur den Haupteintrag an Uracil
verantwortlich ist.

Da der Uracilmetabolismus ein wichtiges Traget in der humanen Krebstherapie ist,
sollte an den ung-knockout-Zellen ferner der Wirkmechanismus klinisch verwendeter
Fluoropyrimidine untersucht werden. Auch wenn 5-Fluoruracil als Fluoranaloges des
Uracils weltweit erfolgreich eingesetzt wird, so ist zur Zeit immer noch unklar, wie der
genaue Wirkmechanismus ist. Bisher wurde angenommen, dass der durch 5-FU
verstarkte Uracileinbau in die DNA zu einem Teufelskreis aus Reparatur und
erneutem Fehleinbau fuhrt, was schliel3lich den Tod der Zelle verursacht. Diese
Theorie ist noch nicht abschlieRend bewiesen. Daher sollte in dieser Arbeit geklart
werden, ob dieser Fehleinbau und die anschlieliende Reparatur fur die Toxizitat der
Fluorpyrimidine notwendig sind.
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Weiterhin sollte anhand transgener Zellen der Einfluss verschiedener Enzyme des
Fremdstoffmetabolismus auf die basalen Gleichgewichtsspiegel oxidativer
Basenmodifikationen untersucht werden. Mit Hilfe von S&ugerzellen, die durch
Transfektion das humane Enzym Cytochromreduktase und das ebenfalls humane
Cytochrom 2E1 Uberexprimieren, sollte der mogliche Beitrag dieser Enzyme zur
genetischen Instabilitat des Genoms beleuchtet werden. Von beiden Enzymen ist
bekannt, dass sie aufgrund einer Entkoppelung der Elektronentransportkette zur
Oxygenierung des Substrats in der Lage sind, Superoxid zu generieren. Daher sollte
geklart werden, ob die so gebildeten reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) in der Lage
sind, die DNA zu schadigen. Im Falle des Cytochroms 2E1 sollte auRerdem die
Bedeutung des Ethanolmetabolismus fir die Integritat der DNA untersucht werden.
Da Cytochromreduktase zum Redoxcycling chinoider Substanzen in der Lage ist,
sollte mit Hilfe eines Chinons als Modellsubstanz die Auswirkungen der endogen
generierten ROS auf die DNA und die Zellviabilitat untersucht werden.

Beide experimentellen Ansatze sollen somit Einblick in die Ursachen endogener
DNA-Schaden und deren Beitrag zur einer moglichen genetischen Instabilitat
aufzeigen.
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4 MATERIAL UND METHODEN

4.1 Material

4.1.1 Gerate

Analysenwaage

Autoklav

Bakterienschttler
Brutschrank Zellkultur

Brutschrank Bakterien
Computer

Coulter Counter

Destillationsapparatur
Elektrophoresekammer
Fluoreszenz-Mikroskop

Fluorimeter
Folienschweillgerat

Fraktionssammler

Gefrierschrank (-20° C)
Gefrierschrank (-70° C)

Geldokumentationsapparatur

(Geldok)
HeiBluftsterilisator

Kryobehalter (Zellen)

Kuhlschranke
Lichtmikroskop

Magnetrihrer

Multipette
Orbitalschuttler
PCR-Cycler

AG245, max. 210 g (Mettler Toledo, Schweiz)
Tecnoclav 50 6.0, bzw. 2.0 (Fedegari Autoklav, SPA,
Albuzzo, Italien)

Certomat H (Braun)

COs-Inkubator BB16, BB6060 O, und Hera-Cell
(Heraeus Instruments, Hanau)

Kelvitron E, B6200 (Heraeus Instruments, Hanau)
Microstar, AMD Duron, 1.4 GHz, Windows XP

Modell N Industry (Coulter Electronics, Luton,
GroRbritannien)

Destamat® (Heraeus, Hanau)

Biorad, Hercules, CA, USA

Eclipse E400, Nikon, Dusseldorf

TKO 100, DNA Fluorimeter (Hoefer Scientific
Instruments, San Francisco, USA)

Typ 255 (Fa. Schott)

Ultrorac 2070 Il (Pharmacia/LKB, Uppsala,
Schweden) und MM10, Neolab 4 mit Zeithehmer SM
999 (Neolab, Heidelberg)

KG 3666-23 (Liebherr)

Colora UF 85-300S (Colora, Lorch)

Eagle Eye Il (Stratagene)

WTC Binder, Tuttlingen

Flussigstickstoffcontainer TW 750 RS (Taylor
Wharton, Theodore, AL, USA)

KG 3666-32 (Liebherr)

Telaval 31 (Zeiss, Oberkochen)

lkamag RET-G (lka-Werk, Janke&Kunkel GmbH &
Co KG, Staufen im Breisgau)

Eppendorf GmbH, Hamburg

Elmi Shaker S4

Mastercycler gradient (Eppendorf)
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Peristaltik-Pumpe

pH-Meter
Pipetten

Pipettierhilfe

Pumpe

Rotoren fur Kihlzentrifuge
Schittelbader
Spannungsquelle
Spectralphotometer
Sterile Werkbank
Trockenschrank
Tropfentrichter (Cytospin)

Ultraschallbad
Ultraschallstab

Ultraschall-Homogenisator

UV/VIS Photometer

Vortexer

Waage

Wasserbad (heizbar bis 100 °C)

Wasserbad

Wasserbad

Zahlkammer (Zellen)
Zellsieb

Zentrifugen

Zytozentrifuge

ISM 759, 20 Kanéle, mit Schlduchen (Ismatec
Laboratoriumstechnik, Schweiz)

PHM 62 (Radiometer, Kopenhagen, Danemark)
Pipetman P20, P100, P 200, P 1000, P 5000,
P 10000 (Gilson, Frankreich)

Pipetus-akku® (Hirschmann Laborgerate, Eberstadt)
Desaga, Heidelberg, Deutschland

SS-34, GS-3 (Sorvall, New.t.on, Conn., USA)

heizbar bis 100 °C (Koéttermann GmbH & Co., Uetze-
Hanigsen)

Power PAC 3000 (BioRad, Hercules, CA, USA)
Hitachi U-2000 (Hitachi Ltd., Tokyo, Japan)
LaminAir® HB2472 und HB 2448 (Heraeus
Instruments GmbH, Hanau)

Heraeus Instruments, Hanau

Shandon Cytoclip (Shandon. Pittsburg, USA)
Sonorex RK 100 (Bandelin Electronic, Berlin)
Sonoplus Homogenisator HD 70 mit Sonotrode MS
73 und HF-Generator GM 70, 70 W, 20 kHz (Bacho-
fer, Reutlingen)

Vibracell 72408 (BioBlock Scientific)

Ultraspec IlI, LKB-Biochrom (Biochrom, Cambridge,
England)

Vortex Genie 2, Model G-560E (Scientific Industries,
INC, Bohemia, NY, USA)

PB 3002, Delta Range, max. 3100 g (Mettler Toledo,
Schweiz)

Koéttermann Type 3042 (Koéttermann GmbH & Co,
Uetze-Hanigsen)

Haake K, Haake LH mit Kaltethermostat Haake F3
(Haake, Karlsruhe)

Haake Fisons W19 mit Thermostat Haake D8
(Haake, Karlsruhe)

Neubauer Kammer (Marienfeld, Deutschland)
Edelstahl-Gaze, Maschenweite 100 uM (A.
Hartenstein GmbH, Wirzburg)

Hettich Universal/K2S, Hettich Micro Rapid (Hettich,
Tuttlingen), Biofuge 28RS und Sigma 3K-2 (Heraeus
Instruments GmbH, Osterode am Harz)

Cytospin 3 (Shandon, Astmoor, England)
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4.1.2 Verbrauchsmaterialien

Deckglaser

Einmalspritzen (Plastik)

Filter (Alkalische Elution)

Filterhalter (Alkalische Elution)
Filterpapier und Faltenfilter
Fluoreszenzklvetten

Glasgerate

Glaspipetten (Zellkultur)

Infusionsset mit Fliigelkantle (Butterfly)

Kandlen, steril

Kryo-Roéhrchen, steril
Kultur-Roéhrchen, steril
Lochfilter

Multipettenaufsatze

Objekttrager

Pasteurpipetten

Pipettenspitzen (Einweg)
Plastik-Reaktionsgefale
Software

Spritzen (Alkalische Elution)

Sterilfilter
Zellkulturflaschen, steril
Zellkulturschaber, steril
Zellsieb, steril

Zentrifugenréhrchen, Plastik

A. Hartenstein GmbH, Wirzburg

2 ml PRIMO (Codan Medical ApS, Roedby,
Danemark), 5 ml/10 ml Quadroject Plus (Dispomed
WITT oHG, Gelnhausen-Hailer)

IsoporeTM, Polycarbonat-Membran, 2 ym, & 25 mm
(Millipore, Irland)

Swinnex SX 2500 (Millipore, Holstein, Frankreich)
Schleicher & Schuell, Dassel

A. Hartenstein GmbH, Wiirzburg

Schott Spezialglas GmbH, Mainz

A. Hartenstein GmbH, Wirzburg

0,8 mm x 20 mm (Vivo-Med, Bad Rappenau)

21G x 1%, Nr. 2 (Dispomed WITT oHG, Gelnhausen-
Hailer)

Nunc Kryo, 1,5 ml (A/S Nunc, Roskilde, Danemark)
PP (A. Hartenstein GmbH, Wurzburg)

Shandon Filter Cards (Schleicher & Shciill,
Wrzburg)

Combitips 50 ml (Eppendorf AG, Hamburg)
geschnitten, mit Mattrand (A.Hartenstein GmbH,
Wirzburg))

Flint Glass (Chase Instruments Corp., Glen Falls, NY,
USA)

(A. Hartenstein GmbH, Wirzburg)

500 pl, 1500 pl, 2000 pl (Eppendorf AG, Hamburg)
MS Office XP Pro, Adobe Acrobat 6.0
20cc-Syringe, Luerlock (Becton Dickinson & Co.,
Rutherford, USA)

PorengréfRe 0,22 um (Schleicher & Schuell, Dassel)
Greiner GmbH, Nurtingen

A. Hartenstein GmbH, Wiirzburg

100um Maschenweite, Falcon

15 ml, 50 ml (Greiner GmbH, Nurtingen)

4.1.3 Chemikalien und Reagenzien

Alle Chemikalien und Reagenzien wurden in p.a.-Qualitat bestellt.

DL-Buthioninsulfoxim

Sigma Aldrich, Steinheim
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Agarose, low melt (Typ |, low EEO)
Agarose, high melt, Type 1 (A6013)
Aktivkohle
Ammoniumperoxodisulfat
Bisbenzimid (Hoechst Nr. 33258)
Buthioninsulfoximin

Calciumchlorid x 2 HoO

Carbogen (95 % O,, 5 % CO,)
Concanavalin A (ConA)
Dithiothreitol (DTT)

DMEM high Glucose Medium
DMEM-Medium, Phenolrot-frei
DMSO (Dimethylsulfoxid)

DTNB, Ellmann’s Reagenz

(5,5 -Dithio-bis(2-nitrobenzoesaure))
Durochinon (Tetramethyl-p-benzochinon)
Eindeckmittel EDL-2

EDTA (Tetramethylethylendiamin)
Eichlésungen Puffer (pH 5, 7, 8, 10, 11)
Essigsaure

Ethanol, absolut

Ethidiumbromid

5-Fluoruracil (F-6627)

5- Fluordesoxyuridin (F-0503)
(5-Fluor-2’-desoxyuridin)

D-Glucose x 1 Ho0O

L-Glutamin 200 mM

Glutathion, reduziert (Glu-Cys-Gly)
Glycerol

Glycin

Ham’s F12 Kulturmedium

HEPES ([N-2-Hydroxyethyl]-piperazin-N’-
[2-ethansulfonsaure])

Insulin (1-5500)

Isopropanol

Kalberserum, fetales

Kaliumacetat
Kaliumdihydrogenphosphat
di-Kaliumhydrogenphosphat x 3 HoO
Kaliumhydroxid

Kohlendioxid (CO,)

L-Alanin

Sigma Aldrich, Steinheim
Sigma Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Sigma Aldrich, Steinheim
Sigma Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt

Linde, Hollriegelskreith
Sigma Aldrich, Steinheim
Sigma Aldrich, Steinheim
PAA, Colbe

Gibco Invitrogen Corporation, Karlsruhe
Sigma Aldrich, Steinheim
Sigma Aldrich, Steinheim

Slgma Aldrich, Steinheim
Linaris, Bettingen am Main
Merck, Darmstadt

Sigma Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Sigma Aldrich, Steinheim

Sigma Aldrich, Steinheim

Roth, Karlsruhe

PAA, Colbe

Sigma Aldrich, Steinheim

VWR International GmbH, Darmstadt
Sigma Aldrich, Steinheim

PAA, Colbe

Sigma Aldrich, Steinheim

Sigma Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe

PAA, Colbe

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Linde, Héllriegeskrauth
Sigma Aldrich, Steinheim
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L-Arginin

L-Asparagin

L-Asparaginsaure

L-Citrullin

L-Cystein

L-Glutamin

L-Glutaminsaure

L-Histidin

L-Isoleucin

L-Leucin

L-Lysin

L-Methionin

L-Ornithin

L-Phenylalanin

L-Prolin

L-Serin

L-Threonin

L-Tryptophan

L-Tyrosin

L-Valin

Lipopolysaccarid (LPS)
Magnesiumchlorid x 6 HoO
Magnesiumsulfat x 7 HoO
MEM Non-essential amino acid solution
Methanol, Roti®solv

(HPLC gradient grade)
NADPH, Tetranatriumsalz
Natriumacetat
Natriumcarbonat
Natriumchlorid
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydrogencarbonat
Natriumhydrogenphosphat x 1 H,O
di-Natriumhydrogenphosphat x 2 HoO
Natriumhydroxid
Penicillin/Streptomycin-Losung
Pentobarbital (Na-Salz)

RBC-Lysepuffer (red blood cell-lysis-buffer)

Rinderserumalbumin (BSA)
Salzsaure 25 %, 37 %

Schwefelsaure 96 %
Tetraethylammoniumhydroxid (TEAH)

Sigma Aldrich, Steinheim
Sigma Aldrich, Steinheim
Sigma Aldrich, Steinheim
Sigma Aldrich, Steinheim
Sigma Aldrich, Steinheim
Sigma Aldrich, Steinheim
Sigma Aldrich, Steinheim
Sigma Aldrich, Steinheim
Sigma Aldrich, Steinheim
Sigma Aldrich, Steinheim
Sigma Aldrich, Steinheim
Sigma Aldrich, Steinheim
Sigma Aldrich, Steinheim
Sigma Aldrich, Steinheim
Sigma Aldrich, Steinheim
Sigma Aldrich, Steinheim
Sigma Aldrich, Steinheim
Sigma Aldrich, Steinheim
Sigma Aldrich, Steinheim
Sigma Aldrich, Steinheim
Sigma Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Sigma, Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe

Boehringer, Mannheim
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Sigma Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

PAA, Colbe

Boehringer Ingelheim, Ingelheim

eBioscience, London

Sigma Aldrich, Steinheim und Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
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Trichloressigsaure (TCA)
TRIS-Base (Tris-(hydroxymethyl)-
aminomethan)

Tris-HCI

Trypanblau-Lésung 0,4%ig
Trypsin /EDTA-L6sung

4.1.4 Enzyme und Enzympuffer

Ung2

Ung2-Einfrierpuffer

T4 Endonuklease V (E. coli)

Endonuklease IV

Fpg

Glutathionreduktase
Proteinase K

Kollagenase (zur Perfusion)

Serva, Heidelberg
Sigma Aldrich, Steinheim

Sigma Aldrich, Steinheim
Sigma Aldrich, Steinheim
PAA, Cdlbe

Uracil-DNA Glykosylase (UNGA84), Praparation
nach Nilsen (Nilsen et al., 2000), hergestellt durch G.
Daly (London)

50 mM Tris, pH 8,0

1 mM EDTA, pH 7,3

140 mM NaCl

Nach dem Autoklavieren 10 % Glycerol und 1 mM
DTT zufliigen. pH-Wert wird nicht eingestellt.

Praparation nach Nakabeppu (Nakabeppu et al.,
1982), modifiziert durch Pflaum (Pflaum, 1996), her-
gestellt durch M. Pflaum bzw. C. Flohr-Beckhaus und
I. Schulz (Mainz)

zur Verfugung gestellt von B. Demple (Harvard
University, Cambridge, USA)

(Formamidopyrimidin-DNA-Glykosylase),
Rohpraparation hergestellt nach Boiteux (Boiteux,
1990), von M. Pflaum bzw. M. Osterod (Mainz)
600 U/ml (Boehringer, Mannheim)

lyophilisiert, aus Tritirachium albium (Roth, Karlsruhe)

Typ 1A, 824 U/mg, Sigma Aldrich, Steinheim,
Best.Nr. C26-74, LOT 117H8620
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4.1.5 Materialen fiir molekularbiologische Arbeiten

PCR Thermozyme®, Invitrogen
Tag-Polymerase, freundlicherweise zur Verfigung

gestellt von M. Arand, eigene Herstellung

Tag-Puffer 200 mM Tris-HCI, pH 8,8
100 mM (NH,4),SO4
100 mM KCI
20 mM MgSO,
1 % Triton-X-100

1 mg/ml BSA (nucleasefrei)

Primer MWG Biotech

Reverse Transkription Ready-to-Go®, Amersham

Ligation TOPO TA-Cloning-set®, Invitrogen
Gel-Extraktionen Qiaex I, Gel extraction kit® von Quiagen
Midi-Praparation der Plasmid-DNA Plasmid Midi Kit® von Quiagen

div. Restriktionsenzyme New England Biolabs

fur Kontrollverdaue

Marker pBR 322 DNA / Alu |, New England Biolabs
Fragmentmuster:

bp DNA-Menge [ng]
908 | 42

659 | 60

656 | 60

521 | 23

403 | 18

281 | 13

257 | 12

226 | 10

100 | 4,6

Transfektion Polyfect®, Quiagen
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Eukaryontischer Expressionsvektor pMPSV E/H (Artelt et al., 1988), freundlicherweise

Transformation

RNA-Praparation

Selektionsantibiotikum

zur Verfigung gestellt von M. Arand

C600 E.coli, freundlicherweise zur Verfugung gestellt
von M. Arand
RNeasy®, Quiagen

Puromycin, Sigma Aldrich, Steinheim
5 pg/ml ab 3. Tag nach der Transfektion

4.1.6 Verwendete Zelllinien und Versuchstiere

Samtliche Kulturmedien der verwendeten Zelllinien sind in Kapitel 4.1.7.1 beschrieben.

Maus-Embryofibroblasten (MEFs):

ung'/ n

ung

csb” /ogg1 ”

MEF (csb”/ogg1”)
CYP2E1

Vector-only

Kontrollen

Immortalisierte Maus-Embryofibroblasten von ung'/'-Méusen erhalten von D. E.
Barnes (Imperial Cancer Research Fund, Clare hall Laboratories, South
Mimms, GroRbritannien). Generierung beschrieben in: (Nilsen et al., 2000)
Zellen sind defizient in Uracil-DNA Glycosylase (knockout).

Verdopplungszeit: 24-26 h

Immortalisierte Maus-Embryofibroblasten von ung+/+—Méusen erhalten von D. E.
Barnes (Imperial Cancer Research Fund, Clare hall Laboratories, South
Mimms, GroRbritannien). Generierung beschrieben in: (Nilsen et al., 2000)
Zellen sind profizient fur Uracil-DNA-Glycosylase (Wildtyp, auch F11.1 genannt)
Verdopplungszeit: 22 h

Immortalisierte Maus-Embryofibroblasten von mcsb'/'/mogg1'/'-double-knockout-
Méausen erhalten von A.-Klungland (Department of Molecular Biology, The Nati-
onal Hospital, University of Oslo, 0027 Oslo). Zellen sind defizient in Ogg1- und
Csb-Protein. Verdopplungszeit: 22 h

Zelllinie aus Transfektion von csb'/'/ogg1'/'-ZeIIen mit Cytochrom 2E1-haltigem
Expressionsvektor erhalten (siehe Kapitel 4.2.1.7). Profizient im humanen
Enzym Cytochrom 2E1.

Verdopplungszeit: 24 h

Zelllinie aus Transfektion von csb'/'/ogg1'/'—ZeIIen mit leerem (ohne Insert)
Expressionsvektor erhalten. Zellen exprimieren kein Cytochrom 2E1.

Verdopplungszeit: 24 h
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V79-Zelllinien:

V79

V79-CYP2E1

V79-hOR

Versuchstiere:

ung'/ -Mause:

Wildtyp-Mause:

Immortalisierte Lungenfibroblasten des chinesischen Hamsters erhalten von
Prof. H.R. Glatt (Potsdam-Rehbricke), Wildtypzellen, auch V79-MZ genannt.
Generierung beschrieben in: (Hermersdorfer et al., 1997)

Verdopplungszeit: 20-22 h

Immortalisierte Lungenfibroblasten des chinesischen Hamsters erhalten von
Prof. H.R. Glatt (Potsdam-Rebriicke), Zellen tberexprimieren humanes Cytoch-
rom 2E1 und humane Sulfotransferase, auch V79-CYP2E1-SULT111 genannt.
Verdopplungszeit: 24 h. Generierung beschrieben in (Liu et al., 2003).

Immortalisierte Lungenfibroblasten des chinesischen Hamsters erhalten von
Prof. H.R. Glatt (Potsdam-Rebrucke), Zellen tberexprimieren humane Oxido-
Reduktase. Generierung beschrieben in: (Hermersdorfer et al., 1997)
Verdopplungszeit: 24 h

6-7 Monate alte mannliche Tiere erhalten von Sonja Andersen (Institute of
Cancer Research and Molecular Medicine, Universitat Trondheim, Norwegen).

Generierung beschrieben in: Nilsen, 2000a

C57/BL6-Mause, 5-6 Monate alte mannliche Tiere wurden von Charles River
(Sulzfeld, Deutschland) bezogen und in eigener Zucht des Tierstalls der Uni-
versitat Mainz vermehrt. Die Tiere wurden in Einzelkafigen am Institut fir Toxi-
kologie der Universitat Mainz gehalten und mit Futter-Pellets sowie Trinkwasser

versorgt. Wildtyp-Mause wurden unter SPF-Bedingungen gehalten.
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Alter bei
Maus-Nr. Versuchsnummer Geschlecht Typ Versuch
[Monate]
1 27AETH M ung” 7
2 65AETH M ung” 6
3 68AETH M ung” 6
4 70AETH M ung” 6
5 71AETH M ung” 6
6 72AETH M ung” 6
7 59AETH M Wildtyp 5-6
8 60AETH M Wildtyp 5-6
9 62AETH M Wildtyp 5-6
10 71AETH M Wildtyp 5-6
11 72AETH M Wildtyp 5-6
Tabelle 3: Ubersicht aller verwendeter Versuchstiere mit Versuchnummer, Geschlecht,
Genotyp und Alter.
4.1.7 Hergestellte Losungen und Puffer
4.1.7.1  Zellkultur
PBSCMF (10X) 137 mM NaCl
2,7 mM KCI
8,3 mM NaHPO, x 2 H,O
1,5 mM KH2P04
PBSCMF (1X, autoklaviert) 100 ml PBSCMF (10 X)
ad 1| mit HyOgest
Kulturmedium fir MEFs Ham’s F12 + DMEM high glucose mit Glutamin und

1 % Pyruvat (1:1 gemischt)

10 % FCS

1 % Penicillin (100 U/ml)/Streptomycin (100 pg/ml)

1% MEM Non-essential amino acid solution
Kulturmedium fir V79-Zellen DMEM high Glucose mit Glutamin, ohne Pyruvat

5% FCS

1 % Penicillin (100 U/ml)/Streptomycin (100 pg/ml)
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Kulturmedium fir primare Milzzellen

Kulturmedium fiir primare Milzzellen

(mit Proliferationsstimuli)

RPMI 1640 ohne Glutamin

10 % hitzeinaktiviertes FCS

2 mM Glutamin

1 % Penicillin (100 U/ml)/Streptomycin (100 pg/ml)
50 yM Mercaptoethanol

RPMI 1640 ohne Glutamin

10 % hitzeinaktiviertes FCS

0,03 % L-Glutamin

1 % Penicillin (100 U/ml)/Streptomycin (100 pg/ml)
50 yuM Mercaptoethanol

5 pg/ml Lipopolysaccarid (LPS)

1 pug/ml Concanavalin A (ConA)

4.1.7.2  Schéadigung der Zellen

Thymidylatsynthasehemmer-Lésungen zur Inkubation von Mausfibroblasten:

5-Fluoruracil-Stammlésung

5-Fluoruracil-Versuchslésung

5-Fluorodesoxyuridin-Stammlsung

5-Fluordesuxyuridin-Vorverdinnung

5-Fluordesoxyuridin-Versuchsldsung

1,8 mg in 13,84 ml Medium ohne Zusatze l6sen
(=1 mM), sterilfiltrieren

100 pl 5-Fluoruracil-Stammldsung verdinnen mit
900 ul Medium ohne Zusatze (=0,1 mM), aliquotie-
ren, Lagerung bei -20 °C

100 mg in 10 ml Medium ohne Zusatze I6sen

(41 mM), sterilfiltrieren

24,4 pl 5-Fluordesoxyuridin-Stammlésung mit
975,6 yl PBSCMF verdlinnen (1 mM)

100 pl 5-Fluordesuxyuridin-Vorverdinnung mischen
mit 4900 pl PBSCMF, aliquotieren, Lagerung bei
-20°C

Durochinonlésungen zur Inkubation von V79-Zellen:

Durochinon-Stammldsung

Durochinon-Vorverdiinnung

Durochinon-Versuchslésung

32,8 mg I6sen in 10 ml Aceton (=2 mM)

2,5 ml Durochinon-Stammldsung mischen mit 2,5 ml
Aceton (=1 mM)

2,5 ml Durochinon-Vorverdinnung mischen mit

2,5 ml HyOgest (=500 uM) , sterilfiltrieren, aliquotieren,
Lagerung bei -20 °C
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Lésungsmittel-Kontrolle

4.1.7.3  Glutathion-Depletion

Buthioninsulfoximin-Stammldsung

4.1.7.4  Glutathion-Gehalt

TCA-Puffer

Phosphat/EDTA-Puffer

Phosphat/NADPH-L6sung

DTNB-Reagenz

Glutathion-Standardlésung

4.1.7.5 Alkalische Elution

PBSCMF (10X)

PBSCMF (1X)

5 ml Aceton mischen mit 5 ml H,Oyeg, sterilfiltrieren,

Lagerung bei -20 °C

33,5 mg in 15 ml Volimedium |6sen, gut vortexen
(=10 mM), frisch angesetzt

Einsatz bei mittleren Zellkulturflaschen:

9 ml Kulturmedium + 1 ml BSO-Stamml&sung
Einsatz bei kleinen Zellkulturflaschen:

4,5 ml Kulturmedium + 0,5 ml BSO-Stammlésung

5 ml 20%ige Trichloressigsaure (m/v)
40 yl EDTA,0,5M

2mlHCI, 1N

ad 60 ml mit HyOgest

7,98 g Na,HPO,

0,86 g NaH,PO, (0,125 M Phosphat)

1,18 g Na,EDTA (6,3 mM EDTA)

ad 500 ml mit HyO4est, pH 7,5, autoklaviert

0,3 mM Na;NADPH

bei 4 °C drei Tage lang verwendbar

6 mM DTNB in Phosphat/EDTA-Puffer

bei 4 °C sieben Tage lang verwendbar

20 mM Glutathion (reduziert) in Phosphat/EDTA-

Puffer, frisch angesetzt

137 mM NaCl

2,7 mM KClI

8,3 mM NaHPO, x 2 H,0O
1,5 mM KH,PO,

100 ml PBSCMF (10 X)

ad 1 | mit HyO4est, autoklaviert
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BE,-Puffer

BE./BSA-Puffer

BE s-Puffer

BE,s/BSA-Puffer

Ung2-Assay-Puffer

Ung2-Assay-Puffer/BSA

Lysepuffer

Lysepuffer/Proteinase K

Waschpuffer

Elutionspuffer

100 mM NaCl

20 mM Tris-HCI

1 mM Na,EDTA
pH 7,5; autoklaviert

26 ml BE1-Puffer
13 mg Rinderserumalbumin (BSA)
pH 7,5; frisch angesetzt

20 mM Tris-HCI

75 mM KCI

15 mM Na,EDTA
pH 7,5, autoklaviert

20 ml BE15/BSA-Puffer
10 mg Rinderserumalbumin (BSA)
pH 7,5, frisch angesetzt

20 mM Tris-HCL, pH 8,0

100 mM NaCl

1 mM EDTA, pH 7,3

autoklaviert, keine pH-Wert-Einstellung
26 ml Ung2-Assay-Puffer

13 mg Rinderserumalbumin (BSA)

frisch angesetzt

100 mM Glycin
20 mM Na,EDTA
2 % SDS

pH 10

100 ml Lysepuffer
40 mg Proteinase K

frisch angesetzt

20 mM Na,EDTA
pH 10, autoklaviert

20 mM EDTA
pH 12,15, pH-Einstellung mit TEAH
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Bisbenzimid (Hoechst No. 33258)

-Stammldsung

Phosphatpuffer

Phosphatpuffer

Phosphatpuffer (pH 7,2)/Bisbenzimid

4.1.7.6  Mikrokerntest

Bisbenzimid (Hoechst No. 33258)

-Stammldsung

PBSCMF (10X)

PBSCMF (1X)

PBSCMF/Bisbenzimid

0,15 mM in H,Ogest (Lagerung aliquotiert bei -20 °C)

87,7 mM NaH,PO,
12,9 mM Na,HPO,
pH 6; autoklaviert

28 mM NaH,PO,
72 mM NaQHPO4
pH 7,2; autoklaviert

1 % (v/v) Bisbenzimid-Stammlésung in
Phosphatpuffer (pH 7,2), frisch und lichtgeschitzt

angesetzt

0,15 mM in H,Ogest (Lagerung aliquotiert bei -20 °C)

137 mM NaCl

2,7 mM KCI

8,3 mM NaHPO, x 2 H,O
1,5 mM KH,PO,

100 ml PBSCMF (10 X)
ad 1 | mit HyOgest
autokaviert

1 ml Bisbenzimid-Stammldsung ad 80 ml mit HyOgest

(Lagerung bei 4 °C)

4.1.7.7  Puffer zur Isolierung von Primérzellen

Folgende Stamm-L&sungen werden zur Isolierung der Primarzellen benétigt:

Glucose-Lésung

50 mM D (+) Glucose x H,O
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Krebs-Henseleit-Puffer

HEPES-Puffer 8,5

HEPES-Puffer 7,6

Aminosaure-Lésung

1000 mM NaCl
24 mM KCI

12 mM KH,PO,
pH 7,6 (NaOH)

250 mM HEPES (freie Saure)
pH 8,5

250 mM HEPES (freie Saure)
pH 7,6

3,0 mM L-Alanin

1,0 mM L-Asparaginsaure
3,0 mM L-Asparagin
1,5mM L-Citrullin

0,8 mM L-Cystein

6,4 mM L-Histidin

6,8 mM L-Glutaminsaure
13,3 mM Gilycin

3,0 mM L-Isoleucin

6,1 mM L-Leucin

7,1 mM L-Lysin

3,7 mM L-Methionin

3,8 mM  L-Ornithin
3,3mM L-Phenylalanin
4,8 mM L-Prolin

6,2 mM L-Serin

11,3 mM L-Threonin
3,2mM L-Tryptophan
3,0mM L-Tyrosin

6,8 mM L-Valin

Die Aminosauren werden in HyOgest. @aufgenommen. Nach 20 min Rihren wird mit 5 M NaOH ein pH-

Wert von 11 eingestellt und weitere 10 min gertihrt. Durch Zugabe von 37%iger HCI wird der pH-Wert

auf 7,6 eingestellt und die Losung mit H,Ogest auf das endgiltige Volumen aufgefiillt. Die Losung wird
sterilfiltriert und im Kihlschrank bei 4°C aufbewahrt. Die Haltbarkeit betragt 1-2 Monate.

Glutamin-Ldésung

48 mM  L-Glutamin
pH 7,6

Die Losung wird sterilfiltriert, in Portionen zu 10 ml eingefroren und bei —20°C gelagert.



MATERIAL UND METHODEN 52

Insulin-Lésung 24/l Insulin (1-5500)

Insulin wird in HyOgest durch Zugabe von einem Tropfen 1 M NaOH gelést. Die Lésung wird mit 1 M
HCI auf pH 7,4-7,6 eingestellt, ohne dass Insulin in der Losung ausfallt, sterilfiltriert, in Portionen zu

10 ml eingefroren und bei —20°C gelagert.

EGTA-L6sung 125 mM EGTA

EGTA wird in HyOg4est aufgenommen und durch Zugabe von 1-2 Tropfen 1 M NaOH gel6st. Der pH-
Wert der Losung wird auf 7,6 eingestellt, die Losung sterilfiltriert, in Portionen zu 1 ml eingefroren und
bei —20°C gelagert.

CaCl,-Losung 129 mM CaCl, x 2H,0
MgSO,-Lbsung 100 MM MgSO,4 x 7H,O

Soweit nicht anders angegeben, werden alle Lésungen autoklaviert. Aus den oben genannten

Stammlésungen werden unter sterilen Bedingungen folgende Puffer hergestellt:

EGTA-Puffer 124 ml Glucose-Ldsung
20 ml  Krebs-Henseleit-Puffer
20 ml  HEPES-Puffer 8,5
30 ml Aminosaure-Lésung
2ml Glutamin-L6sung
1 mi Insulin-Lésung
0,8 ml EGTA-L6sung

Kollagenase-Puffer 155 ml Glucose-LOsung
25 ml Krebs-Henseleit-Puffer
25ml HEPES-Puffer 8,5
38 ml Aminosaure-Lésung
10 ml  CaCl,-Lésung
2,5ml Glutamin-Lésung
1,2 ml Insulin-Lésung

125 mg Kollagenase

Die CaCl,-Lésung wird unmittelbar vor Benutzung dem Kollagenase-Puffer zugesetzt. Ebenso wird
unmittelbar vor Benutzung des Puffers die Kollagenase abgewogen und dem Kollagenase-Puffer

zugesetzt. Sie I0st sich innerhalb von 1-2 Minuten durch leichtes Schwenken des Puffergefasses.
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Suspensions-Puffer 620 ml Glucose-L6sung
100 ml Krebs-Henseleit-Puffer
100 ml HEPES-Puffer 7,6
150 ml Aminoséaure-Lésung
10 ml  Glutamin-Lésung
5ml Insulin-Lésung
8 ml CaCly-Losung
4 mi MgSO,4-Lbsung
29 BSA

2 g BSA werden auf ca. 30 ml 4°C kalten Suspensionspuffer in einem separaten Greinerrohrchen
gestreut und ca. 10 min auf Eis stehen gelassen. Das BSA 16st sich nach starkem Schiitteln im Puffer.

Jetzt kann diese BSA-Suspensionpufferlésung zum verbliebenen Suspensions-Puffer gegeben

werden.

Erythrozyten-Lysepuffer 155 mM NH,CI
10 mM KHCO,3
1 mM EDTA
pH 7,4, autoklaviert, Lagerung bei 4° C

4.1.7.8  Stimulation von primdren Milzzellen

Lipoploysaccarid-Stammldsung 2 g I6sen in 10 ml Medium ohne Zusatze
Einsatz: 5 pl/well mit 200 pl Inhalt

Concanavalin A-Stammldsung 400 pg lI6sen in 10 ml Medium ohne Zusatze
Einsatz: 5 pl/well mit 200 pl Inhalt

4.1.7.9 Comet Assay

Lysepuffer 2,5 M NaCl
0,1 M EDTA, pH 8,0
10 mM Tris, pH 8,0
pH 10, Lagerung bei 4 °C, Kurz vor Gebrauch
Zugabe von 1% Triton-X-100

low melt Agarose 500 mg I6sen durch Erwarmen (Mikrowelle) in 50 ml
PBSCMF, Lagerung aliquotiert in Plastikrohrchen bei
4 °C, bei Bedarf in der Mikrowelle erwadrmen

high melt Agarose 1 g I6sen durch Erwarmen (Mikrowelle) in 100 ml

HZOdest
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Ung2-Comet-Puffer 20 mM Tris-HCL, pH 7,5
60 mM NaCl
1 mM EDTA, pH 8,0
keine pH-Wert-Einstellung

Elektrophoresepuffer 0,3 M NaOH

1 mM EDTA,

pH 8,0
Neutralisierungslosung 0,4 M Tris-HCL

pH 7,5
Ethidiumbromid-Farbelésung 15 pg/ mllésen in HoOgest

4.2 Methoden

4.2.1 Zellkultur

4.2.1.1  Allgemeine Zellpflege

Fir alle Zellkulturarbeiten wurde in einer Laminar-Flow-Box (Sterilwerkbank) unter
sterilen Bedingungen gearbeitet. Die Kultivierung der Zellen erfolgt in Kulturflaschen
mit Filter bei 37 °C, 5% CO, und 99 % Luftfeuchtigkeit in Brutschranken
(= Kulturbedingungen).

Die Verdopplungszeit der Zellen (siehe Kapitel 4.1.6) gibt den wodchentlichen
Rhythmus der Zellpflege vor. Grundsatzlich wurde Konfluenz und zu dunnes
Ausstreuen der Zellen vermieden. Bei Mausfibroblasten wurden fir die Subkultur
mindestens 500 000 Zellen und bei V79-Zellen mindestens 1 Mio Zellen pro mittlere
Zellkulturflasche (75 cm?) kultiviert. Zur Vermeidung von Konfluenz wurden
Mausfibroblasten héchstens bis zu einer Zellmenge von 6-8 Mio pro mittlere Flasche
und V79-Zellen bis héchstens 15 Mio Zellen pro mittlere Flasche kultiviert. Bei einer
zu ca. 80 % voll bewachsenen Zellkulturflasche wird der Zellrasen abgeldst. Dabei
wird zundchst das alte Medium abgesaugt, der Zellrasen mit 10 ml PBSCMF
gewaschen und anschliefend mit 2 ml Trypsin/EDTA-L6sung inkubiert (V79-Zellen:
1-2 min, Mausfibroblasten: 3-4 min), wobei das Trypsin die Kollagenfasern zwischen
den Zellen und dem Boden der Kulturflasche verdaut. Nachdem sich die Zellen durch
leichtes Abklopfen des Flaschenbodens von diesem I6sen, wird der Prozel} mittels
Lichtmikroskop kontrolliert. Danach werden die Zellen in 8 ml Kulturmedium
resuspendiert und durch Auf- und Abpipettieren mit einer 5 ml-Pipette vereinzelt. Das
im Medium enthaltene FCS inaktiviert dabei die Enzymaktivitat des Trypsins. Um die
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Zellzahl zu bestimmen, wird eine mit Isoton Il (physiologische Kochsalzlésung) 1:50
verdinnte Zellsuspension im Coulter Counter® gezahlt. Um einer Veranderung der
Zellen wahrend der Kulturphase vorzubeugen, wurden alle Zellen maximal 40
Passagen lang kultuviert, danach wurden kryokonservierte Zellen neu aufgetaut.
V79-hOR Zellen wurden maximal bis Passage 15 kultiviert, da mit steigender
Passagenzahl eine Abnahme der Reduktaseaktivitdt gezeigt werden konnte
(Hermersdorfer, 1997).

4.2.1.2  Kryokonservierung und Auftauen von Zellen

Die Langzeitlagerung der verwendeten Zelllinien erfolgt in flissigen Stickstoff. Zur
Vorbereitung dieser Lagerung I6st man die Zellen wie unter 4.2.1.1 beschrieben ab
und zentrifugiert die resuspendierte Zellsuspension in einer auf 4°C vorgekulhlten
Zentrifuge bei 1000xg fiir 5 min ab. Nach Abdekantieren des Uberstandes wird das
Zellpellet in vorgekuhltem Medium, dem zuvor 10 % DMSO zugesetzt wurde,
aufgenommen. Die Zelldichte sollte dabei 2-8 Mio Zellen/ml betragen. In Aliquots von
1 ml pipettiert man die Suspension in beschriftete, bei -20 °C vorgekuhlte Kryordhr-
chen und lagert diese sofort fur zwei Stunden bei -20 °C. Anschlieliend werden die
Rohrchen Uber Nacht bei -70 °C aufbewahrt, bevor sie in den Stickstofftank Uberfuhrt
werden.

Zum Auftauen von Zellen wird das Kryoréhrchen in der Handwarme angetaut, bis
sich die Suspension vom Rand des Roéhrchens |6st. Sofort danach wird der Inhalt in
ein steriles, mit 20 ml kaltem Medium gefllltes 50 mI-Réhrchen Uberfluhrt und bei
4 °C in einer vorgekihlten Zentrifuge zentrifugiert (1000xg, 5 min). Der Uberstand
wird abdekantiert, das Zellpellet in frischem Medium resuspendiert und in eine Kultur-
flasche Uberfihrt. Nach einer 24stindigen Lagerung im Brutschrank wird das
Medium gewechselt oder gegebenenfalls werden die Zellen wie oben beschrieben
abgeldst und in eine grolere Flasche Uberfihrt. Nach dem Auftauen von Zellen
werden diese mindestens Uber zwei Passagen kultiviert, bevor sie fir Experimente
verwendet werden.

4.2.1.3  Isolierung von Hepatozyten

Die Hepatozyten der Maus werden mit Hilfe einer modifizierten EGTA/Kollagenase
Perfusions-Technik nach Seglen (1976) und Hengstler et al. (2000a) isoliert, wie in
Abbildung 18 schematisch dargestellt.
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Abbildung 18: Schematische Darstellung der Leberperfusion in vivo (nicht mal3stabsgetreu)
(Hengstler et al., 2000).

Die Betaubung der Tiere erfolgt durch Injektion von Pentobarbital (i.p.; 60 mg/kg KG).
Die betdubte Maus wird riicklings mit Leukosilk®-Klebestreifen an den GliedmaRen
auf einem Drahtgestell befestigt. Nach dem Herzstillstand wird die Bauchdecke
geoffnet und die Pfortader (vena portae) freigelegt. Ein Teil der Pfortader, nahe der
Eintrittsstelle in die Leber, wird von Fett- und Geweberesten befreit und ein 50 cm
langes Stlick Nahgarn aus Baumwolle unter der Pfortader durch dieses Loch
hindurch geschoben. Der Faden befindet sich zu beiden Seiten des Gefaltes und
wird lose zu einer Schlinge zurechtgelegt. Durch einen kleinen Schnitt in der
Aderwand der Pfortader mit einer chirurgischen Schere kann die Fligelkanlle eines
Infusionssets, welches mit einem Pumpenschlauch (1,5 mm Durchmesser)
verbunden ist, eingefuhrt werden. Die Schlinge wird nun von einem Helfer
zugezogen, so dass ein fester Knoten entsteht, der die Kanule im Gefal} stabilisiert
und vor einem Zuruckschlagen bewahrt. Zwei Klebebander, die Uber das gesamte
Tier geklebt werden, dienen ebenfalls zur Fixierung der Lage des Pumpenschlauchs.
Die Halsschlagader wird durchtrennt und die Leber luftblasenfrei mit EGTA-Puffer flr
20 min (Pumpgeschwindigkeit max. 10 ml/min) perfundiert. AnschlieRend wird der
Puffer gewechselt und fir 30 min mit Kollagenase-Puffer perfundiert (max.
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10 ml/min). EGTA- und Kollagenase-Puffer werden wahrend der gesamten Perfusion
im Wasserbad auf 37 °C temperiert und sowohl 15 min vor Verwendung wie auch
wahrend der gesamten Perfusion mit Carbogen*) Uber Glasfritten durchgast
(30 ml/min). Nach Beendigung der Perfusion werden die Schlduche entfernt und die
Gallenblase vorsichtig, ohne sie zu =zerreiRen, herausgeschnitten. Sollte die
Gallenblase rei3en und ihr Inhalt im Kadaver auslaufen wird die Leber von aul3en
sofort mit physiologischer Kochsalzlésung abgespllt. Danach wird die Leber
vorsichtig aus dem Tier prapariert und in eine Petrischale mit eiskaltem Suspensions-
Puffer Gberfuhrt. Die Leberkapsel wird mit einer Pinzette gedffnet. Durch vorsichtiges
Schitteln und Zupfen werden die Hepatozyten aus dem Gewebeverband freigesetzt.
Der erhaltene hepatozytenhaltige Suspensionspuffer wird durch ein Zellsieb
(Edelstahl, 100 yM Maschenweite) filtriert, um grolkere Gewebsstliicke aus der
Suspension zu entfernen. Dieser Vorgang wird durch erneute Zugaben von
Suspensions-Puffer zur perfundierten Leber ca. finfmal wiederholt, bis aus dem
verbliebenen Restgewebe keine Hepatozyten mehr freigesetzt werden. Die so
erhaltene Hepatozytensuspension wird bei 4 °C und 15xg fur 10 min zentrifugiert.
Diese Zentrifugationsschritte sollten mit einer sehr langsam einstellbaren Zentrifuge
durchgefuhrt werden (ca. 50 U/min). Sollte keine solche zur Verfiigung stehen, kann
die Hepatozytensuspension auch fiur 10 min auf Eis gelagert werden, die Zellen
sinken dann durch ihr Eigengewicht nach unten. Auf keinen Fall sollte durch die
Zentrifugation ein Pellet erzeugt werden, welches nur mit Hilfe einer Pipette wieder
vereinzelt werden kann, dann sind die Hepatozyten irreparabel geschadigt und nicht
mehr fur nachfolgende Versuche verwertbar.

Nach Entfernen des Uberstandes mit einer Pipette wird das verbliebene Zellsediment
in frischem, eiskalten Suspensions-Puffer resuspendiert und erneut bei 4 °C und
15xg fur 10 min zentrifugiert. Dieser Waschschritt wird nochmals wiederholt. Nach
dem letzten Zentrifugationsschritt wird das Zellsediment in 50 ml Suspensions-Puffer
resuspendiert und auf Eis gelagert. Anschliel3end erfolgt mittels Trypanblaufarbung
die Bestimmung der Vitalitdt und der Lebendzellzahl.

*)Carbogen enthalt 5 % (v/v) CO,. Bei der Durchgasung der Perfusionspuffer kommt
es zu einem Absinken des pH-Wertes. Deswegen wird fur die Herstellung von EGTA-
und Kollagenase-Puffer HEPES-Puffer pH 8,5 verwendet. Wahrend der Begasung
mit Carbogen wird in den verwendeten Lésungen dann ein pH-Wert von 7,6 erreicht.

4.2.1.4  Isolierung von Spermatozyten

Im Anschluss an die Entnahme der perfundierten Leber werden Hoden und
Samenleiter der mannlichen Maus vorsichtig aus dem Tier prapariert und in eine
Petrischale mit ca. 10 ml Suspensions-Puffer Uberfihrt, der vorher auf 37°C
temperiert wurde. Mit Hilfe einer kleinen chirurgischen Schere werden die Gewebe in
mdglichst kleine Stlicke zerschnitten. Diese Gewebssuspension wird in ein Plastik-
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Zentrifugenrdhrchen Uberfihrt und das Volumen durch Spllen der Schale mit
temperiertem Puffer auf 50 ml erganzt. Durch vorsichtiges Schitteln in einem
Schuttelinkubator bei 37 °C mit 120 U/min flr 10 min werden die vitalen Spermatozy-
ten aus dem Gewebeverband geldst. Die erhaltene Zellsuspension wird durch ein
Zellsieb (Edelstahl, PorengroRe 100 pM) filtriert, um groRere Gewebssticke zu
entfernen. Im Anschluss wird bei RT und 15xg fir 10 min zentrifugiert. Das Rohrchen
wird vorsichtig aus der Zentrifuge entnommen und 60 min bei 37 °C im Wasserbad
stehen gelassen. In dieser Zeit kénnen vitale Spermatozyten in den Uberstand
aufschwimmen. Nach 60 min wird der Uberstand vorsichtig mit einer Pipette
abgezogen, in ein frisches Réhrchen uberflihrt und auf Eis gelagert. Die Anzahl der
vitalen Spermatozyten im Uberstand wird unter dem Mikroskop bestimmt. Hierbei
muss auf die Zugabe von Trypanblau verzichtet werden, um vitale (schwimmfahige)
Spermatozyten von toten Zellen unterscheiden zu kénnen, da Trypanblau alle vitalen
Spermien sofort abtétet (siehe Kapitel 4.2.1.8).

4.2.1.5 Isolierung von Milzzellen (zum Einsatz in der Alkalischen Elution)

Die Milz wird nach der Leber und den Hoden sowie Samenleiter aus dem Kadaver
prapariert. Das Organ wird in eine Petrischale mit ca. 2 ml Trypsin/EDTA-L6sung
Uberfuhrt, die vorher auf 37 °C temperiert wurde. Mit einer chirurgischen Schere wird
die Milz in moglichst kleine Stlicke zerschnitten und die so erhaltene Zellsuspension
in ein Plastik-Zentrifugenrohrchen uberfuhrt. Das Volumen wird durch Spullen der
Schale mit vorgewarmter Trypsinldsung auf 10 ml erganzt. Durch vorsichtiges
Schutteln in einem Schuttelinkubator bei 37 °C mit 120 U/min fur 10 min werden die
Milzzellen aus dem Gewebeverband freigesetzt. Das Trypsin wird durch Zugabe von
40 ml eiskaltem Suspensionspuffer inaktiviert. AnschlieRend wird die Zellsuspension
durch ein Zellsieb (Edelstahl, 100 uM Maschenweite) filtriert, um groRere Gewebe-
stiicke zu entfernen. Danach wird die Zellsuspension bei 4 °C und 150xg flr 10 min
zentrifugiert. Nach Entfernen des Uberstandes mit einer Pipette wird das Zellpellet in
5 ml eiskalten Erythrozyten-Lysepuffer resuspendiert und fur 5 min auf Eis inkubiert.
Die Reaktion wird durch Zugabe von 45 ml eiskaltem Suspensionspuffer abgestoppt
und die Losung erneut bei 4 °C und 150xg fur 10 min zentrifugiert. Nach Abdekantie-
ren des Uberstandes wird das Zellsediment in 10 ml Suspensions-Puffer aufgenom-
men und mit einer Pipette vorsichtig vereinzelt. Die Suspension wird dann mit
eiskaltem Suspensionspuffer auf 50 ml erganzt und auf Eis gelagert. AnschlieRend
erfolgt eine Bestimmung der Vitalitat und der Lebendzellzahl wie unter Kapitel 4.2.1.8
beschrieben.

4.2.1.6  Isolierung von Milzzellen (zur Kultivierung)

Die Maus wird mittels Genickbruch getétet und der Bauchraum in einer sterilen
Werkbank mit einem y-Schnitt gedffnet. Die Milz wird mit einer chirurgischen Schere
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aus dem Kadaver entfernt und in eine sterile Petrischale mit 3 ml 4 °C kaltem
Kulturmedium flr primare Milzzellen gelegt.

Mit Hilfe von zwei Skalpellmessern wird das Organ in kleinste Stlicke geschnitten, so
dass letztendlich ein dickflissiges ,,Organmus® entsteht. Dieses Mus wird mit 1 ml
Medium verdunnt, mit einer Pipette vorsichtig aufgesogen und auf ein Falcon-Einmal-
Sieb (100 ym Maschenweite) Uber einem sterilen 50 ml-Plastik-Zentrifugenréhrchen
gegeben. Die Petrischale wird mit 1 ml Medium gespuilt und dieses Medium ebenfalls
auf das Einmalsieb gegeben. Der verbleibende Tropfen auf der Unterseite des
Siebes wird mit einer Pipette abgesaugt und zum Filtrat pipettiert, um die Zellausbeu-
te zu erhdhen. Die Zellreste auf dem Sieb werden verworfen. Im Anschluss wird die
Zellsuspension in einer vorgekuhlten Zentrifuge (4 °C) 8 min bei 400xg zentrifugiert.
Danach wird der Uberstand mit einer Pipette entfernt und das kaum sichtbare Pellet
mit 5 ml RBC-lysis-buffer resuspendiert und 5 min bei RT inkubiert. Wahrend der
Iniubationszeit wird das Rohrchen ab und zu leicht geschwenkt. Die Lyse der
Erythrozyten wird mit Zugabe von 20 ml PBS bei RT abgestoppt und das Réhrchen
erneut in einer vorgekuhlten Zentrifuge (4 °C) 8 min bei 400xg zentrifugiert. Zum
Schluss wird der Uberstand verworfen, das Zellpellet in 10 ml Medium fiir primére
Milzzellen (siehe Kapitel 4.1.7.1) aufgenommen, resuspendiert, gezahlt unter dem
Mikroskop mit Hilfe einer Neubauer Kammer (siehe Kapitel 4.2.1.8) und die
gewulnschte Zellmenge mittels einer Multipette in 96-well-Platten ausgestreut (z.B.
200.000 Zellen pro well einer 96-well-Platte). Danach werden die Stimulantien
Lipopolysaccarid-Stammlésung (LPS) und Cancanavalin A-Stammlésung (ConA) in
die Zellsuspension in den wells hinzupipettiert, so dass bei LPS eine Endkonzentrati-
on von 5 pyg/ml und bei ConA eine Endkonzentration von 1 ug/ml erreicht wird (siehe
Kapitel 4.1.7.8). Die 96-well-Platten werden wie Zellkulturflaschen im Brutschrank bei
37 °C, 5 % CO, und 99 % Luftffeuchtigkeit kultiviert (siehe Kapitel 4.2.1.1).

4.2.1.7 Generierung einer Cytochrom 2E1-liberexprimierenden reparaturdefi-
zienten Fibroblasten-Zelllinie

Das Ziel der molekularbiologischen Arbeiten war die stabile Transfektion der MEF-
Zelllinie csb”/ogg1” mit dem humanen Cytochrom 2E1 (MEF(csb”/ogg1”)CYP2E1)
(siehe Kapitel 4.1.6), sowie die Generierung entsprechender Vector-only-Kontrollen,
die nur mit dem entsprechenden Leervektor, also ohne Cytochrom2E1-Insert,
transfiziert wurden. Mit Hilfe herkdmmlicher molekularbiologischern Methoden wurde
aus einer humanen Leber-RNA-Aufreinigung ein Amplifikat der 1653 bp langen DNA
des humanen Enzyms Cytochrom 2E1 gewonnen. Dazu wurde zunachst mittels
Reverser Transkriptase (Ready-to-go®, Amersham) die cDNA hergestellt. Dazu
wurden 5 pl RNA fur 5 min auf 68 °C erhitzt, dann auf Eis abgekunhlt, mit 45 pl
sterilem Wasser gemischt und diese Losung in ein Reaktionsgefass des Ready-to-
go-Kits geflllt. Darin befindet sich die Reverse Transkriptase in Form eines
Zuckerkristalls, der sich bei Zugabe von Flussigkeiten auflést. Nach 5 min Inkubation
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bei 37 °C wird leicht gemischt und erneut bei 37 °C fur 1 h inkubiert. 1 pl der so
gewonnenen cDNA wird zur PCR eingesetzt.

PCR-Bedingungen:

1. 1 Zyklus: 5 min, 95 °C
2. Zugabe von Thermozyme® (Invitrogen) (0,5 pl)
3. 40 Zyklen: 1 min, 94 °C
10 sec, 68 °C
2,30 min, 72 °C
4. 1 Zyklus: 5 min, 72 °C
1 Zyklus: 2 min, 25 °C

5

Verwendete Primer:
CYP2E1for: 5-ATA TGA ATT CAG CGC ACC ATG TCT GCC CTC GG-3’
CYP2E1rev: 5-ATA TGA ATT CAG ATC TTC CTC CAC ACA CTC ATG AGC GG-3

Das erhaltene PCR-Amplifikat wurde in einen prokaryontischen Expressionsvekor
ligiert (Topo TA-Cloning Set®, Invitrogen), danach kompetente E.coli (C600) damit
transformiert, ausplattiert und nach 24 h von mehreren Klonen nach Ansetzen einer
Ubernachtkultur (LB-Medium mit 100 pg/ml Ampicillin) und Minipraparation (Quiagen)
ein Kontrollverdau mit einem Aliquot der gewonnenen Plasmid-DNA mit dem
Restriktionsenzym EcoRI durchgeflihrt. Zwei erfolgreich ligierte Plasmide wurden
erneut zur Transformation von E.coli (C600) eingesetzt. Nach dem Ausplattieren der
transformierten Bakterien, picken von Klonen, ansetzen einer Ubernachtkultur und
Gewinnung der Plasmid-DNA Uber eine Midi-Praparation wurde diese zur Sequen-
zierung eingeschickt. Diese Sequenzierung (MWG Biotech AG) bestétigte die
korrekte Basenabfolge in dem Amplifikat. Diese DNA-Sequenz des Cytochroms 2E1
wurde daraufhin in einen eukaryotischen Expressionsvektor (pMPSV E/H) ligiert
(Topo TA-Cloning Set®, Invitrogen) und in eine reparaturdefiziente Maus Embyo
Fibroblasten-Zelllinie (csb”/ogg1”) stabil transfiziert (Polyfect®, Firma Quiagen).
Aulerdem wurde eine Vector-only-Transfektion mit dem leeren pMPSV-Vektor
durchgefliihrt, um eine Kontrollzelllinie ohne die Expression von Cytochrom 2E1 zu
erhalten. Zur Selektion der transfizierten Zellen, wurde eine Cotransfektion mit einem
Vektor, der ein Puromycin-Resistenzmarkergen (Ppur, freundlicherweise zur
Verfligung gestellt von M. Arand) enthalt, durchgeflhrt. Die heranwachsenden
Kolonien wurden unter Selektionsdruck (Puromycin, 5 pg/ml) kultiviert und nach
Erreichen ausreichender Koloniegréf3e (12 Tage nach der Transfektion) monoklonal
gepickt und in Zellkulturflaschen kultiviert. Nach Aufzucht der monoklonalen
Zelllinien standen fiinf Klone der Zelllinie MEF(csb”/ogg1”) CYP2E1 (Klon 1, 2, 4, 5,
6) und zwei Klone der Vector-only-Kontrolle zur Verfigung. Von allen Klonen wurde
eine RNA-Praparation angefertigt (RNeasy®, Quiagen). Diese RNA-Aufreinigungen
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wurde mittels Reverser Tanskriptase in die korrespondierenden cDNA Produkte
Uberfuihrt (Ready-to-go®, Amersham). Im Anschluss wurde aus diesen cDNA-
Produkten ein 340 bp groRes Fragment des Cytochrom 2E1-Gens mittels PCR
amplifiziert (Tag-Polymerase).

PCR-Bedingungen:

1. 1 Zyklus: 5 min, 94 °C
2. Zugabe von Tag-Polymerase (0,5 pl)
3. 35 Zyklen: 1 min, 94 °C
30 sec, 65 °C
30 sec, 72 °C
4, 1 Zyklus: 10 min, 72 °C

Primer: freundlicherweise zur Verfigung gestellt von Michael Arand.

Das 1%ige Agarosegel, das von den Amplifikaten hergestellt wurde, zeigt, dass Klon
1 eine starke und Klon 2 und Klon 4 eine schwachere aber dennoch deutliche
Cytochrom 2E1-RNA-Expression aufweisen. Die Klone 50 und 51 sind eindeutig
Vector-only-Kontrollen. Sie zeigen keine RNA-Expression von Cytochrom 2E1.

Abbildung 19: 1%iges Agarosegel der PCR-Amplifikate (Taq-Polymerase) eines 340 bp-

340 bp—> ==

124 565051 M

Fragmentes des Cytochrom 2E1 der durch Transfektion gewonnenen Kilone.
Die Zahlen geben die Nummer der Klone an (1,2,4,5,6, = mit Cytochrom2E1-
haltigem Expressionsvektor transfizierte Klone, 50, 51= mit Leervektor transfi-
zierte Klone = Vector-only-Kontrollen). M=Marker, Fragmentmuster siehe Ka-
pitel 4.1.5).

Fir die Untersuchungen der DNA-Schaden mittels Alkalischer Elution wurden daher
die Klone 1, 2 und 4 sowie die Vector-only-Kontrollen 50 und 51 verwendet.
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4.2.1.8 Bestimmung der Zellzahl und der Vitalitat

Zur Uberprifung der Vitalitdt der gewonnenen Primérzellen (aulRer Spermatozyten,
siehe Kapitel 4.2.1.4) werden diese einem Trypanblautest unterworfen. Dieser Test
gibt Auskunft tber die Integritat der Zellmembran, welche als Mal} fur die Vitalitat der
Zellen gewertet wird. Dazu werden 50 pl einer evt. vorverdinnten Zellsuspension mit
50 yl Trypanblau-Lésung (4 mg/ml in PBS) gemischt. Zum Mischen werden bei
Untersuchung von Hepatozyten 200 ul-Pipettenspitzen verwendet, deren Spitzen
5 mm abgeschnitten wurden. In einer Neubauer-Zahlkammer werden im Lichtmikro-
skop die nichtgefarbten lebenden Zellen und blaugefarbten toten Zellen gezahit.
Hieraus kann die Gesamtzellzahl, die Anzahl der toten Zellen sowie die Vitalitat
(prozentualer Anteil der lebenden Zellen) berechnet werden.

4.2.2 Schadigung der Zellen fiir die Alkalische Elution

Schadigung mit TS-Hemmestoffen:

600 000 Zellen werden in eine mittlere Zellkulturflasche (75 cm?) ausgestreut. Nach
24 h wird das Medium gewechselt, und genau 10 ml Medium in die Flasche pipettiert.
Danach wird mittels Eppendorfpipette eine entsprechende Menge der Versuchslo-
sungen der TS-Hemmstoffe (siehe Kapitel 4.1.7) direkt in das Medium in der
Zellkulturflasche hineinpipettiert, geschwenkt und die Zellen fir 72 h im Butschrank
inkubiert. Nach 72 h werden die Zellen einmal mit eiskaltem PBSCMF gewaschen,
abgeldst und zum Versuch verwendet.

Schadigung mit Ethanol:

1 Mio Zellen werden in eine mittlere Zellkulturflasche (75 cm?) ausgestreut. Nach
24 h wird das Medium gewechselt und die Zellen fur weitere 24 h kultiviert. Ohne
Mediumwechsel wird danach mittels Eppendorfpipette eine entsprechende Menge
Ethanol (96 %) in vom Zellrasen weggeneigt gehaltene Zellkulturflasche (das
Medium berlihrt also den Zellrasen nicht) hineinpipettiert, geschwenkt, um das
Ethanol zu verteilen und die Zellen fur 10-12 h im Brutschrank inkubiert. Danach wird
das Medium verworfen, erneut frisches Medium mit Ethanol hinzugefliigt und die
Zellen fUr weitere 12 h inkubiert. Nach insgesamt 24stlindiger Ethanolinkubation
werden die Zellen einmal mit eiskaltem PBSCMF gewaschen, abgeldst und zum
Versuch verwendet.

Schadigung mit Ethanol und GSH-Depletion:

1 Mio Zellen werden in eine mittlere Zellkulturflasche (75 cm?) ausgestreut. Nach
24 h wird das Medium gewechselt und 9 ml Medium in die Flasche pipettiert. Im
Anschluss wird 1 ml BSO-Versuchslosung (siehe Kapitel 4.1.7.3) hinzugeflugt,
geschwenkt und die Zellen flir 24 h im Brutschrank inkubiert. Danach wird dem
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BSOhaltigen Medium eine entsprechende Menge Ethanol hinzugefugt und die Zellen
fir 10-12 h inkubiert. Dann wird das Medium verworfen, frisches Medium unter
Zusatz von BSO und Ethanol in die Zellulturflasche pipettiert und die Zellen far 12 h
im Brutschrank inkubiert. Nach insgesamt 24stindiger Ethanolinkubation werden die
Zellen einmal mit eiskaltem PBSCMF gewaschen, abgelost und zum Versuch
verwendet.

Schadigung mit Durochinon:

1,5 Mio Zellen werden in eine mittlere Zellkulturflasche (75 cm?) ausgestreut. Nach
24 h wird das Medium gewechselt, und die Zellen fur weitere 24 h kultiviert. Danach
werden die Zellen ohne Mediumwechsel durch Zugabe einer entsprechenden Menge
Durochinonversuchsldsung (siehe 4.1.7.2) 30 min im Brutschrank inkubiert. Danach
werden die Zellen einmal mit eiskaltem PBSCMF gewaschen, abgel6st und zum
Versuch verwendet.

Schadigung mit Durochinon und GSH-Depletion:

1,5 Mio Zellen werden in eine mittlere Zellkulturflasche (75 cm?) ausgestreut. Nach
24 h wird das Medium gewechselt, 9 ml Medium und 1 ml BSO-Versuchlésung (siehe
Kapitel 4.1.7.3) in die Flasche pipettiert, geschwenkt und die Zellen fir 24 h im
Brutschrank bei 7 °C und 5 % CO, inkubiert. Danach werden die Zellen im BSO
haltigen Medium durch Zugabe einer entsprechenden Menge Durochinonversuchsl|o-
sung (siehe 4.1.7.2) 30 min im Brutschrank inkubiert. Danach werden die Zellen
einmal mit eiskaltem PBSCMF gewaschen, abgeldst und zum Versuch verwendet.

4.2.3 Generierung konfluenter MEFs

Prinzip

Fibroblastenzellinien lassen sich Uber langere Zeit im konfluenten Zustand kultivieren
ohne Abzusterben. Dazu wird eine einmal ausgestreute Zellpopulation so lang in
einer Zellkulturflasche kultiviert, bis die Zellen seitlich aneinanderstoen und so
einen natlrlichen Wachstumsstopp erfahren. Dieser konfluente Zellrasen kann dann
fur Uber eine Woche weiterkultiviert werden, wobei jedoch auf taglichen Medium-
wechsel zu achten ist.

Durchfiihrung

1 Mio Zellen (ung”-Mausfibroblasten bzw. ung**-Mausfibroblasten) werden in einer
mittleren Zellkulturflasche (75 cm?) ausgestreut (=Versuchsflasche). Fiir jeden
Versuch werden zusatzlich vier Parallelflaschen identisch angelegt. Versuchsfla-
schen und Parallelflaschen werden fir mindestens 8 Tage kultiviert. Mit Hilfe der
Parallelflaschen kann durch Ablésen und Bestimmung der Zellmenge beobachtet
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werden, ob sich die Zellen weiterhin verdoppeln. Ab dem Zeitpunkt, bei dem sich in
der Parallelflasche keine Verdopplung der Zellzahl innerhalb von 48 h feststellen
lasst, ist das Stadium der Konfluenz auch in der Versuchsflasche erreicht. Die
Versuchsflasche wird ab diesem Zeitpunkt fur 8 Tage mit taglichem Mediumwechsel
kultiviert und dann zum Versuch eingesetzt.

Ein Teil der konfluenten Zellen wird am Versuchstag nicht fur die Alkalische Elution
verwendet, sondern erneut in eine neue Zellkulturflasche ausgestreut. Sollen die
Zellen am darauffolgenden Tag untersucht werden, so sind 2 Mio Zellen in eine
mittlere Zellkulturflasche auszustreuen. Im Falle einer Verwendung nach 1 Passage
sind 500 000 Zellen in einer mittleren Zellkulturflasche auszustreuen und nach 2-3
Tagen zu passagieren und fir den nachsten Versuch passend auszustreuen.

4.2.4 Depletion von Glutathion

Zur intrazellularen Depletion von Glutathion werden die Zellen mit Buthioninsulfoxi-
min (BSO) inkubiert. Dazu wird in einer Flasche, in der die Zellen seit mindestens
24 h wachsen, das alte Medium abgesaugt, 9 ml frisches Medium hinein pipettiert
und 1 ml BSO-Stammldsung (siehe Kapitel 4.1.7.3) hinzugefligt. Die Inkubation wird
im Brutschrank fur 24 Stunden durchgefuhrt. Im Falle einer zusatzlichen Substanzin-
kubation (z.B. Ethanol oder Durochinon) wird nach Ablauf dieser 24stindigen BSO-
Inkubation mit der Substanzinkubation begonnen.

4.2.5 Enzymatische Quantifizierung des Glutathion-Gehaltes

Prinzip

Die zellularen Gesamtglutathion-Spiegel (GSH und GSSG) werden enzymatisch
nach der Methode von Griffith (1985) bestimmt. Als Detektionsreagenz dient
5,5’-Dithio-bis(2-nitrobenzoesaure) (DTNB, Ellman’s Reagenz), welches mit
Thiolgruppen (z.B. GSH) unter Bildung von &5’-Thio-(2-nitrobenzoesaure) (TNB)
reagiert. Abbildung 20 a) zeigt wie dabei GSH zu GSSG oxidiert wird. Im folgenden
Schritt (b) wird GSSG durch das exogen dem Reaktionsansatz hinzugefugte Enzym
Glutathionreduktase unter NADPH/H*-Verbrauch zu GSH reduziert. Reduziertes
Glutathion (GSH) kann nun erneut mit DTNB reagieren.

a) 2GSH + DTNB = GSSG + 2 TNB
b) GSSG + NADPHH®™ —— >  2GSH + NADP'

, GSH-GSsG .
C) DTNB + NADPH /H TP 2 TNB + NADP
Abbildung 20: Reaktionsgleichungen zur Bestimmung von Glutathion mit DTNB-Reagenz

(Griffith, 1985). GR= Glutathionreduktase
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Bei der enzymatischen Glutathion-Bestimmung sind die Konzentrationen von DTNB,
NADPH und Glutathionreduktase so gewahlt, dass die Geschwindigkeit der
gesamten Reaktion c) proportional zur Konzentration des gesamten Glutathiongehal-
tes verlauft. Die Bildung von TNB lasst sich zeitabhdngig spektralphotometrisch als
Absorption bei 412 nm verfolgen.

Durchfiihrung

Zur Versuchdurchfuhrung werden mindestens 10 Mio Zellen bendtigt. Der Zellrasen
in der Zellkulturflasche wird abtrypsiniert und die Zellen in 10 ml Medium resuspen-
diert. Nach Zentrifugation bei 4 °C (1200xg, 10 min) wird der Uberstand verworfen
und das Pellet in 5 ml PBSCMF aufgenommen. Danach werden die Zellen erneut
zentrifugiert, das Pellet in genau 5 ml PBSCMF resuspendiert, die Zellzahl bestimmt
und ein letztes Mal zentrifugiert. Das Pellet wird entsprechend einer Zelldichte von
10 Mio Zellen/ml in eisgekuhltem TCA-Puffer aufgenommen und in ein Eppendorf-
Reaktionsgefald (Rundboden) Uberfuhrt. Die Lyse der Zellen erfolgt mit einem
Ultraschall-Homogenisator (35 W, 3x20 Impulse, 10 kHz). Im Anschluss werden die
festen Zellbestandteile abzentrifugiert (4 °C, 10 min, 10000xg) und der Uberstand in
ein neues Reaktionsgefald tUberfuhrt. Es werden 700 yl Phosphat/NADPH-L6sung,
100 yIl DTNB-Reagenz und je nach erwarteter Glutathion-Konzentration 10-40 pl
Probelésung (Uberstand) in eine Plastikklvette pipettiert (ad 1000 pl mit HoOgest).
Nach jedem Pipettierschritt wird die Losung durch Rihren mit der Pipettenspitze
vermischt. Abschlieliend werden 2 pl Glutathionreduktase-Lésung hinzugefligt und
sofort sowie alle 30 s fur die nachsten zwei Minuten die Absorption bei 412 nm
bestimmt. Der Gehalt an Gesamtglutathion wird mit Hilfe einer Eichgerade berechnet.
Zur Erstellung der Eichgerade vermisst man anstelle des Probenvolumens 5-40 pl
einer 0,1 mM frisch hergestellten GSH-Standardldsung.

4.2.6 Proliferationstests

Prinzip

Veranderte Proliferation von kultivierten Zellen nach oder wahrend einer Substanzin-
kubation kann als Mal® fur die Toxizitat dieser Substanz gewertet werden. Dabei
wurden in dieser Arbeit adharente Zellen mit Substanzen geschadigt und die Zellzahl
des geschadigten Ansatzes am Ende des Versuchs verglichen mit der Zellzahl im
ungeschadigten Ansatz. Dazu werden so viele kleine Zellkulturflaschen mit einer
definierten Zellmenge ausgestreut, wie Konzentrationen der Substanz untersucht
werden sollen (Versuchsflaschen) und zusatzlich eine so genannte Referenzflasche
mit der gleichen Zellmenge. Diese wird vor Beginn der Schadigung der Versuchsfla-
schen abgeldst, gezahlt und die Zellen verworfen, um den Fehler durch nicht-
anwachsende Zellen nach den Ausstreuen so gering wie mdglich zu halten. Zur
Berechnung des Proliferationsfaktors wird die Zahl der adharenten Zellen in der
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jeweiligen Versuchsflasche am Ende des Versuchs dividiert durch die Anzahl der
adharenten Zellen in der Referenzflasche vor Beginn der Schadigung. Somit gibt der
Proliferationsfaktor ein Maf3 fur die Anzahl der Vervielfachungen der Zellpopulation in
der Zellkulturflasche wahrend des Versuchs.

Durchfiihrung

Es werden so viele kleine Zellkulturflaschen (25 cm?) mit einer definierten Anzahl
Zellen (siehe Tabelle 1) ausgestreut wie unterschiedliche Konzentrationen der
Substanzen untersucht werden sollen plus einer Flasche zur Lésungsmittelkontrolle
ohne Substanz und einer Referenzflasche. Die Vorgange beim Ablésen der Zellen
erfolgen wie in Kapitel 4.2.1.1 beschrieben. Alle Zellzahlungen wahrend des
Versuchs und das Ausstreuen der Zellen erfolgen zur groleren Genauigkeit nicht mit
Glaspipetten sondern mit Eppendorfpipetten (200 uyl und 1000 pl). Die ausgestreuten
Zellen werden flur 24 h im Brutschrank kultiviert (=Anwachsphase).

Inkubation mit Durochinon (in Kombination mit GSH-Depletion):

In Falle der V79-Zellen wird vor Beginn der Schadigung mit Durochinon das
Glutathion intrazellular depletiert durch Inkubation mit Buthioninsulfoximin (BSO)
(siehe Kapitel 4.2.4). Dazu werden die ausgestreuten Zellen nach 24 h Anwachspha-
se mit frischem Medium versorgt, dem BSO zugefiigt wurde. Nach 24 h Inkubation
mit BSO wird zunachst die Referenzflasche trypsiniert, die Zahl der adherenten
Zellen bestimmt und die Zellen danach verworfen. Im Anschluss werden die Zellen in
den Versuchsflaschen mit Durochinon im BSO-haltigen Medium inkubiert. Dazu wird
eine entsprechende Menge der Durochinon-Versuchslésung direkt in das BSO-
haltige Medium in den Flaschen pipettiert, geschwenkt und die Flasche fur 30 min im
Brutschrank inkubiert. Im Anschluss werden die Zellen einmal mit PBSCMF
gewaschen, um BSO und Durochinon zu entfernen. Frisches Kulturmedium wird auf
die Zellen gegeben und diese dann fir 48 h im Brutschrank kultiviert (=recovery-
Zeit).

Inkubation mit Thymidylatsynthasehemmern

Im Falle der Inkubation mit Thymidylatsynthasehemmern wird das Medium nach der
24 h-Anwachsphase in allen Flaschen entfernt und die Zellen mit frischem Medium
versorgt. Im Anschluss wird die Referenzflasche trypsiniert, die Zahl der adherenten
Zellen bestimmt und diese nach dem Zahlen verworfen. Dann wird eine entspre-
chende Menge an 5-FU oder 5-FdUrd-Versuchslosungen direkt in das Medium in
den Versuchsflaschen pipettiert und durch Schuitteln gemischt. Die Inkubation erfolgt
unter Kulturbedingungen flir 48 h im Brutschrank. Danach wird zunachst die Zahl der
im Uberstand schwimmenden Zellen (nach kurzem Schwenken des Mediums)
bestimmt und im Anschluss die adherenten Zellen abgeldst und gezahlt.
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Substanzen Zellen Z_e lImenge/ Inkubationsdauer | recovery-Zeit
kleine Flasche
5-FU, 5-FdUrd MEFs 100 000 48 h Keine
Durochinon V79 100 000 ,
V79-hOR 200 000 30 min 48 h
Tabelle 4: Ubersicht der Versuchsunterschiede bei Inkubation mit Thymidylatsynthase-

hemmern und Durochinon.

4.2.7 Quantifizierung von Mikrokernen

Prinzip

Mikrokerne sind definiert als Abspaltungen von DNA-Material aus Zellkernen. Diese
Bruchteile des Kerns kénnen entweder ganze Chromosome oder Chromosomen-
fragmente enthalten. Man unterscheidet ,aneugene” und ,klastogene“ Substanzen:
Substanzen, die zur Abspaltung von ganzen Chromosomen flhren, bezeichnet man
als ,aneugen®, wahrend Stoffe, die chromosomenbrechende Wirkung zeigen, auch
,klastogen® genannt werden. Quantitative Mikrokern-Testsysteme erlauben daher
eine Abschatzung des gentoxischen Potentials von Agenzien (Romagna, 1993).
Voraussetzung fur die Bildung eines Mikrokernes ist die Teilung der Zelle. Daher
wartet man nach der Inkubation mit der zu untersuchenden Testsubstanz eine so
genannte recovery-Phase ab, in der die Zellen eine Zellteilung durchfiihren und
dabei Mikrokerne ausbilden. Zur quantitativen Auswertung wird die Anzahl
Mikrokerne ausgezahlt und auf die Anzahl Zellkerne bezogen. Dazu wurden
mindestens 1000 Kerne pro Praparat gezahlt und die dazugehoérigen Mikrokerne
bestimmt (Romagna, 1993).

Durchfiihrung

In eine mittlere Zellkulturflasche (75 cm?) werden mindestens 24 Stunden vor dem
Versuch 1 Mio Zellen ausgesat. Die genaue Zahl ist abhangig von der ZellgrolRe, es
muss noch ausreichend Platz flr eine Verdopplung vorhanden sein. Nach der
Schadigung der Zellen unter sterilen Bedingungen am folgenden Tag wird frisches
Medium in die Kulturflasche gegeben und diese wahrend der Recovery-Phase im
Brutschrank aufbewahrt (5 % CO,, 37 °C). Die Dauer der Recovery-Phase richtet
sich nach der Verdopplungszeit der Zellen, die zuvor bestimmt werden muss. Im Fall
von V79 Zellen wurde eine Recovery-Zeit von 21 Stunden eingehalten, bei V79-hOR-
Zellen dauerte sie 24 h. Nach der Verdopplungsphase wird eine Cytospin-
Zellzentrifuge mit beschrifteten Objekttragern, Filterkartchen und Trichtern bestlckt.
Zellen werden wie gewohnt mittels Trypsin abgeldst und in Medium aufgenommen.
Man pipettiert etwa 5 Tropfen (je nach Zelldichte) der Zellsuspension in jeden
Trichter und schleudert die Zellen durch Zentrifugation (5 min, 1000 rpm, high accel)
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auf die Objekttrager. Auf diese Weise stellt man 6 Objekttrager pro Ansatz her, die
nach der Zentrifugation sofort in auf -20 °C vorgekuhlte Fixierkammern mit Methanol
gestellt werden. Nach mindestens einer Stunde Fixierung in Methanol kdnnen die
Zellkerne angefarbt werden. Dazu inkubiert man die Objekttrager fur etwa 30 s in
einer Farbekammer mit PBSCMF/Bisbenzimid-Lésung. Anschliellend taucht man sie
mit Hilfe einer Pinzette nacheinander fur jeweils 1-2 min in zwei PBSCMF-
Waschlésungen. Das Uberschissige PBSCMF wird nach kurzem Abtropfen mittels
Papiertuch entfernt, dabei ist darauf zu achten, dass die aufgeschleuderten Zellen
nicht berthrt werden. Nun werden 10 pl einer Eindeckldsung auf die Zellen pipettiert
und ein Deckglaschen mdglichst luftblasenfrei darliber gelegt. Bei der anschlief3en-
den Betrachtung im Mikroskop mit Quecksilberdampflampe unter Verwendung von
Immersionsol sind Kerne und Mikrokerne durch Interkalation des Bisbenzimids in die
DNA blau eingefarbt. Pro Ansatz werden drei Objekttrager mit ca. 1000-2000
Zellkernen sowie die dazugehoérigen Mikrokerne ausgezahlt. Die Ergebnisse der drei
Zahlungen pro Ansatz werden gemittelt. Aus den Mittelwerten von drei unabhangig
durchgefuhrten Versuchen wird wiederum ein Mittelwert mit Standardabweichung
berechnet. Abbildung 21 zeigt einen Zellkern mit Mikrokern (Pfeil).

Abbildung 21: Zellkerne mit Mikrokern in V79-Zellen. Die DNA wurden wie oben im Text
beschrieben mit Bisbenzimid-Lésung (Hoechst No. 33258) angeférbt.

4.2.8 Comet Assay (Einzelzellgelelektrophorese)

Prinzip

Die Einzelzellgelelektrophorese dient der Detektion schadstoff- und strahleninduzier-
ter DNA-Schaden (Olive et al., 1990; Singh et al., 1988) Die Methode ermdglicht die
Untersuchung von Zellen aus Zellkultur, Blut oder Gewebeproben. In diesem
Genotoxizitatstest werden Einzel- und Doppelstrangbriche sowie alkalilabile Stellen
der DNA detektiert. Fihrt man aulRerdem noch eine Inkubation der lysierten Zellen
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mit Reparaturenzymen durch, so kdénnen Basenmodifikationen oder fehlerhafte
Basen (z.B. Uracil) in Einzelstrangbriiche uberfuhrt und damit detektiert werden.
Durch Vergleich mit einem Ansatz ohne Reparaturenzym kann so die relative Menge
an Basenmodifikationen ermittelt werden. Im Unterschied zur Alkalischen Elution ist
der Comet Assay eine nicht-quantitative Methode, die Ergebnisse werden in
dimensionslosen Einheiten angegeben. Ein Vorteil insbesondere bei seltenen Proben
ist aber die geringe bendtigte Zellzahl pro Ansatz (20 000 Zellen pro Objekttrager) im
Vergleich zur Alkalischen Elution (1 Mio Zellen pro Spur).

Zur Durchfuhrung des Comet Assays werden die vereinzelten Zellen auf einem
herkdbmmlichen Objekttrager in eine diinne Agaroseschicht eingebettet, darin lysiert
und dann einer Elektrophorese unterzogen. Dabei wandern die kurzen DNA
Fragmente (geschadigte DNA-Bereiche) aus der Kernregion heraus, wahrend
langere ungeschadigte DNA-Stlcke in der gleichen Zeit weniger weit durch das
Netzwerk der Agarose wandern. So erkennt man unter dem Mikroskop, nach dem
Anfarben der DNA mit Ethidiumbromid, kometenschweif-ahnliche Strukturen, wenn
die DNA der Zellen geschadigt, also Einzel- oder Doppelstrangbriche erzeugt
wurden. Im Unterschied zu den Zellen mit geschadigter DNA weisen Zellen mit
intakter DNA einen kreisrunden Kern auf. In Abhangigkeit vom Grad der DNA-
Schadigung lassen sich verschieden gro3e und intensive Kometenschweife der
Zellkerne erkennen. Diese wurden in dieser Arbeit mit Hilfe der Klassen-Methode in 5
Kategorien eingeteilt. Dabei werden Grof3e und Fluoreszenzintensitat des Schweifs
verglichen mit den gleichen Parametern der noch zu erkennenden Reststruktur des
eigentlichen Kerns.

Durchfiihrung:

Praparation der Objekttrager (OT):

Herkdmmliche Objekttrager mit mattiertem Beschriftungsfeld werden mit fusselfreien
Labortichern staubfrei gewischt und anschlieRend in eine mindestes 75 °C heil3e
high melt Agaroseldosung getaucht, wobei das Beschriftungsfeld nicht mit der
Agarose in Beruhrung kommt. Eine Seite des OT wird mit Zellstofftichern abge-
wischt. Auf dieser agarosefreien Seite wird der OT bis zur vollstandigen Trocknung
(ca. 10 min) gelagert. Die agarosehaltige Seite wird mit einem nicht spiegelbildlich
lesbaren Zeichen auf dem Beschriftungsfeld markiert.

Auftragen der Zellen auf die Objekttrager:

Die behandelten Zellen werden wie gewohnt mit Trypsin abgelost, in Medium
aufgenommen, resuspendiert und gezahlt. Die Zellsuspensionen werden zentrifugiert
(5 min, 1200 rpm, 4 °C), mit PBSCMF gewaschen, erneut zentrifugiert und der
Uberstand abdekantiert. In der kleinen lber dem Pellet verbleibenden Menge an
PBSCMF werden die Zellen resuspendiert, und dann mit 75 pl einer 37 °C warmen
low melt Agarose LOsung vermischt, ohne Blasen zu erzeugen. Diese Zell-
Agaroseldsung wird zlgig auf die vorbereiteten und beschrifteten OT aufgetropft und
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mit einem Deckglas abgedeckt. Die OT werden 5-8 min bei 4 °C gelagert, um ein
Ausharten der Agarose zu ermdéglichen. Danach wird das Deckglas vorsichtig seitlich
vom OT entfernt und der OT senkrecht in 4 °C vorgekuhlte Fixierkammern mit
Lysepuffer mit 1 % Triton-X-100 eingetaucht. Mindestens eine Stunde verbleiben die
OT bei 4 °C in der Lyselésung. Ab dem Zeitpunkt der Lyse werden die OT sehr
sorgfaltig und ohne Schutteln weiterverarbeitet.

Enzyminkubation:

Im Anschluss an die Lyse werden die OT mit 4 °C kaltem Ung2-Comet-Puffer in
Kristallisationschalen 2x5 min ohne zu schitteln gewaschen und in eine feuchte
Kammer gelegt (Plastikkammer mit Deckel und feuchten Tuchern ausgelegt, bei
37 °C vorgewarmt). 40 ul einer frisch hergestellten Ung2-Enzymldsung in Ung2-
Comet-Puffer werden auf die Stelle auf dem OT aufgetropft, auf dem sich die in
Agarose eingebetteten Zellen befinden und mit einem neuen Deckglas abgedeckt.
Die OT, die ohne Enzym inkubiert werden sollen, werden mit 40 yl Ung2-Comet-
Puffer (ohne Enzymzusatz) versehen und ebenfalls mit einem Deckglas abgedeckt.
Die verschlossene Kammer wird fur 1 h in einen Bakterieninkubator bei 37 °C
gestellt.

Elektrophorese:

Die inkubierten OT werden in eine mit Eis gekuhlte Elektrophoresekammer gelegt,
die mit 4 °C kaltem Elektrophoresepuffer vorher geflutet wurde. Sie sollten in einer
definierten immer gleich anzuwendenden Ausrichtung zu den elektrischen Polen
liegen, damit die Kometen aller OT relativ zum Beschriftungsfeld die gleiche
Ausrichtung haben, was die Auswertung erheblich erleichtert. Die OT verbleiben fur
40 min bei 4 °C in der Kammer unter Lichtausschluss. Erst danach wird der Strom
eingeschaltet und die Elektrophorese fur 25 min unter Lichtausschluss durchgefuhrt
(300 mA, Spannung konstant halten in Vergleichsexperimenten Uber Zu- und
Abnahme von Puffervolumen).

Neutralisierung und Farbung:

Im Anschluss an die Elektrophorese werden die OT in mit 4 °C kaltem Neutralisie-
rungspuffer geflillte Kristallisationsschalen gelegt und darin 2x5min ohne Schitteln
gewaschen. Der letzte Waschschritt wird mit H,Og4est durchgefiihrt. Die Praparate
kénnen nun getrocknet und gelagert oder gefarbt und ausgewertet werden. Die
Farbung erfolgt durch Auftropfen von 20 ul einer Ethidiumbromidldsung in HOgest
(15 pyg/ml) auf die Agarose-Zellschicht und anschlieBendem Abdecken dieses
Bereiches mit einem Deckglas. Die OT sollten bis zur Auswertung unter Lichtaus-
schluss gelagert werden, um ein Verblassen der Fluoereszenzfarbung zu vermeiden.
Die Trocknung wird bei 50 °C ohne Deckglas im Ofen fur ca. 15 min durchgefuhrt.
Schon gefarbte Praparate kdonnen nach der Auswertung zur Langzeitlagerung
getrocknet (Deckglas vorher entfernen) und bei Bedarf rehydriert werden. Dazu
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werden 75 pl der low melt Agarose auf die Stellen mit den Zellen aufgetropft und mit
einem Deckglas abgedeckt. Sollte die Farbung nach mikroskopischer Kontrolle im
Laufe der Zeit zu schwach geworden sein, kann erneut gefarbt werden (siehe oben).
Die Langzeitlagerung der OT kann bei RT erfolgen.

Auswertung:

Die Auswertung der OT erfolgt mit einer 100x Vergréfterung unter einem Mikroskop
mit Quecksilberdampflampe und Immersionsobjektiv. Es werden 100 Kometen pro
OT bewertet und in Klassen eingeteilt, wobei Randzonen des Agarose-Zellbereichs
ausgespart werden. Die Einteilung der Klassen von 0 (ungeschadigt) bis 4 (starkste
Schadigung) erfolgt anhand von Vergleichsfotos (Collins et al., 1995; Collins et al.,
1993).

Zur Auswertung wird die Zahl der Klasse (0-4) multipliziert mit der Anzahl der
Kometen, die dieser Klasse zugeordnet wurden. Dabei sind Werte zwischen 0 und
400 mdglich. Die OT, die nicht mit Enzym behandelt wurden, reprasentieren die
Anzahl an Einzelstrangbrichen und alkalilabilen Stellen, die in diesem Ansatz
generiert wurden bzw. als Untergrund immer vorhanden sind. Zur Berechnung der
enzymsensitiven DNA-Modifikationen wird der Wert des OT ohne Enzymbehandlung
vom Wert des OT mit Enzymbehandlung abgezogen.

4.2.9 Alkalische Elution

Prinzip

Die Alkalischen Elution erlaubt die quantitative Detektion von Einzelstrangbrichen,
DNA-DNA- und DNA-Protein-Quervernetzungen in der DNA von Zellen. Durch
Einsatz von Reparaturenzymen, die als Glykosylasen bzw. Endonukleasen DNA-
Modifikationen erkennen, lassen sich diese zusatzlich detektieren. Dabei erkennt die
Glycosylasefunktion zunachst die Basenmodifikation und entfernt die fehlerhafte
Base wodurch eine basenlose Stelle, eine AP-Stelle, entsteht. Im zweiten Schritt wird
an dieser AP-Stelle das DNA-Zucker-Phosphatriickgrat mittels Endonukleaseaktivitat
eingeschnitten und dadurch ein Einzelstrangbruch erzeugt. Diese Endonukleaseakti-
vitat kann entweder eine zweite Aktivitat des Glykosylase-Enzyms sein, oder ein
eigenstandiges zweites Enzym. So kdnnen in zwei getrennten Ansatzen zum einen
die Einzelstrangbriche und zum anderen im Ansatz mit Reparaturenzym die
Basenmodifikationen, die in Einzelstrangbriche umgewandelt wurden, als
zusatzliche Einzelstrangbriche detektiert werden. Die von Kohn et al. (Kohn et al.,
1976) entwickelte Methode der Alkalischen Elution besitzt eine Empfindlichkeit von
1 Lasion/10” bp und ist damit empfindlicher als der Nachweis von Basenmodifikatio-
nen durch eine HPLC/ECD-Analyse (Pflaum et al., 1997). Der Ablauf der Alkalischen
Elution ist in Abbildung 22 schematisch dargestelit.
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Zellen

ox. DNA-Modifikationen
1) + Fpg-
Enzym Einzelstrangbriche
‘e *+ SDS/ .o. 4 .0. 2) Elution
'\ﬂ( Proteinase K% % & PH 12.15
Zellen auf Filter DNA auf Filter
(Aufsicht) (Aufsicht) Anzahl Einzelstrangbriiche
-> Elutionsrate
Abbildung 22: Prinzip der Alkalischen Elution (Hoffmann, 2003).

Zunachst wird die zu untersuchende Zellsuspension durch eine Spritze auf einen
Polycarbonatfilter aufgetragen. Bei 25 °C wird tber 90 min eine Lyse der Zellen mit
SDS- und Proteinase K-haltigem Puffer durchgefiihrt, so dass anschlief’end nur noch
die DNA auf dem Filter verbleibt. Im Anschluss wird der Lysepuffer weggewaschen
und eine 50minutige Inkubation mit einer DNA-Reparatur-Endonuklease schlief3t sich
an. Dabei werden spezifische DNA-Modifikationen durch spezifische Enzyme erkannt
und entfernt, es entsteht zunachst eine abasische Stelle (AP-Lasion). Im nachsten
Schritt schneidet die Endonuklease das Zucker-Phosphat-Ruckgrat der DNA ein, so
dass sich nun ein Einzelstrangbruch an der Stelle befindet, an der urspringlich die
DNA-Modifikation war. Das bakterielle Fpg-Enzym verfugt Uber beide Aktivitaten: Es
erkennt die modifizierte Base, scheidet diese mit der Glykosylasefunktion heraus und
anschlielend schneidet die intrinsische Endonukleaseaktivitdt des Fpg-Enzyms an
der AP-Stelle die DNA zu einem Einzelstrangbruch ein. Das humane Ung2-Enzym
hingegen verflgt nur Gber die Glykosylasefunktion, so dass in einer 50minitigen
Inkubation im Anschluss an die Ung2-Inkubation mit einer Endonuklease (hier
T4Endonuklease V) inkubiert werden muss, um die durch Ung2 generierten AP-
Stellen in Einzelstrangbriche zu UberfUhren. Das Erkennungsspektrum der
verwendeten Reparatur-Endonukleasen ist in Tabelle 5 gezeigt.



MATERIAL UND METHODEN 73

Reparatur-Endonuklease Basenmodifikationen
Formamidopyrimidin-DNA- | 7,8-Dihydro-8-oxoguanin, Formamido-Pyrimidine
Glykosylase (Fpg) bzw. -Purine (= FAPY), normale und 4’-oxidierte
AP-Lasionen
T4 Endonuklease V normale und 4’-oxiderte AP-Lasionen
Cyclobutan-Pyrimidindimere (CPD),
Ung2 Uracil, 5-Fluoruracil, 5-Hydroxyuracil, Isodial-
lursdure, Alloxan
Endonuklease IV Normale, 1’- und 4’-oxidierte AP-Lasionen
Tabelle 5: Erkennungsspektrum von DNA-Modifikationen durch Reparatur-
Endonukleasen.

AbschlieRend wird nochmals gespult und die DNA mit einem alkalischen Elutionspuf-
fer (pH 12,15) fraktioniert eluiert. Dabei geht die doppelstrangige DNA durch den
alkalischen pH-Wert in die einzelstrangige Form Uber. Mit der Strdomung des
Elutionspuffers, der langsam durch den Filter gesaugt wird, wandern die kurzen
DNA-Fragmente schneller als die langen DNA-Fragmente durch die Poren des Filters
hindurch. Kurze DNA-Fragmente entstehen durch starkere DNA-Schadigung als
langere Fragmente. Die im Elutionspuffer geldste DNA wird fraktioniert gesammelt,
um ein Zeitprofil zu erstellen. Die gesammelten Fraktionen werden nach der Elution
zunachst neutralisiert, wobei sich die Einzelstrange der DNA wieder zu Doppelstran-
gen zusammenfinden. Der anschlie®end dazu pipettierte Fluoreszenzfarbstoff
interkaliert in die DNA und wodurch sich fluorimetrisch die Menge an DNA in der
Fraktion bestimmen lasst. Aus dem Anteil der DNA in den einzelnen Fraktionen
errechnet sich die Elutionsrate, die proportional dem Gehalt an Einzelstrangbriichen
ist. Zur Kalibrierung der Methode wird eine Schadigung mit y-Strahlung als Standard
zugrunde gelegt: 6 Gy y-Strahlung erzeugen dabei einen Einzelstrangbruch pro 10°
Basenpaaren (Kohn et al., 1976).

Versuchsaufbau

Fir jeden Ansatz wird an eine 25 ml-Einwegspritze (ohne Kolben) mit Schraubge-
winde ein Filterhalter aufgeschraubt. Im unteren Teil dieses Filterhalters wird ein
Frittenboden eingelegt, auf den schliel3lich der Polycarbonatfilter aufgelegt wird. Die
Zellsuspension und alle verwendeten Losungen werden von oben in die Einweg-
spritze (=Vorratsbehalter) pipettiert. Eine Peristaltik-Mehrkanalpumpe beférdert die
Flissigkeit durch Spritze, Filterhalter und Filter tGber einen Dialyseschlauch in ein
Abfallgefal®. Im letzten Schritt, bei der Elution der DNA, wird anstelle des Abfall-
behalters ein an die Pumpe angeschlossener Fraktionssammler verwendet.
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Durchfiihrung

Zunachst werden die Frittenboden und die Polycarbonatfilter (Durchmesser der
Poren: 2 um) mit HyOgest. gespult und wie im vorigen Absatz beschrieben in den
Filterhalter eingebaut, der danach Iuftblasenfrei mit HyOgest. beflllt wird. Ein
Wasserbad wird so befestigt, dass es die Temperierung der Filterhalter erlaubt. Die
Temperatur wird auf 4 °C eingestellt, um eine Reparatur der DNA-Schaden wahrend
des Auftragens der Zellen zu unterbinden. Werden primare Milzzellen verwendet, so
werden die betroffenen Vorratsbehélter mit 10 ml Suspensionspuffer vor dem
Aufragen der Zellen gespult. Nun werden die Zellproben in Form von Zellsuspensio-
nen in Kulturmedium oder Suspensionspuffer tUber die Vorratsbehalter auf die Filter
aufgetragen (1 Mio Zellen pro Filter, in einem Volumen von 1-5 ml, Hepatozyten:
500 000 Zellen, Spermien: 2 Mio Zellen). Zum Wegspulen von Mediumresten wird
zweimal mit 5 ml kaltem PBSCMF gewaschen, gegen Ende des zweiten Spulvor-
gangs wird die Temperatur des Wasserbades auf 25 °C erhoht. Mit der anschliel3en-
den Lyse der Zellen kann erst begonnen werden, sobald die Temperatur 15 °C
erreicht hat, da das im Lysepuffer enthaltene SDS bei niedrigeren Temperaturen
ausfallen wirde. Nach Durchpumpen von 2 ml Lysepuffer bei maximaler Geschwin-
digkeit werden 5 ml Lysepuffer mit Proteinase K innerhalb von 90 min durch das
System gepumpt. Nach der Lyse wird finfmal mit BE-Puffer gesplilt, beim Auftragen
dieses Puffers mit der Multipette werden gleichzeitig die Wande der Spritze gereinigt
und nach jedem Waschschritt die Reste des Puffers mit einer Pasteurpipette entfernt.
Weitere zweimal werden die Spritzen dann mit dem jeweiligen Enzympuffer auf
dieselbe Weise gespult (BE4 fir Fpg und Endo IV; BE+s flr T4 Endo V, Ung2-Assay-
Puffer fir Ung2). Wahrend des Spulvorganges wird die Temperatur fir die
Enzyminkubation auf 37 °C erhoht. Zur Enzyminkubation werden jeweils 2 ml der
frisch hergestellten Enzymverdinnungen aufgetragen. Die Spuren, in denen die
Einzelstrangbriche ohne Enzymzugabe quantifiziert werden sollen, werden mit 2 ml
des jeweiligen Enzympuffers ohne BSA beflllt. Der erste Milliliter der Losung wird bei
maximaler Geschwindigkeit durchgepumpt, der zweite innerhalb von 50 min. Tabelle
6 zeigt die eingesetzten Enzymkonzentrationen.
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Reparatur- Puffer Enzymkonzentration | Endkonzentration
Endonuklease Stammloésung Enzym
Fpg-Rohextrakt BE+/BSA 1,3 mg/ml 1 pg/ml
bis Versuch 35AETH
Fpg-Rohextrakt BE/BSA 690 ug/ml 1 pug/mi
ab Versuch 36AETH
T4 Endo V BEs/BSA | 50 pug/ml 100 ng/ml
bis Versuch 47AETH
T4 Endo V BEs/BSA | 3,36 mg/ml 1,12 ug/ml
ab Versuch 48AETH
Endo IV BE«/BSA | 4 mg/ml 30 ng/ml
Ung2 (Charge1) Ung2- 2 ng/ul 30 ng/ml
ab Versuch 07AETH | Assay-

Puffer/BSA
Ung2 (Charge2) Ung2- 2 ng/ul 30 ng/ml
ab Versuch 30AETH | Assay-

Puffer/BSA
Ung (Charge3) Ung2- 0,2 pg/ul 75 ng/ml
ab Versuch 63AETH | Assay-

Puffer/BSA
Ung (Charge4) Ung2- 1 ug/ul 77 ng/ml
ab Versuch 94AETH | Assay-

Puffer/BSA

Tabelle 6: Verwendete Konzentrationen an Fpg-, T4 Endo V-, Endo V- und Ung2-Enzym

in der Alkalischen Elution.

Im Anschluss an eine Ung2-Inkubation werden nun die Enzymreste mittels
Pasteurpipette und nachfolgendes zweimaliges Spulen mit je 5 ml BEs entfernt.
Dann findet einen Postinkubation mit T4 Endo V-Enzym statt. Dazu wird auf jede
Spur (auller Spuren in denen Einzelstrangbriche nachgewiesen werden sollen)
T4 Endo V-Enzmlésung aufgetrage, der erste Milliliter Enzymlésung mit maximaler
Pumpgescheindigkeit und der zweite Milliliter innerhalb von 50 Minuten durchge-
pumpt. Wurde eine Fpg, T4 Endo V- oder Endo IV-Inkubation durchgeflhrt, ist keine
Postinkubation notwendig. Nach Beendigung der ersten oder zweiten Enzyminkuba-
tion wird das Wasserbad auf 25 °C eingestellt und zweimal mit 5 ml BE gespult.
Frihestens nach Erreichen von 27 °C im Wasserbecken, wird mit 4 ml Waschpuffer
gespult. Danach fullt man die Einwegspritzen mit 25 ml Elutionspuffer und eluiert mit
einer Pumpgeschwindigkeit von 1,9 mi/h Uber 12 h bei 25 °C (schnelle Elution siehe
Kapitel 4.2.10.) Durch den Fraktionswechsel, der alle zwei Stunden stattfindet, erhalt
man aus jeder Spur 6 Fraktionen mit je ca. 3,8 ml pro Reagenzglas. Der Uberstand
an Elutionspuffer, der sich nach der Elution noch auf den Filtern befindet, wird in die
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sechste Fraktion gepumpt. Zur Auswertung werden zunachst die Filterhalter
auseinander gebaut. Dabei vereinigt man Fritte und Filter mit der sechsten Fraktion
der jeweiligen Spur in einem Coulter Counter®-Zahldéschen und inkubiert unter
Schutteln fur 2 Stunden bei 60 °C, um die auf dem Filter verbliebene DNA in Losung
zu bringen. Nach der Inkubation wird eine dem Volumen der Fraktionen 1-5 entspre-
chende Menge (3,8 ml) der Lésung entnommen und wie diese aufgearbeitet. Jedes
Reagenzglas mit DNA-L6sung wird mit einer dem Fraktionsvolumen entsprechenden
Menge (3,8 ml) an Phosphatpuffer | (pH 6, Raumtemperatur) versetzt. Nach einer
Inkubationszeit von 15 min bei Raumtemperatur ist der Neutralisierungsprozess
beendet, bei dem die DNA wieder doppelstrangig wird. Im Folgenden wird das
gleiche Volumen an Phosphatpuffer Il (pH 7,2)/Bisbenzimid (1,5 uM) zugesetzt und
erneut 15 min unter Ausschluss von Licht bei Raumtemperatur inkubiert. Die
Messung eines Aliquots dieser DNA-Farbstoff-Losung erfolgt in einer Quarzkivette
im Fluorimeter bei einer Anregung von 360 nm und einer Emissionswellenlange von
450 nm. Zuvor wird das Fluorimeter mit einer Blindprobe aus je 3,8 ml Elutionspuffer,
Phosphatpuffer |, Phosphatpuffer Il/Bisbenzimid (1,5 uM) auf Null eingestellt.
Weiterhin werden die Fraktionen einer Elutionsspur ohne DNA ebenfalls vermessen
und die Fluoreszenz-Intensitaten dieser einzelnen Fraktionen von den jeweiligen
Spuren mit DNA subtrahiert. Die Summe der Fluoreszenzintensitaten der einzelnen
Fraktionen und des Filterwertes einer Probe ist linear zur Gesamtmenge der DNA
dieser Probe. So lasst sich der prozentuale Anteil der jeweiligen DNA-Menge, der zu
den entsprechenden Zeiten noch auf dem Filter vorlag, berechnen. Wird die DNA-
Menge der einzelnen Fraktionen halblogarithmisch gegen den Zeitverlauf aufgetra-
gen, ergibt sich daraus eine Gerade, deren Steigung proportional zur Anzahl
Einzelstrangbriche zunimmt. Aus einer Kalibrierung unserer Elutionsanlage mit y-
bestrahlten Zellen lasst sich folgende Geradengleichung ableiten, mit der sich die
absolute Anzahl Einzelstrangbriche (SSB) errechnen lasst (Epe, 1993b):
SSB=m-2,24-10°

Dabei ist m die Steigung der Geraden und 2,24 der fur unsere Bedingungen
experimentell bestimmte Faktor (Pflaum, 1996).

Die in den Graphiken in Kapitel 5 angegebenen Fpg-, T4 Endo V-, Endo IV- und
Ung2-sensitiven Lasionen berechnen sich folgendermalien:

Fpg-sensitive DNA-Modifikationen:

Von dem Wert der mit Fpg-Protein inkubierten Spur (oder Mittelwert aus zwei Fpg-
Spuren) wird der korrespondierende Wert ohne Enzyminkubation (= Einzelstrangbru-
che) subtrahiert.
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T4 Endo V-sensitive Modifikationen:

Von dem Wert der mit T4 Endo V-Protein inkubierten Spur (oder Mittelwert aus zwei
T4 Endo V-Spuren) wird der korrespondierende Wert ohne Enzyminkubation
(=Einzelstrangbruche) subtrahiert.

Endo IV-sensitive Modifikationen:
Von dem Wert der mit Endo IV-Protein inkubierten Spur (oder Mittelwert aus zwei
Endo IV-Spuren) wird der korrespondierende Wert ohne Enzyminkubation
(=Einzelstrangbriiche) subtrahiert.

Ung2-sensitive Modifikationen:

Von dem Wert der mit Ung2-Protein inkubierten Spur (oder Mittelwert aus zwei
Spuren) wird der korrespondierende Wert der Spur mit T4 Endo V-Protein
abgezogen. Damit werden die Einzelstrangbriiche (die in der mit T4 Endo V-Protein
inkubierten Spur miterfasst werden) und AP-Lasionen subtrahiert.

4.2.10 Alkalische Schnellelution zur Detektion hoherer DNA-Schaden

Da sich mit der oben beschriebenen Elutionstechnik nur Schaden bis zu maximal
etwa 0,6 Strangbriiche pro 10° bp nachweisen lassen, kann die oben beschriebene
Technik einfach abgewandelt werden, indem man die eigentliche Elution, bei einer
Pumpgeschwindigkeit von 30.7 ml/h durchflhrt. Dadurch wird die Empfindlichkeit der
Methode herabgesetzt und die Gesamtelutionszeit verringert sich von 10 h auf
54 min. Das Fraktionsvolumen und die Anzahl der Fraktionen bleiben gleich, so dass
die Fraktionen alle 9 min gewechselt werden.

Zur Auswertung dient wiederum die Kalibrierung durch Schadigung mit y-Strahlung
(Epe, 1993a; Kohn et al.,, 1976). Nach den von D. Ballmaier (Ballmeier, 1997)
durchgeflhrten y-Bestrahlungsexperimenten ergibt sich fir die Umrechnung der
Geradensteigungen aus der Alkalischen Schnellelution in die Anzahl von Einzel-
strangbrichen pro 106 Basenpaaren ein Faktor F = 8,6.

4.2.11 Statistische Auswertung

Die statistischen Vergleiche zwischen zwei Datenreihen wurden mit dem Stu-
dent’'schen T-Test durchgefiihrt. Dabei wurde das Excel-Programm von Microsoft zu
Hilfe genommen. Alle T-Tests wurden als zweiseitige Tests durchgefihrt, dabei
wurden jeweils zwei Stichproben ungleicher Varianz verglichen (heteroskedastischer
Typ). Eine Abweichung von p < 0,05 wurde als statistisch signifikant betrachtet.
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5 ERGEBNISSE

5.1 Ursachen fiir Uracil in der DNA von verschiedenen

Zellkulturlinien und Mausen

Fir die Entfernung von Uracil in der DNA von Saugern ist vor allem die Basenex-
zisions-Reparatur von Bedeutung. Das Enzym Uracil-DNA-Glycosylase (Ung2)
Ubernimmt hierbei die Erkennung und Exzision der fehlerhaften Base. Im Jahre 2001
gelang es T. Lindahl und Mitarbeitern, homozygote ung” -Méause (defizient in Ung2
durch knockout beider Allele von Ung2) zu generieren. Mit Hilfe solcher knockout-
Tiere und daraus etablierter Zellinien (mouse embryo fibroblasts, MEFs, Maus-
fibroblasten) sollte versucht werden, den Ursprung von Uracil in der DNA experimen-
tell zu untersuchen.

Die Experimente in diesem Kapitel wurden einerseits an immortalisieten MEFs
durchgeflihrt, andererseits an frisch isolierten primaren Zellen verschiedener Organe
der knockout-Mause. Parallel wurden jeweils eine ung™*-Mausfibroblasten-Zelllinie
und ung+/+-Méuse (beide profizient in Ung2, auch Wildtyp genannt) als Kontrollen
untersucht.

5.1.1 Basale Gleichgewichtsspiegel Ung2-sensitiver Modifikationen in
Mausfibroblasten und frisch isolierten Mdausezellen

Um in der Alkalischen Elution mit Reparaturglykosylasen die Spiegel bestimmter
DNA-Modifikationen messen zu kénnen, mussen diese Enzyme (aufgereinigt oder
Rohextrakte) zunachst in einer Sattigungskurve getestet werden. Diese dient der
Ermittlung der Einsatzkonzentration fur die nachfolgenden Versuche. Dabei werden
die Zellen mit verschiedenen Konzentrationen des entsprechenden Enzyms flr
50 min bei 37 °C inkubiert (siehe Kapitel 4.2.9), um den basalen DNA-Schaden der
Zellen zu ermitteln. Dabei ergibt sich mit aufsteigender Enzymkonzentration eine
erhohte Detektion des basalen DNA-Schadens bis schliellich die Kurve auf der
tatsachlichen Hohe des DNA-Schadens sattigt. Um noch Erkennungspielraum nach
oben durch zusatzlich zu den basalen Gleichgewichtsspiegeln induzierte Lasionen zu
haben, wird eine Konzentration grof3er der Sattigungskonzentration fur alle
nachfolgenden Versuche gewahilt.
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Abbildung 23: Erkannte Anzahl Ung2-sensitiver DNA-Modifikationen in ung'/ “-Maus-
fibroblasten und ung+/+-Mausfibroblasten bei ansteigender Konzentration von
Uracil-DNA Glykosylase (Ung2) in der Alkalischen Elution. Durch diese Sétti-
gungskurve wurde die notwendige Einsatzkonzentration (75 ng/ml) von Ung2
fur nachfolgende Versuche ermittelt. Die zunéchst miterfassten Einzelstrang-
briiche und AP-Lé&sionen (T4 Endo V-sensitive DNA-Modifikationen) wurden
bei der Berechnung der Ung2-sensitiven Modifikationen subtrahiert (siehe Ka-
pitel 4.2.9).

Die in Abbildung 23 dargestellten Sattigungskurven sind beispielhaft ausgewahlt flr
insgesamt vier dieser Kurven, die im Verlauf dieser Arbeit angefertigt wurden, da
unterschiedliche Chargen an Enzymlésung verbraucht wurden. Flr die dargestellte
Enzymcharge lasst sich der Sattigungsbereich ab ca. 60 ng/ml erkennen. Fur alle
weiteren Versuche mit dieser Charge wurden 75 ng/ml eingesetzt. In Tabelle 6 (S.
75) sind alle im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Enzymchargen und den
dazugehorigen Einsatzkonzentrationen aufgefuhrt.

In den nachfolgenden Experimenten sollte nun die Auswirkung des Ausfalls von
Ung2 auf die basalen Gleichgewichtspiegel Ung2-sensitiver DNA-Modifikationen
Uberprift werden. Dazu wurden zunachst die Mausfibroblasten untersucht. Zur
Absicherung der Ergebnisse wurde zusatzlich zur Alkalischen Elution der Comet
Assay durchgefiihrt. Die Alkalische Elution bietet jedoch den Vorteil, durch interne
Eichung ein quantitatives Ergebnis zu liefern, wohingegen der Comet Assay nur eine
qualitative Abschatzung zulasst.
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Abbildung 24 A und B: Basale Gleichgewichtsspiegel Ung2-sensitiver ~DNA-Modifikationen in
ungeschédigten ung'/ " -und ung” “-Mausfibroblasten, detektiert mit der Alkali-
schen Elution (A) und dem Comet Assay (B). Beide Methoden sind in Kapitel
4.2.9 bzw. Kaptitel 4.2.8 erldutert. Fiir A: Die zunéchst miterfassten Einzel-
strangbriiche und AP-Lésionen (T4 Endo V-sensitive DNA-Modifikationen)
wurden bei der Berechnung der Ung2-sensitiven Modifikationen subtrahiert
(siehe Kapitel 4.2.9).

Abbildung 24 A zeigt die basalen Gleichgewichtsspiegel Ung2-sensitiver DNA-
Modifikationen in ungeschadigten ung”- und ung**-Mausfibroblasten gemessen mit
der Alkalischen Elution; Abbildung 24 B zeigt die gleichen Zellen gemessen mit dem
Comet Assay. Mit beiden Mel3methoden Iasst sich eine starke Erhéhung der Ung2-
sensitiven DNA-Modifikationen in den knockout-Zellen erkennen. Die Uracil-Gehalte
der DNA der Wildtypzellen liegen bei beiden Messmethoden an der Nachweisgrenze.

Um nun zu dberprifen, ob sich die basalen Gleichgewichtsspiegel in den untersuch-
ten Mausfibroblastenzelllinien mit denen der korrespondierenden Mause decken,
wurden verschiedene Geweben von unbehandelten knockout- und Wildtypmausen
auf ihre Uracilgehalte hin untersucht. Dazu wurden 6-8 Monate alten Mausen die
Organe Leber, Milz und Hoden entnommen, die Zellen aus dem Gewebeverband
isoliert und frisch flr den Versuch verwendet. Im Fall der Leber wurde eine Perfusion
zur Vereinzelung der Hepatozyten mit EDTA- und Kollagenasepuffer durchgefuhrt.
Die genauen Praparationen der Zellsuspensionenen aus dem jeweiligen Gewebe-
verband sind in den Kapiteln 4.2.1.3 bis 4.2.1.8 beschrieben.
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Abbildung 25: Basale Gleichgewichtsspiegel UngZ2-sensitiver DNA-Modifikationen in

ungeschédigten ung'/'- und ung+/+-Mausprimérzellen verschiedener Organe.
Die Zellen wurden frisch isoliert und direkt zum Versuch eingesetzt. Details
zur Préparation der Zellsuspensionen siehe Kapitel 4.2.1.3 bis 4.2.1.8. Die
zunéchst miterfassten Einzelstrangbriiche und AP-Lésionen (T4 Endo V-
sensitive DNA-Modifikationen) wurden bei der Berechnung der Ung2-
sensitiven Modifikationen subtrahiert (siehe Kapitel 4.2.9).

Abbildung 25 zeigt bei den Organen Leber und Milz von ung”-Mausen signifikant

erhdhte Ung2-sensitive DNA-Modifikationen im Vergleich zu ung“"-Méusen. Die
Spermien der knockout-Tiere hingegen zeigten keine erhéhten Ung2-sensitiven
DNA-Modifikationen. Ein Vergleich mit Abbildung 24 zeigt einen sehr grofl3en
Unterschied in der Akkumulation Ung2-sensitiver Modifikationen bei den knockout-
Mausfibroblasten im Vergleich zu den Organen der knockout-Mause. Da es sich bei
den flr den Versuch verwendeten Spermien um reife schwimmfahige Spermien
handelte (siehe Kapitel 4.2.1.4), liegt die Vermutung nahe, dass die -trotz gleichem
Genotyp (knockout in Ung2)- unterschiedliche Akkumulation von Uracil in der DNA
an der Proliferation liegt. Reife Spermien proliferieren nicht, im Gegensatz zu den
sehr teilungsaktiven ung'/'-MausfibrobIasten. Leber und Milz weisen ebenfalls, wenn
auch nur geringe, Proliferation auf.

Um die Vermutung zu (iberpriifen, dass die Proliferation fiir die in den ung”-
Mausfibroblasten stark erhdhten Ung2-sensitiven DNA-Modifikationen verantwortlich
ist, wurden die im nachsten Kapitel beschriebenen Versuche mit moduliertem
Wachstum von Zellen durchgefihrt.
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5.1.2 Einfluss der Zellproliferation auf die basalen Gleichgewichtspiegel
Ung2-sensitiver DNA-Modifikationen in Mausfibroblasten und pri-

maren Mauszellen

Wachstumsmodulation von Zellen kann entweder Verstarkung der Proliferation oder
Hemmung der Proliferation bedeuten. Zur Untersuchung des Uracileintrags in die
DNA uUber die Proliferation wurden beide Verfahren angewendet. Zunachst wurde bei
Mausfibroblasten die Proliferation gehemmt und dann der Uracilgehalt in der DNA
bestimmt.

Fibroblasten kénnen zu einem physiologisch schonenden Proliferationsstopp
gebracht werden, indem sie in einer Zellkulturflasche ohne Abldsen so lange kultiviert
werden, bis sie einen geschlossenen Zellrasen bilden und somit konfluent sind. Mit
diesem Experiment sollte der Ursprung von Uracil in der DNA aufgeklart werden. Wie
in Kapitel 2.2 bereits erlautert, gibt es zwei Quellen fur Uracil in der DNA, eine davon
ist der Fehleinbau von dUMP wahrend der Replikation. Wenn dieser Fehleinbau die
Hauptquelle ware, sollte in konfluenten ung'/'-MausfibrobIasten -wegen der fehlenden
Replikation- deutlich geringere Spiegel Ung2-sensitiver DNA-Modifikationen
nachweisbar sein.

o

Q2 038 -

‘S E ung+/+

-~ -

~ M ung-/-

c g

2 0,6

2

)

r -

=

[

T 0,4

O

= -

()

=

= 0,2

7]

c

[ -

¢

| [

© 0

= exponentielles 8 Tage 24 h 72 h

Wachstum Konfluenz nach Wiederausstreuen

Abbildung 26: Vergleich der basalen G/eichgewichtsspiegel Ung2-sensitiver DNA-

Modifikationen von ung'/' und ung””-Mausfibroblasten im exponentiellen und
konfluenten Wachstumsstadium sowie nach der Konfluenz wieder zum expo-
nentiellen Wachstum ausgestreuten ung'/ -Mausfibroblasten und ung+/ .
Mausfibroblasten. Die Konfluenz wurde durch Dauerkultur ohne Ablésen des
Zellrasens erreicht. Details siehe Kapitel 4.2.3. 2 Mio der konfluenten Zellen
wurden am Versuchtag erneut ausgestreut und nach 24 bzw. 72 h Wachstum
vermessen (Daten fiir exponentiell wachsende Mausfibroblasten siehe auch
Abbildung 24). Die zunéchst miterfassten Einzelstrangbriiche und AP-
L&sionen (T4 Endo V-sensitive DNA-Modifikationen) wurden bei der Berech-
nung der UngZ2-sensitiven Modifikationen subtrahiert (siehe Kapitel 4.2.9).
(n=3-5).
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Wie vermutet, lasst sich bei den konfluenten ung”-Mausfibroblasten eine deutliche
Verringerung der Ung2-sensitiven DNA-Modifikationen erkennen. Die ung”"-
Mausfibroblasten verandern ihren Uracilgehalt in der DNA aufgrund der Konfluenz
nicht nachweisbar. Ein Teil der konfluenten Zellen wurde nicht zum Versuch
verwendet, sondern in einer neuen Zellkulturflasche dinn ausgestreut, so dass sich
die Zellen wieder teilen konnten. Nach diesem Wiederaustreuen erreichen die ung”-
Mausfibroblasten wieder ihren urspriinglichen Gehalt an Uracil in der DNA.

In Kapitel 2.3.1 wurde das in den Mausfibroblasten ebenfalls vorhandene Reparatur-
enzym Smug1, welches auch Uracil in der DNA erkennt und herausschneidet,
vorgestellt. Aus diesem Experiment lasst sich schlielRen, dass die in ung'/'-
Mausfibroblasten vorhandene back-up Reparatur durch Smug1 entweder eine
Selektivitat fur U:G-Paare hat -also vorwiegend Uracil, welches aus der Desaminie-
rung von Cytosin enstanden ist- repariert, oder dass das Enzym nur eine geringe
Kapazitat hat.

Wie zu Beginn dieses Kapitels erwahnt, kann zur Untersuchung des Einflusses der
Proliferation auf die Uracil-Spiegel in Zellen, die Proliferation gehemmt (Konfluenz)
oder verstarkt (Wachstumsstimulation) werden. Letzteres ist bei primaren Milzzellen
aus Mausen uber einen Zeitraum von bis zu vier Tagen mdglich. So kann Uberprift
werden, ob eine gesteigerte Proliferation -gemal der Erwartung- zu einem erhohten
Uracil-Spiegel in der DNA Uber den Fehleinbau von dUMP flhrt. Dazu werden frisch
isolierte Milzzellen fir 72 h mit und ohne Proliferationsstimuli in 96-well-Platten
inkubiert. Die Proliferationsstimuli Concanavalin A und Lipopolysaccarid regen Uber
einen immunologischen Reiz die Proliferation der Milzzellen (Immunzellen) an. Mit
dem Einbau von [3H]-Thymidin wird kontrolliert, ob durch die Stimuli vermehrt
Proliferation stattfindet. Dem Kulturmedium zugesetztes [°H]-Thymidin liegt dabei im
Vergleich zum physiologischen unmarkierten Thymidin im Uberschuss vor, so dass
das radioaktiv markierte Thymidin bevorzugt in die neu synthetisierte DNA eingebaut
wird, was dann bei der Scintillationsmessung zu einem starkeren Signal fuhrt, als bei
teilungsarmen Zellen.
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Abbildung 27 A und B: A: [3H]—Thymidin—Einbau in die DNA von ung'/ - und ung” *-Milzzellen als Mal3
fur die Proliferation von stimulierten (LPS+ConA) und unstimulierten (-) priméa-
ren Milzzellen ex vivo in counts per minute (CPM). Die Zellen wurden 72 h mit
den Stimuli in 96-well Platten inkubiert. B: Un/g2-sensitiver Level von stimulier-
ten (LPS+ConA) und unstimulierten (-) ung™ und ung” * priméren Milzzellen
ermittelt mit dem Comet-Assay (Details zur Versuchsdurchfiihrung siehe Kapi-
tel 4.2.1.6).

Abbildung 27 A zeigt den [°H]-Thymidineinbau in die DNA von stimulierten und
unstimulierten Milzzellen als Maly fur die Teilungsaktivitdt der Zellen. Beide
Genotypen zeigen ohne Stimuli fast keinen Einbau von radioaktiv markiertem
Thymidin, was die Einstellung der DNA-Synthese bedeutet. Die Zugabe von Stimuli
bewirkt bei beiden Genotypen den gleichen deutlichen Anstieg in der DNA-Synthese,
welcher mit verstarktem Einbau von [3H]-Thymidin einhergeht. Mit diesem Versuch
konnte also gezeigt werden, dass die Proliferationsstimuli bei beiden Genotypen
gleichermallen eine verstarkte DNA-Synthese und damit Proliferation der Zellen
auslosen.

Abbildung 27 B zeigt die Uracil-Spiegel in primaren stimulierten und unstimulierten
Milzzellen beider Genotypen gemessen mit dem Comet Assay. Im unstimulierten
Zustand findet sich in den ung”-Zellen im Vergleich zum Wildtyp, schon ein
signifikant erhohter Uracil-Spiegel, der durch die Wachstumsstimulation Gber 72 h
fast verdoppelt wird. Wildtyp-Milzzellen hingegen zeigen auch nach 72 h Wachs-
tumsstimulation keine erhéhten Uracil-Spiegel.

Mit diesen Versuchen, bei denen die Zellproliferation moduliert wurde, konnte also
gezeigt werden, dass unter der Voraussetzung einer konstanten Reparaturrate die
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Zellteilung und damit die Replikation der DNA fir den Haupteintrag an Uracil in die
DNA verantwortlich ist.

5.2 Einfluss von Thymidylatsynthase- Hemmstoffen auf

verschiedene DNA Modifikationen und die Proliferation

*/*_Mausfibroblasten

von ung”’ und ung
Durch die vorherigen Versuche konnte gezeigt werden, dass der Fehleinbau von
Uracil wahrend der Replikation der DNA eine groRere Rolle fir Uracil in der DNA
spielt als die Desaminierung von Cytosin. Der Fehleinbau von dUMP wird auch als
Hauptmechanismus der Zytotoxizitat von Krebstherapeutika wie 5-Fluoruracil (5-FU)
und 5-Fluordesoxyuridin (5-FdUrd), welche die Thymidylatsynthase (TS) hemmen,
angenommen (Longley et al., 2003). Die Hemmung der TS geht einher mit einem
Anstieg des intrazellularen dUTP/dTTP-Gleichgewichtes und einem verstarkten
Einbau von Uracil in die DNA (Ingraham et al., 1982; Ismail et al., 1998; Kubo et al.,
1998). Fir den Untergang der Zellen wird letztendlich die Entstehung von Doppel-
strangbrichen aus zwei gegenuberliegenden Uracilresten, die repariert werden,
diskutiert (Dianov et al., 1991). Die Akkumulation von Einzel- und Doppelstrangbru-
chen wurde bereits mittels Alkalischer Filterelution in mit 5-FU behandelten Zellen
und Geweben gezeigt (Ismail et al., 1998; Kubo et al., 1998; Parsels et al., 1997).
Aulerdem lasst eine verringerte Zytotoxizitat und Strangbruchbildung aufgrund
erhdhter Expression von dUTPase (katalysiert die Hydrolyse von dUTP zu dUMP,
siehe Kapitel 2.2.2) einen mechanistischen Zusammenhang zwischen Uracil-Einbau
und Doppelstrangbruch-Bildung vermuten (Canman et al., 1994; Parsels et al.,
1998). Diese Modelle zur Erklarung der zytotoxischen Wirkung von 5-FU und 5-
FdUrd in der Therapie, beruhen also auf Fehleinbau und einer direkten Beteiligung
von Uracil-DNA-Glykosylasen.
Im folgenden Kapitel soll daher mit Hilfe von ung'/'-MausfibrobIasten untersucht
werden, ob fur die Zytotoxizitat von 5-FU und 5-FdUrd ein funktionierendes Ung2-
Enzym notwendig ist und, ob die therapeutische Wirkung der TS-Hemmstoffe auf
einem gesteigerten Uracileinbau in die DNA beruht.

5.2.1 Auswirkungen von 5-Fluoruracil und 5-Fluordesoxyuridin auf die

basalen Gleichgewichtsspiegel verschiedener DNA-Modifikationen

+/+

und die Proliferation von ung” - und ung*/*-Mausfibroblasten

Nachdem in Kapitel 5.1.2 gezeigt werden konnte, dass der Fehleinbau von dUMP
wahrend der Replikation eine wichtigere Rolle fur erhdhte Uracilgehalte in der DNA
von ung'/'-MausfibrobIasten als die Cytosindesaminierung spielt, war es interessant
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zu untersuchen, ob TS-Hemmestoffe ihre Zytotoxizitdt auch in Abwesenheit eines
funktionierenden Ung2-Protein entfalten kénnen. AuRerdem sollte geklart werden, ob
sich durch Thymidinmangel der Uracilgehalt in ung”-Mausfibroblasten tber den
basalen Gleichgewichtsspiegel hinaus erhdéhen Iasst.

Aus diesem Grund sollte zunachst der Uracilgehalt in der DNA und anschliel3end die
Proliferationsrate  nach mehrtdgiger Inkubation von wung”- bzw. ung™*-
Mausfibroblasten mit den TS-Hemmstoffen 5-FU bzw. 5-FdUrd untersucht werden.

5.2.1.1  Einfluss von TS-Hemmestoffen auf DNA-Modifikationen

Zur Untersuchung des Einflusses von 5-FU bzw. 5-FdUrd auf die basalen Gleichge-
wichtsspiegel verschiedener DNA-Modifikationen wurden die Mausfibroblasten 72 h
mit ansteigenden Konzentrationen der beiden Stoffe unter Kulturbedingungen
inkubiert und dann mit der Alkalischen Elution die DNA-Modifikationen gemessen.
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Abbildung 28 A und B: Modifikationen in der DNA von ung'/ “und ung” *-Mausfibroblasten nach 72 h
Inkubation mit ansteigenden 5-FU- (A) bzw. 5-FdUrd-Konzentrationen (B). Bei
der Berechnung der Ung2-sensitiven Modifikationen wurden die zunéchst mit-
erfassten Einzelstrangbriiche (ssb) und AP-L&sionen (T4 Endo V-sensitive
Modifikationen) subtrahiert. Ebenso wurden bei der Berechnung der AP-
L&sionen die zunéchst miterfassten Einzelstrangbriiche subtrahiert (siehe Ka-
pitel 4.2.9). Die unterschiedliche Skalierung der X-Achse von Abb. A und B ist
zu berticksichtigen (n=3-7).

Abbildung 28 zeigt in den knockout-Zellen konzentrationsabhangig bis zu 30 %
erhéhte Uracilgehalte in der DNA nach 72 h Inkubation fur beide Agenzien. Eine
weitere Erhéhung der Konzentrationen flhrte zu keinem weiteren Uracileinbau
(Daten nicht gezeigt). Da fur dUMP-Einbau aber DNA-Synthese notwendig ist, lasst
sich dieser limitierte Uracileinbau mit der proliferationshemmenden Wirkung beider
Agenzien erklaren (siehe Abbildung 29). Die Wildtypzellen bauen in beiden Fallen
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kein Uracil ein, auch bei hohen Konzentrationen an 5-FU und 5-FdUrd liegen ihre
Ung2-sensitiven DNA-Modifikationen an der Nachweisgrenze. Erstaunlicherweise
akkumulieren ausschlieBlich die ung”-Mausfibroblasten nach einer Inkubation mit
5-FdUrd zusatzlich AP-Lasionen. Die Anzahl dieser AP-Lasionen steigt konzentrati-
onsabhangig zunachst an, dann sattigt die Kurve und verbleibt wie die Ung2-
sensitiven Lasionen auf einem Plateau. Die Inkubation mit 5-FU hingegen fuhrt bei
keiner der beiden Zelllinien zur vermehrten Bildung von AP-Lasionen oder
Einzelstrangbrichen.

5.2.1.2  Einfluss von TS-Hemmestoffen auf die Proliferation der Zellen

Um die Frage zu klaren, ob der bei den ung'/'-MausfibrobIasten beobachtete
Uracileinbau Grundlage der Toxizitat der beiden TS-Hemmstoffe ist, wurden beide
Zelllinien fir 48 h mit verschiedenen Konzentrationen beider Substanzen unter
Kulturbedingungen inkubiert und deren Proliferationsverhalten untersucht. Der
Proliferationsfaktor gibt die Anzahl der Vervielfachungen der Zellpopulation in der
inkubierten Zellkulturflasche wieder (Details siehe Kapitel 4.2.6). Proliferationsfaktor
1 bedeutet dabei, dass sich die Zellen nicht geteilt haben, es finden sich genauso
viele Zellen in der Versuchsflasche wie in einer Referenzflasche, die vor Beginn der
Inkubation ausgewahlt wird. Proliferationsfaktor 2 stellt genau eine Verdopplung der
Zellen dar.
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Abbildung 29 A und B: Proliferationshemmung von ung'/ ©und ung+/ *-Mausfibroblasten nach
48stiindiger Inkubation mit 5-FU (A) bzw. 5-FdUrd (B). Berechnung des Proli-
ferationsfaktors: Anzahl der adhédrenten Zellen nach Inkubation dividiert durch
die Anzahl der adhérenten Zellen vor Beginn der Inkubation. Die Zellzahl vor
Beginn der Inkubation wird mittels einer identisch mitgefiihrten Referenzfla-
sche ermittelt, deren Zellpopulation zum Zeitpunkt des Inkubationsbeginns
abgeldst und gezahlt wird (n=3).
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In Abbildung 29 erkennt man deutlich eine konzentrationsabhangige Proliferations-
hemmung beider Genotypen als Reaktion auf beide Stoffe. In Abbildung 28 wurde
bereits gezeigt, dass die Wildtypzellen weder unter Einwirkung von 5-FU noch
5-FdUrd vermehrt Uracil in die DNA einbauen. Wenn —entsprechend der bisherigen
Annahmen- der Uracil-Einbau fur die Toxizitat von Bedeutung ist, hatte man erwartet,
dass die ung*”*-Mausfibroblasten keine Zytotoxizitit nach Inkubation mit beiden
Agenzien zeigen. Somit ist widerlegt, dass flr die zytotoxische Wirkung der beiden
TS-Hemmstoffe ein Einbau von Uracil notwendig ist.

Erstaunlicherweise erkennt man bei Inkubation mit 5-FdUrd bei beiden Genotypen
eine Annaherung der Kurve an Proliferationsfaktor 2. Daraus lasst sich schlieRen,
dass eine Verdopplung unter 5-FdUrd-Einwirkung auch im Fall der Wildtypzellen, die
kein Uracil einbauen, ausreichend und notwendig ist, um die Zellen zu arretieren.

Ein deutlicher Unterschied in der Sensitivitat der Genotypen zeigt sich nur bei
5-FdUrd- und nicht bei 5-FU-Inkubation: ung”-Mausfibroblasten zeigen schon bei
relativ. geringen 5-FdUrd-Konzentrationen eine starkere Beeintrachtigung der
Proliferation als die ung”*-Mausfibroblasten. Anders als bei der 5-FU-Inkubation
spielen also bei 5-FdUrd die DNA-Schéden fiir die Toxizitét in ung”-Mausfibroblasten
eine Rolle. Wahrscheinlich ist diese erhdhte Sensitivitat der knockout-Zellen auf die
beobachtete Akkumulation von AP-Lasionen nach 5-FdUrd-Inkubation zurlckzufuh-
ren (siehe Abbildung 28 B), welche zytotoxisch sind (Boiteux, 2004).
Interessanterweise zeigt sich zwischen den beiden Agenzien auch ein quanitativer
Unterschied: 5-FdUrd wirkt in wesentlich geringeren Konzentrationen als 5-FU
proliferationshemmend. Bei ung™*-Mausfibroblasten ist der ICs-Wert (inhibitory
concentration, Konzentration ab der 50 % weniger Wachstum im Vergleich zur 0 nM-
Inkubation beobachtet wird) von 5-FdUrd um mehr als Faktor 10 kleiner als bei 5-FU
(vergleiche Tabelle 7). Bei den ung”-Mausfibroblasten zeigt sich fiir 5-FdUrd sogar
ein um Faktor 250 geringerer 1Cso-Wert.

Agens/Genotyp ung** ung™”
5-FU > 2500 nM 2500 nM
5-FdUrd 200 nM 10 nM
Tabelle 7: Vergleich der ICso-Werte von 5-FU und 5-FdUrd zur Proliferationshemmung

von ung'/ - und ung” " -Mausfibroblasten. Die in der Tabelle aufgefiihrten Wer-
te wurden graphisch aus Abbildung 29 ermittelt.

Zusatzlich zur Zellzahl der adharenten Zellen wurde die Anzahl der schwimmenden -
also toten-, Zellen im Uberstand ermittelt. Aus diesen Daten lassen sich interessante
mechanistische Unterschiede zwischen den beiden TS-Hemmstoffen erkennen.
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Abbildung 30 A und B: Absolute Zellzahlen von adhérenten und toten (=im Uberstand schwimmen-

den) ung'/ - und ung” *-Mausfibroblasten nach 48stiindiger Inkubation mit 5-FU

(A) und 5-FdUrd (B) (n=3).

In Abbildung 30 A und B ist die Zu- bzw. Abnahme der Zellzahl in absoluten Werten
der adharenten und schwimmenden Zellen angegeben. Die Anzahl der adharenten
Zellen wurde bereits in Abbildung 29 zur Berechnung des Proliferationsfaktors
verwendet. Da fur die schwimmenden Zellen kein Proliferationsfaktor berechnet
werden kann (bzw. eine inverse Bedeutung hatte), wird hier die absolute Zellzahl
angegeben. Ein deutlicher Unterschied der Wirkung beider Agenzien lasst sich
erkennen: 5-FU fuhrt nicht zu einer Zunahme der schwimmenden Zellen. Das
bedeutet, dass der Stoff auch in hohen Konzentrationen lediglich zu einem
Wachstumsstopp, nicht aber zu einem Absterben der Zellen flihrt. 5-FdUrd hingegen
flhrt konzentrationsabhéngig zu einer Zunahme der Zellen im Uberstand. Da das
Ablésen der Zellen, was vermutlich mit einem Absterben gleichzusetzen ist, bei
beiden Genotypen beobachtet wird, ist wiederum widerlegt, dass fur die Zytotoxizitat
der TS-Hemmstoffe Uracileinbau notwendig ist.
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5.3 EinfluB von Enzymen des oxidativen Fremdstoff-
metabolismus auf die basalen Gleichgewichtsspiegel Fpg-
sensitiver DNA-Modifikationen in V79-Hamster-Lungen-

fibroblasten und reparaturdefizienten MEFs

Im vorherigen Kapitel wurde der Einfluss von endogenem Uracil in der DNA auf die
genomische Stabilitat verschiedener Zellen untersucht. Zusatzlich zum Uracil gibt es
weitere endogene Faktoren, die die Integritdt der DNA bedrohen. Eine davon ist der
oxidative Fremdstoffmetabolismus durch das Cytochrom P450-System. Im Verlauf
der physiologisch notwendigen Oxidation von Fremdstoffen entstehen in den
metabolisch aktiven Zellen reaktive Sauerstoffspezies (ROS, siehe Kapitel 2.2.3.1),
welche die DNA oxidativ schadigen koénnen. Oxidative Basenmodifikationen sind
dabei die am haufigsten auftretende DNA-Modifikation (siehe Kapitel 2.2.3.3.). Aus
diesem Grund ist es interessant, im Vergleich zu Uracil als endogenem Faktor flr
DNA-Schaden, die mogliche Veranderung basaler Gleichgewichtspiegel oxidativer
DNA-Modifikationen aufgrund von Substratumsatz im Fremdstoffmetabolismus zu
untersuchen. Etablierte Zellkulturzellen, die keine Enzyme des Fremdstoffmetabolis-
mus exprimieren, wurden mit den entsprechenden Genen transfiziert, um so den
schadigenden Einfluss auf die DNA mit und ohne Substratumsatz messen zu
konnen. Als oxidative DNA-Schaden wurden 8-oxoG, AP-Lasionen und Formamido-
pyrimidine in ihrer Gesamtheit als Fpg-sensitive DNA-Modifikationen mit Hilfe der
Alkalischen Elution (siehe Kapitel 4.2.9) bestimmt. Fpg (Formamidopyrimidin-N-
Glykosylase, siehe Kapitel 4.1.7.5) ist ein bakterielles Reparaturprotein, welches die
eben genannten Modifikationen erkennt. In einem Ansatz ohne Zugabe von Fpg
wurden auflerdem die Einzelstrangbriche bestimmt.

5.3.1 Einfluss einer Cytochrom 2E1-Uberexpression auf die basalen
Gleichgewichtsspiegel Fpg-sensitiver DNA-Modifikationen in V79-
Zellen und MEF(csb”"/ogg1”/")CYP2E1-Zellen

Da Cytochrom 2E1 im Verdacht steht, auch ohne Substratumsatz reaktive
Sauerstoffspezies durch Einelektronentransfer auf molekularen Sauerstoff (mit Hilfe
von Cytochromreduktase) zu generieren (siehe Kapitel 2.2.3.2), war es interessant
zu untersuchen, ob die Uberexpression des Enzyms erhohte oxidative DNA-Schaden
in CYP2E1-Uberexprimierenden MEFs und/oder V79-Zellen verursacht.

Daher wurden V79-Zellen, die durch Transfektion das humane Enzym Cytochrom
2E1 Uberexprimieren (V79-CYP2E1) im Vergleich zu Wildtypzellen (V79) untersucht



ERGEBNISSE 92

(siehe Kapitel 4.1.6). Zusatzlich wurden csb’/ogg1” MEFs, die ebenfalls durch
Transfektion Cytochrom 2E1 Uberexprimieren (MEF(csb”/ogg1”)CYP2E1, siehe
Kapitel 4.1.6 und 4.2.1.7) und dazugehorige Vector-only-Kontrollen untersucht. Wie
in Kapitel 2.3.2 bereits erlautert, sind diese Zellen defizient in dem Reparaturprotein
Ogg1, welches 8-o0xoG in der DNA erkennt, herausschneidet und so die Repartur
des wichtigsten oxidativen DNA-Schadens einleitet. Zusatzlich sind diese Zellen
defizient im Cockayne Syndrom B-Protein-Protein (Csb), welches fir eine backup-
Reparatur fiir Ogg1 verantwortlich gemacht wird, da in ogg7”-MEFs nur eine
verzogerte Reparaturkapazitat, in csb'/'/ogg1'/' double-knockout-MEFs aber keinerlei
Reparaturkapazitat mehr festgestellt wurde (Osterod, 2002a). Um einen vermuteten
kleinen Anstieg der basalen Gleichgewichtsspigel oxidativer DNA-Schaden sichtbar
zu machen, wurden diese reparaturdefizienten double-knockout-Zellen als
Ausgangszellinie zur Uberexpression von Cytochrom 2E1 ausgewahlt. Durch die
Aufzucht von mehreren Klonen standen drei Uberexprimierende Zelllinien (Klon 1, 2
und 4) und zwei Vector-only-Kontroll-Zelllinien (Klon 50, 51) zur Verfigung.

A B
0,54 BV
0,5 - & B V79-CYP2E1
1CYP2E1-Uberexprimierer S 0,4 - o
- c
0.4 Vector-only-Kontrollen 2
4 (] n=8
% 0,3 -
0,3 - 2 ‘
=
- )
= 0,2 -
0,2 - o
] 2
‘»
0,1 g 0,11
¢
1 o
<3
0- L 0

Fpg-sensitive Modifikationen / 10° bp

Kion1 Klon2 Klon4 Klon 50 Kion 51

Abbildung 31 A und B: Vergleich der basalen Gleichgewichtsspie/gel I—;pg—sensitiver DNA-
Modifikationen von A: unbehandelten MEF(csb”/ogg1”)CYP2E1-Zellen und
dazugehoérigen Vector-only-Kontrollen (n=2-3) und B: unbehandelten V79- und
V79-CYP2E1-Zellen. Bei der Berechnung der Fpg-sensitiven Modifikationen
wurden die zunéchst miterfassten Einzelstrangbriiche subtrahiert (siehe Kapi-
tel 4.2.9).

Entgegen der Erwartung zeigt sich bei beiden Zelltypen kein Unterschied der
Genotypen in den Hintergrundspiegeln oxidativer DNA-Schaden. Obwohl alle diese
Zellen Reduktase exprimieren, verursacht Cytochrom 2E1 in diesen Zellen ohne
Substratumsatz keine Fpg-sensitiven Lasionen. Daher ist anzunehmen, dass die
ROS nur in geringem Umfang produziert wurden und so im Gleichgewicht von
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Entstehung und Reparatur oxidativer Schaden keinen signifikanten Beitrag leisten
konnten. Eine andere Erklarung ist das Abreagieren der ROS mit anderen
Makromolekulen (z.B. Membranen, Proteine), das heil’t, dass deren Halbwertszeit zu
kurz war, um die DNA zu erreichen.

Sodannn wurde untersucht, ob die Oxidation eines physiologisch relevanten
Substrats von Cytochrom 2E1 und die damit verbundene vermehrte ROS-Bildung
einen zusatzlichen DNA-Schaden generiert. Ethanol (EtOH) ist ein solches Substrat
mit groRRer pathophysiologischer Bedeutung fir den Menschen (siehe Kapitel
2.2.3.2). Alkoholmissbrauch kann Uber die Induktion von Cytochrom 2E1 bei
gleichzeitiger Einnahme von Pharmaka zu so genannten Arzneimittelinteraktionen
mit schweren toxischen Wirkungen flhren. Aulerdem steht Ethanol in Verdacht,
Uber die Verstoffwechslung durch Cytochrom 2E1 und der damit verbundenen ROS-
Entstehung zum Leberversagen beizutragen (Cederbaum, 1991).
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Abbildung 32 A und B: Fpg-sensitive Modifikationen nach e/ner 24stund/gen Ethanolinkubation unter
Kulturbedingungen von A: MEF(csb ‘oggT1” )CYP2E1 -Zellen (nur Kilon 1) und
B: V79-CYP2E1-Zellen (n=3-8). Zum Ausgleich von verdunstetem Ethanol
wurde nach 12 h das Medium verworfen und erneut ethanolhaltiges Medium
auf die Zellen gegeben. Der Wert fiir 0 % Ethanol wurde aus Abbildung 31 A
bzw. B libernommen. Bei der Berechnung der Fpg-sensitiven Modifikationen
wurden die zun&chst miterfassten Einzelstrangbriiche subtrahiert (siehe Kapi-
tel 4.2.9).

Die Zellen wurden 24 h unter Kulturbedingungen mit Ethanol inkubiert, wobei das
ethanolhaltige Medium nach 12 h erneuert wurde.

Bei den MEF(csb-/-/ogg1-/-)CYP2E1-Zellen wurde nur Klon 1 untersucht. Trotz hoher
Ethanolkonzentrationen bis zur Toxizitatsgrenze (1 % Ethanol zeigte sichtbare
Wachstumshemmung, Daten nicht gezeigt) lieRen sich in keiner der untersuchten
Zelllinien erhohten Fpg-sensitiven DNA-Modifikationen nachweisen (Abbildung 32).
Aus diesem Grund sollte anhand der V79-CYP2E1-Zellen untersucht werden, ob sich
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die Zellen gegenuber einer erhohten Anzahl von ROS mit einer vergrof3erten
antioxidativen Abwehr schutzen.

5.3.2 Einfluss des intrazellularen Glutathionspiegels auf die Induzierbar-
keit oxidativer DNA-Schaden durch Ethanol

Das Tripeptid Glutathion (GSH) stellt ein wichtiges intrazelllares Antioxidans dar. Es
dient der Reduktion von H,O, durch Gluthathionperoxidase zu Wasser, wobei GSH
selbst zu GSSG oxidiert wird. Um die These der vergro3erten antioxidativen Abwehr
in V79-CYP2E1-Zellen zu uberprifen, wurde aus V79-CYP2E1- und V79-Zellen ein
cytosolischer Extrakt hergestellt, in dem photometrisch der Glutathiongehalt bestimmt
wurde. Die Durchfiihrung des Versuchs ist in Kapitel 4.1.7.4 beschrieben.
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Abbildung 33: Vergleich der intrazelluldren GSH-Konzentration in ungeschédigten V79- und

V79-CYP2E1-Zellen. Der Versuch wurde wie in Kapitel 4.1.7.4 beschrieben
durchgefiihrt.

Entgegen der Erwartung zeigt sich bei den V79-CYP2E1-Zellen kein erhdohter GSH-
Gehalt. Die Uberexpression von CYP2E1 wirkt sich also nicht auf den GSH-Gehalt
der Zelle aus (Abbildung 33).

Daruber hinaus war es interessant zu untersuchen, ob nach einer Absenkung der
Glutathionspiegel die Induktion oxidativer DNA-Modifikationen durch Ethanol
nachweisbar sein wiarde. Zu diesem Zweck wurden V79-CYP2E1-Zellen durch
24stindige Behandlung mit Buthioninsulfoximin Glutathion-depletiert und anschlie-
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Gesamt-Glutathion [nmol/1 Mio

Rend fur weitere 24 h mit Ethanol unter Anwesenheit von BSO inkubiert. Buthionin-
sulfoximin ist ein selektiver, irreversibler Inhibitor der y-Glutamylcystein-Synthetase
(GCS), einem Enzym, das den ersten Schritt der Glutathion-Synthese katalysiert
(Griffith, 1979). Die Zellen wurden in Zellkulturflaschen mit BSO und/oder Ethanol
behandelt, abgelost und in zwei Portionen aufgeteilt. In einer Portion wurde der
Glutathion-Gehalt gemessen, um die Abwesenheit dieses Antioxidans zu verifizieren
(nicht bei 1% Ethanol durchgeflhrt, siehe Abbildung 34A). Die andere Portion des
jeweiligen Ansatzes wurde dazu verwendet, um mittels Alkalischer Elution die Anzahl
oxidativer Basenmodifikationen zu bestimmen. Die Depletion von Glutathion war in
allen Fallen erfolgreich (siehe Abbildung 34A).

Dennoch ist selbst bei einem Fehlen dieses Antioxidans, das die Bildung oxidativer
DNA-Modifikationen durch ROS beginstigen sollte, keine Zunahme dieser DNA-
Schaden nachzuweisen (Abbildung 34 B).
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Abbildung 34 A und B: A: Gesamtglutathiongehalt in V79-CYP2E1-Zellen nach 48 h GSH-Depletion
und Inkubation mit verschiedenen Ethanolkonzentrationen fiir weitere 24 h.
Zunéchst wurden die Zellen fiir 24 h mit 1 mM Buthioninsulfoximin (BSO)
GSH-depletiert, dann erfolgte die Zugabe von Ethanol fiir eine 24stiindige In-
kubation unter weiterer Anwesenheit von BSO(siehe Kapitel 4.2.4) (n=3). B:
Fpg-sensitive Modifikationen in V79-CYP2E1-Zellen nach 24 h Inkubation mit
verschiedenen Ethanolkonzentrationen in Kombination mit oder ohne GSH-
Depletion (Durchfiihrung wie unter A beschrieben). Die Werte ohne GSH-
Depletion wurden aus Abbildung 32 (ibernommen. Bei der Berechnung der
Fpg-sensitiven Modifikationen wurden die zunédchst miterfassten Einzel-
strangbriiche subtrahiert (siehe Kapitel 4.2.9) (n=3-8).

Aus diesem Ergebnis kann man schliellen, dass entweder durch Ethanoloxidation
keinen nennenswerten Mengen an ROS entstehen oder diese nicht bis in den Kern
vordringen.
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Daher sollte nun abschlielend geklart werden, ob Ethanol in beiden Zelllinien zu
einem veranderten Glutathionspiegel fuhrt. Dazu wurden beide Zelllinien erneut fir
24 h mit Ethanol inkubiert und dann der Glutathiongehalt gemessen.
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Abbildung 35: Glutathiongehalt von V79- und V79-CYP2E1-Zellen nach 24 h Inkubation mit
verschiedenen Ethanolkonzentrationen (EtOH). Das genaue Protokoll ist in
Kapitel 4.2.5 beschrieben (n=3).

Uberraschenderweise reagieren beide Zelllinien auf die Ethanolbehandlung
konzentrationsabhangig mit einer Zunahme des Glutathiongehaltes. Daher ist diese
Reaktion nicht genotypspezifisch und unabhangig von der Cytochrom 2E1-
Expression.

Insgesamt lasst sich durch Ethanol weder in Wildtypzellen noch in Zellen, die
Cytochrom 2E1 exprimieren, ein messbarer oxidativer DNA-Schaden induzieren.
Selbst bei Depletion von Glutathion, einem wichtigen zelluldren Antioxidans, lasst
sich keine Erhoéhung der basalen Gleichgewichtsspiegel oxidativer DNA-Schaden
messen. Da auch nach vorheriger GSH-Depletion in V79-CYP2E1-Zellen durch
Ethanol keine oxidativen Schaden verursacht werden kénnen, ist diese Unempfind-
lichkeit gegenuber Ethanol und dessen Metabolismus glutathionunabhangig.
Mdgliche Mechanismen der beobachteten, von der CYP2E1-Expression unabhangi-
gen Induktion von GSH durch Ethanol werden in Kapitel 6.4 diskutiert.
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5.3.3 Einfluss einer Uberexpression der humanen Cytochromreduktase in
V79-Zellen auf die basalen Gleichgewichts-spiegel Fpg-sensitiver
DNA-Moadifikationen und auf die Suszeptibilitat gegeniiber einer

Schadigung mit Durochinon

Jedes Cytochrom in der Zelle kann nur dauerhaft oxidativen Metabolismus betreiben,
wenn es durch eine dazugehorige Reduktase flr den nachsten Reaktionszyklus
reduziert wird. Bisher ist nur eine Reduktase in Saugern bekannt, die fur alle
Isoenzyme des Cytochromsystems zustandig ist. Der Vielfalt der Cytochrome steht
also eine einzige, aber universell einsetzbare Cytochromreduktase (Reduktase,
Oxidoreduktase) gegenuber. Wie in Kapitel 2.2.3.2 erlautert, kann die entkoppelte
Reduktase zur Entstehung von ROS im Fremdstoffmetabolismus beitragen, jedoch
hangt der Grad der Entkopplung, also die Menge der produzierten ROS, stark vom
Isoenzym ab. Da Cytochrom 2E1 fur eine starke Entkopplung bekannt ist, wurde sein
Einfluss auf intrazellulare ROS-Generierung und den daraus resultierenden
oxidativen DNA-Schaden im vorangegangenen Kapitel untersucht. Nun sollte der
Einfluss der Reduktase auf die basalen Gleichgewichtspiegel oxidativer DNA-
Modifikationen von V79-Zellen untersucht werden. Dazu wurde in V79-Zellen, die
durch Transfektion das Enzym humane Cytochromreduktase Gberexprimieren (V79-
hOR, siehe Kapitel 4.1.6) zunachst deren Hintergrundspiegel oxidativer DNA-
Schaden im Vergleich zur Ausgangszellinie V79 (Wildtyp) bestimmt. Im Folgenden
sollte dann ermittelt werden, ob sich durch die Inkubation mit einem ,Redoxcycler”,
der auf die Elektronenzufuhr Gber eine Reduktase angewiesen ist, vermehrt oxidative
DNA-Schaden generieren lassen. Auflerdem sollte untersucht werden, ob die
Expression der Reduktase zu einer genetischen Instabilitat der Zelle fuhrt.

5.3.3.1  Einfluss einer Uberexpression der humanen Cytochromreduktase
in V79-Zellen auf die basalen Gleichgewichtsspiegel Fpg-sensitiver
DNA Modifikationen

In Erwartung erhohter basaler Gleichgewichtsspiegel oxidativer DNA-Modifikationen
in unbehandelten V79-hOR-Zellen sollten diese im Vergleich zu den unbehandelten
Wildtypzellen (V79) gemessen werden.
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Abbildung 36: Basale  Gleichgewichtsspiegel  Fpg-sensitiver =~ DNA-Modifikationen in

ungeschédigten V79- und V79-hOR-Zellen. Bei der Berechnung der Fpg-
sensitiven Modifikationen wurden die zunéchst miterfassten Einzelstrangbrii-
che subtrahiert (siehe Kapitel 4.2.9) (n=3).

Entgegen der Erwartung zeigt sich bei den Uberexprimierern kein erhéhter DNA-
Schaden. Die Genotypen unterscheiden sich nicht in ihren basalen Gleichgewichts-
spiegeln oxidativer DNA-Modifikationen. Eine Erklarung fur die fehlende Wirkung der
Reduktaseuberexpression konnte eine gesteigerte Antioxidative-Abwehr sein. Wie
bereits im vorangegangenen Kapitel beschrieben, sollte daher der Gesamtgluta-
thiongehalt in beiden Zelllinien gemessen werden. Die Durchfihrung des Versuchs
ist in Kapitel 4.2.5 beschrieben.
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Abbildung 37: Vergleich des Gesamt-Glutathion-Gehaltes von ungeschédigten V79- und

V79-hOR-Zellen. Die genaue Durchfiihrung des photometrischen Versuchs
ldsst sich in Kapitel 4.2.5 nachlesen (n=3-4).
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Leider zeigte sich hier wie bei den V79-CYP2E1-Zellen (siehe Abbildung 33) kein
Unterschied im Glutathiongehalt zum Wildtyp. Aufgrund des ausbleibenden Effektes
war es nun interessant zu untersuchen, ob sich mittels einer Glutathion-Depletion
gegenuber den basalen Spiegeln messbar erhdhte oxidative DNA-Schaden zeigen.
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Abbildung 38: Vergleich der basalen Gleichgewichtsspiegel Fpg-sensitiver DNA-

Modifikationen nach 24stiindiger Glutathion-Depletion von V79- und V79-
hOR-Zellen. Die Werte ohne GSH-Depletion sind aus Abbildung 36 (iber-
nommen. Der Unterschied zwischen depletierten und nicht-depletierten V79-
hOR-Zellen ist signifikant nach dem Student’schen T-Test. Bei der Berech-
nung der Fpg-sensitiven Modifikationen wurden die zunéchst miterfassten
Einzelstrangbriiche subtrahiert (siehe Kapitel 4.2.9) (n=3-5).

Im Unterschied zu den CYP2E1-Zellen (siehe Abbildung 34) erhalten wurden,
zeigten die V79-hOR-Zellen nach Glutathion-Depletion einen gegeniber den basalen
Gleichgewichtsspiegeln erhdhten DNA-Schaden.

Mit diesem Ergebnis konnte also gezeigt werden, dass die durch die Reduktase-
Uberexpression gebildeten ROS in der Lage sind, nach Depletion von Glutathion
einen signifikanten oxidativen DNA-Schaden zu verursachen. Damit zeigt sich auch
die wichtige Rolle von Glutathion als Antioxidans zum Schutz der Integritat der DNA.
Erst wenn das Glutathion depletiert ist, sind die gebildeten ROS in der Lage, die DNA
zu schadigen. In Zellen mit physiologischem Glutathiongehalt tritt dieser Effekt nicht
auf, da die ROS Uber verschiedenen Abwehrmechanismen und hauptsachlich mit
Hilfe von GSH unschadlich gemacht werden.

5.3.3.2  Einfluss einer Durochinon-Inkubation auf die basalen Gleichge-
wichtsspiegel Fpg-sensitiver DNA-Modifikationen in V79-Zellen

Zusatzlich zu obigen Experimenten zum alleinigen Effekt der Reduktase-
Uberexpression in V79-Zellen, sollte die Wirkung eines Substratumsatzes der
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Reduktase untersucht werden. Dies ist interessant, da insbesondere durch
Redoxcycler und deren Metabolismus uber die Cytochromreduktase ROS endogen
produziert werden. Der Mensch ist in seinem taglichen Leben einer Vielzahl
verschiedener Redoxcycler ausgesetzt: Pflanzenschutzmittel und einige Pharmaka
sind haufig aus solchen Verbindungen aufgebaut. Haufig kann die Toxizitat der
Stoffe auf die Entstehung von ROS in den Zellen des betroffenen Organismus
zurtckgefuhrt werden. So wird z. B. die Kardiotoxizitat der Anthracycline, einer
Gruppe von Zytostatika, die die DNA-Synthese hemmen, der Bildung von ROS
zugeschrieben (siehe Kapitel 2.4.1). Aber auch endogene Chinone wie Ostrogen
oder Noradrenalin sind zum Redoxcycling in der Lage.

Aus diesem Grund wurden in den nachfolgenden Experimenten V79- und V79-hOR-
Zellen mit einem Redoxcycler inkubiert und dann die Fpg-sensitiven DNA-
Modifikationen mittels Alkalischer Elution bestimmt. Flr diese Experimente wurde der
Redoxcycler Durochinon (Tertramethyl-p-benzochinon) gewahlt (siehe Kapitel 2.4.1).
Dieser dient der Cytochromreduktase als Substrat fur eine Ein-Elektronen-Reduktion
und produziert so Uber eine Kreisreaktion (Uber eine Autoxidation des entstandenen
Semichinons) zum Hydrochinon (siehe Abbildung 14) Superoxid.

Die Zellen wurden jeweils 30 min unter Kulturbedingungen mit Durochinon inkubiert.
In den Versuchen mit GSH-Depletion wurde diese fur 24 h vor der Durochinon-
Inkubation durchgefuhrt. Die genaue Versuchsdurchfuhrung ist in Kapitel 4.2.4
beschrieben. Zur Untersuchung des genotypspezifischen Effektes wurden zunachst
die Wildtypzellen untersucht.
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Abbildung 39 A und B: DNA-Modifikationen von V79-Zellen nach einer 30minditigen Inkubation mit
verschiedenen Konzentrationen des Redoxcyclers Durochinon ohne (A) und
mit (B) vorheriger Glutathion-Depletion. Die zunéchst miterfassten Einzel-
strangbriiche wurden bei der Berechnung der Fpg-sensitiven und T4 Endo V-
sensitiven Modifikationen subtrahiert (siehe Kapitel 4.2.9) (n=3-4).

Abbildung 39 A und B zeigt die nach 30minutiger Durochinoninkubation in Wildtyp
V79-Zellen gemessenen Einzelstrangbriche (ssb), Fpg-sensitiven und T4Endo V-
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sensitive DNA-Modifikationen (AP-Lasionen) (siehe Kapitel 4.2.9). In Abbildung 39 A
wurden die Zellen zunachst fir 24 h Glutathion-depletiert. Die Fpg-sensitiven DNA-
Modifikationen und die AP-Lasionen steigen weder mit noch ohne vorherige GSH-
Depletion gegenuber den basalen Hintergrundspiegeln (O uM Durochinon) an. Die
Einzelstrangbriche steigen in dem Experiment ohne vorherige Glutathion-Depletion
(Abbildung 39 A) nur leicht an, bei Abbildung 39 B ist gar kein Anstieg zu erkennen.
Zusammenfassend lasst sich sagen, dass sich die Gleichgewichtsspiegel verschie-
dener oxidativer DNA Modifikationen in V79-Wildtypzellen nicht durch eine
Inkubation mit dem Redoxcycler Durochinon beeinflussen lassen. Identische
Experimenten wurden mit den V79-hOR-Zellen durchgeflihrt.
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Abbildung 40 A und B: DNA-Modifikationen von V79-hOR-Zellen nach einer 30minlitigen Inkubation
mit verschiedenen Konzentrationen des Redoxcyclers Durochinon ohne (A)
und mit (B) vorheriger Glutathion-Depletion. Die zundchst miterfassten Einzel-
strangbriiche wurden bei der Berechnung der Fpg-sensitiven, T4 Endo V-
sensitiven und den Endo IV-sensitiven Modifikationen subtrahiert (siehe Kapi-
tel 4.2.9) (n=3-4).

Gegenuber den Wildtyp-Ergebnissen zeigen die V79-hOR-Zellen ohne vorherige
Glutathion-Depletion (Abbildung 40 A) eine deutliche konzentrationsabhangige
Zunahme an Einzelstrangbriichen und Fpg-sensitiven DNA-Modifikationen. Durch
zusatzliche Glutathion-Depletion (Abbildung 40 B) steigen sowohl die Fpg-sensitiven
Lasionen als auch die Einzelstrangbriiche um ein Vielfaches im Vergleich zum nicht
GSH depletierten Experiment (Abbildung 40 A) an. AP-Lasionen entstehen weder mit
noch ohne zusatzliche GSH-Depletion. In der rechten Abbildung ist auffallig, dass
beide Lasionen (ssb und Fpg) im Verhaltnis 1:1 auftreten.

Im Unterschied zu Ergebnissen, die mit CYP2E1-Zellen erhalten wurden (siehe
Kapitel 5.3.2), zeigt sich hier ein genotypspezifischer Unterschied. Durch die
Expression der Reduktase werden mit Hilfe von Durochinon ROS generiert, die die
DNA oxidativ schadigen. Das Ausmal’ des Schadens ist glutathionabhangig, da sich

1,4
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nach GSH-Depletion um ein Vielfaches hohere DNA-Schaden messen lassen als
ohne GSH-Depletion. Der Vergleich mit den Wildtyp-Experimenten zeigt, dass
Durochinon nur dann DNA-schadigend wirkt, wenn Cytochromreduktase vorhanden
ist. Durochinon alleine verursacht keinen DNA-Schaden (siehe Abbildung 39).

Da ein genotypspezifischer Unterschied in der Suszeptibilitdt gegentber oxidativen
DNA-Schaden durch Durochinon gefunden wurde, war es naheliegend zu
untersuchen, ob die Proliferation der Zellen durch Durochinon (genotypspezifisch)
beeinflusst wird. Zu diesem Zweck sollte das Proliferationsverhalten der Zellen nach
einer 30minutigen Durochinoninkubation und anschlieRender 48stlindiger Recovery-
Zeit Uberpruft werden.

5.3.4 Untersuchung der Proliferationshemmung durch Durochinon bei
Glutathion-depletierten V79- und V79-hOR-Zellen

Fur diese Versuche wurden GSH-depletierte V79- und V79hOR-Zellen fiir 30 min mit
verschiedenen Durochinon-Konzentrationen inkubiert, danach einmal gewaschen
und unter Kulturbedingungen in Routinemedium fiir 48 h weiterkultivert (Recovery-
Zeit). Der in der Graphik angegebene Proliferationsfaktor gibt die Anzahl der
Vervielfachungen der urspriinglichen Zellpopulation wahrend der zwei Tage nach der
Durochinoninkubation wider. Die genaue Versuchsdurchfihung ist in Kapitel 4.2.6
beschrieben.
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Abbildung 41: Proliferationshemmung von GSH-depletierten (siehe Kapitel 4.2.4) V79- und

V79-hOR-Zellen nach 30miniitiger Inkubation mit Durochinon und an-
schlieBender Recovery-Zeit von 48 h. Berechnung des Proliferationsfaktors:
Anzahl der adhérenten Zellen nach Inkubation dividiert durch die Anzahl der
adhérenten Zellen vor Beginn der Inkubation. Die Zellzahl vor Beginn der In-
kubation wird mittels einer identisch mitgefiihrten Referenzflasche ermittelt,
deren Zellpopulation zum Zeitpunkt des Inkubationsbeginns abgeldst, gezéhlt
und anschlieBend verworfen wird (n=3).
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Wie zu erwarten war, Iasst sich bei V79-Zellen keine Toxizitat erkennen, auch nicht
bei hohen Konzentrationen des Redoxcyclers. Dies spiegelt das Ergebnis der DNA-
Schadensuntersuchung wider. Ohne Reduktaseexpression verursacht Durochinon
auch in hohen Konzentrationen keine DNA-Schaden. Bei V79-hOR-Zellen hingegen
zeigt sich eine deutliche Wachstumshemmung schon bei relativ kleinen Konzentrati-
onen. Bei hohen Dosen findet nach der Durochinoninkubation gar keine Verdopplung
mehr statt, hier nahert sich die Kurve dem Proliferationsfaktor 1 an.

Somit zeigt sich auch bei der Zytotoxizitat von Durochinon ein genotypspezifischer
Effekt, der mit dem DNA-Schadens-Ergebnis korreliert. AusschlieRlich in V79-hOR-
Zellen wirkt Durochinon zytotoxisch, was zu einem erhdhten oxidativen DNA-
Schaden und zu einer Proliferationshemmung flihrte.

5.3.5 Suszeptibilitat von V79- und V79-hOR-Zellen gegeniiber der
Induktion von Mikrokernen nach Glutathion-Depletion

Neben der Bestimmung oxidativer DNA-Modifikationen durch Fpg-Protein in der
Alkalischen Elution, war es interessant, das Mall aneugener bzw. klastogener
Schadigung in der DNA von V79- und V79-hOR-Zellen mit und ohne GSH-Depletion
zu quantifizieren. Dazu wurde die Anzahl der Mikrokerne bestimmt. Wie bereits in
Kapitel 4.2.7 beschrieben, handelt es sich bei Mikrokernen um abgespaltene
Chromosomen bzw. Chromosomenbruchsticke, die durch klastogene bzw.
aneugene Behandlung hervorgerufen und bei der Kernteilung sichtbar werden
(Romagna, 1993). Hier sollte der Mikrokerntest dazu genutzt werden, gentoxische
Konsequenzen der Expression von Cytochromeduktase in V79-Zellen aufzuzeigen.
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Abbildung 42: Anzahl der Mikrokerne pro 2000 Kerne in V79- und V79-hOR-Zellen mit bzw.
ohne GSH-Depletion (n=3). Die Versuchsdurchfiihrung ist in Kapitel 4.2.7 be-
schrieben.
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Abbildung 42 zeigt bei V79-hOR-Zellen mit GSH-Depletion eine erhdhte Anzahl
Mikrokerne, was eine groRere genomische Instabilitdt bedeutet, als in den V79-hOR
Zellen mit physiologischem Glutathiongehalt.

Erstaunlicherweise flhrt die GSH-Depletion auch in Wildtyp-Zellen zu einer erhéhten
Anzahl Mikrokerne. Ebenfalls neu ist, dass hier schon ein deutlicher Unterschied
zwischen den Genotypen ohne GSH-Depletion zu erkennen ist: V79-hOR-Zellen
weisen hohere Mikrokernraten auf als der Wildtyp.

Insgesamt konnte also gezeigt werden, dass die Expression der Reduktase flr die
Toxizitat des Redocxyclers Durochinon notwendig ist. Desweiteren fuhrt die
Expression der Reduktase zu erhdhter genetischer Instabilitat, was darauf schliel3en
lasst, dass sie auch ohne exogene Substratzugabe an der Generierung von ROS
beteiligt ist, welche die DNA schadigen kdnnen. Zusammenfassend Iasst sich sagen,
dass Enzyme des Fremdstoffmetabolismus malgeblich an der Entstehung
endogener ROS beteiligt sind und auch ohne Zusatz von Substrat die DNA
schadigen kdnnen.
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6 DISKUSSION

6.1 Uracil akkumuliert im Genom von ung-knockout-Zellen

und Geweben

Zur Untersuchung der Bedeutung basaler Gleichgewichtsspiegel verschiedener
DNA-Schaden, kann deren Héhe durch Hemmung oder Stimulation der Reparatur
beeinflusst werden. Zur Reparatur von Uracil in der DNA ist Ung2 die wichtigste
dieser Glykosylasen, die schon 1974 entdeckt wurde (Lindahl, 1974), aber erst einige
Jahre spater gelang es mehreren Arbeitgruppen, das Gen zu klonieren und nach der
Proteingewinnung funktionell zu untersuchen (Olsen et al., 1989; Slupphaug et al.,
1995). Mit der Generierung von ung-knockout-Mausen (Nilsen et al., 2000) wurde ein
neues und effektives Werkzeug zur Untersuchung der basalen Gleichgewichtsspie-
gel von Uracil in der DNA geschaffen.

In den Versuchen der vorliegenden Arbeit wurden aus diesen ung'/'-Méusen
gewonnene immortalisierte Maus Embryo Fibroblasten (MEFs, Mausfibroblasten)
ebenso wie verschiedenen Organe der Tiere untersucht. Zunachst wurde mit Hilfe
der Alkalischen Elution (siehe Kapitel 4.2.9) erstmals quantitativ der basale
Gleichgewichtspiegel von Uracil in der DNA gemessen. Bisher waren ung'/'-ZeIIen
nur semi-quantitativ im Comet Assay untersucht worden. Diese Versuche zeigten
eine Akkumulation von Uracil in der DNA der knockout-Mausfibroblasten im Vergleich
zum Wildtyp (Nilsen et al., 2000). Zur Quantifizierung und damit zum prazisen
Vergleich mit anderen DNA-Schaden endogenen Ursprungs sollten nun die basalen
Gleichgewichtsspiegel der Ung2-sensitiven DNA-Modifikationen sowie zusatzlich der
AP-Lasionen ermittelt werden. So ergab sich fur die basalen Gleichgewichtsspiegel
ein Wert von 0,59 +/- 0,1 Ung2-sensitive DNA-Modifikationen pro 106 bp (siehe
Abbildung 24) in ung”-Mausfibroblasten. Im Gegensatz dazu lagen in ung™*-
Mausfibroblasten die Ung2-sensitiven DNA-Modifikationen unterhalb der Nachweis-
grenze (<0,05/10° bp). Diese Ergebnisse passen zu Erkenntnissen, die mittels HPLC
gewonnen wurden. So konnten Goulian und Kollegen in humanen Wildtyp-
Lymphzellen kein Uracil in der DNA nachweisen (Goulian et al., 1980). Die im
Rahmen dieser Arbeit ermitttelten Werte der Einzelstrangbriiche (ssb) und AP-
Lasionen beider Genotypen befanden sich ebenfalls unterhalb der Nachweisgrenze.
Mit diesen Ergebnissen ist zum ersten Mal ein Vergleich der Hohe basaler
Gleichgewichtspiegel verschiedener DNA-Schaden mdoglich. So wurden in unserer
Arbeitgruppe von Marcel Osterod bereits die Fpg-sensitiven Lasionen, welche vor
allem 8-oxo-Guanin reprasentieren, in den gleichen Wildtyp-Mausfibroblasten
bestimmt. Diese liegen bei 0,2 +/- 0,8 Lasionen pro 10° bp (Osterod et al., 2001) und
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sind damit um ein Vielfaches hoher als die basalen Gleichgewichtsspiegel Ung2-
sensitiver DNA-Modifikationen. Daher wird deutlich, dass die DNA-Reparatur in der
Lage ist, das Genom weitaus freier von Uracil als von 8-0xoG zu erhalten. Dies kann
zwei Ursachen haben: Unter der Annahme einer vergleichbaren Reparaturkapazitat
von Uracil und 8-oxoG kann der Eintrag des jeweiligen Schadens unterschiedlich
sein, d.h. es musste mehr 8-oxoG gebildet werden als Uracil durch Fehleinbau oder
Desaminierung in die DNA gelangen. Die andere Erklarung ware -unter der
Annahme einer ahnlichen Bildungsgeschwindigkeit beider L&sionen- eine unter-
schiedlich effektive Reparatur. Die Theorie der unterschiedlich effektiven Reparatur
lasst sich durch den Vergleich beider knockout-Modelle beleuchten: In den
Untersuchungen von Marcel Osterod standen ogg1'/'-MausfibrobIasten zur
Verfligung, die durch den knockout des ogg7-Gens nicht mehr in der Lage sind,
8-0x0G zu reparieren. Diese ogg7”-Mausfibroblasten zeigten gegeniiber den
Wildtyp-Fibroblasten nur einen sehr geringen Anstieg (Klungland et al., 1999) der
Fpg-sensitiven DNA-Modifikationen. Dagegen fuhrt der Ausfall des wichtigsten
Uracil-reparierenden Enzyms zu einer Erhdhung der Gleichgewichtspiegel an Uracil
in der DNA um ein Vielfaches gegeniber dem Wildtyp (siehe Abbildung 24). Dieser
Unterschied verdeutlicht die unterschiedliche Effizienz der in beiden knockout-
Mausen vorhandenen backup-Reparatur. Die backup-Reparatur in den ung'/'-Méusen
scheint daher weniger gut den Ausfall des ung-Gens zu kompensieren als die
backup-Reparatur in den ogg1'/'-Méusen den Ausfall des ogg7-Gens.

Neben den Mausfibroblasten wurden auch frisch isolierte Zellen verschiedener
Organe aus ung'/'-Méusen und den korrespondierenden Wildtypmausen untersucht.
Hier zeigt sich ein anderes Bild als bei den MEFs. Die Organe Leber und Milz zeigen
einen -im Vergleich zum Wildtyp- erhéhten basalen Gleichgewichtsspiegel an Uracil
in der DNA (

Abbildung 25). Diese Ergebnisse werden mit Daten aus dem Comet Assay, bei dem
ebenfalls verschiedene Organe der knockout-Mause im Vergleich zu Wildtyp-Tieren
untersucht wurden, bestatigt (Andersen et al., 2004). Auffallig ist der sehr viel
geringere basale Gleichgewichtsspiegel Ung2-sensitver DNA-Modifikationen in der
DNA von Leber- und Milzzellen der ung”-Mause im Vergleich zum basalen
Gleichgewichtsspiegel in den ung'/'-MausfibrobIasten. Die nur leichte Erhéhung der
basalen Gleichgewichtspiegel Ung2-sensitver DNA-Modifikationen in ung'/'- im
Vergleich zu ung”"-MiIzzeIIen werden gestutzt durch Daten zur spontanen
Mutationsfrequenz eines lagl-Transgens in Milzzellen. Nilsen und Kollegen konnten
zeigen, dass die Mutationsfrequenz in Milz (und Thymus) nur marginal (1,4fach)
gegentber dem Wildtyp erhéht ist (Nilsen et al., 2000).
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6.2 Die Hauptquelle fiir Uracil in der DNA ist der Fehleinbau
von dUMP wahrend der Replikation und nicht die Cytosin-

desaminierung

Erste Hinweise auf die Hypothese, dass der Fehleinbau von dUMP wahrend der
Replikation und nicht die Cytosindesaminierung die Hauptquelle fur Uracil in der DNA
stellt, gaben die Untersuchungen an frisch isolierten Spermien sowie Milz- und
Leberzellen von ung-knockout- und Wildtypmausen im Vergleich zu den MEFs. Da
die knockout-MEFs sehr viel hdhere basale Gleichgewichtspiegel an Uracil in der
DNA als die Zellen verschiedener Organe der knockout-Mause aufweisen, lag die
Vermutung nahe, dass die Proliferation einen entscheidenden Einfluss auf die Hohe
der basalen Uracil-Spiegel in der DNA zu haben scheint, da die Replikation eine
bedeutende Quelle fir Uracil in der DNA ist. Die Organe Leber und Milz sind im
Vergleich zu den MEFs mit Verdopplungszeiten von 22-26 h nur -wenn Uberhaupt-
langsam proliferierende Gewebe. Die reifen Spermien, die bei den Untersuchungen
dieser Arbeit verwendet wurden, proliferieren sogar gar nicht mehr. Vergleicht man
also reife Spermien mit Leber und Milz, so lasst sich vermuten, warum bei den
Fortpflanzungszellen sogar gar kein Anstieg der Ung2-sensitiven Lasionen durch den
knockout zu erkennen ist. Reife Spermien teilen sich nicht mehr und bauen so Uber
diesen Weg kein Uracil mehr in die DNA ein. Die in den Zellen noch vorhandene
Smug1-Reparaturglykosylase, die eine geringere Kapazitat als Ung2 hat, ibernimmt
hier (wie naturlich auch bei Leber und Milz) die Reparatur von Uracil, welches Uber
Cytosindesaminierung weiterhin in der DNA der reifen Spermien entsteht.

Ob nun die Replikation und damit der Fehleinbau von dUMP die Hauptquelle fir
Uracil in der DNA ist, wurde untersucht, indem die Proliferation der Zellen beeinflusst
wurde. Zu dieser Untersuchung des Einflusses der Proliferation auf basale
Gleichgewichtspiegel verschiedener DNA-Schaden, kann die Proliferation entweder
gehemmt oder gesteigert werden. In der vorliegenden Arbeit wurden beide
Vorgehensweisen jeweils mit unterschiedlichen Zelltypen angewendet: MEFs wurden
durch Konfluenz an der Zellteilung gehindert und primare Milzzellen durch
Behandlung mit Mitogenen zur Zellteilung angeregt (siehe Kapitel 4.1.7.8).

Acht Tage nach Erreichen der Konfluenz wurden die Ung2-sensitiven DNA-
Modifikationen der ung”-Mausfibroblasten und ung**-Mausfibroblasten gemessen.
Die ung+/+-MausfibrobIasten zeigten wie erwartet keine veranderten Uracil-Spiegel,
wohingegen die ung'/'-MausfibrobIasten um 50 % weniger Uracil in der DNA
aufweisen (Abbildung 26). Diese eindeutige Korrelation zwischen Proliferation und
Uracilgehalt der DNA wurde anhand primarer Milzzellen, die durch Mitogene zur
Zellteilung angeregt wurden, bestatigt: Diese akkumulieren mehr als doppelt so viele
Ung2-sensitive DNA-Modifikationen als Milzzellen ohne Teilungsstimuli (Abbildung
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27). Die verringerten Uracil-Spiegel der DNA konfluenter ung”-Mausfibroblasten
lassen sich auf die backup Reparatur zurickfihren, die in den Zellen noch
vorhanden ist. Die Literatur erlaubt die Vermutung, dass es sich dabei um Smug1
handelt (Nilsen et al., 2001). Smug 1 wird im Unterschied zu Ung2, welches in den
Replikationsgabeln der DNA teilungsaktiver Zellen akkumuliert, konstitutiv, also
unabhangig von Zellzyklus exprimiert (Kavli et al., 2002). Aus diesem Grund wird
angenommen, dass die backup-Reparaturkapazitat in sich teilenden und konfluenten
knockout-Zellen vergleichbar ist.

Eine alternative Erklarung fir die verringerten Uracil-Spiegel in konfluenten knockout-
MEFs, konnte die unterschiedlich schnelle Bildung von Uracil durch hydrolytische
oder enzymatische Cytosindesaminierung in proliferierenden Zellen im Vergleich zu
konfluenten sein. In den konfluenten Zellen liegt ein groRerer Tei des Genoms
einzelstrangig liegt, und die Desaminierung lauft in diesen Bereichen leichter ab als
in doppelstrangiger DNA. Dagegen spricht jedoch, die aus der Hydrolysegeschwin-
digkeit der DNA-Basen berechnete Bildung von nur 100-500 Uracilresten pro Tag
und Zelle (Frederico et al., 1990; Lindahl, 1993). Somit zeigen die Daten, dass der
Fehleinbau von dUMP wahrend der Replikation eine wichtigere Rolle fur die basalen
Gleichgewichtsspiegel Ung2-sensitiver DNA-Modifikationen spielt als die Cytosinde-
saminierung. Diese Ergebnisse werden gestutzt durch Erkenntnisse aus Versuchen
mit Teilleberentfernungen (Hepatektomie) in Mausen. So steigt innerhalb von 24 h
die Aktivitat an UDGs (gemessen als freies Uracil mittels HPLC) in den Lebern der
operierten Mause im Vergleich zu scheinoperierten Tieren um das 2-4fache an, was
auf den Proliferationsreiz, der auf das verbliebene Gewebe wirkt, zuriickgefuhrt wird
(Gombar et al., 1981). Auch neue Ergebnisse an Hefen verdeutlichen den
Zusammenhang zwischen Proliferation und Uracileinbau: Guillet und Kollegen
zeigten, dass eine Inaktivierung des ung-Gens AP-Endonuklease-defiziente
Mutanten (iberleben Iasst. Die Uberexpression von humanem Tdg hingegen (erkennt
U nur gegenuber A, also durch Fehleinbau entstandenes Uracil) kann die Letalitat
des vollstandigen AP-Endonuklease-Ausfalls in den Hefezellen nicht verhindern
(Guillet and Boiteux, 2003).

Nach der Betrachtung der basalen Gleichgewichtsspiegel von Uracil und der
Aufklarung der Hauptquelle flr diese fehlerhafte Base in der DNA, war es interessant
zu untersuchen, ob diese Hintergrundspiegel durch exogene Einfliisse veranderbar
sind. Eine Mdglichkeit mit klinischem Aspekt bot die Untersuchung der Auswirkung
von Uracilanalogen auf ung”- und ung*”*-Mausfibroblasten, welche als Hemmstoffe
der Thymidylatsynthase (TS) in der Chemotherapie eingesetzt werden.
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6.3 Fiir die Zytotoxizitat von Fluorpyrimidinen sind weder

Uracileinbau noch dessen Reparatur notwendig

In den 50er Jahren des letzten Jahrhunderts flhrte der Befund, dass Rattenhepa-
tomzellen exogen zugeflihrtes Uracil schneller verstoffwechselten als gesunde
Zellen, zu der Vermutung, dass der Uracil-Metabolisms ein mdgliches Target in der
Krebstherapie darstellt (Rutmann et al., 1954). Fluranaloga des Uracils (5-FU und 5-
FdUrd, siehe Kapitel 2.4.2) erlauben eine selektive Abtotung teilungsaktiver Zellen im
Organismus. Sie wirken Uber die Hemmung der Thymidylatsynthase (TS), die mit
Tetrahydrofolat als Methyldonor aus Uridin Thymidin bildet. Aus dieser TS-Hemmung
resultiert ein Uberangebot an dUMP und ein Mangel an dTMP. Daher wird
angenommen, dass es zu einem verstarkten Einbau von Uracil in die DNA kommt,
was zu einer Exzision der fehlerhaften Base fuhrt. Die AP-Lasion kann dann aber
nicht erfolgreich repariert werden, da aufgrund des dTMP-Mangels nur erneut dUMP
eingebaut werden kann. Dieser angenommene Teufelskreis von Fehleinbau und
Reparatur fuhrt nach dieser Hypothese schlielllich zum Tod der Zellen, wobei den
Strangbriichen als Reparaturintermediate eine wichtige Rolle zukommen kdnnte
(Dianov et al., 1991; Longley et al., 2003). Obwohl mittlererweile der Fehleinbau von
Uracil als Basis der Zytotoxizitat von TS-Hemmstoffen oft zitiert und beschrieben
wird, ist der tatsachliche Beitrag dieses Weges zum Zelltod noch nicht vollstandig
belegt (Tinkelenberg et al, 2002). Experimente mit ung”- und ung”*-
Mausfibroblasten erlaubten daher die Untersuchung eines vermuteten kausalen
Zusammenhangs zwischen Uracil-Einbau, daraus resultierender Exzision und der
Zytotoxizitat von TS-Hemmestoffen.

Zunachst musste untersucht werden, ob beide Zelllinien wahrend einer Inkubation
mit TS-Hemmstoffen gleichermalRen Uracil einbauen, oder ob sich genotypspezifi-
sche Unterschiede zeigen. Dazu wurden ung'/'- und ung"”—MausfibrobIasten Uber
72 h mit 5-FU und 5-FdUrd inkubiert und danach die Ung2-sensitive Modifikationen
in der DNA gemessen. Die Daten der vorliegenden Arbeit zeigten, dass beide
Substanzen in ung”-Mausfibroblasten um bis zu 30 % erhdhte Uracil-Spiegel
bewirken. In Wildtyp-MEFs andert sich der Gleichgewichtsspiegel Ung2-sensitiver
DNA-Modifikationen hingegen nicht. Die im Anschluss durchgefuhrten Proliferati-
onstests, welche als ein Mal} fur die Zytotoxizitdt der TS-Hemmer interpretiert
werden, zeigten aber, dass die ung”*-Mausfibroblasten bei Inkubation mit 5-FU
gleichermalen sensitiv mit einer verringerten Zellproliferation auf die Uracilanaloge
reagieren wie die ung'/'-MausfibrobIasten, welche Uracil in die DNA einbauen (siehe
Abbildung 29). Diese Ergebnis wird durch einen MTT-Test (3-(4,5-Dimethylithiazol-2-
yI)-2,5-diphenyl-2H-Tetrazolium-bromid), der die Uberlebensrate der Zellen nach
Inkubation mit TS-Hemmstoffen misst, bestatigt (Daten nicht gezeigt). Auch eine
Farbung mit Propidiumiodid und Auszahlung der toten Zellen mittels Durchflusszyto-
metrie nach Inkubation mit den TS-Hemmstoffen, ergab eine vergleichbare Toxizitat



DISKUSSION 110

der beiden Agenzien auf beide Zellinien (Andersen et al., 2004). Dieser Befund |asst
darauf schlieen, dass fur die Zytotoxizitat der Fluorpyrimidine eine Akkumulation
von Uracil in der DNA nicht notwendig ist. In Wildtypzellen, die TS-Hemmstoffen
ausgesetzt sind, verhindert Ung2 eine Anreicherung von Uracil in der DNA, aber die
Zytotoxizitat dieser Substanzen verhindert es nicht. Dieses Ergebnis ist in Einklang
mit Erkenntnissen aus Ung2-Uberxprimierenden humanen Lungenkrebszellen, bei
denen sich trotz erhdhter Reparaturkapazitat die Toxizitat von TS-Hemmestoffen nicht
erhdht (Welsh et al., 2003). Dieses Ergebnis wird weiterhin gestutzt durch Daten von
Saugerzellen, in denen die Expression von dUTPase fir die Toxizitat der TS-
Hemmstoffe wichtiger ist als die Uracil-Reparatur (Parsels et al., 1997; Welsh et al.,
2003). In Hefen hingegen ist die Uracil-Akkumulation im Nucelotid-Pool (durch
Aussschalten der dUTPase) und ein funktionierendes Ung-Gen ein zentraler
Modulator der Toxizitat von TS-Inhibitoren, welche sich als S-Phasen- oder G2/M-
Arrest auswirkt (Tinkelenberg et al., 2002). .

Es stellt sich daher die Frage, welcher Mechanismus fir die in der Klinik und in
dieser Arbeit beobachtete effiziente Hemmung des Wachstums metabolisch aktiver
Zellen des Organismus durch 5-FU verantwortlich gemacht werden kann. Eine
Erklarung fur die Zytotoxizitat ohne Uracileinbau ist die Wirkung der TS-Hemmer auf
die RNA-Synthese. Metabolite des 5-FU konnen in die RNA eingebaut werden, was
zu einer Hemmung der Proteinsynthese und damit mdglicherweise zum Zelltod fuhrt.
Desweiteren ist ein Einfluss auf die RNA-Polymerase denkbar: 5-FUra, also 5-FU,
welches direkt als Nucleotid in die DNA eingebaut wurde, konnte bei der Transkripti-
on zu einer Blockade der RNA-Polymerase flihren, was die Proteinbiosynthese der
Zelle beeinflussen wurde. Diese Moglichkeiten zur Zytotoxizitdt wurden bereits in
Kapitel 2.4.2 ausfuhrlich erlautert.

Die Unabhangigkeit der Toxizitat der untersuchten TS-Hemmstoffe von Einbau und
Reparatur kann auch uUber einen moglichen Zellzykluseinfluss erklart werden.
Hinweise darauf geben die Proliferationstests mit 5-FdUrd. Durch Inkubation mit
5-FdUrd arretierten beide Zelllinien schon bei kleinen Konzentrationen bei
Proliferationsfaktor 2, was genau einer Verdopplung entspricht. Die ung”-
Mausfibroblasten reagieren weitaus sensitiver, was wahrscheinlich auf die Bildung
von AP-Lasionen zurlckzuflhren ist. Da der Wildtyp aber gleichermalRen mit einem
Proliferationsstopp nach einer Verdopplung reagiert, muss dieser Effekt unabhangig
vom Uracileinbau sein, da in den Wildtypzellen kein Uracil in der DNA wahrend der 5-
FdUrd-Inkubation akkumuliert (siehe Abbildung 28 B). Ein mdglicher Zellzyklus-Arrest
konnte hier eine Erklarung sein. Ein Einbau von 5-FUDP in die RNA kdnnte ein
Zellzyklussignal bewirken. So wurden durch 5-FU-Behandlung Veranderungen des
Zellzyklus (S-Phasenarrest, G2/M-Block, G1/S-Arrest) in verschiedenen humanen
Zelllinien gefunden (Grem et al., 1999; Marchal et al., 2004; Tokunaga et al., 2000).
Aus diesem Grund ware es sehr interessant, mittels Durchflusszytometrie zu
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untersuchen, ob mit 5-FdUrd behandelte ung**-Mausfibroblasten, ebenso wie ung”-
Mausfibroblasten, einen spezifischen Zellzyklusarrest erfahren.

In der vorliegenden Arbeit wird auRerdem gezeigt, dass ung”-Mausfibroblasten unter
Einwirkung von 5-FdUrd, nicht jedoch von 5-FU, neben Uracil auch AP-Lasionen
akkumulieren. Diese Ergebnisse werden gestutzt durch Untersuchungen an anderen
Saugerfibroblasten, in denen nach Inkubation mit 5-FdUrd ebenfalls erhohte Spiegel
an Brichen und Licken in Metaphase-Chromosomen nachgewiesen wurden (Kubo
et al., 1998; Kubo et al., 1988). Diese DNA-Briiche kdnnten aus AP-Lasionen
hervorgegangen sein, da AP-Lasionen alkalilabile Stellen der DNA sind. Desweiteren
ist bekannt, dass AP-Lasionen die Replikation in Hefen blockieren. Dies kdnnte den
groReren zytostatischen Effekt des 5-FdUrd in ung”-Mausfibroblasten (ICso= 10 nM)
gegeniiber ung”*-Mausfibroblasten (ICso= 200 nM) erklaren. Die Wildtypzellen
scheinen einer Akkumulation von AP-Lasionen Uber die Basenexzisions Reparatur
(BER) entgegenwirken zu kénnen. Die BER umfasst mehrere Schritte, die durch
Protein-Protein-Interkationen miteinander verkniUpft sind (siehe Kapitel 2.3). In
Abwesenheit von Ung2 kdnnte daher dieser koordinierte Ablauf der einzelnen
Schritte gestort sein, was schliel3lich zu einer Akkumulation von Reparaturinterme-
diaten, hier AP-Lasionen, fuhrt. Grund daflr konnte die back-up Uracilreparatur in
den ung”-Mausfibroblasten sein, die nach dem Erkennen und Einschneiden des
Uracils, nicht in der Lage ist, AP-Endonuklease 1 in ausreichendem Male zu
rekrutieren. Da zumindest flr Ung2 eine Interaktion mit den BER-Proteinen XRCC1,
APE1, Polf3 und Pold (Akbari et al., 2004) sowie PCNA und RPA (siehe Kapitel 2.3)
bekannt ist (Nagelhus et al., 1997; Otterlei et al., 1999), stellt sich die Frage, ob eine
entsprechende Interaktion von Smug1 mit diesen Proteinen bei der Reparatur von 5-
FUra in der DNA zu langsam oder zu schwach ist, so dass AP-Lasionen als
Intermediate akkumulieren.

6.4 Die Uberexpression von Enzymen des Fremdstoff-
metabolismus kann in Saugerzellen zu genetischer Insta-
bilitat fiihren

Neben Uracil als endogenem DNA-Schaden wurden in der vorliegenden Arbeit auch
zwei Enzyme des Fremdstoffmetabolismus und deren Auswirkungen auf die
genetische Stabilitat der DNA von Zellen untersucht. Das Ziel des Fremdstoffmetabo-
lismus ist eigentlich ein Schutz des Organismus vor den toxischen Wirkungen
verschiedener Xenobiotika. In der Phase |-Reaktion wird der Fremdstoff in der Regel
mit Hilfe des Cytochrom-P450-Enzyms, welches aus dem jeweiligen Isoenzym P450,
der Cytochromreduktase und in einigen Fallen auBerdem aus Cytochrom bs besteht,
monooxigeniert. Die dafir notwendige Reduktion molekularen Sauerstoffs erfolgt
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dabei in zwei Einelektronenubergangen, die von der Substratoxigenierung entkoppelt
sein kdénnen, so dass Superoxid entsteht. Eine Zelllinie, die das humane Isoenzym
Cytochrom 2E1 (CYP2E1) aufgrund einer Transfektion Uberexprimiert (V79-CYP2E1)
wurde ausgewahlt, um einen moglichen DNA-Schaden auf Grund der fur dieses
Isoenzym bekannten entkoppelten Superoxidgenerierung zu untersuchen (Sapone et
al., 2003). Aber auch der Substratumsatz von CYP2E1 war von Interesse, da dieses
Enzym fir die Metabolisierung von Ethanol zustandig ist und Uber die Generierung
von ROS fir die Entstehung ethanolbedingten Leberversagens verantwortlich
gemacht wird (Cederbaum, 1991). Die Auswirkungen von humaner Cytochromreduk-
tase (Reduktase) auf die basalen Gleichgewichtspiegel oxidativer Basenmodifikatio-
nen, sollten in einer Reduktase-tberexprimierenden Zelllinie untersucht (V79-hOR,
humane Oxidoreduktase) werden.

Entgegen der Erwartung ist der basale Gleichgewichtsspiegel oxidativer DNA-
Modifikationen in  V79-CYP2E1-und V79-hOR-Zellen gegenuber den V79-
Wildtypzellen nicht erhodht. Erst nach Depletion von Glutathion (GSH), einem
wichtigen intrazellularen Antioxidans, zeigt sich (nur) in V79-hOR ein gegenuber dem
ebenfalls GSH-depletierten Wildtyp erhdhter basaler Level an oxidativen DNA-
Modifikationen. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass im Fall der Reduktase eine
erhdhte genetische Instabilitdt der DNA schon ohne Substratumsatz zu erwarten ist,
insbesondere wenn der antioxidative Schutz mangelhaft ist. Damit wird die
Bedeutung von Glutathion als Schutz vor endogenen ROS unterstrichen. In der
Literatur ist gut belegt, dass GSH an der antioxidativen Abwehr in unterschiedlichen
Bereichen beteiligt ist. Es fangt freie Radikale ab, reduziert Peroxide und kann mit
elektrophilen Komponenten konjugiert werden (Hayes and McLellan, 1999). So lasst
sich ein mittels Mikrosomenpraparationen (enthalt Cytochrome und Cytochromreduk-
tase) verursachter Schaden an isolierter Plasmid-DNA durch GSH-Zusatz minimieren
(Kukielka and Cederbaum, 1994). Auferdem fungiet GSH als Cofaktor fir
verschiedene antioxidativ wirksame Enzyme, wie bei der Glutathionperoxidase, die
der Reduktion von Wasserstoffperoxid zu Wasser dient.

Die Ergebisse der CYP2E1-Zellen werden gestutzt durch Erkenntnisse an
Pankreaszellen, die trotz CYP2E1-Uberexpression keine vermehrten Einzelstrang-
briiche aufweisen (Lees Murdock et al., 2004). In der vorliegenden Arbeit wurde
ebenfalls keine Veranderung der Menge an Einzelstrangbrichen durch die
Uberexpression von CYP2E1 festgestellt (Daten nicht gezeigt).

Obwohl Cytochrom 2E1 keinen zusatzlichen DNA-Schaden in V79-CYP2E1-Zellen
verursacht, bleibt das Enzym weiterhin interessant flr Untersuchungen zu einer
madglichen genetischen Instabilitat. Neuere Fall-Kontrollstudien zeigen namlich einen
eindeutigen Zusammenhang zwischen bestimmten Polymorphismen von CYP2E1
mit der Wahrscheinlichkeit fur Kinder an akuter lymphoblastischer Leukamie zu
erkranken (Krajinovic et al., 2002). Fir eine Vielzahl adulter Krebserkrankungen
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besteht ebenfalls ein Zusammenhang zwischen verschiedenen Polymorphismen des
CYP2E1-Enzyms und der Erkrankung (Farker et al., 1998; Le Marchand et al., 1998;
Persson et al., 1993). Die Ursache dieser mit CYP2E1 in Zusammenhang gebrachte
Krebserkrankung muss aber nicht zwingend in einem DNA-Schaden liegen. Denkbar
ware ein Einfluss der ROS-Bildung durch das Cytochrom auf Proliferation und
andere zellulare Funktionen in Sinne einer Promotion. So vermitteln z.B. die aus
Hepatomzellen durch CYP2E1 generierten ROS in cokultivierten Stellatzellen eine
verstarkte Proliferation und Kollagenproduktion (Nieto et al., 2002a; Nieto et al.,
2002b). UberméaRige Produktion von Bindegewebe kann den Beginn einer
Leberfibrose und damit eines moglichen Lebertumors darstellen. Aus diesem Grund
ware es in weiterfUhrenden Versuchen interessant zu untersuchen, in weit die V79-
CYP2E1-Zellen ROS produzieren, welcher Art diese moéglichen ROS sind und ob
sich durch Langzeitinduktion des Enzyms das Proliferationsverhalten der Zellen
beeinflussen lasst. So konnte eine Arbeitsgruppe im Tierversuch zeigen, dass die
Langzeitinduktion von CYP2E1 durch ein Fungizid uber ROS-Produktion zu einer
promovierenden Wirkung fuhrt (Sapone et al., 2003).

Zusatzlich zu den Ergebnissen des erhdhten basalen Gleichgewichtspiegels an
oxidativen DNA-Schaden nach GSH-Depletion in V79-hOR-Zellen wurde die
Mikrokernrate (MK-Rate) in unbehandelten und GSH-depletierten V79-hOR-Zellen im
Vergleich zum Wildtyp gemessen. In diesen Versuchen wird, im Unterschied zur
Alkalischen Elution ein genotypspezifischer Unterschied schon in unbehandelten
Zellen deutlich (siehe Abbildung 42). V79-hOR Zellen zeigen gegenuber dem Wildtyp
um Faktor 2 erhéhte basale MK-Raten. Durch GSH-Depletion laRt sich die MK-Rate
der V79-hOR-Zellen und des Wildtyps verdoppeln. Diese Ergebnisse verdeutlichen,
dass die Uberexpression humaner Reduktase ein chromosomenschadigendes
Potenzial besitzt. Somit kann erstmals gezeigt werden, dass Cytochromreduktase
ohne Substratumsatz Uber die Bildung von ROS genetische Instabilitat in Zellen
verursachen kann.

Weiterhin war es wichtig zu untersuchen, ob Ethanol die basalen Gleichgewichtspie-
gel oxidativer DNA-Schaden in V79-CYP2E1-Zellen erhdht. Im Widerspruch zu den
Ergebnissen einer anderen Gruppe, die die vermehrte Bildung von Einzelstrangbri-
chen in Ethanol-exponierten Ratten auf die Bildung von ROS zurlckflihren
(Navasumrit et al.,, 2000), werden in der vorliegenden Arbeit weder vermehrt
Einzelstrangbriiche (Daten nicht gezeigt) noch oxidative DNA-Schaden aufgrund
einer 24stindigen Ethanolexposition in V79-CYP2E1-Zellen gefunden (Abbildung
32).

Ein interessanter Befund ist, dass Wildtyp- und V79-CYP2E1-Zellen gleichermalien
adaptiv in ihrer oxidativen Abwehr auf eine Ethanolinkubation reagieren. In beiden
Zelllinien steigt nach einer 24stindigen Ethanolinkubation konzentrationsabhangig
der intrazellulare Glutathiongehalt an. Da der Wildtyp die gleiche Reaktion wie der
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Uberexprimierer zeigt, ist diese Reaktion unabhangig von CYP2E1. Eine mdgliche
Erklarung fir den offensichtlichen Versuch der Zelle, ein antioxidatives Schutzschild
gegen den einwirkenden Ethanol aufzubauen, konnte die Entstehung toxischer
Zwischenstufen beim Metabolismus von Ethanol Uber andere Enzyme sein. So
entsteht beim Ethanolabbau Uber das Enzym Alkoholdehydrogenase Acetaldehyd,
welcher ebenfalls zur intrazellularen Generierung von ROS beitragt (Zhang et al.,
2004), was in humanen Endothelzellen zu Apoptose fuhrt (Li et al., 2004).

Von besonderem Interesse bleibt CYP2E1 auch aufgrund einer Induktion durch
Betacarotin. Zwei Interventionsstudien (ATBS und CARET) konnten zeigen, dass die
Supplementierung mit Betacarotin bei starken Rauchern und Arbeitern der
Asbestindustrie verstarkt zu Lungenkrebs flihrt. Betacarotin wird als scheinbar
ungefahrliches antioxidatives Nahrungserganzungmittel gewertet, welches lUber das
Abfangen von Singulettsauerstoff zur Senkung des oxidativen Stress, woraus sich
moglicherweise ein verringertes Krebsrisiko ergibt, beitragen soll. Als eine mdgliche
Ursache des erhohten Krebsrisikos bei schweren Rauchern, die Betacarotin als
Nahrungserganzung erhielten, konnte eine Induktion von Cytochrom 2E1 um das 2-
15fache, je nach untersuchtem Gewebe, gezeigt werden (Paolini et al., 2001). Daher
wird vermutet, dass Ethanol und Betacarotin synergistisch als ,booster der Phase-I-
Reaktion tber CYP2E1 wirken kdnnten, wobei sich die Hepatotoxizitat des Alkohols
verstarken warde.

6.5 Endogene Enzyme verursachen iiber Redoxcycling von

Chinonen oxidative DNA-Schaden

Durch Inkubation von V79-hOR-Zellen, die Cytochromreduktase Uberexprimieren, mit
Durochinon wird in dieser Arbeit gezeigt, dass durch diese Reduktase ein Redoxcyc-
ling (siehe Kapitel 2.4.1) von Fremdstoffen vermittelt wird, welches zu einem
oxidativen DNA-Schaden fuhrt. In der DNA von V79-hOR-Zellen werden nach
30minatiger Inkubation mit Durochinon konzentrationsabhangig vermehrt oxidative
Basenmodifikationen und Einzelstrangbriche in einem Verhaltnis 1:1 nachgewiesen.
In V79-Wildtypzellen hingegen, die die Reduktase nicht Uberexprimieren, wird der
basale DNA-Schaden auch durch hohe Durochinonkonzentrationen nicht verandert
(siehe Abbildung 39 und Abbildung 40). Dieser Befund wird gestutzt durch
Ergebnisse, bei denen in Zellen durch Anthracycline, welche ebenfalls zum
Redoxcycling in der Lage sind, ein DNA-Schaden durch Cytochromreduktase Uber
ROS generiert wird (Mizutani et al., 2003; Ravi and Das, 2004). Da sich durch
Glutathion-Depletion der von Durochinon verursachte DNA-Schaden in V79-hOR-
Zellen um Faktor 2 steigern lasst, muss man annehmen, dass auch hier ROS
malfdgeblich an der Schadensvermittlung beteiligt sind (Abbildung 40). Dieser Befund
wird bestatigt durch Ergebnisse von Walles und Kollegen, die durch Durochinon
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verursachte Einzelstrangbriche in isolierten Hepatozyten ebenfalls mit Hilfe der
Alkalischen Elution auf die Entstehung von ROS zurlckfihren (Walles, 1992).

Von besonderem Interesse sind Daten, die belegen, dass nicht nur der Umsatz von
Fremdstoffen, sondern auch von endogenen Substraten durch Cytochromreduktase
zu einem DNA-Schaden fuhrt. So sind z.B. der Neurotransmitter Noradrenalin und
die Schilddrisenhormone aufgrund ihrer phenolischen Gruppen zum Redoxcycling in
der Lage, welches vermutlich Uber die Cytochrom-Reduktase vermittelt wird. So
konnte gezeigt werden, dass es vermutlich iber ROS-Bildung aus dem Stoffwechsel
dieser Substanzen zu einem DNA-Schaden in isolierten menschlichen Spermien
kommt, der sich durch Antioxidantien verringern lasst (Dobrzynska et al., 2004).

Zusatzlich konnte in einem Proliferationsassay gezeigt werden, dass der in GSH-
depletierten V79-hOR Zellen durch Durochinon vermittelte oxidative DNA-Schaden
zytotoxisch ist. In GSH-depletierten V79-Wildtypzellen hingegen, bei denen sich kein
DNA-Schaden nach Durochinoninkubation feststellen lasst, zeigt Durochinon keine
zytotoxische Wirkung (siehe Abbildung 41). Bei V79-hOR-Zellen hingegen ist bei
hohen Konzentrationen sogar ein vollstandiger Stopp der Proliferation nach der
Inkubation mit dem Redoxcycler sichtbar (Proliferationsfaktor 1). Die Zytotoxizitat des
Redoxcycler wird bestatigt durch Ergebnisse von Hermersdorfer und Kollegen, die in
den gleichen Zellen deren Fahigkeit, Kolonien nach Durochinoninkubation zu bilden,
untersucht haben (Hermersdorfer et al., 1997). Allerdings wirkt Durochinon unter den
experimentellen Bedingungen dieser Gruppe auf die V79-Zellen ebenfalls zytoto-
xisch, was im Rahmen des Proliferationsassays dieser Arbeit nicht bestatigt wird.
Eine Erklarung dafir konnte sein, dass die Inkubationsdauer -bei vergleichbarem
Konzentrationsbereich- im Koloniebildungsversuch von Hermersdorfer et al. bei 24 h
und im hier durchgefiihrten Proliferationsversuch nur bei 30 min lag (zur besseren
Vergleichbarkeit mit den Ergebnissen der Alkalischen Elution).

6.6 Glutathion als Schutzmolekiil fiir endogen und exogen
verursachte DNA-Schaden

Als interessanten Aspekt lassen die oben dargestellten Daten Ruckschlisse auf
GSH als Schutzmolekil der Zelle zu. Daher war es interessant zu untersuchen, ob
die Expression fremdstoffmetabolisierender Enzyme, die in der Zelle ROS
generieren, zu einer Veranderung des intrazellularen GSH-Spiegels fuhren. Weder in
unbehandelten V79-CYP2E1- noch in unbehandelten V79-hOR-Zellen konnte ein
erhdhter Glutathiongehalt gegenliber dem Wildtyp gefunden werden (Abbildung 33
und Abbildung 37). Dies deutet daraufhin, dass die Zelle auf die Uberexpression der
Enzyme nicht mit einer gesteigerten GSH-Synthese reagiert. Dieses Ergebnis wird
gestutzt durch Untersuchungen an Hepatomzellen, die CYP2E1 Uberexprimieren.
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Gegenuber dem Wildtyp zeigen sie keine Veranderung im Gehalt einer Reihe
antioxidativ tatiger Enzyme und Molekile (GSH, Glutathionperoxidase, Katalase,
Superoxiddismutase u.a.) (Perez and Cederbaum, 2003).

Um zu untersuchen, ob eine GSH-Depletion zu einer Veranderung des basalen
DNA-Schadens flihrt, wurden in V79- und V79-hOR-Zellen nach GSH-Depletion die
oxidativen Basenmodifikationen, Einzelstrangbriiche (mittels Alkalischer Elution) und
Mikrokerne gemessen. Die Ergebnisse zeigen, dass V79-hOR-Zellen auf GSH-
Depletion sowohl mit erhéhten basalen Gleichgewichtsspiegeln oxidativer Basenmo-
difikationen als auch einer Erhéhung der spontanen Mikrokernrate reagieren. V79-
Zellen hingegen zeigen nach GSH-Depletion nur eine Erhéhung der spontanen
Mikrokernrate; die oxidativen Basenmodifikationen bleiben in V79-Zellen von der
GSH-Depletion unbeeinflusst. Daraus lasst sich folgern, dass der Mikrokerntest auf
eine endogene Schadigung durch ROS noch empfindlicher reagiert als die Alkalische
Elution. Dies bedeutet also, dass eine Verdopplung der Mikrokernrate messbar ist
ohne nachweisbare Zunahme der Strangbruchrate oder der Rate an oxidativen
Basenmodifikationen in der Alkalischen Elution. Die Daten der Alkalischen Elution
stehen im Einklang mit Untersuchungen an humanen Cervix-Karzinomzellen, die
ebenfalls nach GSH-Depletion keine erhdhten Spiegel oxidativer Basenmodifikatio-
nen aufweisen (Hoffmann, 2003); Mikrokernraten wurden nicht bestimmt. Ebenfalls
gestutzt werden die Ergebnisse der V79-Zellen, durch Daten der humanen
Cervixkarzinomzellen, die trotz Anwesenheit groller Mengen an ROS (durch
Inkubation mit Entkopplern der mitochondrialen Atmungskette) nach GSH-Depletion
keine erhohten basalen Gleichgewichtsspiegel oxidativer Basenmodifikationen
zeigen (Hoffmann et al., 2004). Die Ergebnisse der V79-hOR-Zellen, welche nach
GSH-Depletion erhdohte Gleichgewichtsspiegel oxidativer Basenmodifikationen
zeigen, werden gestitzt durch Daten von Ovarienzellen des Chinesischen Hamsters,
die nach GSH-Depletion ebenfalls erhdhte Spiegel oxidativer Basenmodifikationen
zeigen (Mahler, 1999). Auch im Comet Assay verursacht GSH-Depletion bei
Melanozyten erhohte DNA-Schaden (Kinnaert et al., 2004).

Da sich bei beiden Zelllinien durch GSH-Depletion die Mikrokernrate gegentber der
spontanen Rate unbehandelter Zeller erhdhen lasst und eine Durochinoninkubation
nach GSH-Depletion in V79-hOR einen héheren Schaden verursacht als in V79-
hOR-Zellen mit physiologischem GSH-Gehalt, zeigt dies die Bedeutung von
Antioxidantien, im Besonderen von GSH, fir die Integritdit des Genoms. In der
Vergangenheit konnte in unserer Arbeitsgruppe sogar eine inverse Abhangigkeit von
der Hohe des physiologischen GSH-Gehalts und der basalen oxidativen DNA-
Modifikationen gezeigt werden (Will et al., 1999). Einerseits scheint GSH fur die
Protektion der DNA vor endogenen ROS notwendig zu sein, auf der anderen Seite
aber last sich durch Supplementierung von Thiolen, als Vorstufen des Glutathions
kein zusatzlicher Schutz erkennen — im Gegenteil, in hohen Konzentrationen wirkte
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diese Supplementierung DNA-schadigend (Will et al., 1999). Vermutlich liegt es an
diesem pro-oxidativen Potential vieler Antioxidantien, dass in unterschiedlichen
humanen Interventionsstudien verschiedene Wirkungen der gleichen Antioxidantien
nachgewiesen wurden (Eisenbrand, 2000).
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