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1 EINLEITUNG

Im Jahr 2004 starben in Deutschland 818271 Personen. Nach Erkrankungen des
Kreislaufsystems, welche als haufigste Todesursache bei alteren Menschen gelten —
90 % der daran Verstorbenen sind Uber 65 Jahre alt - folgt Krebs mit 25,6 % als
zweithaufigste Todesursache. An bodsartigen Neubildungen, der bedeutendsten
Todesursache in den mittleren Jahren, starben 2004 209329 Personen (Bundesamt,
2004). Es besteht daher ein grol3es Interesse, die molekularen Ablaufe wahrend der
Entstehung und dem Fortschreiten dieser Krankheit (Kanzerogenese) aufzuklaren,
um die Moglichkeiten der Behandlung zu verbessern.

Krebs beruht nach heutigem Verstandnis auf Mutationen in somatischen Zellen,
die zur Aktivierung von Proto-Onkogenen (z. B. ras, c-myc) bzw. zur Inaktivierung
von Tumorsuppressorgenen (z. B. p53, RB, APC, VHL) fiuhren kénnen. Deren
Zusammenspiel verhindert in gesunden Zellen ein unkontrolliertes Wachstum
(Weinberg, 1996). Als Ursache von Krebs werden des Weiteren Mutationen in
Genen, welche an der DNA-Reparatur bzw. an der Replikation beteiligt sind,
diskutiert (Mutatorphenotyp-Hypothese) (Loeb et al., 2003; Beckman and Loeb,
2005; Venkatesan et al., 2006). Bis heute sind noch nicht alle Gene bekannt, deren
Funktionsstérungen zu einer Pradisposition fur Krebs flihren kdnnen. Auch Uber die
Art der DNA-Modifikationen, die wahrend der Kanzerogenese zu Mutationen fihren,
besteht in den meisten Fallen noch Unklarheit. FUr die Entstehung von Mutationen
werden sowohl endogene wie auch exogene Einflisse verantwortlich gemacht. Zu
den exogenen Einflissen gehdéren Mutagene, wie z. B. Aflatoxine, Benzpyren im
Zigarettenrauch sowie Strahlung und Ozon. Im Unterschied zu den exogenen
Mutagenen, die der Mensch durch seinen Lebensstil beeinflussen kann, sind die
endogenen Faktoren, z.B. spontane Fehler der DNA-Polymerasen oder
Deaminierung der DNA-Base Cytosin, meist wenig modulierbar. Endogene reaktive
Sauerstoffspezies (reactive oxygen species, ROS) (z. B. aus der mitochondrialen
Atmungskette in der Zelle) sind ein weiterer Risikofaktor. Sie weisen jedoch im
Vergleich zu den anderen genannten endogenen Risikofaktoren die Besonderheit
auf, dass sie durch exogene Substanzen wie Antioxidantien beeinflusst werden
kénnen. Endogene ROS verursachen oxidative Modifizierungen von DNA-Basen und
konnen bei einer Zellteilung zu Mutationen flhren. Die von ROS induzierten
oxidativen Modifikationen in der DNA sind somit demnach madglicherweise wichtige
Vorstufen von initierenden Mutationen (Wiseman et al., 1995; Beckman and Ames,
1997; Sekiguchi and Tsuzuki, 2002).

Die Entstehung von oxidativen DNA-Modifikationen hangt sowohl von der
Konzentration der reaktiven Sauerstoffspezies als auch von enzymatischen und
nicht-enzymatischen Abwehrstrategien der Zellen gegen reaktive Sauerstoffspezies
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ab (Sies, 1993; Epe, 2003). In gesunden Zellen besteht normalerweise ein
Gleichgewicht zwischen Bildung oxidativer DNA-Modifikationen und ihrer Reparatur
durch spezifische DNA-Reparaturenzyme. Aus diesem Gleichgewicht resultieren ein
,Ssteady state"-Spiegel oxidativer Modifikationen in der DNA und proportional hierzu
eine entsprechende Anzahl an Mutationen (Abb. 1-1). Die wegen ihres stark
mutagenen Potentials und ihrer Haufigkeit wohl wichtigste oxidative
DNA-Modifikation ist das 8-Hydroxyguanin (8-oxoG). Die Konzentration von 8-0xoG
in der zellularen DNA wird als Biomarker fur das Ausmal} an oxidativem Stress in der
Zelle herangezogen (Floyd, 1990; Kasai et al., 1993).

? Antioxidantien

O,-Metabolismus

— Reaktive Sauerstoffspezies:

OH., 10 , O .-, ROO’ H c . . .
2 O, 2 Gleichgewichtsspiegel

Mutationen +«——

l e e | ey DNA-Reparatur

R

Abb. 1-1: Ursprung und Beeinflussbarkeit der basalen Gleichgewichtsspiegel oxidativer

DNA-Modifikationen in Zellen modifiziert nach B. Epe (Epe, 2002).

-

Diese Arbeit beschreibt Untersuchungen uUber die zellularen Mechanismen, die
zur Bildung dieser DNA-Schaden fuhren sowie die biologischen Auswirkungen und
im Besonderen die adaptive Antwort der Zellen auf diese Schaden.
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2 KENNTNISSTAND

2.1 Reaktive Sauerstoffspezies und oxidativer Stress

Sauerstoff (Oz) ist zu 21 % in unserer Atemluft enthalten und wird zur
Energiegewinnung in aeroben Organismen bendtigt, dabei entstehen endogen in der
mitochondrialen  Atmungskette durch Reduktion teilweise sehr reaktive
Sauerstoffspezies (Abb. 2-1).

02 e 02-- e +2H" H202 e +H' OH: £ + H*t H20

Abb. 2-1: Sequentielle Reduktion von molekularem Sauerstoff zu Wasser.

Der Begriff ,reaktive Sauerstoffspezies” (reactive oxygen species, ROS) dient als
Oberbegriff  fur  verschiedene, meist kurzlebige Sauerstoffradikale wie
Hydroxylradikale, Peroxydradikale und Superoxidradikale sowie fur Verbindungen mit
elektronisch angeregtem Sauerstoff wie Singulett-Sauerstoff und
Carbonylverbindungen im Triplett-Zustand (Tabelle 2.1.1-1). Diese sind vermutlich
sowohl an Alterungsprozessen und Entziindungsreaktionen (Baeuerle et al., 1996;
Schulze-Osthoff et al., 1997) als auch an der Signaltransduktion (Giorgio et al., 2005)
und der Krebsentstehung (Epe, 2002) beteiligt. Eine vermehrte Bildung oder
vermindertes Abfangen dieser reaktiven Sauerstoffspezies wird als oxidativer Stress
bezeichnet (Sies, 1986).

Tabelle 2.1.1-1: Biologisch wichtige reaktive Sauerstoffspezies und ihre geschitzte
Halbwertszeit nach Sies (Sies, 1993).

Spezies Halbwertszeit [s]
HO-, Hydroxylradikal 107
'0,, Singulett-Sauerstoff 10
O+, Superoxidanion-Radikal relativ stabil, enzymatische

Dismutation zu H,O, + O,

H,0,, Wasserstoffperoxid stabil, enzymatischer Abbau
RO-, Alkoxylradikal 10°

ROO-, Peroxylradikal 7

Q"-, Semichinonradikal Tage

NO-, Stickstoffmonoxid 1-10

ONOQO’, Peroxynitrit 0,05-1
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Durch die in Abb. 2-1 beschriebene Redoxreaktion wird in der mitochondrialen
Atmungskette ATP generiert. Die Reaktion lauft jedoch nur zu 97-99 % vollstandig
ab, durch ein ,Leck” kann es bei der Elektronentbertragung durch Flavoproteine zur
intrazellularen Freisetzung von reaktiven Sauerstoffspezies kommen (Joenje, 1989;
Halliwell, 1994).

Neben den endogenen Quellen tragen auch exogene Faktoren zu einer
Konzentrationserhdhung von reaktivem Sauerstoff bei. Elektromagnetische
Strahlung, wie zum Beispiel y- oder UV-Strahlung, kann, neben den bereits
genannten Substanzen (siehe 1), ROS generieren (Davies, 1987; Epe, 1991). Die
Bildung kann aber auch gewunscht sein. So kommen in der Krebstherapie mehrfach
substituierte  Anthrachinone, p-Benzochinone, synthetische Chinone und
Benzotriazine zum Einsatz, deren Wirkungsweise ebenfalls darauf beruht, dass sie
durch ROS die Tumorzellen schadigen (O'Brien, 1991; Peters et al., 2001).

2.1.1 Superoxidradikale

In der mitochondrialen Atmungskette kommt es durch unvollstandige Reduktion
von molekularem Sauerstoff zur Bildung von Superoxidradikalen (Balaban et al.,
2005) (Abb. 2-2).

O,+e

Abb. 2-2: Superoxidradikalentstehung.

0,"

Als weitere Quelle neben dem beschriebenen ,Leck® tragen der
Arachidonsauremetabolismus, der Purinabbau durch das Xanthinoxidase-System
und der ,Respiratory Burst* (siehe 2.1.5) von Abwehrzellen durch NADPH-Oxidase
(sieche 2.1.6) zu der endogenen Bildung von Superoxidradikalen bei. Neue
Untersuchungen zeigen, dass auch in nicht phagozytierenden Zellen durch die Nox4
konstitutiv.  Superoxidradikale gebildet werden (Martyn et al.,, 2006).
Superoxidradikale koénnen unter physiologischen Bedingungen keine direkten
DNA-Schaden induzieren. Als milde Oxidantien dismutieren sie spontan zu
Wasserstoffperoxid (H202) und molekularem Sauerstoff (O2) (Abb. 2-3).

0,-+ H* HO,
2 HO,* H,0,+ 0,

Abb. 2-3: Dismutation von Superoxidradikalen unter physiologischen Bedingungen zu

Wasserstoffperoxid und molekularem Sauerstoff.



2 KENNTNISSTAND 5

Der eigentlich langsame Ablauf dieser Reaktion (Fridovich, 1986) kann durch das
Enzym Superoxiddismutase (SOD) um den Faktor 9 gesteigert werden (Fridovich,
1995; Markant, 1995).

2.1.2 Wasserstoffperoxid

Das bei der Dismutation (sieche Abb. 2-1 und Abb. 2-3) entstehende
Wasserstoffperoxid (H2O;) ist ein nicht radikalischer Vertreter der ROS. Es wird
zellular neben der Dismutation auch von spezifischen, peroxisomal lokalisierten
Oxidasen, wie der D-Amino-, Harnsaure-, Glykolat- und der Acetyl-CoA-Oxidase,
gebildet (Southorn and Powis, 1988a; Gutteridge, 1994). Eine weitere Quelle ist die
mitochondriale Generierung von H,O, durch p66°™, ein Redoxenzym (Giorgio et al.,
2005). Wasserstoffperoxid selbst ist eine verhaltnismaRig reaktionstrage, schwach
polare Verbindung, wodurch es langere Strecken in der Zelle durch Diffusion
zurucklegen und Zellmembranen durchdringen kann. In Anwesenheit von
Ubergangsmetallen (Eisen oder Kupfer) wird es jedoch zu hochreaktiven
Hydroxylradikalen (OH-:) umgesetzt (Abb. 2-4) (Fenton-Reaktion) (Halliwell and
Gutteridge, 1984; Halliwell and Gutteridge, 1990; Halliwell, 1996).

O, + Fe’* O, + Fe**
Fe?* + H,0, Fe3*+ OH-+ OH+  (Fenton-Reaktion)
0,-+H,0, O, +OH + OH- (Haber-Weiss-Reaktion)

Abb. 2-4: Metallkatalysierte Bildung von Hydroxylradikalen aus Superoxid.

2.1.3 Hydroxylradikale

Das in der Haber-Weiss-Reaktion gebildete Hydroxylradikal (Miller et al., 1990)
stellt das reaktionsfreudigste ROS im biologischen System dar und kann mit nahezu
allen Dbiologischen Molekulen (Kohlenhydraten, Lipiden, Nukleinsduren und
Proteinen) reagieren. Aufgrund seiner geringen Halbwertszeit unter physiologischen
Bedingungen (siehe Tabelle 2.1.1-1) reagiert es jedoch nur mit Molekllen in einem
Radius von ca. 2 nm in seiner unmittelbaren Nachbarschaft. Dies entspricht ungefahr
der Breite der DNA-Helix (Saran and Bors, 1989). Zur Bildung von Hydroxylradikalen
kann es auch durch energiereiche Strahlung kommen (siehe 2.3.2) (Dizdaroglu,
1992b; Dizdaroglu, 1992a; Riley, 1994). Dieser Prozess wird als Radiolyse
bezeichnet. Die typischen DNA-Schaden, die durch Hydroxylradikale entstehen, sind
Einzel- und Doppelstrangbriiche bzw. der Verlust und die Modifikationen der
DNA-Basen, der DNA-Protein-Quervernetzungen sowie Fragmentierung des
Zucker-Phosphat-Gerustes (Halliwell and Aruoma, 1991).
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2.1.4 Singulett-Sauerstoff

Der intrazelluldr gebildete Singulett-Sauerstoff ('0,) ist wie H,O, ebenfalls kein
Radikal (Epe, 1991). Die Bildung erfolgt entweder durch Belichtung endogener
Photosensibilisatoren (Protoporphyrin IX oder Riboflavin) (Epe et al., 1993b) oder in
geringerem Umfang als Nebenprodukt enzymatischer Reaktionen (Peroxidasen,
Cytochromen oder Lipoxygenasen) (Naqui et al., 1986; Kanofsky, 1989). Durch die
Anderung seines Elektronenspins ist er wesentlich reaktiver als molekularer
Sauerstoff und besitzt ein starkes oxidierendes Potential (Gutteridge, 1994). Seine
Reaktivitat ist zwar nicht so hoch wie die von Hydroxylradikalen (Epe, 1996), er kann
jedoch aufgrund seiner gréReren Halbwertszeit (Tabelle 2.1.1-1) und seiner dadurch
resultierenden Reichweite von 1-2 um (Pryor, 1986) in den Zellkern gelangen und
direkt mit DNA-Basen reagieren.

2.1.5 Der ,respiratory burst*

ROS besitzen neben ihrer toxischen Eigenschaften auch physiologische
Funktionen. So wird durch aktivierte Phagozyten, mit dem als ,respiratory burst"
bezeichneten Abwehrmechanismus, von der NADPH-Oxidase die Bildung von
Superoxidradikalen aus molekularem Sauerstoff katalysiert. Diese kdnnen, wie in
Abb. 2-3 und Abb. 2-4 beschrieben, zu Hydroxylradikalen (OH+) oder mittels des
Enzyms Myeloperoxidase, ebenfalls Uber H»O,, zu Hypochloriger Saure (HOCI)
umgesetzt werden. Diese drei Produkte dienen der Zelle als potente antimikrobielle
Agenzien (Abb. 2-5) (Weiss, 1989; Maly, 1995).

Intrazellularraum Membran Extrazellularraum
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Abb. 2-5: Schematische Darstellung des ,respiratory burst“ zur bakteriellen Abwehr modifiziert
nach Markant (Markant, 1995).
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2.1.6 Endogene Bildung von ROS im Fremdstoffmetabolismus

Eine weitere endogene Quelle fir ROS ist, wie bereits erwahnt (siehe 2.1.1), das
Cytochrom P450-System, welches bei der Fremdstoffmetabolisierung eine
entscheidende Rolle spielt. Die Aufgabe des mit CYP 450 abgekirzten,
mikrosomalen (im glatten endoplasmatischen Retikulum (ER) befindlichen) Systems
besteht darin, in der Phase | Reaktion molekularen Sauerstoff in eine reaktive Form
zu uUberfihren, diesen in die Substrate einzubauen und sie dadurch fir Phase Il
Reaktionen (Konjugationen mit Glukuronsaure oder Sulfatierung), die zur renalen
Eliminierung notwendig sind, zuganglich zu machen. Das System bendétigt daflr
Cytochrom P450 und NADPH-Cytochrom-P450-Oxidoreduktase  (Reduktase,
Cytochromreduktase), bestehend aus dem Coenzym NADPH wund dem
Flavin-Adenin-Dinukleotid (FAD) enthaltenden Flavoprotein (Fp). Es existiert eine
ganze Familie von Isoenzymen von Cytochrom P450, die sich in ihrer
Substratspezifitat unterscheiden, aber zusammen einen breiten Bereich zur
Fremdstoffmonooxygenierung abdecken Die Reduktase gehért zu den
Flavoproteinen und Ubertragt in zwei Einelektronenschritten zwei Elektronen von
NADPH auf das Cytochrom P450 (Abb. 2-7). Dieses monooxigeniert den Fremdstoff
mit Hilfe zweier Protonen und molekularem Sauerstoff, wiederum in zwei
Einelektronenschritten, unter Abspaltung von Wasser (Abb. 2-6).

RH + 0, 2¢*+2H, ROH + H,0

Abb. 2-6: Bruttogleichung der Phase | Reaktion durch das Cytochrom P450-System.

Wenn diese Einelektronenschritte ein Leck (uncoupling) in der Transportkette
aufweisen, kénnen durch diese beiden Enzyme jedoch auch ROS als Nebenprodukte
des Fremdstoffmetabolismus generiert werden. Um den Elektronenfluss in Form von
Reduktionsaquivalenten zu gewahrleisten, missen sich Cytochrom und Reduktase in
unmittelbarer Nachbarschaft in der Membran des ER befinden. Die Reduktase kann,
da alle Cytochrome nur Einelektronenakzeptoren sind, die zur vollstandigen
Substratoxidation noétigen Elektronen nur nacheinander auf das Cytochrom
Ubertragen. Der Transfer zweier Elektronen in Folge auf molekularen Sauerstoff und
die anschlieRende Monooxygenierung des Substrates, erfolgt wie in Abb. 2-7
dargestellt.

Von einem entkoppelten Elektronentransfer (uncoupling, ,Leck®) spricht man,
wenn das zweite Elektron nicht auf den Sauerstoff Ubertragen wird, sondern dieser,
nach Ubertragung von nur einem Elektron, als Superoxidradikalanion aus dem
Enzymkomplex entlassen wird (Schenkman and Jansson, 2003). Das so gebildete
Superoxidradikal kann dann durch die Protonen von NADPH +H® aus dem
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Enzymkomplex zu Wasserstoffperoxid reduziert (siehe 2.1.2) und dber die
Fentonreaktion (Abb. 2-4) in Hydroxylradikale umgesetzt werden.

uncoupling

Abb. 2-7: Fremdstoffmonooxygenierung durch das Cytochrom P450-System.

Der Elektronentransfer erfolgt von der Cytochromreduktase (griin) auf ein beliebiges Cytochrom P450
(rosa) zur Reduktion molekularen Sauerstoffs und anschlieBender Substratmonooxigenierung. Erfolgt
der Transfer des zweiten Elektrons nicht schnell genug, wird Superoxid freigesetzt (hellgelb markiert).
Fe = Hdm-Eisen im katalytischen Zentrum, Fp = Flavoprotein (Teil der

NADPH-Cytochrom-P450-Oxidoreduktase); RH = Substrat, ROH = monooxigeniertes Produkt.

2.1.7 Antioxidative Abwehrmechanismen

Neben der Reparatur der durch ROS verursachten Modifikationen (siehe 2.4) hat
die Zelle die Maoglichkeit, deren Entstehung durch Abwehrmechanismen zu
verhindern. Zu dieser antioxidativen Abwehr gehéren neben Glutathion (GSH) auch
Enzyme wie Glutathion-Peroxidase, Katalase und Superoxiddismutase (Sies, 1989).
Die Funktion der SOD wurde unter 2.1.1 beschrieben. Glutathion-Peroxidase kann,
wie Katalase, H,O, mit Hilfe von Glutathion als Cofaktor zu Wasser reduzieren. Eine
weitere Quelle fur antioxidativ wirkende Substanzen (Vitamin C und E, Carotinoide,
Mineralstoffe (Mangan, Selen, Zink) und Flavonoide) ist die Nahrungsaufnahme.
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Nach der Gabe von Vitamin C kommt es zu einem Absinken der Anzahl oxidativer
DNA-Modifikationen in vivo (Collins, 1999; Halliwell, 2001; Murugesan et al., 2005).
Die Schutzwirkung mancher zusatzlich aufgenommener Antioxidantien ist allerdings
nicht unumstritten. So ist zum Beispiel die tumorpromovierende Wirkung von
B-Carotin bei Rauchern mittlerweile in Studien belegt worden (Diplock, 2000).

2.2 Biologische Effekte von oxidativem Stress

Die intrazellulare Oxidation von Lipiden, Proteinen und Nukleinsdauren durch
reaktive Sauerstoffspezies spielt, auch wenn die Auswirkungen bisher schwer
einzuschatzen sind, ohne Zweifel eine Rolle bei degenerativen Erkrankungen wie
Morbus Parkinson (Dix and Aikens, 1993), Arteriosklerose und Krebs sowie beim
Alterungsprozess (Ames et al., 1993; Halliwell, 1994). Neben den oben genannten
reaktiven Sauerstoffspezies entstehen vor allem bei der Lipidperoxidation (Schieberle
and Grosch, 1981; Chan, 1987) in aeroben Zellen auch organische
Sauerstoffverbindungen wie Alkoxyl- (RO-), Hydroperoxylradikale (ROOQO:-),
Hydroperoxide (ROOH) und a-B-ungesattigte Carbonylverbindungen. Diese Produkte
kénnen ebenfalls direkt die DNA angreifen oder mit ihr wie im Falle der
a-B-ungesattigten Carbonylverbindungen Ethenoaddukten bilden (Bartsch and Nair,
2000).

Die durch ROS induzierten DNA-Schaden sind fur die Bedeutung von oxidativem
Stress bei der Kanzerogenese von besonderem Interesse, wobei modifizierte
(oxidierte) DNA-Basen (siehe 2.2.1) den Hauptanteil der DNA-Schaden ausmachen
(Sies, 1991). Weiterhin fuhren ungefahr 20 % aller Angriffe von Hydroxylradikalen an
der DNA zu Schaden am Zucker-Phosphat-Gerust (Halliwell and Aruoma, 1991),
wodurch DNA-Einzel- und Doppelstrangbriiche sowie alkalilabile Stellen, die zum
Verlust der Base fuhren (AP-Lasion), resultieren. Derartige DNA-Schaden wurden
sowohl fir ionisierende Strahlung (von Sonntag, 1987) als auch nach Einwirkung von
Wasserstoffperoxid (Demple et al., 1986) beschrieben.

2.2.1 Oxidative DNA-Modifikationen

Die in 2.1 vorgestellten ROS konnen direkt mit der DNA reagieren und so zu
Basenmodifikationen, Einzel- und Doppelstrangbrichen (Epe et al., 1988),
basenfreien Stellen (AP-Lasionen, apurinischen oder apyrimidinischen Stellen) sowie
Vernetzungen (cross-links) zwischen zwei DNA-Basen (Epe, 1996) oder DNA-Base
und Protein-Molekul (Halliwell and Aruoma, 1991; Wallace, 2002) fuhren. Einige der
inzwischen mehr als 100 identifizierten unterschiedlichen Modifikationen (von
Sonntag, 1987; Dizdaroglu, 1992b) sind in Abb. 2-8 dargestellt.
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Abb. 2-8: DNA-Basenmodifikationen.

Die Keto-Formen der DNA-Basen sind jeweils das stabilere Tautomer; die Basen
liegen also Uberwiegend in der Keto-Form in der DNA vor. Das Oxidationsprodukt der
Purinbase Guanin, das 8-Hydroxyguanin (7,8-Dihydro-8-oxoguanin, 8-oxoG), wird
dabei als die bedeutendste aller DNA-Modifikationen betrachtet, was zum einem an
seiner relativen Haufigkeit und zum anderen in seiner vergleichsweise hohen
pramutagenen Wirkung liegt. Die groRe Haufigkeit dieser Modifikation erklart sich
daraus, dass Guanin das niedrigste Oxidationspotential aller DNA-Basen hat und
damit am leichtesten oxidiert werden kann (Huttermann, 1982). Es wird durch den
Angriff von Hydroxylradikalen an Position 8 des Guanins gebildet und kann entweder
durch Offnung des Imidazolrings oder durch Reduktion zu
2,6-Diamino-4-hydroxy-5-formamidopyrimidin  (FaPy-Guanin) modifiziert werden
(Dizdaroglu et al., 1993; Cadet et al., 2000). Analog, jedoch mit viel geringerer
Haufigkeit, verlauft die Oxidation von Adenin.

Auch die Pyrimidinbasen (Cytosin und Thymin) werden, wenn auch in noch
geringerem Ausmal}, oxidativ modifiziert. Hierbei entstehen neben verschiedenen
5,6-Dihydropyrimidin-Derivaten, wie Glykole und Hydrate, deren
Fragmentierungsprodukte (Halliwell and Aruoma, 1991).

Zu weiteren DNA-Modifikationen, wie AP-Lasionen oder Einzel- bzw.
Doppelstrangbrichen (von Sonntag, 1987; Halliwell and Aruoma, 1991), kommt es
durch Abstraktion von Wasserstoff an den Desoxyriboseresten sowie durch
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radikalischen Angriff an Position 1, 2 oder 4 des Zuckers (Epe, 1996) oder durch
spontane Depurinierung (Lindahl, 1993).

DNA-Protein-Quervernetzungen koénnen sich zwischen DNA-Basen und
Aminosauren ausbilden. So kommt es in Gegenwart von Sauerstoff oder nach
Behandlung mit Wasserstoffperoxid in Anwesenheit von Fe(lll) oder Cu(ll) zu
Thymin-Tyrosin-Verbindungen (Nackerdien et al., 1991).

2.2.2 Oxidation von Lipiden und Proteinen

Neben den oben genannten Modifikationen der DNA kénnen ROS auch mit
Lipiden oder Proteinen reagieren und diese in reaktive Verbindungen uberflhren. Die
Lipidperoxidation ist die radikalische Oxidation von ungesattigten Fettsauren. Sie
fuhrt zu reaktiven Metaboliten, wie z. B. Malondialdehyden oder Radikalen, welche
entweder im Stande sind, die Phospholipide der Zellmembran anzugreifen
(Esterbauer et al., 1992; Cadet et al., 2003), was zum Untergang der Zelle flhren
kann, oder die DNA zu modifizieren (Marnett, 2000). Bei der Proteinoxidation wird
durch den Angriff reaktiver Sauerstoffspezies die Tertiarstruktur verandert oder
zerstort, was zu einem Verlust der Enzymaktivitat flihren (Andrae, 2003; Klotz et al.,
2003) und damit die Entstehung von Tumoren beglnstigen kann (Graziewicz et al.,
2002).

2.2.3 Konsequenzen oxidativer DNA-Modifikationen

Der in den voran gegangenen Kapiteln 2.2.1 und 2.2.2 vorgestellte biologische
Effekt der DNA-Schadigung durch ROS kann grundsatzlich drei verschiedene
Auswirkungen haben. Erstens, der DNA-Schaden wird unter Aufrechterhalten der
DNA Integritat durch DNA-Reparatur (siehe 2.4) vollstandig und fehlerfrei entfernt.
Zweitens, der DNA-Schaden ist so schwerwiegend, dass er durch die
Reparaturmechanismen unzureichend oder gar nicht repariert werden kann. Es
kommt zu einer Transkriptions- bzw. Replikations-Blockade und dadurch zum
Absterben der Zelle durch Apoptose oder Nekrose. Apoptose ist ein programmierter
Selbstmord der unter Energieverbrauch ablauft. Nekrose hingegen stellt einen
unkontrollierten Vorgang dar, der mit Entzindungserscheinungen des umliegenden
Gewebes einhergeht (Murphy, 1999; Jin and El-Deiry, 2005). Drittens, der Fehler
bleibt unerkannt, dies kann bei der nachsten Replikation der DNA zu einer Mutation
fuhren. Eine Mutation kann nach dem Mehrstufenkonzept der Kanzerogenese
(Neumann, 1992) einen Schritt auf dem Weg zur malignen Entartung der Zelle
darstellen und hat damit grundsatzlich tumorinitiierendes Potential (siehe 2.4.7). Die
Konsequenzen der verschiedenen durch ROS induzierten DNA-Modifikationen,
insbesondere fur die Tumorentstehung, werden im Folgenden erlautert.
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Die am haufigsten vorkommende DNA-Modifikation ist das 8-Hydroxyguanin
(8-0x0G) (siehe 2.2.1). Es kann durch Reaktion der DNA mit Hydroxylradikalen,
Singulett-Sauerstoff, angeregten Photosensibilisatoren, wie auch Ro19-8022 (siehe
2.3.3), und anderen Spezies erzeugt werden (Epe, 1996; Will et al., 1999). Sein
pramutagenes Potential beruht auf der Paarung mit Adenin wahrend der Replikation
(Shibutani et al., 1991; Tchou and Grollman, 1993). So kommt es in 90 % der Falle
(Sunaga et al., 2001) zu G:C—>T:A Transversionen in Bakterien und Saugerzellen
(Wood et al.,, 1990; Klein et al., 1992; Chen et al.,, 1998; Kuipers et al., 1999).
Quantitative Untersuchungen in Saugerzellen zur Mutationsfrequenz haben, nach
Einbringung eines Vektors mit einem 8-oxoG tragenden Einzelstrang, eine
Mutationshaufigkeit von 2,5 % bis 4,8 % ergeben (Moriya, 1993). Die in vivo jedoch
deutlich niedrige Mutagenitat kann mit der Effizienz der vorhandenen
Reparaturmechanismen fur 8-oxoG erklart werden (siehe 2.4), im Vergleich zur
Mutagenitat anderer DNA-Modifikationen ist sie jedoch hoch (Nakabeppu et al.,
2004; Kalam et al., 2006; Nakabeppu et al., 2006). Nach Oxidation von dGTP zu
8-0x0-dGTP im Nukleotidpool kann dies auflerdem als Substrat fur Polymerasen
dienen und in die DNA gegenuber von Adenin eingebaut werden, was zu G:C2>A:T
Transitionen fuhrt.

Formamidopyrimidine, wie FaPy-Guanin und FaPy-Adenin, besitzen kein
mutagenes Potential, sondern fuhren durch eine Blockade der Polymerase | zum
Stopp der Replikation (O'Connor et al., 1988; Laval, 1996). Sie sind somit zytotoxisch
(Tudek et al., 1992; Tudek, 2003).

Pyrimidindimere storen als "bulky-lesions" die dreidimensionale Struktur der
DNA, sie werden als nicht-codierende Modifikation angesehen und stéren sowohl die
Replikation als auch die Transkription (Witkin, 1976; Chan, 1987; Borden et al.,
2002). Eine T->C Substitution durch Pyrimidindimere konnten mit Hilfe von Shuttle-
Vektor-Experimenten in Saugerzellen nachgewiesen werden (Gentil et al., 1996;
Gentil et al., 2000).

5,6-Dihydrocytosin-Derivate, wie z. B. 5-Hydroxycytosin, haben eine erhdhte
Neigung zu spontanen Depurinierung (O'Donnell et al., 1994). Dies kann mitunter zu
einem vermehrten Auftreten von G:C—>A:T Transitionen beitragen (Burney et al.,
1999), die auch als Folge der spontanen Methylierungen und Deaminierung von
Cytosin zu Thymin resultieren.

Eine weitere wichtige Rolle bei der Mutagenese spielen AP-Lasionen (Epe,
1996; Yu et al., 2003). Diese Modifikationen konnen durch enzymatische oder
spontane Hydrolyse in Einzelstrangbrichen uberfihrt werden (Burney et al., 1999).
AP-Lasionen kénnen aber auch zu einer Transkriptions- bzw. Replikations- Blockade
fuhren (Yu et al., 2003) oder Basenfehlpaarung wahrend der Replikation
verursachen. Gegenuber einer AP-Lasion wird in Saugerzellen uberwiegend Guanin
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eingebaut (Klinedinst and Drinkwater, 1992; Neto et al., 1992), wahrend in Bakterien
mit induzierter SOS-Antwort Uberwiegend Adenin eingebaut wird (Loeb and Preston,
1986; Lawrence et al., 1990). In beiden Fallen koénnen AP-Lasionen zu
Basenaustauschmutationen fuhren.

Durch ROS induzierte Einzelstrangbriiche werden in einem zweiphasigen
Prozess (siehe 2.4.6) sehr schnell repariert (Churchill et al., 1991; Flohr et al., 2003).
Dabei stehen nach neueren Erkenntnissen zwei Mdglichkeiten zur Verfugung
(Caldecott, 2001; Caldecott, 2003). Es kann jedoch nicht ausgeschlossen werden,
dass auch Einzelstrangbriiche ein mutagenes Potential besitzen (Epe, 1996).

Doppelstrangbriiche kénnen sowohl grolRe Deletionen als auch
Chromosomenaberrationen verursachen. Sind werden als zytotoxisch und mutagen
eingestuft.

2.3 Experimentelle Generierung von DNA-Schéaden

231 TPZ

Tirapazamin (TPZ) (Siim et al.,, 2004) ist ein DNA-schadigendes Zytostatikum,
welches derzeitig in klinischen Studien (Phase 2 und 3) eingesetzt wird. Es wird
bevorzugt in hypoxischen Geweben aktiviert und hat damit eine hohe Selektivitat fur
solide Tumoren. Zellen dieses Gewebes sind relativ resistent gegentber einer
Strahlentherapie sowie den meisten Zytostatika. Da die Kenntnisse der Bioselektivitat
und des DNA-schadigende Mechanismus fir die Weiter- und Neuentwicklung von
Zytostatika in der Chemotherapie eine wichtige Vorraussetzung ist, lag es nahe, die
Ursachen der beobachteten selektiven Apoptose der Tumorzellen und anderer
metabolisch hochaktiven Zellen eines mit Tirapazamin behandelten Organismus zu
untersuchen. In Abb. 2-9 st neben der Strukturformel die mit einer
quantenmechanischen Methode nach dem Hartree-Fock Molecular Orbital Model in
der Software Spartan’04 berechnete Ladungsverteilung von Tirapazamin dargestellt.

o £

NX .
@: /J\
+ril NH,
o
Abb. 2-9: Strukturformel und Ladungsverteilung der energieminimierten Form von Tirapazamin

Die Berechnung erfolgte nach dem Hartree-Fock Molecular Orbital Model mit der Software Spartan’04.
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Zellfrei  verursacht Tirapazamin mit Hilfe von Xanthinoxidase oder
NADPH-Cytochrom-P450-Oxidoreduktase einen Schaden, der dem Schadensprofil
von y-Strahlung sehr ahnlich ist (Kotandeniya et al., 2002; Birincioglu et al., 2003).
Dies lasst auf einen Mechanismus Uber ROS schlieRen (Abb. 2-10).

+

4

N “+H
e +H*
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DNA u. Protein
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Abb. 2-10: Vermuteter Mechanismus der intrazelluliren DNA-Schéadigung durch Tirapazamin
(TPZ), Benzotriazinylradikal (BTZ-), Superoxid oder Hydroxylradikal (OH-).

TPZ wird dabei durch eine Reduktase unter Ubertragung eines Elektrons in eine
radikalische Form Uberflhrt. Dieses TPZ-Radikal und das durch Abspaltung von H,O
erhaltene BTZ-Radikal sowie die durch die Ruckreaktion mit molekularem Sauerstoff
entstehenden Superoxidradikale werden fir die DNA- und Protein-schadigende
Wirkung von TPZ diskutiert. Eine weitere Mdglichkeit der Schadigung ergibt sich aus
der Bildung von Hydroxylradikalen Uber das TPZ-Radikal.

2.3.2 lonisierende Strahlung (y-Strahlen)

lonisierende Strahlen kdnnen sowohl direkt als auch indirekt in biologischen
Systemen zu DNA-Schéaden, die fur die toxischen und mutagenen Effekte der
ionisierenden  Strahlung verantwortlich sind, fuhren. So konnten neben
Einzelstrangbrichen auch eine groRe Anzahl an Doppelstrangbriichen (DBS) mit den
daraus folgenden chromosomalen Abberationen (CA) und
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Schwesterchromatidaustauschen (SCE) beobachtet werden (Bradley and Erickson,
1981; Chadwick and Leenhouts, 1986; van Loon et al., 1991; Rueff et al., 1993;
Friedberg et al., 1995b). Durch ionisierende Strahlen werden aber auch AP-Lasionen
und oxidierte DNA-Basen gebildet (Epe et al., 1993c; Pflaum, 1996).

Der direkte Effekt von ionisierenden Strahlen beruht auf der Energie der
y-Strahlen, die direkt auf DNA-Basen oder Zucker wirkt. Er fihrt sowohl zu Einzel- als
auch zu Doppelstrang- Briuchen sowie zu Oxidation und Querverknupfung von
DNA-Basen (crosslinks) (Abb. 2-11).

ESB DSB Crosslink

& /

a"? }Aé 73
e L&i . ‘?} \

Abb. 2-11: Einzelstrangbriiche (ESB), Doppelstrangbriiche (DSB) und DNA-Crosslinks.

Der Hauptmechanismus der DNA-Schadigung verlauft jedoch indirekt tber eine
homolytische Spaltung bzw. lonisation von intrazellularem Wasser (Abb. 2-12), der
so genannten Radiolyse. Als Hauptbestandteil aller biologischen Systeme kann
Wasser mehr als 80 % der Energie von einfallender Strahlung absorbieren (Kiefer,
1989; Friedberg et al., 1995b).

H,O
v-Strahlung % ?
H,0 He+ OH+ (Spaltung)

Abb. 2-12: lonisation und Spaltung von intrazellularem Wasser.

H,0"+ e (Radiolyse)

In Folgereaktionen (Abb. 2-13) sowie durch direkte Spaltung kann es zur Bildung
der bereits beschrieben (siehe 2.1) ROS kommen.

H- + 0, HO,» = H' + 0,
e+0, — O,

H,0* + H,0 —— H,0* + OH>

OH: + OH* —— H,0,

20, +2H* —— 0, +H,0,

Abb. 2-13: Folgereaktionen der Radiolyse und Spaltung.
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Die DNA-schadigende Wirkung beruht damit im groRen Mall auf
Hydroxylradikalbildung. Dies wird auch durch das Schadensprofil von y-Strahlung
deutlich (Dizdaroglu, 1992b; Dizdaroglu, 1992a). So Uuberwiegen die vom
Hydroxylradikal gebildeten oxidativen Modifikationen (Abb. 2-15) wie 8-oxoG und
FaPy-Guanin (siehe 2.2.3 und Abb. 2-8).

Die groRe Anzahl an DBS kann jedoch nicht alleine durch die Hydroxylradikale
erklart werden. So kommt es bei anderen Hydroxylradikalquellen, wie z. B. H,O, mit
Eisenionen, nicht zu diesem Effekt (Ward et al.,, 1987). Jedoch werden durch
y-Strahlen intrazellular auf sehr kleinen Raum eine groflere Menge an
Hydroxylradikalen aus Wasser gebildet, woraus dann Doppelstrangbrtiche resultieren
(Kiefer, 1989; Friedberg et al., 1995b). Dies hat auch zur Folge, dass nicht nur
Einzel- oder Doppelstrangbriiche vermehrt entstehen, sondern es kommt auch zu
einer benachbarten Haufung von DNA-Schaden, so genannten ,clustered lesions®
(Sutherland et al., 2001; Terato and Ide, 2004).

Es kann weiterhin zu einer DNA-Protein-Quervernetzungen wie bei der
Behandlung mit H,O, kommen (siehe 2.2).

2.3.3 Ro019-8022

Die Substanz Ro019-8022 ist eine im Rahmen der Entwicklung neuer
Tranquilantien von der Firma Hoffmann-La Roche synthetisierte, stark gelb
fluoreszierende, polare Verbindung mit dem systematischen Namen [R]-1-[(10-
Chloro-4-oxo-3-phenyl-4H-benzo[a]chinolizin-1-yl)carbonyl]-2-pyrrolidin-methanol]

(Abb. 2-14).
Cl
N
§(R)
HO

Abb. 2-14: Strukturformel von Ro19-8022.

Die Substanz erwies sich im Ames-Test in Kombination mit sichtbarem Licht als
mutagen. Zellfreie Untersuchungen an Bakteriophagen-DNA (PM2-DNA) zeigten,
dass die Verbindung bei Bestrahlung ein fiir Singulett-Sauerstoff ('0,) typisches
Schadensprofil an der eingesetzten DNA generiert (Abb. 2-15) (Epe and Hegler,
1994; Will, 1995). Die DNA-Schaden werden nur in Anwesenheit von sichtbarem
Licht generiert, folglich ist Ro19-8022 eine photosensibilisierende Verbindung
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(Absorptionsmaxima 425, 315 und 250 nm) (Will, 1995). Bei zellfreier Schadigung
durch Ro19-8022 mit sichtbarem Licht generierte Fpg-sensitive Basenmodifikationen
in Plasmid-DNA bestehen nach Untersuchungen von Will, welche dieser im Jahre
1999 durchfuhrte, zu ca. 75 % aus 8-0xoG. Sie verursachen bei Replikation in E. coli
Mutationen, die zu etwa 50 % auf 8-oxoG zuruckgefuhrt werden konnten (Will, 1999).
Auch das Schadensspektrum, nach Behandlung mit Ro19-8022 plus Licht in AS52
Zellen, wird von Fpg-sensitiven Modifikationen dominiert und &ahnelt stark dem
Spektrum bei zellfreier Schadigung (Will, 1995). Des Weiteren konnte gezeigt
werden, dass Ro019-8022 mit Bestrahlung in Saugerzellen mutagen ist und
Mikrokerne induziert (Will et al., 1999).

Abb. 2-15: Schadensprofil in PM2-DNA von Ro19-8022 plus Licht, NDPO, und y-Strahlung.
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Die Balken der zellfreien Schadensprofile in PM2-DNA, von 50 uM Ro19-8022 plus Licht (225 kJ/mz),
NDPO, (Singulettsauerstoff-Quelle) und y-Strahlung (Hydroxylradikalquelle), geben jeweils die Zahl
der von verschiedenen Reparaturendonukleasen erkannten DNA-Modifikationen (Tabelle 2.4.2-1)
bzw. die Einzelstrangbriiche (SSB) an. Die Quantifizierung erfolgte mit einem DNA-Relaxationsassay

(Will, 1995).

Untersuchungen zur Zytotoxizitat mit Hilfe von Proliferationstests (siehe 4.2.8)
von |. Eckert und L.Weidenfeller haben ergeben, dass Ro019-8022 in
Konzentrationen bis 50 nM nicht zytotoxisch auf immortalisierte embryonale
Wildtyp-Mausfibroblasten wirkt. Eine gleichzeitige Bestrahlung mit sichtbaren Licht
(166 J/m?) hatte dabei keinen Einfluss auf die Uberlebensrate, jedoch wurden
gegenuber unbestrahlten Zellen ca. 0,4-0,5 Fpg-sensitive DNA-Modifikationen pro
10° bp zusétzlich in den Zellen generiert. Da in dieser Arbeit jedoch Konzentrationen
bis 200 nM verwendet wurden, wurde dies erneut sowohl fir MEFs als auch fiur die
verwendeten MCF7 und FB2-299 Zelllinien Uberpruft (siehe 5.1.1).
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2.3.4 MMS

Methylmethansulfonat (MMS) (Abb. 2-16) ist eine bekannte, direkt
DNA-alkylierende Verbindung, die als Standardreagenz zur Strangbruchbildung
eingesetzt wird (Pfuhler and Wolf, 1996; Speit et al., 1999). Als Elektrophil alkyliert
MMS Uber einen Sy2-Mechanismus bevorzugt Guanin an Position N-7. In der DNA
wird das so modifizierte Guanosin durch Hydrolyse zum 7-Methylguanin und dem
Halbacetal des Zuckers gespalten. Die so entstandene AP-Lasion wird unter
B-Eliminierung spontan oder enzymatisch in einen Einzelstrangbruch (SSB)
Uberfuhrt.

&

O=?=

CH,

Abb. 2-16: Strukturformel von Methylmethansulfonat (MMS).

2.3.5 UVB

UV-Strahlung stellt eine weitere exogene Quelle zur Erzeugung ROS, aber auch
zur direkten Schadigung der DNA, dar. Die in dieser Arbeit verwendete UVB-
Strahlung (280-320 nm) fahrt direkt durch Anregung der DNA (Absorptionsmaximum
der DNA-Basen ca. 260-265 nm) zu DNA-Modifikationen. Vorherrschende Produkte
sind dabei Cyclobutanpyrimidindimere (CPD) (Mitchell et al., 1991), die durch
[2+2]-Cycloaddition der photochemisch reaktiven 5,6-Doppelbindung benachbarter
Pyrimidinbasen entstehen (Friedberg et al.,, 1995a) und Pyrimidin-(6-4)-
Photoprodukte (Lippke et al., 1981; Sancar and Rupp, 1983). Nur nach hohen Dosen
UVB wurden auch oxidative DNA-Modifikationen beobachtet, bei denen es sich
teilweise um 8-oxoG handelte (Beehler et al., 1992; Budiyanto et al., 2002).

2.4 DNA-Reparaturmechanismen

Dass Mutationen fir die Artenvielfalt auf der Erde mitverantwortlich sind, ist seit
der Verdffentlichung der Evolutionslehre bekannt (Darwin, 1859). Obwohl die
Mutationen die Dynamik der Evolution ausmachen, ist nur in den selteneren Fallen
mit einer Veranderung im Genom ein Vorteil fir das Individuum zu erwarten (nur ca.
0,001 % aller Mutationen sind positiv) (Wikipedia, 2006). In der Regel fuhren sie zu
Funktionsverlusten, die Zelltod, aber auch maligne Entartung bewirken konnen. Pro-
und eukaryotische Zellen haben so im Verlauf der Evolution ausgefeilte
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Verteidigungsmechanismen zur Bewahrung der Integritdt des Genoms entwickelt.
Diese Reparaturmechanismen sind infolge der Bedeutung fur die Mutagenese und
Krankheitsentstehung Ziel intensiver Forschung. So wurden bereits mehr als 130
verschiedene Gene des Menschen, die an Reparaturvorgangen beteiligt sind,
identifiziert (Lindahl and Wood, 1999; Wood, 1999). Um die komplexen Vorgange zu
verstehen, wird oft von einfachen Organismen wie dem Prokaryoten E. coli oder
Hefen ausgegangen, um dann eine Homologiesuche in eukaryotischen Organismen
anzuschlieBen. Einige wurden auch bei der Erforschung der Ursachen von
Krankheiten des Menschen entdeckt (Yu et al., 1999; Ronen and Glickman, 2001).
DNA-Reparaturmechanismen kann man nach heutigem Kenntnisstand (Demple and
Harrison, 1994; Friedberg, 1996; Kaina, 1997) grob in die folgenden Gruppen
einteilen:

e Direkte Reparatur (Schadensreversion)

e Basen-Exzisions-Reparatur (BER)

o Nukleotid-Exzisions-Reparatur (NER)

e Postreplikative Reparatur (Mismatch-Reparatur).

Jedoch sind nach wie vor \viele Bereiche dieser komplexen
Reparaturmechanismen weitgehend unverstanden. Die genannten
DNA-Reparaturmechanismen werden in den folgenden Kapiteln naher betrachtet.

2.4.1 Direkte Reparatur (Schadensreversion)

Die relativ seltene, direkte Reversion von DNA-Schaden spielt nach heutigem
Kenntnisstand nur bei der Reparatur von alkylierten Basen, durch UV induzierten
Pyrimidindimeren und bei der direkten Ligation von Einzelstrangbrichen eine Rolle
(Friedberg et al., 1995a). Die direkte Reparatur von alkylierten Basen erfolgt in
menschlichen Zellen durch eine O°-Alkylguaninalkyltransferase (Vaughan et al.,
1993). Dieses Enzym repariert durch Ubertragung der Methylgruppe auf die
enzymeigenen Cysteinreste spezifisch O°-Methylguanin, welches dabei jedoch
irreversibel inaktiviert wird (Pegg, 2000). Die Methylgruppen aus 1-Methyladenin und
3-Methylcytosin kénnen durch DNA-Dioxygenase (ABH2 und ABH3 (human) oder
AlkB (E. coli)) katalysierte Reaktionen wieder entfernt werden (Duncan et al., 2002;
Sedgwick et al.,, 2006). Ob dabei oxidierte DNA-Modifikationen entstehen, ist
umstritten (Ringvoll et al., 2006). Eine weitere Moglichkeit der direkten Reversion
kommt in Bakterien, Pflanzen und einigen Saugern, nicht jedoch in Menschen, vor.
So kénnen Pyrimidindimere durch photoreaktivierende Enzyme (DNA-Photolyasen)
lichtabhangig wieder in zwei Pyrimidinnukleotide umwandelt werden (Sinha and
Hader, 2002). Durch y-Strahlung erzeugte Einzelstrangbriche, die eine
3'-Hydroxylgruppe und eine freie 5'-Phophatgruppe besitzen, kénnen in E. coli und
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moglicherweise auch anderen Organismen direkt durch eine NAD- und
Mg**-abhédngige DNA-Ligase geschlossen werden (Jacobs et al., 1972).

2.4.2 Basen-Exzisions-Reparatur (BER)

Substrate der Basen-Exzisions-Reparatur (BER) sind auf3er alkylierten oder
deaminierten Basen auch durch ROS oder ionisierende Strahlung bedingte oxidierte,
reduzierte oder fragmentierte Nukleotide (Krokan et al., 2000). Alle diese
Basenmodifikationen fihren nicht zu einer gravierenden Veranderung (Distorsionen,
siehe 2.4.3) der DNA-Helix-Struktur, was die Prozessierung durch die an der BER
beteiligten Enzyme ermdoglicht. Im ersten Schritt der BER (Krokan et al., 1997;
Lindahl and Wood, 1999; Gros et al., 2002) bindet eine substratspezifische DNA-
Glykosylase (Abb. 2-17, | und lla) an das modifizierte Nukleotid und hydrolysiert die
N-glykosidische Bindung zwischen Desoxyribose und modifizierter Base. Es gibt
mono- und bifunktionelle Glykosylasen; bifunktionelle Glykosylasen kénnen
zusatzlich Uber eine AP-Lyasefunktion die Phosphodiesterbindung in 3’-Position des
ursprunglichen DNA-Schadens spalten (Scharer and Jiricny, 2001). Bei
monofunktionellen Glykosylasen resultiert nach dem Einschnitt durch die von XRCC1
aktivierte AP-Endonuklease (Ape1) (Masuda et al., 1998; Vidal et al., 2001a; Demple
and Sung, 2005) ein 3’-OH- und ein 5’-Desoxyribosephosphat-Rest (dRP). Fir den
Fall, dass die zuvor aktive Glykosylase bifunktionell war, ist das Produkt nach dem
Ape1-Einschnitt eine Leerstelle ohne Nukleotid mit einem 3-OH und einem
5’-Phosphatrest. Durch spontane Hydrolyse entstandene AP-Lasionen (Abb. 2-17,
llb) kénnen ebenfalls von Ape1 prozessiert werden. Die durch die Spaltung
resultierende AP-Lasion wird anschlie®end in weiteren Schritten prozessiert, so dass
die korrekte Sequenz erhalten bleibt (Lindahl and Wood, 1999; Krokan et al., 2000).

Innerhalb der BER unterscheidet man die short-patch-Reparatur, bei der nur ein
Nukleotid ersetzt wird, von der long-patch-Reparatur, bei der mehrere Nukleotide
entfernt werden. Bei der short-patch-BER (Abb. 2-17, Illa) besitzt die
DNA-Polymerase B (Polp) zusatzlich zu ihrer Polymeraseaktivitat eine intrinsische
dRP-Lyase-Aktivitat (Matsumoto and Kim, 1995; Prasad et al., 1998). Der
verbliebene  5'-Phosphatrest wird durch  die  dRP-Lyase-Aktivitat  der
DNA-Polymerase B entfernt (Abb. 2-17, IVa) und die entstandene Ein-Nukleotid-
Licke von Polp aufgeflllt (Podlutsky et al., 2001). Im nachsten Schritt wird durch den
XRCC1/Ligase llI-Kkomplex der DNA-Strang wieder verschlossen (Abb. 2-17, Va).
Dabei fungiert XRCC1 als Bindeglied zwischen Polp und DNA-Ligase llI, fir die es
getrennte Bindungsstellen aufweist (Lindahl et al., 1997; Nash et al., 1997; Krokan et
al., 2000; Bhattacharyya and Banerjee, 2001; Petermann et al., 2006). Am Ende liegt
wieder die korrekte Basensequenz vor (Abb. 2-17, Via).
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Abb. 2-17: Die Basen-Exzisions-Reparatur in Saugerzellen; modifiziert nach Flohr (Flohr, 2003).
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Neben der short-patch-BER existiert, wie bereits erwahnt, die long-patch-BER
(Abb. 2-17, llIb). Bei diesem PCNA-abhangigen (proliferating cell nuclear antigen)
Reparaturweg werden groRerer DNA-Stlicke (long-patch) im Bereich der
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modifizierten Base ersetzt (Stucki et al., 1998). Er wird meist dann genutzt, wenn das
entstandene 5-Ende der DNA blockiert ist, so das Polf nicht einschneiden kann
(Gary et al., 1999; Nilsen and Krokan, 2001). Durch Polymerase 3, 6 oder ¢ werden
ausgehend von der AP-Lasion, nach Ape1 Prozessierung, 2 bis 8 Nukleotide in 3’
Richtung, unter Verdrangung des alten Stranges, in die DNA eingeflgt (Abb. 2-17,
IVb) (Krokan et al., 2000; Memisoglu and Samson, 2000). Da die long-patch-BER
auch in PolB-defizienten Zellen reibungslos ablauft, wird angenommen, dass
hauptsachlich die Pol 5 und ¢ an diesem Reparaturweg beteiligt sind (Southorn and
Powis, 1988b; Fortini et al., 1998). Das Abschneiden des verdrangten alten Stranges
(Abb. 2-17, Vb) erfolgt durch Aktivierung der flap-Endonuklease (FEN1) (Liu et al.,
2004; Liu et al., 2006) durch PCNA (Klungland and Lindahl, 1997; Gary et al., 1999;
Nilsen and Krokan, 2001) und PARP 1 (Prasad et al., 2000; Allinson et al., 2003; Le
Page et al., 2003). Dadurch kann DNA-Ligase |, die ebenfalls mit PCNA interagiert
(Levine, 1997), die Reparatur durch Verschliefen des verbliebenen Strangbruchs
beenden (Abb. 2-17, VIb).

Es gibt auch Hinweise, dass die long-patch-BER parallel mit der Replikation
(Sattler et al., 2003; Sukhanova et al., 2004), unter der Abhangigkeit von
Replikationsfaktoren wie RPA (replication protein A) und RFC (Otterlei et al., 1999;
Krokan et al., 2000; Memisoglu and Samson, 2000; Caldecott, 2001), ablauft.

Die verschiedenen bakteriellen Reparaturendonukleasen bzw. menschliche
DNA-Glykosylasen und ihre unterschiedliche Substratspezifitdten sind in Tabelle
2.4.2-1 dargestellt. Diese unterschiedlichen Substratspezifitaten wurden in dieser
Arbeit zu der Charakterisierung von geschadigter DNA genutzt. Die durch die
Aktivitat der Reparaturendonukleasen gebildeten Einzelstrangbriche kénnen mit der
Alkalischen Elution (siehe 4.1.7.2) und dem DNA-Relaxationsassay (siehe 4.1.7.3)
quantifiziert werden (Epe et al., 1993a; Epe and Hegler, 1994). Hochreine, bakterielle
Enzyme werden so als Sonden zur Charakterisierung von DNA-Schaden und deren
Schadensprofilen eingesetzt (Epe, 1996).
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Tabelle 2.4.2-1: einer Auswahl menschlicher und bakterieller

DNA-Glykosylasen modifiziert nach Epe, (Epe, 1996).

Erkennungsspektren

Bakterielles Enzym

Fpg

Endo Il

Endo IV

T4EV

Exo Il

APN1f

Menschliches
homologes Protein

hOgg1

hNth?®

Apel/
Hap1®

AP-Lasionen
normal
1’-oxidiert
4’-oxidiert

Basenmodifikationen
8-Hydroxyguanin
FaPy-Guanin
FaPy-Adenin
5,6-Dihydropyrimidin

Pyrimidindimer

+
(+)°

# anderer Name Thymidinglykol-DNA-glykosylase

® (Mol et al., 2000)

¢ Erkennung bendtigt sehr hohe Enzymkonzentrationen (200 U/ml)

4 nicht prozessiert von hOgg1

® nicht oder nur teilweise prozessiert von Endo Il (Asagoshi et al., 2000; Ide, 2001; Tudek, 2003)

"Endo IV homologes Protein in Hefen

Die in dieser Arbeit verwendeten Reparaturendonukleasen werden im Folgenden
kurz beschrieben (Cunningham, 1997; Krokan et al., 1997).

Bei dem Enzym Fpg (Formamidopyrimidinglykosylase) handelt es sich um das
aus E. coli isolierte funktionelle Homolog des humanen Enzyms hOgg1 (Boiteux et
al., 1990). Es ist eine bifunktionelle Glykosylase, die mit einer AP-Lyasefunktion
(Bailly et al., 1989; O'Connor and Laval, 1989) und einer 5’-dRPase (Graves et al.,
1992) ausgestattet ist. Das Enzym erkennt Guanin- und Adenin-Derivate mit
geoffnetem Imidazolring (Formamidopyrimidine, FaPy-Guanin/Adenin), AP-Lasionen
(Jurado et al.,, 1998; D'Ham et al., 1999) und 8-Hydroxyguanin in der anti-
Konfiguration (Boiteux et al., 1992). Es schneidet 8-oxoG aus 8-0xoG:C Paaren aus,
jedoch nicht aus 8-oxoG:A Paaren. Am carboxyterminalen Ende des Proteins
befindet sich ein Zink-Finger-Motiv, das fur seine Bindung an die DNA und fir seine
katalytische Aktivitdt essentiell ist 1993). Neben
Glykosylasefunktion besitzt das Fpg-Enzym eine AP-Lyasefunktion und kann somit
die DNA an Dbasenfreien Stellen einschneiden. Die Trennung der
Phosphodiesterbindung wird 3’ und 5’ von der AP-Lasion katalysiert, so dass die

(O'Connor et al., der
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basenfreie Stelle freigesetzt und ein Einzelstrangbruch mit 3’-Hydroxylrest und
5’-Phosphatrest vorliegt (Bailly et al., 1989).

Die Thyminglykol-DNA-Glykosylase (hNth) ist das Homolog zur Endonuklease I
(Endo lll) aus E. coli, einem monomeren Enzym (Asahara et al., 1989). Das Enzym
schneidet vorwiegend DNA, die durch y-Strahlung, UV-Licht und freie Radikale
geschadigt wurde (Demple and Linn, 1980; Gros et al., 2002). Dabei erkennt es
gesattigte, oxidierte und fragmentierte Pyrimidine (Dizdaroglu et al., 1993; Gros et al.,
2002). Diese Glykosylase besitzt eine assoziierte AP-Lyasefunktion und spaltet durch
B-Elimination die Phosphodiestergruppe der Zucker-Phosphatbindungen an
AP-Stellen zu 3’-Hydroxyl - und 5’-Phophatresten (Kim and Linn, 1988). Durch XPG,
eine Endonuklease, die an der Nukleotid-Exzisions-Reparatur beteiligt ist, kann die
Aktivitat des Enzyms gesteigert werden (Bessho, 1999). Die Strukturen und Motive in
der Endonuklease Il finden sich in vielen Glykosylasen und werden zur Einordnung
in Enzym-Superfamilien, beispielsweise der Endonuklease lll-ahnlichen
Glykosylasen, herangezogen.

Die aus E. coli isolierte Endonuklease IV (Endo V) ist ein monomeres Enzym.
Seine Aktivitat macht lediglich 5 % der Gesamt-AP-Endonuklease-Aktivitat in E. coli
aus. Das Protein besitzt eine AP-Endonuklease mit 3’-Phosphatase und
3’-Phosphoglykolaldehyd-Diesterase Aktivitat (Ljungquist, 1977; Levin et al., 1988).

Hingegen ist das homologe Enzym APN1 in Hefen (Ramotar et al., 1993) von
grolerer Bedeutung. Es erkennt wie Endo IV AP-Lasionen und repariert diese mit
Hilfe seiner AP-Endonuklease mit 3’-Phosphatase und 3’-Phosphoglykolaldehyd-
Diesterase Aktivitat (Ramotar et al., 1991; Bogliolo et al., 2002). So kann APN1 mit
seiner 3’-Phosphoglykolaldehyd-Diesterase- und 3’-Endonukleasefunktion
3’-blockierte Enden entfernen (Boiteux and Guillet, 2004). APN1, transfiziert in
Bakterien, kann dort ebenfalls als Reparaturenzym fungieren (Ramotar et al., 1991).
Die Konservierung dieser Enzyme Uber Prokaryoten zu Eukaryoten zeigt erneut die
fundamentale Rolle bei der DNA-Reparatur (Popoff et al., 1990).

Die AP-Endonuklease Ape1 ist das Homolog zur Exonuklease Ill. Es wurde
unabhangig voneinander als AP-Endonuklease (Demple et al., 1991; Robson and
Hickson, 1991) und als Redoxregulator fir Transkriptionsfaktoren (Xanthoudakis et
al., 1992; Rothwell et al., 1997) identifiziert. Die wichtigste Funktion ist jedoch seine
enzymatische Aktivitat als AP-Endonuklease in der BER (Demple and Sung, 2005).
Zusatzlich zur seiner mit XRCC1 stimulierten 5’-AP-Endonukleasefunktion (Vidal et
al., 2001a) konnten fur das Enzym eine 3' > 5’-Exonuklease- (Chou and Howe,
2002), eine Phosphodiesterase-, 3’-Phophatase- (Masuda et al., 1998), eine
RNase-H- (Rothwell et al., 1997) sowie eine 3’-Mismatch-Exonukleasefunktion (Chou
and Cheng, 2002) nachgewiesen werden. Diese zusatzlichen Enzymaktivitaten sind
jedoch um Faktor drei schwacher ausgepragt als die AP-Endonukleasefunktion.
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Ape1 kann in der BER, unabhangig davon, welche DNA-Base der Schadstelle
gegenuberliegt, sowohl mono- als auch bifunktionelle Glykosylasen stimulieren (Hill
et al., 2001; Vidal et al., 2001a). Zusatzlich interagiert Ape1 mit der Polf3 (Bennett et
al., 1997). Diese Interaktion ermoglicht der Polf sich an der AP-Lasion festzusetzen
und ihre dRPase-Aktivitat zu erhdhen. Ape1 interagiert aullerdem mit dem
Plattformprotein XRCC1, das ihre Aktivitat erhoht (Vidal et al., 2001b) sowie mit
PCNA und FEN1 (Dianova et al., 2001).

Die T4 Endonuklease V (T4EV) stammt aus dem Bakteriophagen T4 und hat eine
Moleklilmasse von 16 kD. Neben AP-Lasionen erkennt sie spezifisch
Cyclobutanpyrimidindimere (Yasuda and Sekiguchi, 1976). Sie besitzt eine von
einander unabhangige Glykosylase- und AP-Lyasefunktion, Die Glykosylasefunktion
dient zur hydrolytischen Spaltung der 5'-Glycosylbindung eines der beiden
Pyrimidinreste, anschlieRend trennt sie mit Hilfe der AP-Lyasefunktion die
Phosphodiesterbindung zwischen den Nukleotiden. Somit entstehen 3’-Hydroxyl- und
5’-Hydroxyl-Enden auf der 3’-Seite der AP-Lasion (Minton et al., 1975; Nakabeppu et
al., 1982).

2.4.3 Nukleotid-Exzisions-Reparatur (NER, GGR)

Die Nukleotid-Exzisions-Reparatur (NER) ist flr die Reparatur einer Vielzahl von
DNA-Schaden verantwortlich, die zu gréferen Distorsionen in der Helix-Struktur der
DNA flhren (,bulky“-DNA-Lasionen) und dadurch die Replikation und die
Transkription blockieren (Abb. 2-18, I). Typische Substrate der NER sind durch
UV-Strahlung induzierte Pyrimidindimere und (6-4)-Photoprodukte, chemische
Addukte, aber auch modifizierte Basen (Friedberg et al., 1995a; de Laat et al., 1999;
Ura and Hayes, 2002). Jedoch kénnen auch die meisten anderen bekannten
kovalenten Basenmodifikationen als Substrate flir das NER-System dienen (Huang
et al., 1994). Die NER, welche in nicht-aktiven Bereichen des Genoms tatig ist, wird
auch global genomic repair (GGR) genannt, wahrend die NER in den aktiven
(transkribierten) Bereichen der DNA zumeist als transkriptionsgekoppelte Reparatur
(TCR, siehe 2.4.4) stattfindet (Cline and Hanawalt, 2003). Die wesentlichen
Reaktionsschritte der NER kdénnen prinzipiell in vier Schritte zusammengefasst
werden: die Schadenserkennung, das Einschneiden des Stranges, der den Schaden
enthalt, die Reparatur-Synthese durch DNA-Polymerasen und die Ligation der DNA
(Abb. 2-18) (Lindahl and Wood, 1999; Friedberg, 2001).
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Abb. 2-18: Ablauf der Nukleotid-Exzisions-Reparatur in nicht-transkribierten Genabschnitten,
modifiziert nach Friedberg (Friedberg, 2001).
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Der Verlauf der NER ist in Pro- und Eukaryoten prinzipiell gleich, wobei Bakterien
jedoch deutlich weniger Proteine bendtigen (Kovalsky et al., 1996; Sancar, 1996; Zou
and Van Houten, 1999) und zwischen den beteiligten Enzymen von E. coli und
Menschen keinerlei Sequenz-Homologien bekannt sind. In menschlichen Zellen
erkennt im ersten Schritt der XPC-hHRAD23-Komplex die modifizierte Base (Abb.
2-18, IlI) und es kommt zu einer Konformationsanderung (Abb. 2-18, Ill) der DNA
(Wood, 1999; Janicijevic et al., 2003) mit anschliefender Bindung von XPA und RPA
(Batty and Wood, 2000). Im zweiten Schritt kommt es nach Anordnung weiterer
Proteine wie TFIIH, bestehend aus sechs Untereinheiten inklusive der
ATP-abhangigen DNA-Helikasen XPB und XPD, und der Endonukleasen XPG sowie
ERCC1-XPF (Abb. 2-18, IV und V) zum Einschneiden der DNA (3’ und 5' neben der
veranderten Base). Das modifizierte Oligonukleotid (24 bis 32 Nukleotide) wird so
entfernt (Winkler et al., 2001). Im dritten Schritt findet komplementar zum
Gegenstrang die Reparatursynthese durch den DNA-Polymerase-6/e-RPA-RFC-
Komplex (wie bei der long-patch-BER) statt (Abb. 2-18, VI). Zum Schluss wird die
Licke durch DNA-Ligase | verschlossen und die intakte DNA (Abb. 2-18, VII) ist
wiederhergestellt (Friedberg, 2001).

2.4.4 Transkriptionsgekoppelte Reparatur (TCR)

Sowohl die direkte als auch die BER und NER beseitigen DNA-Schaden
unabhangig davon, ob der geschadigte DNA-Bereich ein aktiver transkribierter
Bereich ist oder nur einen ruhenden, inaktiven Bereich des Genoms darstellt. Dies
bezeichnet man als ,global repair” der DNA. Die Tatsache, dass sowohl in E. coli als
auch beim Menschen transkribierte DNA wesentlich schneller als das tbrige Genom
repariert werden (Bohr et al., 1985; Cooper et al.,, 1997), bezeichnet man als
.preferential repair‘. Dies beruht auf einer Kopplung von an der Transkription
beteiligten Faktoren und einem Reparaturkomplex. Dieser besondere Reparaturweg
der NER (Abb. 2-19) wird als transkriptionsgekoppelte Reparatur (TCR) bezeichnet
(Svejstrup, 2002; Laine and Egly, 2006b).
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Transkriptionskomplex

Rekrutierung anderer Proteine der DNA-Reparatur
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Abb. 2-19: Ablauf der transkriptionsgekoppelten Reparatur (TCR) in Saugerzellen, modifiziert
nach Friedberg (Friedberg, 2001).

Die TCR bendtigt prinzipiell die gleichen Proteine wie die NER (siehe 2.4.3). Die
Schadenserkennung (Abb. 2-19, 1) erfolgt jedoch bei der TCR nicht Uber XPC,
sondern Uber die Blockade des RNA-Polymerase-ll-Komplexes durch den
DNA-Schaden auf dem Template-Strang (Tsutakawa and Cooper, 2000; Laine and
Egly, 2006a). Fur diesen Vorgang erfordert es zusatzliche Faktoren, wie die Proteine
Csa und Csb (Le Page et al, 2000), welche zwischen der gestoppten
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RNA-Polymerase Il und den restlichen Reparaturenzymen vermitteln (Abb. 2-19, lI
und Ill). Diese Proteine entfernt die RNA-Polymerase |l vom geschadigten Strang
und macht damit den DNA-Schaden fur Proteine der NER zuganglich (van den Boom
et al., 2002). Die anschlieRende Prozessierung verlauft wie bei der NER bereits
beschrieben. Die neu synthetisierte, nun fehlerfreie DNA-Sequenz kann im
Anschluss gleich wieder von der RNA-Polymerase Il als Matrize genutzt und die
Transkription fortgesetzt werden (Abb. 2-19, V).

2.4.5 Postreplikative Reparatur (Mismatch-Reparatur)

Sowohl in Pro- wie auch in Eukaryoten existiert eine postreplikative Reparatur.
Die Aufgabe der Mismatch-Reparatur (MMR) besteht darin, Basenfehlpaarungen und
Insertionsschleifen (loops), die durch die Replikation der DNA entstanden sind, zu
erkennen und zu entfernen (Marti et al., 2002; Peltomaki, 2003; Jun et al., 2006). Die
Voraussetzung dafiur ist die Unterscheidbarkeit des neu synthetisierten
DNA-Stranges vom Elternstrang. Dies wird in E. coli durch Methylierung bestimmter
Adenine erreicht, die in zeitlicher Verzégerung zur Replikation stattfindet. Dadurch
kann der Elternstrang an seiner Methylierung erkannt werden. Die Proteine MutS,
MutH und MutL erkennen den ,mismatch® und schneiden den neuen Strang ein. Sie
ermoglichen so weiteren Enzymen die vollstdndige Reparatur des
.,mismatch“-enthaltenden DNA Stranges. Im Menschen konnten Homologe der
Bakterienproteine MutS (MSH) und MutL (MLH) identifiziert werden.

2.4.6 DNA-Einzelstrangbruch Reparatur

DNA-Einzelstrangbriche (single strand breaks, SSB) koénnen sowohl direkt
induziert werden (siehe 2.3.2), durch spontane Deaminierung oder Depurinierung
und nachfolgende Hydrolyse der Phosphodiesterbindung, als auch in Folge
enzymatischer Aktivitaten wahrend der BER oder der Replikation bzw. der
Transkription entstehen (Caldecott, 2003). Die Reparatur von Einzelstrangbrichen
erfolgt im Gegensatz zu Doppelstrangbrichen relativ schnell, was sie weniger toxisch
fur die Zelle macht (Caldecott, 2001), sie kdnnen jedoch, falls sie nicht repariert
werden, in Doppelstrangbriche konvertiert werden, die ihrerseits ein grolies
zytotoxisches und mutagenes Potential haben, da sie unter anderem zu
Chromosomenaberrationen fihren kdnnen. Die Reparatur von indirekt entstandenen
SSB ist Bestandteil der BER und wurde in Kapitel 2.4.2 beschrieben. Direkt in die
DNA eingeflgte SSB, die meistens durch Zuckerfragmentierung und Abspaltung der
Base auftreten, kbnnen Uber zwei Wege behoben werden, die long-patch- oder
short-patch-Reparatur. In beiden Fallen dient Poly(ADP-Ribose)-Polymerase 1
(PARP 1) als Sensor. Es bindet an den Einzelstrangbruch, wird aktiviert und
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synthetisiert nun negativ geladene ADP-Ribose-Polymere (de Murcia and Menissier
de Murcia, 1994; Wilson et al., 1998). Diese negativ geladenen Polymere fuhren zu
einer Rekrutierung des XRCC1/Ligase lll-Komplex an die Schadenstelle. Darauf
folgend dissoziiert die PARP vom Einzelstrangbruch ab und XRCC1 kann als
Plattform flr weitere Reparaturproteine dienen.

Wenn ein Einzelstrangbruch ohne 3’-OH-Gruppe und 5’-Phosphatrest vorliegt,
wird er zuerst, damit er weiter prozessiert werden kann, durch die Lyase-Funktion der
Polp oder durch Ape1 in einen Einzelstrangbruch mit diesen Gruppen Uberfuhrt
(Jilani et al.,, 1999; Karimi-Busheri et al.,, 1999). AnschlieRend kann die
Reparatursynthese durch Polf (short-patch und long-patch) oder die Pold/e
(long-patch) und ihre Hilfsproteine erfolgen. Die entstandenen Liucken werden durch
die DNA-Ligasen| (long-patch) bzw. DNA-Ligase lll (short-patch) wieder
verschlossen (Caldecott, 2003).

2.4.7 Die Bedeutung der DNA-Reparatur fiir die Kanzerogenese

Der Mechanismus der Kanzerogenese, ausgehend von der ,gesunden®
,hormalen“ Zelle zu einer Tumorzelle, kann in drei Stufen gegliedert werden
(Neumann, 1992). Beginnend mit der intakten genomischen DNA kommt es in der
ersten Phase, der Initiation, durch chemische, physikalische oder biologische
Einflisse zu einer Modifikation der DNA. Diese veranderten Zellen kdnnen einerseits
durch Apoptose eliminiert oder andererseits durch DNA-Reparatur wieder in ihren
ursprunglichen Zustand (mit intakter genomischer DNA) Uberfuhrt werden (Murphy,
1999). Kommt es jedoch zu einer Zellteilung, ist die Veranderung irreversibel, d. h.
eine Mutation liegt vor. Diese Zellen kdnnen zunachst noch wie normale Zellen durch
verschiedene Kontrollmechanismen, an denen unter anderem Proto- Onkogene und
Tumorsupressorgene beteiligt sind, am unkontrollierten Wachstum gehindert werden.
Nur durch weitere Mutationen konnen diese Kontrollmechanismen ausgeschaltet
werden. So treten in den initiierten Zellen Veranderungen der Genexpression und
schlie3lich der Zellproliferation und -differenzierung auf. In dieser zweiten Phase, der
Promotion, kdnnen Substanzen, welche in der Lage sind, das Wachstum initiierter
Zellen zu stimulieren, auch ohne eigenes genotoxisches Potential zur Tumorbildung
fuhren. Die dritte Phase der Tumorentstehung ist die Progression. Die pramaligne
Zelle wird zu einer invasiv wachsenden Tumorzelle, die schrittweise ihre Fahigkeit
zur Differenzierung verliert und sich destruktiv in die Nachbargewebe und
metastasierend Uber den ganzen Koérper ausbreitet (Riede et al., 1995).
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Abb. 2-20: Mobgliche Rolle von ROS bei einem mehrstufigen Prozess der Kanzerogenese,

modifiziert nach Neuman (Neumann, 1992; Loft and Poulsen, 1996).

Spontane Mutationen sind ein eher seltenes Ereignis, so kommt es spontan zu
107"° Mutationen pro Nukleotid am Tag. Von daher kann die Bildung von endogenen
Mutationen nicht alleine fur die Krebsentstehung verantwortlich sein. Es wird
angenommen, dass es schon sehr frih in der Tumorgenese zur Ausbildung eines
sogenannten Mutatorphanotyps kommt, der die Entstehung weiterer Mutationen
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begulnstigt (Loeb, 2001; Loeb et al., 2003; Bielas and Loeb, 2005; Venkatesan et al.,
2006). So kénnen Mutationen in Genen der DNA-Reparatur, -Replikation oder der
ROS-entgiftenden Enzyme in der Anfangsphase zu Funktionsanderung oder
Funktionsverlust des entsprechenden Proteins fihren. Dies hat wiederum erhdhte
Mutationsraten zur Folge, da sich die Zelle nicht mehr so gut gegen reaktive Spezies
verteidigen kann. Es ist bekannt, dass der Ausfall von bestimmten Genen, die an der
DNA-Reparatur beteiligt sind, ein erhdhtes Krebsrisiko nach sich zieht.

Gut belegt ist dies fur den Ausfall des MSH2-Proteins, das an der
Mismatch-Reparatur beteiligt ist und ein Homolog des bakteriellen MutS Gens
darstellt (Modrich, 1994) (siehe 2.4.5). Der Ausfall fihrt zu einer erblichen Form des
Dickdarmkrebses (HNPCC: hereditary non-polyposis colon cancer) (Buermeyer et
al., 1999). Es ist bekannt, dass bereits eine heterozygote Mutation in diesem Gen bei
Individuen ein erhdhtes Risiko fur eine Folgemutation in dem intakten Allel des Gens
einer Korperzelle bedingt und somit ebenfalls zu einer erhéhten Pradisposition fur
diese Form des Dickdarmkrebses fuhrt (Kaina, 1997). Da der Ausfall der
Reparaturgene Fpg und MutY in E. coli zu einem Mutatorphanotyp fuhrt (Michaels et
al.,, 1992; Kuipers et al., 1999), besteht der Verdacht, dass ein homologer
Funktionsverlust beim Menschen des Enzyms hOgg1 ahnliche Konsequenzen wie
der Ausfall des MSH-Proteins haben koénnte. Der Verdacht wird durch Befunde
gestutzt, welche zeigen, dass bestimmte Krebsarten des Menschen, wie Lungen-,
Nieren- oder Magentumoren, mit einem Verlust des Genabschnitts von hOgg1
(LOH: loss of heterozygosity) (Chevillard et al., 1998; Shinmura et al., 1998;
Audebert et al., 2000; Wikman et al., 2000) oder mit inaktivierenden Mutationen in
hOgg1 (Xu et al.,, 2002) einhergehen. In vielen Fallen konnten die inaktivierenden
Mutationen eindeutig als Basenaustausch-Mutationen identifiziert werden. Weiterhin
konnte gezeigt werden, dass eine Uberexpression von hOgg1 die Reparaturrate
zusatzlich in der DNA induzierter Schaden deutlich steigert (Smart et al., 2006),
wobei die ,steady state® Level oxidativer Schaden sowie die spontane
Mutationsfrequenz jedoch unbeeinflusst blieben (Hollenbach et al., 1999; Frosina,
2006). Offensichtlich ist die Konzentration von hOgg1 nicht alleine limitierend fur die
Entfernung der kleinen Menge an zusatzlich erzeugten DNA-Schaden. Durch die
Generierung von  Ogg1’-knockout-Mausen konnte der Einfluss einer
eingeschrankten DNA-Reparatur gezeigt werden (Klungland et al., 1999; Minowa et
al., 1999; Osterod, 2002). Des Weiteren kam es in Myh und Ogg1 defizienten
Mausen vermehrt zu G:C->T:A Transversionen und zu einer vermehrten
Tumobildung (Xie et al., 2004). Die Bedeutung der Reparatur von 8-oxoG und
anderer oxidativer Basenmodifikationen, wird auch aus der Analyse der
Mutationsmuster im Tumorsupressorgen p53 verschiedener Tumortypen deutlich.
Das p53-Gen, das sehr haufig in vielen Krebsarten mutiert ist, weist bei Betrachtung
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der Mutationsarten in Lungentumoren im Gegensatz zu den meisten anderen
Tumortypen eine auffallige Dominanz von G:C—>T:A Transversionen auf (Hollstein et
al., 1996), die auf nicht repariertes 8-oxoG zuruckzufuhren sind (Wiseman and
Halliwell, 1996).

Diese Befunde stlutzen die Hypothese, dass ahnlich wie der Defekt in der
Mismatch-Reparatur auch ein Ausfall der Reparatur von ROS induzierten
Modifikationen, einen Beitrag zur Kanzerogenese bzw. Tumorprogression leistet
(Weiss et al., 2005). So kann eine Mutation in einem Gen, das fur die Reparatur
oxidativer DNA-Schaden verantwortlich ist, zu einem Mutatorphanotyp fuhren.
Daraus resultiert ein erhdhtes Risiko fur weitere Mutationen in Zellzyklus-
regulierenden Genen und Tumorsuppressorgenen, was die Entartung einer Zelle
nach sich ziehen konnte (Boiteux and Radicella, 1998; Boiteux and Radicella, 1999).
Gene, die fir ein Reparaturprotein codieren, weisen demnach indirekte
tumorsuppressive Eigenschaften auf.

exogenes oder Oxidativer Stress
endogenes Mutagen O,” H,0, OH* NO- '0,

e rt

-0 — P —

Heterozygote Mutation Verlust oder Mutation Mutation in Tumor-
in einem Gen der des Wildtyp-Allels: Tumorsupressorgenen progression
DNA-Reparatur Mutatorphdinotyp (P53, RAS, RB....)

Abb. 2-21: Moégliche Bedeutung von Mutationen in Genen der DNA-Reparatur wahrend der

Kanzerogenese, modifiziert nach Boiteux (Boiteux and Radicella, 1998).

2.4.8 Induktion der DNA-Reparatur

Vor dem Hintergrund der Bedeutung der Reparatur von DNA-Schaden fur die
Kanzerogenese stellt sich die Frage, ob die Reparatur induziert und dadurch das
Risiko der Krebsentstehung gesenkt werden kann. Es ist seit langen bekannt, dass
sowohl die BER als auch die NER nach einer Schadensinduktion in Bakterien hoch
reguliert wird. So wird bei der NER die Expression von uvrA, uvrB, uvrD und cho
durch die so genannte SOS-Antwort erhdéht (Muller and Janz, 1993; Brena-Valle and
Serment-Guerrero, 1998; Salmelin and Vilpo, 2003). Bei der BER wird in bakteriellen
Systemen einerseits AlkA, welches verschiedene alkylierte Basen entfernt (Wyatt et
al., 1999), durch eine ada vermittelte adaptive Antwort induziert (Lindahl et al., 1988).
Anderseits ist auch eine durch das SoxRS-Regulon kontrollierte Hochregulierung von
Endo IV (siehe 2.4.2) durch ROS bekannt (Demple, 1991). Auch fur Fpg wurde in
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E. coli eine Regulation durch fnr, fur und arcA als Antwort auf ROS beschrieben (Lee
et al., 1998). Durch eine Induktion der Expression von Reparaturenzymen wird nicht
nur eine bei ungeschadigter DNA unnétige Proteinsynthese verhindert, sondern auch
ein Uberflissiges Einschneiden von unmodifizierter DNA, welches eine Quelle flr
genomische Instabilitdt bei der BER (Berdal et al., 1998) und NER (Branum et al.,
2001) ist, vermieden.

In Saugetierzellen gibt es eine durch Alkylantien oder Oxidantien aktivierte und
Uber Keap1 vermittelte (Dinkova-Kostova et al., 2005) antioxidative Abwehr durch
den Transkriptionsfaktor Nrf2 (Jaiswal, 2004). Durch diesen Mechanismus (Nguyen
et al., 2003) werden verschiedene zytoprotektive Proteine und der Glutathionspiegel
hoch reguliert (siehe 2.1.7). Jedoch wurden bisher noch keine Gene der
DNA-Reparatur als Ziel von Nrf2 identifiziert.

Ein weiterer Vermittler der zellularen Stressantwort in Saugetierzellen ist der
Tumorsupressor p53. Es wurde gezeigt, dass seine durch DNA-Schaden induzierte
Aktivierung zu einer Effizienzverbesserung der NER fuhrt (Hanawalt, 2002). Die
Bedeutung von p53 fur die BER ist unklar, so kann p53, unabhangig von seiner
Funktion als Transkriptionsfaktor, in vitro die Reparatur von AP-Lasionen und Uracil
Resten durch direkte Protein-Protein Interaktion mit Polp und Ape1 stimulieren (Offer
et al.,, 2001a; Zhou et al., 2001). Weiterhin ist die Expression von Pol in
p53-defizienten Zellen reduziert und die Reparaturpausen sind nach der Behandlung
mit MMS verglichen mit Wildtypzellen verlangert (Seo et al., 2002). Jedoch kommt es
nach einer Behandlung mit ionisierender Strahlung je nach Status des Zellzyklus zu
einer Erhdhung oder Erniedrigung der Reparaturaktivitat (Offer et al., 2001b).

Es gibt ebenfalls Hinweise fur eine Erhéhung der Expression von Ape1 (Ramana
et al., 1998) und hOgg1 (Kim et al., 2001) in kultivierten Zellen nach oxidativem
Stress sowie fur eine Induktion von Ape1, Polp, hOgg1 und Mpg (Methylpurin-DNA
Glykosylase) in Rattenlebern nach Behandlung mit Peroxisomenproliferatoren
(Rusyn et al., 2000). Der Transkriptionsfaktor NF-YA wird auch als Verantwortlicher
fur eine Expressionserhohung von hOgg1 nach Behandlung mit MMS, nicht aber
nach H,O,, beschrieben (Lee et al., 2004). Auch die mRNA-Level von OGG1 blieben
nach Behandlung mit H,O, unverandert (Mistry and Herbert, 2003). Der einzige
direkte Befund einer Induktion der BER durch vorherige Schadigung wurde bisher
von Le et al. (Le et al., 1998) berichtet, welche eine beschleunigte Entfernung von
Thyminglykolen nach einer Vorbehandlung mit ionisierender Strahlung beobachteten.
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3 ZIELSETZUNG

In der vorliegenden Arbeit sollten die Generierung und Prozessierung von
zellularen DNA-Schaden durch verschiedene exogene Quellen
(Methylmethansulfonat, UVB, R019-8022, y-Strahlen und Tirapazamin) untersucht
werden.

Die Untersuchungen betreffend der Generierung von DNA-Schaden wurden mit
y-Strahlen, einer bekannten DNA-schadigenden exogenen Quelle, und mit dem in
Phase 2/3 der klinischen Prifung befindlichen Zytostatikum Tirapazamin
durchgefuihrt. Von besonderem Interesse war dabei, welche Art von
DNA-Modifikationen Tirapazamin induziert und ferner, ob Tirapazamin direkt
DNA-Schaden verursacht oder ob zunachst eine Aktivierung/Prozessierung durch
endogene Enzyme notwendig ist und erst dann direkt oder indirekt eine
DNA-Schadigung erfolgt. Hierzu sollten Untersuchungen in verschiedenen
Saugerzellen mit Hilfe einer modifizierten alkalischen Elutionstechnik unternommen
werden. Um anschlieRend auch eine Charakterisierung der verursachten
DNA-Schaden zu ermoglichen, wurde diese Technik durch Inkubation mit
verschiedenen Kombinationen von DNA-Reparaturenzymen erweitert. Das so
erhaltene Schadensprofil wurde mit dem von y-Strahlen verglichen. Weiterhin sollten,
um weitere Aufschlisse Uber den Zusammenhang zwischen DNA-Schaden und
Mutagenitat und Toxizitat zu erhalten, Experimente zur Mutagenitat und Toxizitat von
Tirapazamin durchgefiihrt werden.

Ein weiterer Schwerpunkt dieser Arbeit war die Untersuchung des Einflusses von
alkylierten oder oxidierten DNA-Schaden auf die Reparatur von oxidativen
DNA-Schaden. Im Vordergrund stand dabei die Frage, ob eine adaptive Antwort der
Basen-Exzisions-Reparatur (BER) (siehe 2.4.2) auf einen DNA-Schaden existiert.
Hierzu wurden neben primaren menschlichen Fibroblasten und
Maus-Embryofibroblasten auch p53-profiziente menschliche Fibroblasten mit
Methylmethansulfonat oder Ro019-8022 plus Licht geschadigt und nach
unterschiedlichen Zeitpunkten mit Hilfe der Alkalischen Elution auf ihre Fahigkeit,
einen oxidativen Schaden zu reparieren, untersucht. Der Einsatz von
p53-profizienten Zellen ermdglichte es, Rickschlisse auf die Bedeutung dieses
Tumorsupressorgens fir die BER zu erhalten. Neben der Reparatur wurde auch der
Status der antioxidativen Abwehr (siehe 2.1.7) und des wichtigsten an der BER
beteiligten Enzyms, hOgg1, bestimmt. Neben den Untersuchungen zur BER wurden
auch die Einflisse von UVB-Strahlung auf die Nukleotid-Exzisions-Reparatur in
Abhangigkeit von p53 mit Hilfe eines Plasmidreaktivierungs-Assays untersucht.
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4 MATERIAL UND METHODEN

4.1 Material

411 Gerate

Analysenwaage
Autoklav

Brutschrank (Bakterien)
Brutschranke (Zellkultur)
Computer

Coulter Counter™
Destillationsapparatur
DNA-Gel-Auswertung
DNA-Gel-Vermessung
Filmentwickler
Fluoreszenzmikroskop
Fluoreszenzphotometer
Fluorimeter
Folienschweil’gerat
Fraktionssammler
Gefrierbehalter (Zellen)
Gefrierschrank (-20 °C)

Gefrierschrank (-70 °C)
Gelapparatur

Gelapparatur (Western-Blot)

Halogenlampe (1000 W)

AG 245, max. 210 g (Mettler Toledo, Schweiz)
Tecnoclav 50 6.0, bzw. 2.0 (Fedegari Autoklav
SPA, Albuzzo, ltalien)

Kelvitron E, B6200 (Heraeus Instruments,
Hanau)

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

Macintosh mit Mac OS 9 und X™ sowie und PC
mit Windows XP™

Beckmann Coulter Z2 (Beckmann, Minchen)
und Modell N Industry (Coulter Electronics LTD,
Beds., England)

Destamat® (Heraeus, Hanau)

Molecular Analyst® (V2.1, 1995, BioRad
Laboratories, Hercules, CA, USA)

BioRad Gel Doc 1000 (BioRad, Hercules, CA,
USA)

AllPro 100 PLUS (X-ray film processor, USA)
Eclipse E400, Nikon, Dusseldorf

Kontron SFM 25 (Kontron AG, Ztrich, Schweiz)
TKO 100, DNA Fluorimeter (Hoefer Scientific
Instruments, San Francisco, USA)

Typ. 255 (Fa. Schott)

Ultrorac 2070 I (Pharmacia/LKB, Uppsala,
Schweden) undmM 10, Neolab 4 mit
Zeitnehmer SM 999 (Neolab, Heidelberg)
Fllssigstickstoffcontainer TW 750 RS (Taylor
Wharton, Theodore, AL, USA)

KG 3666-23 (Liebherr)

Colora UF 85-300S (Colora, Lorch)
(Elektrophorese von Plasmid-DNA)
Mechanikwerkstatt, Institut flr Toxikologie,
Universitat Wlrzburg

(BioRad, Hercules, CA, USA)

Osram SLG 1000-Studio (Osram, Minchen) mit
Flecta Halogen Mini-Brenner (Reflekta)



38

4 MATERIAL UND METHODEN

Heissluftsterilisator
Heizblock

Hoefer Dry Frame
Kamera

Kamera Fluoreszenzmikroskop

Klhlzentrifuge
Laboratoriumshomogenisator
Lichtintensitatsmessgerat
Lichtmikroskop

Lichttisch

Magnetrihrer

Mikrowelle

Multipette
Peristaltikpumpe

pH-Meter
Phosphoimager

Pipetten

Pipettierhilfe
Plattengiel3gerat

Pumpe

Rotoren fur Kuhlzentrifuge
Rotoren fur UZ
Schuttelbader

Schattelinkubator (Bakterien)

Schattelinkubator (Zellkultur)

WTC Binder, Tuttlingen
Thermoblock-Thermostat  (Gebr.
Bielefeld)

Geltrocknungsapparatur, (Hoefer, USA)

Leica DC 200 (Leica Mikrosysteme Vertrieb
GmbH, Bensheim), Polaroid (Polaroid Corp.,
Cambridge, Mass., USA)

ProgRes C10 (Jenoptik Jena)

Sorvall Superspeed RC2-B (Sorvall, Conn.,
USA)

Potter s (B. Braun Biotech International GmbH,
Melsungen)

Luxmeter 110 (PRC Krochmann GmbH, Berlin)
mit geeichtem Photoelement GaP

Telaval 31 (Zeiss, Oberkochen)

Gesellschaft fir Laborbedarf mbH, Wirzburg
lkamag RET-G (lka-Werk, Janke & Kunkel
GmbH & Co KG, Staufen i. Br.)

Micromat 175 Z (AEG) und Dimension 4
(Panasonic Service, Wiesbaden)

Eppendorf GmbH, Hamburg

ISM 759 (20 Kanale), (Ismatec Laboratoriums-
technik, mit Schlauchen, Schweiz)

PHM 62 (Radiometer, Kopenhagen, Danemark)
Storm (Molecular Dynamics, Sunnyvale, CA,
USA)

Pipetman P 20, P 100, P 200, P 1000, P 5000,
P 10000 (Gilson, Frankreich)

Pipetus-akku®  (Hirschmann™  Laborgerite,
Eberstadt)

Tecnomat (Integra Biosciences AG, Wallisellen,
Schweiz)

Desaga (Heidelberg, Deutschland)

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

Ti 60, VTi 50 (Beckman Instruments, Palo Alto,
Kalifornien, USA)

heizbar bis 100 °C (Kéttermann GmbH & Co.,
Uetze-Hanigsen)
TH25/SM25 Digi
Bodelshausen)

Typ Certomat R+H, (B. Braun, Melsungen,
Deutschland)

Liebisch,

(Edmund Buhler,
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Software (sonstige)

Spannungsquelle

Spannungsquelle

Speedvac

Spektrophotometer

Sterile Werkbank

Szintillationszahler

Thermostat fur Haake W19
Tischschuttler

Trockenschrank

Ultraschallbad
Ultraschall-Homogenisator
Ultrazentrifuge (UZ)
UV/VIS-Photometer

Vortexer

Waage

Wasserbad (heizbar bis 100 °C)
Wasserbad

Wasserbad

Zahlkammer

MS Office 2003, Adobe Acrobat 7.0, Adobe
Photoshop CS2
Power PAC-300
(Western-Blot) USA)
Power PAC- 3000 (BioRad, Hercules, (Protein-,
DNA-Gele) CA, USA)

Konzentrationszentrifuge Univapo 100h mit
Unijet Il Refrigerated Aspirator (Laborgeratebau
A.N. Kraupa, Martinsried)

WPA biowave S2100 Diode
Spectrophotometer (Whatman Biometra)
LaminAir® HB 2472 und HB 2448 (Heraeus
Instruments GmbH, Hanau)

Beckman LS 6000 TA (Beckman Instruments,
Palo Alto, Kalifornien, USA)

Haake D8 (Haake, Karlsruhe)

GFL 3015 (Gesellschaft fur Labortechnik mbH,
Burgwedel)

Heraeus Instruments, Hanau

Sonorex RK 100 (Bandelin Electronic, Berlin)
SONOPULS; HD 70 mit Sonotrode MS 73 und
(Sonifier) HF-Generator GM 70 (70 W, 20 kHz)
(Bachofer, Reutlingen)

Optima LE-80K (Beckman Instruments, Palo
Alto, Kalifornien, USA)

Ultraspec |l, LKB Biochrom (Pharmacia / LKB,
Uppsala, Schweden)

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

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

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

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

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

Neubauer Kammer (A. Hartenstein GmbH,
Wirzburg)

(BioRad, Hercules, CA,

Array
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Zentrifugen

Zytozentrifuge

4.1.2 Verbrauchsmaterialien

Blottingfilm

Blottingmembran

Blotting-Papier (Proteine)
Cellulosenitrat-Membran
Deckglaser

Deckglaser (grof3)
Einmalpipetten, steril
Filter (Alkalische Elution)

Filterhalter (Alkalische Elution)

Filterpapier und Faltenfilter
Fixierbad |

Fixierbad Il

Fluoreszenzkivetten
Glasgerate
Glaspipetten (Zellkultur)
Kanulen, steril
Kryorohrchen

Kryoréhrchen, steril
Kulturréhrchen
Lochfilter

Multipettenaufsatze
Multiwell-Gewebeplatten

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

Kodak Biomax ligt-1, ml, 13x18 cm Sigma; Z37,
039-80 50pc Lot: 108H1385 (Eastman Kodak
Comp., Rochester, NY, USA)

Hybond-P PVDF membrane (Amersham
Pharmacia Biotech UK Lmd., Little Chalfont,
UK)

(Schleicher & Schiill, Wirzburg)

(Schleicher & Schull, Wirzburg)

(A. Hartenstein GmbH, Warzburg)

(A. Hartenstein GmbH, Wirzburg)

(A. Hartenstein GmbH, Wirzburg)

Isopore™,  Polycarbonat-Membran, 2 pm,
@ 25 mM (Millipore, Irland)
Swinnex SX 2500 (Millipore,
Frankreich)

(Schleicher & Schull, Warzburg)
Kodak, X-Ray Developer LX 24 (Eastman
Kodak Comp., Rochester, NY, USA)

Kodak, X-Ray Fixer A 4 (Eastman Kodak
Comp., Rochester, NY, USA)

(A. Hartenstein GmbH, Wurzburg)

(Schott Spezialglas GmbH, Mainz)

(A. Hartenstein GmbH, Wrzburg)

Nr.2 (Dispomed WITT oHG, Gelnhausen-Hailer)
Nunc Kryo, 1,5ml (A/S Nunc, Roskilde,
Déanemark)

(1,8 ml; Nalgene Comp., Rochester, USA)

PP, steril (A. Hartenstein GmbH, Wirzburg)
Shandon Filter Cards (Schleicher & Schiill,
Wirzburg)

Combitips 50 ml (Eppendorf AG, Hamburg)
6-Well Platten, Falcon® (Becton Dickinson,
Franklin Lakes, USA)

Holstein,
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Objekttrager
Objekttrager
Pasteurpipetten
Plastikmaterialien
Plastikspitzen (Einweg)

Protein-Langenstandard

Quecksilberdampf-Lampe

Spritzen (Alkalische Elution)
Spritzen (Western-Blot)

Sterilfilter
Sterilfilter

Szintillationsgefalle
Whatmanpapier (Western-Blot)
Zahlkammer, graduiert
Zellkulturflaschen
Zellkulturschaber
Zellkulturschalen

Zentrifugenrohrchen (Glas)

Zentrifugenrohrchen (Plastik)

geschnitten, mit Mattrand (Knittel Glaser,
Deutschland)

Labcraft, DFF 76x26 mM (Richardson Supply
Comp. Ltd., London, England)

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

(Eppendorf, Hamburg)

5ml, 10ml (A. Hartenstein GmbH, Wrzburg)
Sigma SDS-7 Dalton Mark VIl | (Sigma Chemie,
Deisenhofen)

(far Fluoreszenzmikroskop) HBO
Quecksilberdampf Kurzbogenlampe, (Osram,
Minchen)

20cc-Syringe, Luerlock (Becton Dickinson &
Co., Rutherford, USA)
1cc-Syringe,  (Becton
Rutherford, USA)
VacuCap 0,2 ym (PALL, Ann Arbor, USA)
PorengroRe 0,22 ym (Schleicher & Schiill,
Dassel, Deutschland)

Minivials A (Roth, Karlsruhe)

(Schleicher & Schuell, Dassel)

Kora Hycor Slide 10 (Biomedical Glasstic)
(Greiner GmbH, Nartingen)

(Greiner GmbH, Nurtingen)

Falcon® (Becton Dickinson, Franklin Lakes,
USA)

Corex-Rohrchen, 15 ml, 50 ml (A. Hartenstein
GmbH, Wirzburg)

15 ml, 50 ml (Greiner GmbH, Nurtingen)

Dickinson & Co.,

4.1.3 Chemikalien und Reagenzien

1-Butanol
6-Thioguanin

Acrylamid/Bisacrylamid
Agarose (Typ |, low EEO)
Agarose (Typ I, high melt)
Aktivkohle

Ammonium
Ammoniumchlorid

(Fisherscientific, USA)
2-Amino-6-mercaptopurin
Steinheim)

(Roth, Karlsruhe) (Rotiphorese Gel 30%)
(Sigma Aldrich, Steinheim)

(Sigma Aldrich, Steinheim)

(Merck, Darmstadt)

(BioRad, Hercules, CA, USA)

(Merck, Darmstadt)

(Sigma  Aldrich,
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Ammoniumdihydrogenphosphat
Ammoniumperoxodisulfat
Ampicillin

Aprotein

Bacto-Agar

Bacto-Trypton (Pepton)

BioRad-Farbstoffkonzentrat
Bisbenzimid (Hoechst Nr. 33258)
Blocker (non-fat dry milk)
Bromphenolblau
DL-Butioninsulfoxim
Calciumchlorid x 2 H,O
Carbogen (95 % O3, 5 % COy)
Chloroform

Coomassie Brilliant Blue R,
DAPI

DAPI Mounting Medium
Dextran-Natriumsalz

(Merck, Darmstadt)

(Roth, Karlsruhe)

(Sigma Aldrich, Steinheim)

(Sigma Aldrich, Steinheim)

Difco (Becton Dickinson, Le Pont de Claix,
Frankreich)

Gibco BRL, (Life
Karlsruhe)

BioRad, Hercules, CA, USA)

Sigma Aldrich, Steinheim)

BioRad, Hercules, CA, USA)

Sigma Aldrich, Steinheim)

Sigma Aldrich, Steinheim)

Merck, Darmstadt)

(Linde, Hdllriegelskreuth)

(Roth, Karlsruhe)

(Sigma Aldrich, Steinheim)

(Sigma Aldrich, Steinheim)
Vectashield DAPI (Axxora, Grinberg)
(Pharmacia Upjohn GmbH, Danemark)

Technologies GmbH,

(
(
(
(
(
(

di-Kaliumhydrogenphosphat x 3 H,O (Roth, Karlsruhe)
di-Natriumhydrogenphosphat x 2 H,O(Merck, Darmstadt)

Dithioerythritol

DMEM Medium high Glucose
DMSO

EDTA

Eichlésungen

Essigsaure

Ethanol, absolut
Ethidiumbromid

Formamid 90 %

GFP Duplex |

Giemsa

D-Glucose x 1 H,O
Glutathion (Glu-Cys-Gly)
Glutathione Sepharose™ 4B

Glycerol

Glycin

Guanosin (2’-Deoxyguanosine)
Ham’s F12-Medium

(Sigma Aldrich, Steinheim)

(PAA, Colbe)

Dimethylsulfoxid (Sigma Aldrich, Steinheim)
Tetramethylethylendiamin (Merck, Darmstadt)
Puffer (pH 5,7, 8,10, 11), (Sigma Aldrich,
Steinheim)

(Roth, Karlsruhe)

(Roth, Karlsruhe)

(Roth, Karlsruhe)

(Sigma Aldrich, Steinheim)

(Dharmacon, Lafayette, CO, USA)

(Fluka 48900)

(Roth, Karlsruhe)

(Sigma Aldrich, Steinheim)

(Amersham Pharmacia Biotech UK Lmd., Little
Chalfont, UK)

(Sigma Aldrich, Steinheim)

(Sigma Aldrich, Steinheim)

(Sigma Aldrich, Steinheim)

(PAA, Colbe)
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Harnstoff (Sigma Aldrich, Steinheim)

Hefeextrakt Gibco BRL (Life Technologies GmbH,
Karlsruhe)

HEPES [N-2-Hydroxyethyl]-piperazin-N"-[2
ethansulfonsaure], (Sigma Aldrich, Steinheim)

HEPES- Puffer (PAA, Cdlbe)

Igepal (Sigma Aldrich, Steinheim)

IPTG Isopropyl-p-D-thiogalactopyranosid
Aldrich, Steinheim)

Isopropanol (Roth, Karlsruhe)

Isoton-II-Lésung
Kalberserum (fetales)
Kaliumacetat

Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Kaliumhydroxid

(Beckman Coulter, Krefeld)
(PAA, Cdlbe)

(Merck, Darmstadt)
(Merck, Darmstadt)
(Merck, Darmstadt)
(Merck, Darmstadt)

KBM-2 Medium (Cambrex, Walkersville, MD)
Kohlendioxid (CO,) (Linde, Hollriegelskreuth )
L-Alanin (Sigma Aldrich, Steinheim)
L-Arginin (Sigma Aldrich, Steinheim)
L-Asparagin (Sigma Aldrich, Steinheim)
L-Asparaginsaure (Sigma Aldrich, Steinheim)
L-Citrullin (Sigma Aldrich, Steinheim)
L-Cystein (Sigma Aldrich, Steinheim)
L-Glutamin (Sigma Aldrich, Steinheim)
L-Glutaminsaure (Sigma Aldrich, Steinheim)
L-Histidin (Sigma Aldrich, Steinheim)
L-Isoleucin (Sigma Aldrich, Steinheim)
L-Leucin (Sigma Aldrich, Steinheim)
L-Lysin (Sigma Aldrich, Steinheim)
L-Methionin (Sigma Aldrich, Steinheim)
L-Ornithin (Sigma Aldrich, Steinheim)
L-Phenylalanin (Sigma Aldrich, Steinheim)
L-Prolin (Sigma Aldrich, Steinheim)
L-Serin (Sigma Aldrich, Steinheim)
L-Threonin (Sigma Aldrich, Steinheim)
L-Tryptophan (Sigma Aldrich, Steinheim)
L-Tyrosin (Sigma Aldrich, Steinheim)
L-Valin (Sigma Aldrich, Steinheim)

Lipofectamin™ 2000
Luciferase Assay Reagent
Magnesiumchlorid x 6 H,O

(invitrogen, Carlsbad, CA, USA)
(Promega, Madison, WI, USA)
(Merck, Darmstadt)
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Magnesiumsulfat x 7 H,O
-Mercaptoethanol
Methanol

Methanol
Milch
MMS

NADPH, Tetranatriumsalz
Natriumacetat

Natriumazid

Natriumcarbonat
Natriumchlorid
Natriumdesoxycholat (NaDoc)
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydrogencarbonat
Natriumhydrogenphosphat x 1 H,O
Natriumhydroxid
Natriumpyruvat

Normales Ziegenserum

Nutrient broth

Opti-Mem® | Transfektionsmedium
Paraformaldehyd

Passive Lysis Buffer 5x

PEG 3000 (Polyethylenglycol)
PEG 6000
Penicillin/Streptomycin-Lésung
Phenol (Roti®-phenol)
Ponceau S
Proteinlangenstandard

Quiagen Plasmid Kit

Rainbow-ladder

Rinderserumalbumin (BSA)
RNase-freies Wasser

(Roth, Karlsruhe)

(Sigma Aldrich, Steinheim)

Roti®solv (HPLC, Gradient grade) (Roth,
Karlsruhe)

(Fisherscientific, USA)

siehe Blocker

Methylmethansulfonat, (Sigma Aldrich,
Steinheim)

(Boehringer, Mannheim)

(Merck, Darmstadt)

(Merck, Darmstadt)

(Merck, Darmstadt)

(Merck, Darmstadt)

(Sigma Aldrich, Steinheim)

(Sigma Aldrich, Steinheim)

(Merck, Darmstadt)

(Merck, Darmstadt)

(Merck, Darmstadt)

(PAA, Colbe)

Normal Goat Serum (005-000-121 / lot 70487)
60,0 mg/ml (dianova GmbH Hamburg / Jackson
ImmunoResearch Lab., Inc.)

Difco (Becton Dickinson, Le Pont de Claix,
Frankreich)

(Gibcol/invitrogen, Carlsbad, CA, USA)
Paraformaldehyde 16 % cat. # 15710 (SCI
science services, Mduinchen / Electron
Microscopy sciences)

(Promega, Madison, WI, USA)

(Merck, Darmstadt)

(Serva, Heidelberg)

(PAA, Colbe)

(Roth, Karlsruhe)

(Sigma Aldrich, Steinheim)

(SDS-7, Dalton Mark VII-L) (Sigma Aldrich,
Steinheim)

(Quiagen, Hilden)

Proteinlangenstandard Precision Plus Protein
Kaleidoscope Standards (BioRas, Hercules,
CA, USA)

(Sigma Aldrich, Steinheim)

(Dharmacon, Lafayette, CO, USA)
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Ro019-8022

Salzsaure 25 %, 37 %
Schwefelsaure 96 %
Stickstoff, flissig
Szintillationslésung
TEMED

TEAH

Tirapazamin

Trichloressigsaure
TRIS

Tris Base

Tris-HCI

Triton X-100
Trypanblau-L6ésung 0,4 %ig
Trypsin /EDTA-LAsung
Tween

Wasserstoffperoxid

Western Detection Kit

Xanthin
Xylen/Cyanol FF

[R]-1-[(10-Chloro-4-oxo-3-phenyl-4H-
benzo[a]chinolizin-1-yl)-carbonyl]-2- pyrrolidin-
methanol], (Hoffmann-La Roche AG, Basel,
Schweiz)

(Merck, Darmstadt)

(Merck, Darmstadt)

(Linde, Hdllriegelskreuth)

Rotiszint 22®, (Roth, Karlsruhe)
N,N,N’,N"-Tetramethylethylendiamin (BioRad,
Hercules, CA, USA)

Tetraethylammoniumhydroxid (Merck,
Darmstadt)
SR-4233, 3-amino-1,2,4-benzotriazine-1,4

dioxide, (sanofi-aventis, Frankfurt)

(Serva, Heidelberg)
(Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan) (Sigma
Aldrich, Steinheim)

(BioRad, Hercules, CA, USA)

(Sigma Aldrich, Steinheim)

(Sigma Aldrich, Steinheim)

(Sigma Aldrich, Steinheim)

(PAA, Colbe)

(BioRad, Hercules, CA, USA) (BioRad,
Hercules, CA, USA)

(Sigma Aldrich, Steinheim)

ECL-plus, Western blotting detection kit
(Amersham Pharmacia Biotech UK Lmd., Little
Chalfont, UK)

(Sigma Aldrich, Steinheim)

(Sigma Aldrich, Steinheim)

Herr Dr. E. Gocke von der Firma Hoffmann-La Roche AG (Basel, Schweiz) stellte
freundlicherweise den Photosensibilisator Ro19-8022 zur Verfigung. Alle anderen

Reagenzien stammten aus

Hochschullieferungen oder von verschiedenen

Herstellern und entsprachen soweit moglich p.a.-Qualitat.

Die Firma sanofi-aventis stellte mir freundlicherweise die Substanz Tirapazamin

zur Verfugung.
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4.1.4 Antikorper und Enzyme

Actin (1-19)
Anti-mouse IgG-HRP
Anti-p53 (Ab-6) mAb

Anti-rabbit IgG-HRP
Antipain

APN1
Aprotinin

CollagenaseTyp IA, 824 U/mg,

ECL Anti-mouse I1gG

ECL Anti-rabbit IgG

Endonuklease Il

Fpg-Protein (rein)

Fpg-Protein (Rohextrakt)

y-H2AX AK

humanes Ogg1 AK

Leupeptin, Trifluoroacetat-Salz

NTG 2-Protein (rein)

anti Actin, Goat, (Santa Cruz, USA)
(Amersham, USA)

Anti-p53 (Pantropic) Mouse mAb (DO-1), Cat.
No. OP43, (Calbiochem, USA)

(Amersham, USA)

Stammldésung wurde aliquotiert und bei -20 °C
gelagert (Sigma Aldrich, Steinheim)

Herstellung in 4.2.5 beschrieben.

Stammlésung wurde aliquotiert und bei -20 °C
gelagert (Sigma Aldrich, Steinheim)
Kat.Nr.C-2674 (Lot Nr. 117H8620, Sigma
Aldrich, Steinheim)

ECL Anti-rabbit 1gG, peroxidase-linked Ab
(Amersham)

ECL Anti-rabbit 1gG, peroxidase-linked Ab
(Amersham)

Endonuklease lll, (zur Verfigung gestellt von S.
Boiteux (CEA, Département de Radiobiologie et
Radiopathologie, UMR217 CNRS/CEA,
F-92265 Fontenay-aux-Roses, France)
(Formamidopyrimidin-DNA-Glykosylase)  aus
Escherichia coli; zur Verfigung gestellt von S.
Boiteux (CEA, Département de Radiobiologie et
Radiopathologie, UMR217 CNRS/CEA,
F-92265 Fontenay-aux-Roses, France)
(Formamidopyrimidin-DNA-Glykosylase)  aus
Escherichia coli; hergestellt als Rohextrakt von
M. Osterod nach (Boiteux et al., 1990)
Anti-phospho-Histon H2A.X (Ser139), clone
JBW301 (biomol, Hamburg)
ahOgg1-Monoklonaler  Kaninchen-Antikorper,
hergestellt von S. Boiteux (CEA, Département
de Radiobiologie et Radiopathologie, UMR217
CNRS/CEA, F-92265 Fontenay-aux-Roses,
France)

Stammldésung wurde aliquotiert und bei -20 °C
gelagert (Sigma Aldrich, Steinheim)
(DNA-Glykosylase/AP-Lyase) aus
Saccharomyces cerevisiae; zur Verfugung
gestellt von S. Boiteux (CEA, Département de
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Ogg1-Protein (rein)

Phospho-p53 (Ser15) Antikorper

Proteinase K

Rhodamine Red-X-Anti-Maus AK

41.5 DNA & RNA
PM2-Plasmid-DNA

34-mer Oligonukleotid

Kalbsthymus-DNA
p53-siRNA

4.1.6 Zellen
AS52 (CHO-Zellen)

Radiobiologie et Radiopathologie, UMR217
CNRS/CEA, F-92265 Fontenay-aux-Roses,
France)

(8-oxoG-DNA-Glykosylase/AP-Lyase) aus
Drosophila melanogaster; zur Verfligung
gestellt von S. Boiteux (CEA, Département de
Radiobiologie et Radiopathologie, UMR217
CNRS/CEA, F-92265 Fontenay-aux-Roses,
France)

p53(Ser15) Rabbit, detektiert die aktivierte an
Ser15 phosphorylierte Form von p53; (Cell
Signaling Technology, Danvers, USA)

lyophylisiert, aus Tritirachium album (Roth,
Karlsruhe)
Rhodamine RedTM-X-conjugated AffiniPure

Goast Anti-Mouse IgG (H+L) (115-295-003/ lot
64039) 1,5 mg/ml (dianova GmbH Hamburg /
Jackson ImmunoResearch Lab., Inc.)

GroRe: 10000 bp; DNA des Bakteriophagen
PM2, Praparation nach (Salditt et al., 1972) von
Ina Schulz, Mainz (V 806 1)

5'- [a32P]-ATP radioaktiv
Oligonukleotid der Sequenz:
5-GGCTTCATCGTTATT(8-0x0G) -ATGACCTG
GTGGATACCG-3' zur Verfiugung gestellt von
S. Boiteux (CEA, Département de Radiobiologie
et Radiopathologie, UMR217 CNRS/CEA,
F-92265 Fontenay-aux-Roses, France)

(Serva, Heidelberg)

RNA Oligonukleotid (Dharmacon,
CO, USA)

markiertes

Lafayette,

Ovarienzellen des Chinesischen Hamsters,
erhalten von W.J. Caspary (Labratory of
Environmental Carcinogenesis and
Mutagenesis, Research Triangle Park, North
Carolina, USA).
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FB2-299

F11.1

Hela WT

MCF7

Primare Keratinozyten

V79-MZ

V79-hOR

Neonatale Fibroblasten von menschlichen
Vorhauten, erhalten von T. Ringer (BUMC
Department of Dermatology, Boston, USA).

Adharent wachsende, immortalisierte
Fibroblasten von C57/BL6-Wildtyp-Mausen. Zur
Verfugung gestellt von D. E. Barnes (Imperial
Cancer Research Fund, Clare Hall
Laboratories, South Mimms, Hertfordshire EN6

3LD, UK).
Hela-Zellen sind menschliche, adharent
wachsende; Epithelzellen eines

Zervixkarzinoms (Gebarmutterhalskrebs). Sie
sind die ersten menschlichen Zellen, von denen
eine permanente Zellkultur etabliert wurde. Im
Jahr 1951 entfernte ein Chirurg bei der
Patientin Henrietta Lacks (Hela), einige dieser
Zellen von einem Karzinom am Muttermund,
um sie auf ihre Malignitat zu untersuchen. Das
Karzinom stellte sich als sehr bdsartig heraus
und die Patientin verschied 8 Monate spater.
Die entfernten Zellen waren vom humanen
Papillomavirus 18 (HPV18) befallen und hatten
daher veranderte Eigenschaften gegenuber
normalen Zervixzellen, wie Unsterblichkeit und
hohe Teilungsraten.

Adharent wachsende, p53-profiziente
Fibroblasten aus menschlichem
Brustkrebsgewebe gewonnen, erhalten von
P. Radicella (CEA, Paris, France).

Adharent wachsende, neonatale Keratinozyten
von menschlichen Vorhauten, erhalten von
T. Ringer (BUMC Department of Dermatology,
Boston, USA).

Immortalisierte Lungenfibroblasten des
chinesischen Hamsters erhalten von Prof. H.R.
Glatt (Potsdam-Rehbricke), auch V79-MZ
Wildtypzellen genannt (Glatt et al., 1990).

Immortalisierte Lungenfibroblasten des
chinesischen Hamsters erhalten von Prof. H.R.
Glatt (Potsdam-Rebriicke), Zellen

Uberexprimieren humane Oxidoreduktase.
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4.1.7 Puffer, Losungen, Medien

4.1.7.1 Zellkultur
PBS

PBSCMF (10 fach)

PBSCMF (1 x) pH 7,4
(autoklaviert)

Natriumpyruvat

Trypsin/EDTA

Kulturmedium fir AS52

Kulturmedium fur FB2-299

Kulturmedium fur Hela WT

8 g NaCl

0,2 g KCl

1,15 g Na;HPO4 x 2 H,0
0,2 g KH2PO4

0,134 CaCl, x 2 H,0O

0,1 MgCl, x 6 H,0

mit H2Ogest. ad 1000 ml

80 g NaCl

2 g KCl

11,5 g Na;HPO4 x 2 H,0
2 g KH2PO4

mit H2Ogest. ad 1000 ml

10 % PBSCMF (10 fach)
HZOdest.

100 mM

0,5 g/l Trypsin
0,2 g/ EDTA

Ham’s F12

5% FCS

1 % Penicillin/Streptomycin-Lsg.
(100 U/ml, 100 pg/ml)

DMEM (4,5 g/l Glucose)

10 % FCS

1 % Penicillin/Streptomycin-Lsg.
(100 U/ml, 100 ug/ml)

DMEM (4,5 g/l Glucose)

10 % FCS

1 % Penicillin/Streptomycin-Lsg.
(100 U/ml, 100 ug/ml)

je 1 % Uridin
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Kulturmedium fir MCF7

Kulturmedium fir MEF-Zelllinien

Kulturmedium fir V79-MZ/hOR

Kulturmedium far primare Keratinozyten

(nach der Ersten Passage)

Tirapazamin-Stammldsung

4.1.7.2 Alkalische Elution

PBSCMF pH 7,4
(autoklaviert)
BE1(15) pH 7,5

(autoklaviert)

1 % Na-Pyruvat

DMEM (4,5 g/l Glucose)

10 % FCS

1 % Penicillin/Streptomycin-Lsg.
(100 U/ml, 100 pg/ml)

1 % Na-Pyruvat

DMEM (4,5 g/l Glucose)

15 % FCS

1 % Penicillin/Streptomycin-Lsg.
(100 U/ml, 100 pg/ml)

DMEM (4,5 g/l Glucose)

5% FCS

1 % Penicillin/Streptomycin-Lsg.
(100 U/ml, 100 pg/ml)

KBM-2 Medium (Serum frei)
bovine pituitary extract

human epidermal growth factor
Insulin

Hydrocortisone

Amphotericin B

Epinephrine

Transferrin

(KGM®-2 SingleQuots, Cambrex)
Calcium Konzentration 0,15 mM CaCly,)
5 mM in HyOgest.

137 mM NacCl
2,70 mM KCI

8,30 mM NaH,PO4
1,50 mM KH2PO4

100 mM NacCl
20 mM Tris-HCI
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BE1/BSA pH 7,5
(autoklaviert)

TC-Puffer pH 8,0
(mit BSA)

Lysepuffer pH 10,0
Lysepuffer pH 10,0

(mit Proteinase K)

Waschpuffer pH 10,0
(autoklaviert)
Elutionspuffer pH 12,1

DNA-Standard

Bisbenzimid-Stammldésung

Phosphatpuffer PP | pH 6,0
(autoklaviert)

1,0 (15,0) mM Na,EDTA

100 mM NaCl
20 mM Tris-HCI

1,00 (15,0) mM Na,EDTA
0,10 g/l BSA

50 mM Tris-HCI
25 mM CaCl,
0,5 g/l BSA

100 mM Glycin

20 mM NayEDTA

2 % SDS

pH-Wert mit 2 N NaOH eingestellt

100 mM Glycin

20 mM NazEDTA

2 % SDS

pH-Wert mit 2 N NaOH eingestellt
400 mg/l Proteinase K

20 mM NazEDTA
pH-Wert mit 2 N NaOH eingestellt

20 mM H4EDTA
pH-Wert mit TEAH eingestellt

200,0 pg/ml Kalbsthymus-DNA
in BE1-Puffer

0,15 mM in H2Ogest.
(Hoechst No. 33258) die Losung
wird aliquotiert bei -20 °C gelagert

100 mM NazHPO4
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Phosphatpuffer PP Il pH 7,2 100 mM NazHPO4
(autoklaviert) mit Bisbenzimid (1,0 % (v/v)

Bisbenzimid-Stammldsung)

Die Bisbenzimid-Stammlésung wird dem autoklavierten Phosphatpuffer erst

unmittelbar vor Gebrauch in einer lichtgeschitzten Flasche zugesetzt.

4.1.7.3 DNA-Relaxationsassay

4.1.7.3.1 Enzyminkubation

BE1-Puffer pH 7,5
(autoklaviert)
BE1(15)/BSA- Puffer pH 7,5
(autoklaviert)
TC-Puffer pH 8,0
(autoklaviert)
Stopppuffer pH 7,8

4.1.7.3.2 Agarosegelelektrophorese

TAE-Puffer pH 7,8
(Kammerpuffer)

100 mM NacCl
20 mM Tris-HCI
1,0 MM Na,EDTA

20 mM Tris-HCI

100 mM NacCl

1(15) mM NaEDTA

0,1 g/l BSA

(BSA-Zusatz nach dem Autoklavieren)

50 mM Tris-HCI

25 mM CaCl;

0,1 g/l BSA

(BSA-Zusatz nach dem Autoklavieren)

40 mM Tris-HCI

5 mM Na-Acetat

21 mM EDTA

0,05 % Bromphenolblau
70 % Glycerin

4 % SDS

400 mM Tris-HCI (10 fach)

50 mM Na-Acetat

10 mM EDTA

pH-Wert mit 2N H,SO4 einstellen
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Ethidiumbromid-Stammlsg.

BE1-Puffer pH 7,5
(autoklaviert)
Stopppuffer pH 7,8

1 g/l in H20dest_

100 mM NacCl
20 mM Tris-HCI
1,0 MM NaEDTA

40 mM Tris-HCI

5 mM Na-Acetat

21 mM EDTA

0,05 % Bromphenolblau
70 % Glycerin

4 % SDS

4.1.7.4 Bestimmung von DNA-Doppelstrangbriichen

BSA-Lésung 1 %

NP-40-Lésung 0,1 %
Paraformaldehydlésung

PBS pH 7.4

Triton X-Lésung 0,5 %

Ziegenserum 10 %

4.1.7.5 Préparation von APN1

Ampicillinldsung.

1 % BSA
in PBS

0,1 % lgepal in PBS
4 % Paraformaldehyd in PBS

8 g NaCl

0,2 g KCl

1,15 g Na;HPO4 x 2 H,0
0,2 g KH2PO4

0,134 CaCl, x 2 H,0O

0,1 MgCl, x 6 H,0

mit H2Ogest. 2ad 1000 ml

0,5 % Triton® X-100 in PBS

10 % normales Ziegenserum in
0,1 % NP-40-LAsung

100 mg/ml Na-Ampicillin
in HZOdest.
sterilfiltrieren und bei -20 °C lagern
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Glutahionelutionspuffer (GEP)

IPTG-Stammldsung

LB-Medium

(autoklaviert)

Lysepuffer F

4.1.7.6 Mikrokerntest

Bisbenzimid-Stammldsung

PBSCMF (10X)

PBSCMF (1X, autoklaviert)

PBSCMF/Bisbenzimid

0,462 g GSH
ad 50 ml Tris-HCI (pH 8,0)
pH-Wert mit NaOH einstellen

1,0 MIPTG
in HZOdest.
sterilfiltriert, aliquotiert bei -20 °C lagern

10.0 g Bacto-Trypton (Pepton) pH 7,0
5,0 g Bacto-Hefeextrakt

10,0 g NaCl

ad 1,0 | HoOgest.

Autoklavieren und dem abgekuhlten
Medium zusetzen:

1,0 ml Ampicillinldsung (100 pg/ml)

500 mM NaCl

20 mM Tris-HCI (pH 8,0)
2 mM EDTA

1 mM Dithioerithritol (DTT)
5 % Glycerin

1 mM Benzamidin

1 mM AEBSF

1/2500 AAL

in HZOdest.

0,15 mM in HyOqest. (Aliquots: -20 °C)

80 g NaCl

2 g KCl

1,5 g NaHPO4 x 2 H,O
ad 1 | mit Hzodest_

100 ml PBSCMF (10 X)

1 ml Bisbenzimid-Stamml&ésung
ad 80 ml mit HyOyest. (4 °C)
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4.1.7.7 HPRT-Mutationstest

Giemsa-Ldsung 100 ml Giemsa (Fluka 48900)

Glutamin-L6sung 29,22 g L-Glutamin
bei -20 °C 1 Jahr aliquotiert haltbar

Thioguanin-Losung 10 mg 6-Thioguanin
ad 1ml mit HoOgest.

PBSCMF (10X) 80 g NaCl
2 g KCI
1,5 g NaHPO, x 2 H,O
ad 1 | mit Hzodest_

PBSCMF (1X, autoklaviert) 100 ml PBSCMF (10 X)

4.1.7.8 Bestimmung der Toxizitéat in Sdugerzellen
PBSCMF (10X) 80 g NaCl
2 g KCl
1,5 g NaHPO4 x 2 H,0
ad 1 | mit HyOgest.

PBSCMF (1X, autoklaviert) 100 ml PBSCMF (10 X)

Giemsa-Ldsung 100 ml Giemsa (Fluka 48900)

4.1.7.9 Plasmidisolierung

LB-Medium pH 7,5 10 g/l Bacto-Trypton
(autoklaviert) 5 g/l Bacto-Hefe-Extrakt
10 g/l NaCl

Mit 1 N NaOH auf pH 7,5
Nach dem Autoklavieren: 100 pg/ml Ampicillin
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Topagar 14 g/l Agar
(autoklaviert) 5 g/l NaCl

Nach dem Autoklavieren:

Puffer P1

Puffer P2

Puffer P3 pH 5,5

QBT-Puffer

QC-Puffer

QF-Puffer

TE-Puffer

4.1.7.10 Depletion von Glutathion

Buthioninsulfoximin-Stamml&dsung

Einsatz bei mittleren Zellkulturflaschen:

Einsatz bei kleinen Zellkulturflaschen:

100 pg/ml Ampicillin

50 mM Tris-HCI, pH 8,0
10 mM EDTA
100 pg/ml RNase A

200 mM NaOH
1% SDS

3,0 M Ka-Acetat

750 mM NaCl

50 mM MOPS, pH 7,0
15 % Isopropanol
0,15 % Triton® X-100

1,0 M NaCl

50 mM MOPS, pH 7,0
15 % Isopropanol

1,25 M NaCl

50 mM Tris-HCI, pH 8,5
15 % Isopropanol

10 mM Tris-HCI, pH 8,0
1 mM EDTA

33,5 mg in 15 ml Vollmedium l6sen
gut vortexen
(=10 mM), frisch angesetzt

9 ml Kulturmedium + 1 ml BSO-
Stammldsung

4.5 ml Kulturmedium + 0,5 ml BSO-
Stammldsung
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4.1.7.11 Quantifizierung des Glutathiongehaltes

TCA-Puffer 5 ml 20 %ige Trichloressigsaure (m/v)
40 ul EDTA, 0,5 M
2mlHCI, 1 N
ad 60 ml mit HoOgest.

Phosphat/EDTA-Puffer pH 7,5 7,98 g Na,HPO,4

(autoklaviert) 0,86 g NaH,PO,4 (0,125 M Phosphat)
1,18 g Na;,EDTA (6,3 mM EDTA)
ad 500 ml mit Hzodest_

Phosphat/NADPH-L&sung 0,3 mM NasNADPH
bei 4 °C drei Tage lang verwendbar

DTNB-Reagenz 6 mM DTNB in Phosphat/EDTA-Puffer
bei 4 °C sieben Tage lang verwendbar

Glutathion-Standardlésung 20 mM Glutathion (reduziert) in
(frisch angesetzt) Phosphat/EDTA-Puffer

4.1.7.12 p53-“knockdown® in priméren Zellen
p53-siRNA-LOsung (20 uM) 20 nmol p53-siRNA
1,0 ml Universal Puffer [20 mM KClI,
6 mM HEPES pH 7,5 0,2 mM MgCly])
(Dharmacon, Lafayette, CO, USA)
die Lésung wird aliquotiert und
bei -80 °C gelagert

GFP-Lésung (20 uM) 20 nmol GFP Duplex |
1,0 ml Universal Puffer [20 mM KClI,
6 mM HEPES pH 7,5 0,2 mM MgCly])
(Dharmacon, Lafayette, CO, USA)
die Lésung wird aliquotiert und
bei -80 °C gelagert

siRNA Puffer 5 X 100 mM KCI
30 mM HEPES-pH7,5
1,0 mM MgCl;
in RNase-freien HyOgest.
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siRNA Puffer 1 X

4.1.7.13 Herstellung von Zellextrakten

Erntepuffer oP (ohne Proteaseinhibitoren)

Erntepuffer mP (mit Proteaseinhibitoren)

1 ml siRNA Puffer 5 X
ad 5 ml RNase-freies H,O

2,5 ml Tris-HCI (1 M pH 7,5)
5,0 ml NaCl (1,5 M)

100 pl Triton X-100

2,5 ml NaDoc 10 %

1 Woche bei 4 °C haltbar

1,0 ml Erntepuffer oP
10 pl Aprotein

25 yl MgCl, (1 M)

5 ul P.M.S.F. (0,2 M)

1 Tag bei 0 °C haltbar

4.1.7.14 Bestimmung der Proteinkonzentration

BioRad DC Protein Assay Kit bestehend aus:

BioRad-Reagenz As

BioRad-Reagenz AsB

4.1.7.15 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese von

(SDS-PAGE)

4x Gel Puffer pH 8,8

BioRad-Reagenz A
BioRad-Reagenz B
BioRad-Reagenz S
(BioRad, Hercules, CA, USA)

20 ul BioRad-Reagenz S
1 ml BioRad-Reagenz A

100 yl BioRad-Reagenz As
800 pl BioRad-Reagenz B

Proteinen

84,75 g Tris Base (1,5 M)

450 ml Hzodest_

20,0 mI SDS 10 % (0,4 %)

pH-Wert mit konz. HCI einstellen

ad 500 ml mit H2Oqest, bei RT lagern



4 MATERIAL UND METHODEN

59

2x Gel Puffer pH 6,8

Ammonium Persulfat 10 % (APS)

Ladepuffer

5x Laufpuffer

1x Laufpuffer

Sammelgel 3,9 %

Vor Verwendung:

Trenngel 10 %

3,0 g Tris Base (0,25 M)

90 ml HyOgest.

2,0 ml SDS 10 % (0,2 %)

pH-Wert mit konz. HCI einstellen

ad 100 ml mit H2Ogest,, bei RT lagern

0,1 g Ammonium Persulfat

ad 1,0 ml mit HyOgqest,, bei 0 °C lagern
4 ml 2x Gel Puffer

4 ml SDS 10 %

1 ml Glycerol 100 %

20 mg Bromphenolblau

400 pl B-Mercaptoethanol

600 pl HoOgest.

15 g Tris Base
72 g Glycin

50 ml SDS 10 %
950 ml H2Ogqest.

200 ml 5x Laufpuffer
Ad 1 | mit HoOgest.

10,8 ml HyOgest.

15,0 ml 2x Gel Puffer

3,9 ml Acrylamid/Bisacrylamid

Lésung wird mind. 30 Minuten entgast
1 Woche bei 4 °C haltbar

150 pl 10 % APS

30 ul TEMED

25,0 ml H2Ogest.

15,0 ml 4x Gel Puffer

20,0 ml Acrylamid/Bisacrylamid
Lésung wird mind. 30 Minuten entgast
1 Woche bei 4 °C haltbar

vor Verwendung werden 200 pl 10 % APS und 40 pyl TEMED hinzugeflgt.



60 4 MATERIAL UND METHODEN

4.1.7.16 Proteintransfer (Western-Blot), Detektion mit Antikérpern

Transfer Puffer 14,4 mg Tris Base
69,18 mg Glycin
4800 ml HaOgest,
1200 ml Methanol
bei 4 °C lagern

Coomassieblau-Ldsung 0,5 g Coomassie Brilliant Blue R (1 %)
200 ml Methanol
50 ml Essigsaure
250 ml Hzodest_

Gel-Wasch-Losung 200 ml Methanol
50 ml Essigsaure

Gel-Wasch-Loésung G 100 ml Gel-Wasch-Lésung
2 ml Glycerol
Tween 20 % 10 ml Tween
PBS/Tween (0,05 %) 2,5 ml Tween 20 %
11PBS
Milch 1 % 0,1 g Blocker (non-fat dry milk)

10 ml PBS/Tween (0,05 %)

Milch 5 % 1,25 g Blocker (non-fat dry milk)
25 ml PBS/Tween (0,05 %)

BSA1 % 1 % BSA
10 ml PBS/Tween (0,05 %)

Antikorperlosung | a 10 ul Anti-p53 (Ab-6) Maus mAb
frisch herstellen! 10 ml Milch 1 %
Antikorperlosung | b 10 yl Phospho-p53 (Ser15) Antikérper

frisch herstellen! 10 mIBSA 1%
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Antikdrperldosung | ¢

Antikdrperldosung Il a

Antikdrperlosung Il b

10 pl Actin (I-19) Antikorper

10 ml Milch 1 %

frisch herstellen, es ist kein sekundarer
AK notwendig, da HRP bereits
vorhanden!

5 pl anti-rabbit IgG-HRP
10 ml PBS/Tween (0,05 %)

5 pl anti-mouse IgG-HRP
10 ml PBS/Tween (0,05 %)

4.1.7.17 Bestimmung der 8-oxoG-Glykosylaseaktivitét

AEBSF

APS 10 %

Chloroform/Ethanol (1:1)

EDTAO0,5M pH 8,0

Lysepuffer MIT Salz (10x)

Lysepuffer OHNE Salz (10x)

0,4 mM

100 mg APS
frisch ansetzen!

10 ml Ethanol

10 ml Chloroform mischen,

20 ml TE-Puffer (pH 8,0) gut schitteln,
nach dem Trennen der Phasen die
untere verwenden

18,61 g Na,EDTA x 2 H,O

80,0 ml HoOgest. l0sEN

2,0 g NaOH-Pellets

pH-Wert mit 10 N NaOH einstellen

2,0 ml Tris-HCI 1 M pH 8,0
200 ul EDTA 0,5 M pH 8,0
5,0mINaCl5M

ad 10,0 ml Hzodest_

2,0 ml Tris-HCI 1 M pH 8,0
200 yl EDTA 0,5 M pH 8,0
ad 10,0 ml Hzodest_
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Lysepuffer MS 1:10 Lysepuffer MIT Salz (10x)

in HZOdest.
Lysepuffer OS 1:10 Lysepuffer OHNE Salz (10x)

NaAcetat 1 M

NaCl, 5 M

Oligonukleotid-Lésung

PNK-Puffer (10x)

Polyacrylamidlésung

Polyacrylamidlésung (0,25 %)

in HZOdest.

2,72 g NaAcetat

ad 20,0 ml HoOgest.
29,22 g NaCl

ad 100 ml mit HoOgest.

0,2 pl Oligonukleotid (25 fmol)
9,8 ul Lysepuffer OHNE Salz

0,5 ml Tris-HCI, 1 M (pH 7,6)
0,1 ml MgCl,, 1 M

2 MIEDTA,0,5M

ad 1 ml mit HoOgest,

10 ml TBE (10X)

42 g Harnstoff

50 ml Acrylamid-Lésung (40 %, 19/1)
Herstellung: Harnstoff durch Erwarmen
im Wasserbad 16sen, mit HyOgest. auf
100 ml auffullen, filtrieren.

Bei 4 °C vier Wochen lang verwendbar.

40 pl Tris-HCI1 M pH 7,8

20 pl NaAcetat 1 M pH 7,0

2 ylEDTA0,5MpH 8,0

10 ul APS 10 %

1 yl TEMED

125 pl Acrylamid-L6sung (40 %, 19/1)
802,0 pl H2Ogest.

Alles in 1,5er Cap pipettieren (ohne APS), kurz vortexen, von dieser Losung 99 ul in

2,0er Cap und 1 pl APS 10 % hinzu pipettieren, 30 min bei RT polymerisieren lassen,

2,5 faches Volumen (250,0 ul) EtOH abs. hinzugeben, kurz vortexen, 10 min bei

12000 rpm und RT zentrifugieren, Uberstand abziehen und das Pellet in 37 °C

warmen HyOgest. (20 faches Volumen = 2,0 ml) I16sen.
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SDS 10 % pH 7,2

Stopppuffer

TBE-Puffer (10x)

TBE-Puffer (1X)

TE-Puffer (10x) pH 8,0

TE-Puffer (1X)

Tris-HCI pH 8,0
12,11 g
80 ml
4,2 ml

10 g Sodiumdodecylsulfat

in wenig HyOgest. 10seN,

dann auf 100 ml auffillen

pH-Wert mit verdunnter HCI einstellen

110 ul TBE (10X)

100 pl Xylencyanol 1 %ig

100 pl Bromphenolblau

800 ul deionisiertes Formamid 90 %
108,0 g Tris-Base

55,0 g Borsaure

40,0 ml EDTA0,5M pH 8,0

pH-Wert mit verdinnter HCI einstellen
ad 1,0 | mit HaOgest,

100 ml TBE-Puffer (10X)

1,212 g Tris-Base

2,0ml EDTA0,5M pH 8,0

ad 100 ml mit H2Ogest.

pH-Wert mit konz. HCI einstellen

10 ml TE-Puffer (10X)

pH 7,8

12,11 g Tris-Base
80 ml HoOgest.

4,4 ml HCI konz.

mit HyOgest. @auf 100,0 ml auffallen, darf nicht gelb werden (dann neue Tris-Base
verwenden) abkuhlen lassen auf RT, dann erst mit konz. HCI finalen pH einstellen

4.1.7.18 Luciferase Assay
Passive Lysis Buffer 1x (PLB)

eine 1:5 Verdinnung von PLB 5x in
RNase freies H,0

die Lésung wird frisch hergestellt pro
Zellkulturschale werden 300 ul bendtigt
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Luciferase Assay Substrat

Transfektionslosung A

Transfektionslosung B

Transfektionslosung AB

4.1.7.19 Test auf Mycoplasmen

PBSCMF pH 7,4
(autoklav.)

Bisbenzimid-Stammldésung
(Hoechst No. 33258)

Farbelosung

1 vial Luciferase Assay Substrate

in 10 ml Luciferase Assay Buffer
(Luciferase Assay Reagent, (Promega,
Madison, WI, USA)

die Losung wird bei -80 °C gelagert

25 ug Plasmids

125 pl RNase freies H,O

125 pl Opti-Mem® |

5 Minuten bei RT inkubieren!!

16 pl Lipofectamin™ 2000
244 ul Opti-Mem® |
5 Minuten bei RT inkubieren!!

500 pl Transfektionsldsung A
500 pl Transfektionslésung B
20 Minuten bei RT inkubieren!!

137 mM NaCl
2,70 mM KCI

8,30 mM NaH,PO4
1,50 mM KH2PO4

0,15 mM in H2Ogyest,
die Lésung wird aliquotiert bei -20 °C
gelagert

99,5 ml PBSCMF
5,0 ml Bisbenzimid-Stamml&sung
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4.2 Methoden
4.2.1 Zellkultur

4.2.1.1 Allgemeine Arbeitstechniken

Samtliche Zellkulturarbeiten wurden unter sterilen Bedingungen innerhalb einer
Laminar-Flow-Box (Sterilwerkbank) durchgefiihrt. Die hier verwendeten Zelllinien
wurden bei 37 °C, 5 % Kohlendioxid-Atmosphare und 99 % Luftfeuchtigkeit kultiviert.
Abhangig von der Verdopplungszeit der Zelllinie wurden die Zellen passagiert bzw.
es erfolgte ein Mediumwechsel spatestens alle drei Tage.

4.2.1.1.1 Allgemeine Zellpassage

Das Passagieren der Zellen (adharente Zellen) erfolgt, indem man das auf den
Zellen befindliche und verbrauchte Medium abpipettiert, anschlie®end einmal mit
10 ml PBSCMF wascht, um vorhandene Restmengen dieses Mediums zu entfernen
und mit 1-2ml Trypsin/EDTA-L6sung bei RT oder 37 °C inkubiert. Die
Inkubationszeit der Trypsin/EDTA-L6sung hangt von der jeweiligen Zelllinie ab, sollte
jedoch acht Minuten nicht Uberschreiten, da sonst die Viabilitat der Zellen sinkt. Es
wird gewartet, bis sich die Zellen durch Klopfen vollstandig ablésen. Der
Ablésevorgang wird unter einem Lichtmikroskop visuell kontrolliert. Anschlief3end
wird wie in Abschnitt 4.2.1.1.3 beschrieben verfahren.

4.2.1.1.2 Zellpassage von primaren Keratinozyten

Primare Keratinozyten muissen, da sie auf mit y-Strahlen immortalisierten
NIH3T3-Feeder-Zellen wachsen, zuerst von diesen getrennt werden. Hierzu wascht
man die Zellen nach Entfernen des Mediums zuerst einmal mit 10 ml PBSCMF und
inkubiert anschliefend mit 1 ml Trypsin flr drei bis vier Minuten. Das Ablésen der
Feeder-Zellen wird im Lichtmikroskop kontrolliert. Nun entfernt man das
Trypsin/Zellgemisch durch Abpipettieren, wascht erneut mit PBSCMF und gibt
nochmals 1 ml Trypsin auf die verbleibenden Keratinozyten. Diese inkubiert man fur
ca. acht Minuten, bis sie sich vollstandig abgelost haben. Die Zellen werden in 10 ml
frischem DMEM-Medium mit 10 % FCS resuspendiert, um die Enzymaktivitat des
Trypsins zu inaktivieren. Die Keratinozyten werden durch Zentrifugation (5 Minuten
bei 1000 rpm) von dem Medium getrennt, welches anschlielRend verworfen wird. Mit
dem nun vorhandenen Keratinozyten-Zellpellet wird wie in Abschnitt 4.2.1.1.3
verfahren. Ein erneutes Passagieren der Zellen ist nicht mdglich.
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4.2.1.1.3 Aussaen von abgelosten Zellen

Die Zellen werden in frischem Kulturmedium resuspendiert und durch
vorsichtiges Auf- und Abpipettieren vereinzelt. Das im Medium enthaltene FCS bzw.
die in ihm enthaltenen Bestandteile inaktivieren zugleich die Enzymaktivitat des
Trypsins. AnschlieBend wird die Zellzahl bestimmt, indem man 200 pl der
Zellsuspension 1:50 mit Isoton Il (physiologische Kochsalzlésung) verdiinnt und mit
Hilfe eines Coulter Counter™ Zellzahlgerates die Zellkonzentration bestimmt. Darauf
folgend wird die bendtigte Anzahl Zellen (abhangig von der Zellkulturflaschengréle)
mit frischem, vorgewarmten (37 °C) Kulturmedium versetzt und in neue
Zellkulturflaschen tberfluhrt. In allen Versuchen mit Saugerzellen werden, wenn nicht
anders angegeben, Zellen aus der exponentiellen Wachstumsphase bzw. aus
vorkonfluenten Stadien ihres Wachstums verwendet. Um einer Veranderung der
Zellen wahrend der Kulturphase vorzubeugen, wurden die Zellen maximal bis zur
Passage 25 flr die Versuche verwendet.

4.2.1.2 Kryokonservierung und Auftauen von Zellen

Um Zelllinien sicher Uber mehrere Jahre zu lagern, werden diese in flissigem
Stickstoff kryokonserviert. Dazu I6st man die Zellen, wie im Abschnitt 4.2.1.1
beschrieben, ab und zentrifugiert die resuspendierte Zellsuspension in einer auf 4 °C
vorgekuhlten Zentrifuge bei 1200 g fiir 5 min ab. Der Uberstand wird dekantiert und
das Zellpellet in vorgekuhlten Medium mit 10 % DMSO resuspendiert. Die Zelldichte
sollte dabei 10°-107 Zellen/ml betragen. AnschlieRend werden Aliquots von ca. 1,5 ml
in Kryoréhrchen zunédchst 2 h bei -20 °C gefroren, dann Uber Nacht bei -70 °C
aufbewahrt und am nachsten Morgen in flussigem Stickstoff deponiert. Die Lagerzeit
bei -70 °C sollte 6 Monate nicht Uberschreiten. In flussigem Stickstoff kdonnen die
Zellen bis zu mehreren Jahren gelagert werden.

Zur Rekultivierung der Zellen wird das Kryoréhrchen mit der Hand leicht erwarmt,
bis sich die Suspension vom Rand des Rohrchens |6st. Sofort danach wird, um
schadigende Wirkungen des Einfriermediums zu vermeiden, der Inhalt in ein steriles,
mit 10 ml warmem Kulturmedium gefullites 50 ml Greinerréhrchen Gberfuhrt und bei
Raumtemperatur zentrifugiert (1000 g, 5 min). Der Uberstand wird dekantiert, das
Zellpellet in frischem Kulturmedium resuspendiert und in eine Zellkulturflasche
ausgesat. Spatestens nach 24 h Inkubation im Brutschrank wird das Medium erneut
gewechselt.

Untersuchungen an rekultivierten Zellen werden frihestens nach 2 Passagen
vorgenommen, um Einflisse der Kryokonservierung moglichst ausschlieBen und
einen ,normalen” Zellstatus garantieren zu kdnnen.
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4.2.1.3 Zelllinien

4.2.1.3.1 AS52

Es handelt sich um adhdrent wachsende Ovarienzellen des chinesischen
Hamsters (CHO-Zellen) (Hsie et al., 1975; Tindall et al.,, 1984; Tindall and
Stankowski, 1989), zur Verfigung gestellt von W.J. Caspary (Laboratory of
Environmental Carcinogenesis and Mutagenesis, Research Triangle Park, North
Carolina, USA). Die Zelllinie stammt von der CHO-K1-BH4-Zelllinie ab, in der die
einzige Kopie des hemizygoten Saugergens HPRT (auf dem X-Chromosom) mutiert
wurde. Durch Transformation mit dem pSV2-gpt Vektor wurde eine Kopie des
analogen bakteriellen gpt-Gens (Ecogpt), welches fir die Xanthin-Guanin-
Phosphoribosyltransferase (XPRT bzw. XGPRT) kodiert, eingeftihrt (Mulligan and
Berg, 1980). Die Trypsininkubation sollte bei 37 °C 60 s nicht Uberschreiten. Die
Verdopplungszeit betragt 14-16 h.

4.21.3.2 FB2-299

Adharent wachsende, neonatale Fibroblasten von menschlichen Vorhauten. Zur
Verfligung gestellt von T. Ringer (BUMC Department of Dermatology, Boston, USA).
Die Generierung ist beschrieben in (Stanulis-Praeger and Gilchrest, 1989). Die
Trypsininkubation erfolgt bei 37 °C fur drei bis vier Minuten. Die Verdopplungszeit
betragt etwa 24 h.

42133 F11.1

Adharent wachsende, immortalisierte Fibroblasten von C57/BL6-Wildtyp-Mausen.
Zur Verfigung gestellt von D. E. Barnes (Imperial Cancer Research Fund, Clare Hall
Laboratories, South Mimms, Hertfordshire EN6 3LD, UK). Die Trypsininkubation
erfolgt bei 37 °C flr drei bis vier Minuten. Die F11.1-Zellen lassen sich nach dem
Ablésen erst durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren mit einer Pipette wieder
vereinzeln. Die Verdopplungszeit betragt etwa 23 h.

4.21.3.4 HelaWT

Hela-Zellen sind menschliche, adharent wachsende, Epithelzellen eines
Zervixkarzinoms (Gebarmutterhalskrebs). Sie sind die ersten menschlichen Zellen,
von denen eine permanente Zellkultur etabliert wurde. Im Jahr 1951 entfernte ein
Chirurg bei der Patientin Henrietta Lacks (Hela) einige dieser Zellen von einem
Karzinom am Muttermund, um sie auf ihre Malignitat zu untersuchen. Das Karzinom
stellte sich als sehr bosartig heraus und die Patientin verschied 8 Monate spater. Die
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entfernten Zellen waren vom humanen Papillomavirus 18 (HPV18) befallen und
hatten daher veranderte Eigenschaften gegeniber normalen Zervixzellen, wie
Unsterblichkeit und hohe Teilungsraten. Die Trypsininkubation erfolgt bei 37 °C flr
drei bis vier Minuten. Die Verdopplungszeit betragt etwa 17 h.

4.21.3.5 MCF7

Adharent wachsende, p53-profiziente Fibroblasten, aus menschlichem
Brustkrebsgewebe gewonnen. Zur Verfliigung gestellt von P. Radicella (CEA, Paris,
France). Die Trypsininkubation erfolgt bei 37 °C fur drei bis vier Minuten. Die
Verdopplungszeit betragt etwa 24 h.

4.2.1.3.6 Primare Keratinozyten

Adharent wachsende, neonatale Keratinozyten von menschlichen Vorhauten. Zur
Verfligung gestellt von T. Ringer (BUMC Department of Dermatology, Boston, USA).
Die Generierung ist beschrieben in (Rheinwald and Green, 1975). Die
Trypsininkubation erfolgt bei 37 °C fur funf bis acht Minuten. Es ist nur eine Passage
mdglich. Die Verdopplungszeit betragt etwa 24 h

4.21.3.7 V79-MZ

Immortalisierte Lungenfibroblasten des chinesischen Hamsters erhalten von Prof.
H.R. Glatt (Potsdam-Rehbriicke), auch V79-MZ Wildtypzellen genannt (Glatt et al.,
1990). Die Generierung ist beschrieben in (Schmalix et al., 1996; Hermersdorfer et
al., 1997). Die Trypsininkubation erfolgt bei 37 °C flr drei bis vier Minuten. Die
Verdopplungszeit betragt etwa 20-22 h.

4.2.1.3.8 V79-hOR

Immortalisierte Lungenfibroblasten des chinesischen Hamsters erhalten von Prof.
H.R. Glatt (Potsdam-Rebrucke), die Zellen Uberexprimieren humane Oxidoreduktase.
Die Generierung ist beschrieben in: (Schmalix et al., 1996; Hermersdorfer et al.,
1997). Die Trypsininkubation erfolgt bei 37 °C flur drei bis vier Minuten. Die
Verdopplungszeit betragt etwa 24 h.
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4.2.2 Alkalische Elution

4.2.2.1 Prinzip

Die Alkalische Elution ist eine sehr empfindliche Methode zur Quantifizierung
intrazellularer DNA-Schaden in vitro. Das von Kohn er al. (Kohn et al., 1976)
entwickelte Verfahren besitzt eine Empfindlichkeit von 0,5 Lasionen/10” bp, damit ist
sie 200mal empfindlicher als der Relaxations-Assay mit PM2-DNA (siehe 4.2.3) und
ebenfalls besser zum Nachweis modifizierter DNA-Basen geeignet als vergleichbare
Methoden, wie beispielsweise die HPLC/ECD-Analyse (Pflaum et al., 1997). Sie
ermoglicht es, Einzelstrangbriche, DNA-DNA- und DNA-Proteinquervernetzungen
nachzuweisen. Mit Hilfe einer modifizierten Version der Alkalischen Elution ist es
moglich, durch eine zusatzliche Inkubation mit Reparaturenzymen, neben
DNA-Einzelstrangbrichen auch DNA-Basen-Modifikationen nachzuweisen und zu
quantifizieren. Dazu wird die isolierte DNA vor der Elution mit spezifischen
Reparaturendonukleasen inkubiert, welche die entsprechenden Basenmodifikationen
erkennen und die DNA dort einschneiden. Dieser Einschnitt wird als
Einzelstrangbruch detektiert, so dass urspringliche Basenmodifikationen nun
zusatzlich als Strangbriiche sichtbar werden. Das Prinzip der Alkalischen Elution ist

in Abb. 4-1 schematisch dargestellt.
DNA-Schiiden  Einzelstrangbriiche

= e

+ SDS + Enzym + Elutionspuffer
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Abb. 4-1: Prinzip der Alkalischen Elution.
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Bei der Durchfuhrung der Alkalischen Elution werden in Medium resuspendierte
Zellen mit Hilfe einer Spritze auf Polycarbonatfilter aufgetragen und mit PBSCMF
gewaschen. Anschliefend werden die Zellen durch Spulen mit einem alkalischen
Lysepuffer, der SDS und Proteinase K enthalt, lysiert. Dadurch werden alle
Zellbestandteile, der Hauptteil des zellularen Proteins sowie die RNA vom Filter
entfernt. Die doppelstrangige DNA bleibt auf dem Filter zuriick. Zum Entfernen des
verwendeten Lysepuffers wird mehrmals mit BE1 gewaschen und anschlieRend mit
den Reparaturenzymen inkubiert. Abschliel3end wird die doppelstrangige DNA durch
Zugabe eines alkalischen Puffers (Elutionspuffer pH 12.15), durch Verlust ihrer
Wasserstoffbrickenbindungen, in ihre einzelstrangige Form Gberfuhrt, und die
fraktionierte Elution gestartet. Die Elutionsgeschwindigkeit der DNA-Fragmente ist
abhangig von ihrer Lange, bei stark geschadigter DNA liegen kurzere
DNA-Bruchstlcke und bei weniger stark geschadigter DNA langere Einzelstrange
vor. Stark geschadigte DNA wird schneller eluiert und passiert die Poren des Filters
schneller, als die weniger stark geschadigte mit den langeren Fragmenten.
Ungeschadigte DNA bleibt auf dem Filter zuriick. Nach der fraktionierten Elution
werden die Eluate mit Phosphatpuffer (PP pH 6,0) neutralisiert, wobei sich die
Einzelstrange der DNA wieder zu Doppelstrangen zusammenfigen. Der DNA-Gehalt
der einzelnen Fraktionen sowie die Menge der auf dem Filter verbliebenen DNA
werden durch Fluoreszenzmessung mit Bisbenzimid in Phosphatpuffer (PP pH 7,2),
welcher in die DNA interkaliert, bestimmt.

Aus dem Anteil der DNA in den einzelnen Fraktionen wird die Elutionsrate der
DNA berechnet, sie ist direkt proportional zur Anzahl an Einzelstrangbrichen und
alkalilabilen Lasionen. Zur Kalibrierung der Methode wird eine Schadigung mit
y-Strahlung als Standard gewahlt: 6 Gy y-Strahlung erzeugen dabei eine Lasion
pro 10° (Kohn et al., 1976).

4.2.2.2 Versuchsaufbau

Pro Ansatz wird eine 25 ml-Einwegspritze (ohne Kolben) mit einem Filterhalter
verwendet. Dieser lasst sich aufschrauben, auf dem unteren Teil wird ein
Frittenboden befestigt, auf den schlieBlich der Polycarbonatfilter mit einer
PorengroRe von 2 uym und einem Durchmesser von 25 mM aufgelegt wird. Die
Zellsuspension und alle verwendeten LOsungen werden von oben in die
Einwegspritze pipettiert. Mit Hilfe einer peristaltischen Mehrkanalpumpe wird die
Flissigkeit durch Spritze, Filterhalter und Filter Gber einen Dialyseschlauch in ein
Abfallgefall gepumpt, wobei darauf zu achten ist, dass zu keiner Zeit Luft durch das
Filtersystem eingesaugt wird. Ein temperierbares Wasserbad, in welches die
Filterhalter eintauchen, halt die zum jeweiligen Abschnitt des Versuchs bendtigte
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Temperatur aufrecht. Im letzten Schritt, bei der Elution der DNA, wird anstelle des
Abfallbehalters ein Fraktionssammler installiert (Abb. 4-1), der an die Pumpe
angeschlossen ist.

4.2.2.3 Vorbereitung und Schédigung der Zellen

4.2.2.3.1 Vorbereitung

Die Frittenbdden und die Polycarbonatfilter werden nach dem im vorigen Absatz
beschriebenen Einbau in den Filterhalter mit H,Ogest. gesplilt. Der Filterhalter wird
danach luftblasenfrei mit 2 ml H,Oqest. beflillt. Das Wasserbad wird so befestigt, dass
die Filterhalter ganz eintauchen. Die Temperatur wird auf 4 °C eingestellt, um eine
Reparatur der DNA-Schaden wahrend des Auftragens der Zellen auszuschliel3en.
AnschlieBend wird zweimal mit 5 ml kaltem PBSCMF gespiilt und der Uberstand
abpipettiert.

Die adharent wachsenden Zellen werden kurz vor dem Auftragen auf den Filter
bzw. gegebenenfalls nach der letzten Behandlung zweimal mit PBSCMF gewaschen
und anschlieflend trypsiniert und in Suspension gebracht (siehe 4.2.1.1). Falls die
Zellen in Suspension geschadigt wurden, ist dies nicht notwendig. Um eine
Reparatur der durch eine Schadigung induzierten DNA-Einzelstrangbriiche und
Endonuklease-sensitiven Lasionen zu verhindern, werden nach dem Ablosen die
Zellen in kaltem Medium resuspendiert, auf Eis gelagert und zligig auf die Filter
aufgetragen. Unbehandelte Zellen dienen zur Bestimmung des
,Steady state“-Spiegels an DNA-Modifikationen.

4.2.2.3.2 Schadigung mit Ro19-8022 und sichtbarem Licht

Zur Schadigung werden die am Boden der Zellkulturflasche festwachsenden
Zellen zweimal mit kaltem PBSCMF gewaschen. Nun inkubiert man mit einer aus der
R019-8022-Stammldésung hergestellten Verdinnung (50 oder 200 nM) in PBSCMF
und sichtbarem Licht (1000 Watt Halogenlicht im Bereich von 400-800 nm) aus einer
Distanz von 38 cm fir 4, 10 oder 15 min bei 0 °C auf Eis. Dies entspricht einer
Energiedosis von 66.4, 166 oder 249 kJ/m? Nach der Schadigung wird die Lésung
unverzuglich entfernt und erneut zweimal mit kaltem PBSCMF (4 °C) gewaschen.

Wenn der Schaden direkt bestimmt werden soll, trypsiniert man die Zellen durch
Zugabe von 1-2 ml warmer Trypsin/EDTA-LOsung ab. Die abgelosten Zellen werden
in einem geeigneten Volumen kalten Vollimediums (4 °C) aufgenommen und
resuspendiert. Nach Bestimmung der Zelldichte am Coulter Counter™ wird ein mit
1 x 10° Zellen entsprechendes Volumen der Zellsuspension auf die vorbereiteten
Filter aufgetragen. Dies entspricht 10 ug DNA.
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Falls die Zellen zunachst weiter kultiviert werden sollen, werden sie nicht
abgelost, sondern mit frischem Vollmedium versetzt und fur die bendtigte Zeit im
Brutschrank aufbewahrt.

4.2.2.3.3 Schadigung mit y-Strahlung

Die adhéarenten Zellen werden zunachst zweimal mit kaltem PBSCMF
gewaschen, dann mit serumfreien Medium versetzt und auf Eis zu der
Strahlungsquelle transportiert. Die Bestrahlung erfolgt mit einem y-Strahler (**'Cs,
5 Gy in 1'18) der bendtigten Dosis (1 Gy = 1 J/kg = 100 rad). AnschlieRend wird wie
unter 4.2.2.3.2 nach der Schadigung verfahren.

Zur Uberprifung der Alkalischen Elution werden die Zellen vor der Schadigung
abgeldst und auf Eis in einem 15 ml Greinerrdhrchen (Zelldichte 1 x 10%/ml) bestrahilt.

4.2.2.3.4 Schadigung mit Methylmethansulfonat (MMS)

Die Zellen werden zweimal mit kaltem PBSCMF gewaschen. Dann werden 100
bzw. 200 yM MMS in vorgewarmtes, serumfreies Medium zugegeben und die Zellen
fur 30 min unter Kulturbedingungen inkubiert. Anschliel3end wird wie unter 4.2.2.3.2
nach der Schadigung verfahren.

4.2.2.3.5 Schadigung mit Tirapazamin (TPZ)

Die Schadigung mit TPZ erfolgt, nachdem zweimal mit kaltem PBSCMF
gewaschen wurde, indem man die benétigte Menge an TPZ (50 uM fir die Alkalische
Elution) aus der Stammldsung in Medium gibt und fir 30 min bzw. 24 h unter
Kulturbedingungen inkubiert. Anschlieend wird wie unter 4.2.2.3.2 nach der
Schadigung verfahren.

4.2.2.4 Zelllyse, Enzyminkubation und alkalische Elution der DNA

Die aufgetragenen Zellen werden zweimal mit je 2 ml kaltem PBSCMF bei
maximaler Pumpleistung, damit keine Reste des Kulturmediums mehr vorhanden
sind, gewaschen. Gegen Ende des zweiten Spulvorgangs wird die Temperatur des
Wasserbades auf 25 °C erhdht. Sobald die Temperatur 15 °C erreicht hat (das im
Lysepuffer enthaltene SDS wirde bei niedrigeren Temperaturen ausfallen), werden
die Zellen mit 2 ml Lysepuffer bei einer Pumpgeschwindigkeit von 80 ml/h lysiert.
Anschlieend werden 5 ml Lysepuffer mit Proteinase K (0.4 mg/ml) innerhalb von
90 min durchgepumpt (Pumpgeschwindigkeit 3 ml/h). Proteinase K verhindert das
Anhaften von Proteinen an der DNA. Nach der Lyse wird sieben Mal mit 5 ml
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BE1-Puffer gespult (Pumpgeschwindigkeit 80 mli/h). Beim Auftragen dieses Puffers
mit der Multipette werden gleichzeitig die Wande der Spritze gereinigt, nach jedem
Waschschritt werden Reste des Lysepuffers im Vorratsbehalter entfernt. Wahrend
des Spulvorganges wird die Temperatur fur die Enzyminkubation auf 37 °C erhoht.
Fir die folgende Enzyminkubation werden 2 ml Enzymldsung bei einer
Pumpgeschwindigkeit von 2 mi/h bei 37 °C auf die Filter gegeben. Die Spuren, in
denen die Einzelstrangbriche ohne Enzymzugabe quantifiziert werden sollen,
werden mit 13 ml BE1-Puffer beflllt. Die Zusammensetzungen der Puffer und die
Konzentrationen der Enzyme sind in Tabelle 4.2.2-1 aufgeflhrt. Der erste Milliliter der
Losung wird bei maximaler Geschwindigkeit, der zweite innerhalb einer Stunde durch
das Filtersystem gepumpt. Falls eine zweite Enzyminkubation durchgefuhrt wird,
werden auf die Filter ohne zweites Enzym lediglich 2 ml BE1-Puffer gegeben,
wahrend auf diejenigen mit Enzyminkubation erneut 2 ml Enzymldsung pipettiert
wird. AnschlieBend wird erneut der erste Milliliter der Losung bei maximaler
Geschwindigkeit und der zweite innerhalb einer Stunde durch das Filtersystem
gepumpt. Im Anschluss an die Enzyminkubation wird die Temperatur des
Wasserbades auf 25 °C eingestellt. Die Reste der Enzymlésung vom Filter werden
abpipettiert, zweimal mit 5 ml BE1-Puffer und einmal mit 4 ml Waschpuffer bei einer
Pumpgeschwindigkeit von 80 ml/h gewaschen und abschlieRend die Vorratsbehalter
mit 25 ml Elutionspuffer beflllt. Das Auffanggefal® wird durch Stander mit
Reagenzglasern ersetzt und die Elution gestartet. Die fraktionierte Elution der DNA
(Fraktionsgrofle ~3,8 ml) erfolgt Uber 12 h bei einer Pumpgeschwindigkeit von
1,9 ml/h. Alle zwei Stunden findet ein Fraktionswechsel statt, so dass man sechs
Fraktionen erhalt.

Tabelle 4.2.2-1: Arbeitspuffer und -konzentrationen der in der Alkalischen Elution verwendeten

Reparaturendonukleasen.

Enzym Puffer Arbeitskonzentration
APN1 BE1 mit 0.5 mg/ml BSA 1 pg/ml
Endonuklease I BE1 mit 0.5 mg/ml BSA 1 ng/mi
Fpg-Rohextrakt BE1 mit 0.5 mg/ml BSA 10 pg/ml
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4.2.2.5 Auswertung der Alkalischen Elution, Quantifizierung der
DNA-Menge, Berechnung der einzelnen DNA-Modifikationen

Nach dem die Elution beendet ist, wird der Rest an Elutionspuffer, der sich nach
der Elution noch auf den Filtern befindet, in die sechste Fraktion gepumpt. Das
Volumen der sechsten Fraktion (Filterwert) sowie das Volumen einer einzelnen
Fraktion (Fraktionsvolumen) werden gemessen. Letzterer sollte zwischen 3,5 ml und
4.5 ml liegen (wird zur Uberpriifung gemessen). AnschlieRend werden zunachst die
Filterhalter auseinander gebaut und die Fritte inklusive Polycarbonatfilter mit der
sechsten Fraktion der jeweiligen Spur in einem Coulter Counter™-Zahldéschen
vereinigt. Diese inkubiert unter Schitteln fir 2 Stunden bei 60 °C, um so die auf dem
Filter zurGckgebliebene DNA-Menge in Losung zu bringen und spater bestimmen zu
konnen.

Nach dem Schitteln wird den Filterwerten ein den anderen Fraktionsgroen
entsprechendes Volumen entnommen und alle Fraktionen werden mit dem gleichem
Volumen Phosphatpuffer (PP pH 6,0; Raumtemperatur) neutralisiert. Auf diese Weise
bilden sich wieder DNA-Doppelstrange aus. Nach 15 min wird das entsprechende
Volumen Bisbenzimid, in neutralen Phosphatpuffer (PP pH 7,2; Raumtemperatur)
verdinnt (1,5 uM), hinzugegeben. Es ist wichtig bei diesen Schritten auf eine gute
Durchmischung der Flissigkeiten zu achten. Die Proben werden fir weitere 15 min
unter Lichtausschluss aufbewahrt und schliel3lich die Emissionsintensitat des
Bisbenzimid-DNA-Komplexes in den einzelnen Proben bei 450 nm nach Anregung
bei 360 nm im Fluoreszenzphotometer ausgewertet. Das Fluorimeter wird dazu zuvor
mit einer Blindprobe, bestehend aus dem Fraktionsvolumen an Elutionspuffer,
Phosphatpuffer (PP pH 6,0) und Phosphatpuffer (PP pH 7,2) / Bisbenzimid (1,5 uM),
auf Null eingestellt. Weiterhin werden die Fraktionen einer Elutionsspur ohne DNA
mit vermessen und die Fluoreszenz-Intensitaten dieser einzelnen Fraktionen von den
jeweiligen Spuren mit DNA subtrahiert. Die Ergebnisse der Messwerte der
Alkalischen Elution werden in eine vorgefertigte Excel-Maske ubertragen. Die
Lasionen pro 10° bp werden so per Computer berechnet. Die Gesamtmenge der
DNA einer Probe ist proportional der Summe der Fluoreszenzintensitaten der
einzelnen Fraktionen und des Filterwertes der Probe. Demgemal lasst sich der
prozentuale Anteil der DNA-Menge jeder Probe, der zu einem bestimmten Zeitpunkt
noch auf dem Filter vorlag, berechnen. Tragt man nun den DNA-Gehalt im
halblogarithmischen Mal3stab gegen die Zeit auf, erhdlt man eine Gerade, deren
Steigung direkt proportional zur Anzahl der Einzelstrangbriche ist. Dabei wird eine
vollkommen zufallige Verteilung der Modifikationen in der DNA vorausgesetzt. Die
absolute Zahl an Einzelstrangbriichen und Endonuklease-sensitiven Modifikationen
kann mit folgender Gleichung berechnet werden (Gleichung 4.2.2-1).
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ESS+SSB=m*-2,24*107°
Gleichung 4.2.2-1: Gleichung zur Berechnung der DNA-Modifikationen in der Alkalischen
Elution.
SSB (Zahl der Einzelstrangbriiche pro bp); ESS (Endonuklease-sensitive Modifikationen

(endonuclease-sensitive sites) pro DNA-Molekiil); m (mittlere Steigung).

Der Faktor -2,24 wurde von M. Pflaum durch eine Kalibrierung mit y-Strahlung
bestimmt (Epe et al., 1993a; Pflaum, 1996). Um nur die Endonuklease-sensitiven
Modifikationen, d. h. die durch die Inkubation mit der Reparaturendonuklease
erzeugten Strangbriche zu erhalten, ist es notwendig, den Anteil der direkten
Einzelstrangbriche (SSB) in Ansatzen ohne Reparaturendonuklease abzuziehen.

Der absolute DNA-Gehalt in ug wird durch Messung einer Probe Elutionspuffer,
die 4 yg Kalbsthymus-DNA enthalt und genauso vorbereitet wird, wie die anderen
Fraktionen, bestimmt.

Durch  den Einsatz  unterschiedlicher = Reparaturendonuklease  und
unterschiedlicher Kombinationen dieser (siehe Tabelle 4.2.2-2) kénnen so sensitiv
verschiedenste DNA-Modifikationen nachgewiesen werden.

Tabelle 4.2.2-2: 1) Erkennungsspektren einer Auswahl menschlicher und bakterieller
DNA-Glykosylasen modifiziert nach Epe, (Epe, 1996). Il) Erkennungsspektren der

unterschiedlichen Kombinationen verschiedener DNA-Glykosylasen.

Bakterielles Enzym Fpg | Endolll| APN1 APN1 + | APN1 + | APN1 + Fpg
Humanes homologes Protein | hOgg1 hNth / Fpg Endo Il |+ Endo i
AP-Lasionen
normal + + + + + +
1'-oxidiert - - + + " +
4'-oxidiert + + + + + +
Basenmodifikationen
8-Hydroxyguanin + - - + R +
FaPy-Guanin + +)° - + (+)° +
FaPy-Adenin (+)? (+)b - (+)b +
5,6-Dihydropyrimidin - + - - + +

Pyrimidinedimer - - - -

% nicht prozessiert von hOgg1

® nicht prozessiert von Endo Il (siehe Tabelle 2.4.2-1)
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Mittels Berechnung kénnen aus der so quantifizierten Summe verschiedener
DNA-Modifikationen die einzelnen, unterschiedlichen DNA-Modifikationen bestimmt
werden. So werden die oxidierten Pyrimidine nach Gleichung 4.2.2-2 |, reguléare und
4’-oxidierte AP-Lasionen nach Gleichung Il, oxidierte Purine nach Gleichung IIl und
abschlie3end die 1’-oxidierten AP-Lasionen nach Gleichung IV berechnet.

D =(APN1 + Endo III) — APN1
II) =Endo III -
III) =Fpg -
IV) = APNI1 -

Gleichung 4.2.2-2: I) Berechnung oxidierter Pyrimidine. Il) Berechnung regularer und
4’-oxidierter AP-Lasionen. lll) Berechnung regularer und 4’-oxidierter AP-Lasionen.

IV) Berechnung 1’-oxidierter AP-Lasionen.

APN1, Endo Ill, Fpg und (APN1 + Endo lll): Anzahl der mit Hilfe der Alkalischen Elution durch Enzym
oder Enzymkombination (siehe Tabelle 4.2.2-2) detektierten DNA-Modifikationen pro 1 0° bp; oxidierte
Pyrimidine: Anzahl der berechneten oxidativen Pyrimidin-Modifikationen pro 1 0° bp; regulére +
4’-oxidierte: Anzahl der berechneten regulédren und 4’-oxidierten AP-L&sionen pro 1 o° bp; oxidierte
Purine: Anzahl der berechneten oxidativen Purin-Modifikationen pro 1 0° bp; 1-oxidierte: Anzahl der

berechneten 1’-oxidierten AP-Lésionen pro 10° bp.

4.2.2.6 Alkalische Schnellelution zur Detektion hbherer DNA-Schaden

Mit der oben beschriebenen Modifikation der Alkalischen Elution lassen sich nur
Schaden bis zu maximal etwa einem Strangbruch pro 10° bp nachweisen, durch eine
Anderung der Pumpgeschwindigkeit auf 30,7 mli/h kann jedoch die oben
beschriebene Technik einfach abgewandelt werden. Die Gesamtelutionszeit
verringert sich von 12 h auf 45 min. Hierdurch wird zwar die Empfindlichkeit der
Methode reduziert, aber es kdnnen nun Schaden bis zu zwei Strangbrichen
pro 10° bp detektiert werden. 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 (Kohn et al., 1976; Epe et al.,, 1993a). Nach den von D. Ballmaier
(Ballmaier, 1997) durchgefuhrten y-Bestrahlungsexperimenten ergibt sich fur die
Umrechnung der Geradensteigungen aus der Alkalischen Schnellelution in die
Anzahl von Einzelstrangbriichen pro 10° Basenpaaren ein Faktor F =-86
(siehe 4.2.2.5).
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4.2.3 DNA-Relaxationsassay
4.2.3.1 Prinzip

Diese Methode ermdglicht es, Schaden in zellfreier DNA nachzuweisen und zu
quantifizieren. Hierbei macht man sich zu Nutze, dass ein superhelikales
DNA-Molekul (Abb. 4-211) durch einen einzigen Einzelstrangbruch in die offen
zirkulare (relaxierte und weniger kompakte) Form Uberfihrt wird. Wenn ein
Doppelstrangbruch entsteht, liegt das Plasmid linear vor. Das Gemisch aus linearer,
offen zirkularer und superhelikaler DNA kann schlie3lich durch die unterschiedliche
Wanderungsgeschwindigkeit der Plasmidformen mit Hilfe einer
Agarosegelelektrophorese aufgetrennt werden. Superhelikale DNA wandert wegen
der kompakteren Form schneller im Gel als offen zirkulare. Die Quantifizierung der
jeweiligen DNA-Mengen wird anschlieRend mittels Fluoreszenzmessung
durchgefuhrt und ins Verhaltnis gesetzt. Aus dem relaxierten Anteil der beiden
Formen lasst sich die Zahl an Einzelstrangbrichen berechnen.

DNA-Reparaturendonukleasen wie Fpg- oder APN1-Protein erkennen spezifische
DNA-Modifikationen, entfernen mit ihrer Glykosylase-Funktion die modifizierte Base
in der DNA und uberfihren mit ihrer AP-Endonukleasefunktion diese Modifikation in
einen Einzelstrangbruch (Abb. 4-21). Dadurch lassen sich, durch zusatzliche
Inkubation mit Reparaturendonukleasen, alle Reparaturendonuklease-sensitiven
DNA-Modifikationen genauso empfindlich wie ,direkte” Einzelstrangbriiche
nachweisen (Epe et al., 1988).
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Abb. 4-2: |) Basen-Exzisions-Reparatur (siehe 2.4.2) Il) Prinzip des DNA-Relaxationsassays,
modifiziert nach M. Pflaum (Pflaum, 1996).

4.2.3.2 Enzyminkubation

Die PM2-DNA in BE1-Puffer (0,2 pg/20 ul) wird mit 10,0 ul des jeweiligen
Reparaturenzyms (Enzymanwendungskonzentrationen entsprechend Alkalischer
Elution, siehe 4.2.2.4) versetzt und fur 30 min bei 37 °C im Wasserbad inkubiert. Zur
Detektion von Einzelstrangbrichen wird die DNA mit 10 ul BE1/BSA-Puffer inkubiert.
Anschlieend wird die Enzymreaktion durch Hinzugabe von 10 ul Stopppuffer
beendet und die Proben auf Eis zur weiteren Verwendung gelagert.

4.2.3.3 Agarosegelelektrophorese

Die Auftrennung der superhelikalen, linearen und relaxierten DNA erfolgt mit
einer Horizontalgelelektrophorese. Zur Herstellung des Agarosegels werden 0,8 g
Agarose in einem Gemisch aus 90 ml destilliertem Wasser und 10 ml TAE-Puffer



4 MATERIAL UND METHODEN 79

(10x) in einem Erlenmeyerkolben mit Hilfe einer Mikrowelle erhitzt und so geldst.
Entstehende Volumenverluste werden mit Wasser ausgeglichen. Nachdem sich die
Lésung auf ca. 60 °C abgekuhlt hat wird das Gel gegossen, die Kdmme eingesetzt
und nach dem Erstarren mit TAE-Puffer (1x) Uberschichtet. Die Kdmme werden nun
vorsichtig herausgezogen und die einzelnen Proben (40 ul) in die Taschen des
Agarosegels pipettiert. Die Elektrophorese lauft 90 min bei 80 V. AnschlieRend wird
das Gel in einer Kammer mit Ethidiumbromidldsung (0.5 mg/ml H2Og4est.) mindestens
zwei Stunden lang auf einem Schuttelinkubator gefarbt. Alternativ kann die Farbung
auch Uber Nacht im Kihlschrank bei 4 °C durchgeflhrt werden.

4.2.3.4 Auswertung des Agarose Gels

Zur Auswertung wird das gefarbte Gel kurz gewassert und dann mit Hilfe einer
UV-Lampe (312 nm) mittels CCD-Kamera digital fotografiert. AnschlieRend bestimmt
man durch Integration der Fluoreszenzintensitaten der Banden, unter Verwendung
einer Software (Molecular Analyst®), die DNA-Menge von ungeschadigter,
superhelikaler Plasmid-DNA und geschadigter, offen zirkularer Form. Mit Hilfe der
Gleichung 4.2.3-1 ist es mdglich, daraus die Zahl der Einzelstrangbriiche und die
Endonuklease-sensitiven DNA-Modifikationen pro 10*bp (d.h. pro Molekil) zu
berechnen. Die Gleichung bericksichtigt, dass es sich um eine zufallige Verteilung
(Poisson-Verteilung) der Einzelstrangbriiche im Molekul handelt und nur der erste
Strangbruch im Plasmid die Konformationsanderung verursacht. Weitere Briiche
treten so nicht in Erscheinung. Der geringeren Interkalation des Ethidiumbromids in
die superhelikale DNA und die damit verbundene geringere Fluoreszenz wird durch
den Korrekturfaktor 1,42 Rechnung getragen (Lloyd et al., 1978).

ESS+SSB=—lIn—2 5
1,42*S+R

Gleichung 4.2.31 Gleichung zur Berechnung der DNA-Modifikationen im
DNA-Relaxationsassay.

SSB (Zahl der Einzelstrangbriiche pro DNA-Molekiil); ESS (Endonuklease-sensitive Modifikationen
(endonuclease-sensitive sites) pro DNA-Molekiil); S Fluoreszenzintensitit der superhelikalen Form

der DNA; R Fluoreszenzintensitét der relaxierten Form der DNA.

Um nur die Endonuklease-sensitiven Modifikationen, d. h. die durch die inkubierte
Reparaturendonuklease erzeugten Strangbriche zu erhalten, muss der Anteil der
direkten Einzelstrangbriche in Ansatzen ohne Reparaturendonuklease bestimmt und
abgezogen werden.
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4.2.4 Bestimmung von DNA-Doppelstrangbriichen
4.2.4.1 Prinzip

Die Bestimmung von Doppelstrangbrichen (DSB) basiert auf einem
Immunfluoreszenz-Ansatz (Zhou et al., 2006). Hierbei werden auftretende
DNA-Schaden mit fluoreszierenden Antikérpern nachgewiesen, wodurch einzelne
DSB sichtbar gemacht werden. Erfolgt z. B. durch ionisierende Strahlung in einer
Zelle ein DSB, so ist die unmittelbare Antwort darauf die Phosphorylierung des
Histons H2AX (y-H2AX) an beiden Seiten der Bruchstelle im C-Terminus (Modesti
and Kanaar, 2001). Diesen DSB kann man dann in der
Immunfluoreszenzmikroskopie sichtbar machen, indem man diese
Histonphosphorylierungen mit y-H2AX-spezifischen Antikbrpern anfarbt. Man erhalt
fur jeden DSB einen orangenen Punkt, so dass die Induktion von DSB Uber durch
Zahlen dieser Foci quantifiziert werden kann (McMillan et al., 2001; Leatherbarrow et
al., 2006).

K —

prim. sek.
AK AK

-

1-H2AX Fluorochrom

Abb. 4-3: Schematische Darstellung der Inmunfluoreszenzfiarbung zum Nachweis von DSB.

4.2.4.2 Vorbereitung und Schédigung der Zellen

4.2.4.2.1 Vorbereitung

Zur Bestimmung von Doppelstrangbriichen mit Hilfe von Immunfluoreszenz wird
zwei Tage vor Versuchsbeginn in die bendtigte Anzahl P35 Zellkulturschalen jeweils
ein steriles Deckglaschen gelegt. Anschlielliend werden die Zellen abgeldst und in
die praparierten P35 Zellkulturschalen mit 2 ml Kulturmedium gegeben. Die Zellzahl
richtet sich nach der Verdopplungszeit und wird so gewahlt, dass die Zellen am Tag
der Schadigungen zu 30-40 % konfluent sind.

4.2.4.2.2 Schadigung der Zellen

Die vorbereiteten Zellen werden, wie in 4.2.2.3 beschrieben, geschadigt und die
Deckglaschen nach Absaugen des Mediums in 6-well Platten Gberfuhrt.
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4.2.4.3 Immunfluoreszenzfarbung

Um die Zellen zu fixieren, wird dreimal mit PBS gewaschen und anschlieend fir
10 min bei Raumtemperatur mit 1 ml Paraformaldehydlésung inkubiert. Der
Paraformaldehyd wird durch erneutes dreimaliges Waschen mit PBS entfernt. Die
fixierten Zellen werden anschliefiend mit 1 ml Triton X-Lésung bei Raumtemperatur
flr 5-8 min inkubiert und so permeabilisiert. Die Triton X-Lésung wird entfernt und mit
0,5 ml 10 % Ziegenserum fiur 30 min geblockt. Nach Entfernen der Blocking-Lésung
wird mit dem primaren Antikdrper (1:500 in 1 %BSA-Lésung) Uber Nacht bei 4 °C
inkubiert. Um die Ansatze vor dem Austrocknen zu schitzen, werden die 6-well
Platten dafir in feuchte Kichenrollentlicher eingewickelt. Am nachsten Morgen wird
der Antikérper entfernt und dreimal mit NP-40-Lésung fir 10 min gewaschen.
Anschlieend erfolgt die Inkubation mit dem sekundaren Antikérper (1:200 in
1 %BSA-Ldsung) fur eine Stunde bei Raumtemperatur im Dunkeln. Der Antikérper
wird entfernt und es wird erneut dreimal mit NP-40-Lésung flr 10 min gewaschen.
Nun werden 25 ul DAPI Mounting Medium auf ein Objekttrager pipettiert und die
Zellpraparate moglichst Iuftblasenfrei dartber gelegt. Bei der anschlielenden
Betrachtung im Fluoreszenzmikroskop unter Verwendung von Immersionsadl sind die
Doppelstrangbriiche als orange Punkte (Abb. 4-4 I1) in den Zellen erkennbar.

Abb. 4-4: Doppelstrangbriiche nach Immunfluoreszenzfarbung.
Betrachtung der Zellpréparate unter ) UV-2A Filter (EX330-380) 1l) B-2A Filter (EX450-490).

4.2.4.4 Auswertung

Zur Berechnung der Doppelstranganzahl pro Zelle werden pro Ansatz acht Zellen
verblindet  ausgezahlt. Die Ergebnisse  werden gemittelt  und in
Konzentrationsabhangigkeit dargestelit.
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4.2.5 Praparation von APN1

4.2.5.1 Herstellung des Rohextraktes

Die Herstellung von APN1-Protein erfolgt durch die Anzucht des E. coli-Stammes
Eco R1 Not1 BH-410, transformiert mit dem Plasmid pGex 4-T1. Das in die Bakterien
eingebrachte Konstrukt enthalt die Sequenz fiur APN1-GST (GST = Glutathion-S-
Transferase), welches unter der Kontrolle eines Promotors steht, der mit Isopropyl-B-
D-thiogalactosid (IPTG) dauerhaft induzierbar ist.

Zunéachst wird hierzu am Vorabend eine Ubernachtkultur aus einzelnen Klonen
der Bakterienstdamme hergestellt und bei 37 °C in 2 ml LB-Medium Uber Nacht
inkubiert. Am nachsten Morgen werden 20 yl der Vorkultur in 100 ml LB-Medium
gegeben und fur drei bis vier Stunden erneut inkubiert. Gegen Mittag wird diese
Bakterien Suspension in einen 6 | Erlenmeyerkolben mit 1 | LB-Medium (200 pg/ml
Ampicillin) Gberflihrt. Die Konzentration wird Uber die optische Dichte ODgoo
Uberpruft. Nach zweieinhalb Stunden sollte diese 0,75 erreicht haben. Nun wird mit
Hilfe von IPTG (0,5 mM) die Synthese des APN1-Proteins induziert und die
Bakteriensuspension als eine Ubernachtkultur bei 37 °C und 160 rpm im
Schattelinkubator inkubiert. Die so erhaltenen, mit IPTG beimpften Bakterien werden
anschlieRend bei 20 °C (6000 rpm, 20 min) in zwei 450 ml Zentrifugenréhrchen
zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Die Bakterienpellets werden vereinigt,
einmal mit PBSCMF gewaschen, bei 4 °C und 4000 rpm erneut zentrifugiert und
anschlielRend dekantiert. Das Pellet kann nun bei -80 °C eingefroren werden.

Das Bakterienpellet wird in Lysepuffer F resuspendiert und auf eine
Endkonzentration von 0,2 g/ml eingestellt. Anschlieend werden durch
Ultraschallbehandlung (7 x 30 s) je 5 ml der Bakterien zerstért. Danach wird das
Bakterienlysat von unldslichen Zellbestandteilen bei 15000 rpom und 4 °C fir
eineinhalb Stunden durch Zentrifugation von dem Uberstand abgetrennt. Die
Proteinmenge wird wie in 4.2.14 nach Bradford bestimmt. Da dies nicht nur
APN1-Protein, sondern auch andere Proteine enthalt, wird anschliefend eine
Aufreinigung vorgenommen.

4.2.5.2 Affinitdtsreinigung von APN1-GST-Fusionsproteinen

Das APN1-GST-Fusionsprotein kann durch die Enzym-Substrat-Wechselwirkung
der GST mit dem an die Sepharose gekoppelten Substrat Glutathion gereinigt
werden. Dabei wird es in einem Schritt fast vollstandig (>90 %) von allen anderen
Proteinen abgetrennt. Bevor das Proteinpellet auf die Sdule gegeben werden kann,
muss diese equilibriert werden. Zur Equilibrierung wird die Glutathion Sepharose 4B
als Suspension in 20 % EtOH hergestellt, pro 20 ml der bendtigten Suspension
werden 15 ml der aufgeschittelten Stammlésung mit 200 ml kaltem PBSCMF
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gemischt, bei 2000 rpm fiir 2 min pelletiert und der Uberstand verworfen. Dieser
Waschvorgang wird mit PBSCMF noch einmal wiederholt. Zur Kopplung des
APN1-GST-Fusionsproteins an die Glutathion Sepharose 4B werden pro
ursprunglichen Liter Lysat 80 ml einer Glutathion Sepharose 4B Suspension
hinzugegeben. Das Pellet wird in PBSCMF resuspendiert und zur Affinitatsreinigung
zum Lysat zugeben. Das Gefald zur Aufreinigung wird in liegender Position unter
Schiitteln bei Raumtemperatur fir 1 Stunde inkubiert. Der Uberstand wird
abzentrifugiert (500 rpm, 5 min) und verworfen. Anschliel3end wird viermal mit 50 ml
kaltem PBSCMF gewaschen. Danach wird dreimal mit je 3 ml Glutahion-Elutions-
Puffer (GEP) fraktioniert eluiert (Fraktion 1, 2, 3 und 4). Das reduzierte Glutathion hat
eine hohere Affinitat zum katalytischen Zentrum der GST und verdrangt das oxidierte
Glutathion und damit das Fusionsprotein von der Matrix.

4.2.5.3 Analyse der Aufreinigung des APN1-Proteins durch SDS-PAGE

Die Proteinmenge der drei Fraktionen wird, wie in 4.2.14 beschrieben, nach
Bradford bestimmt. Zum Nachweis der erfolgreichen Proteinexpression und
Aufreinigung werden die gesammelten Aliquots in einer
SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE, siehe 4.2.15) analysiert. Zum
Nachweis der aufgetrennten Proteine wird das Gel mit Coomassieblau-Lésung

gefarbt und nach ausreichender Entfarbung (evtl. Gber Nacht) dokumentiert (Abb.
4-5).
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Abb. 4-5: SDS-Poyacrylamidgel der APN1-Aufreinigung nach Coomassieblaufarbung.
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4.2.5.4 Test der APN1-Préparation im PM2-Relaxationsassay

Die Uberprifung der Aktivitat der APN1 Protein-Praparation erfolgt mit Hilfe des
DNA-Relaxationsassays (siehe 4.2.3). Eingesetzt wird mit Bleomycin (BLM)
geschadigte PM2-DNA aus einer Praparation von I. Schulz (V 590). Die Schadigung
der PM2-DNA erfolgt durch Bleomycin mit einer Endkonzentration von
300 nM BLM/100nM Fe. Zu der in Phosphatpuffer PP in Lésung befindlichen DNA
wird eine frisch angesetzte Stammlésung von 600 nM BLM/100 nM Fe in HyOgest. bis
zu einer Konzentration von 300 nM zugesetzt. Die Reaktion wird durch Hinzugabe
von H;O, (500 uM) gestartet und die Proben in Eppendorfgefallen mit gedffnetem
Deckel fur 30 min bei 37 °C inkubiert. Die Reaktion wird mit 315 U/ml Katalase
gestoppt. AnschlieRend wird zentrifugiert, der Uberstand verworfen und die Proben
bei —80 °C aufbewahrt.

Der Sattigungsbereich des APN1-Proteins wird durch den Einsatz verschiedener
Konzentrationen der Praparation wahrend der Enzyminkubation in BE1/BSA-Puffer
bei 37 °C ermittelt.
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Abb. 4-6: APN1 Sattigungskurve im PM2-DNA-Relaxationsassay.
Die PM2-DNA wurde mit 300 nM BLM/100nM Fe fiir 30 min bei 37 °C geschédigt und anschlieBend
mit Hilfe des DNA-Relaxationsassays (siehe 4.2.3) auf die Zahl erkannter APN1-sensitiven L&sionen

pro 10° bp mit unterschiedlichen Enzymkonzentrationen untersucht. n = 4.



4 MATERIAL UND METHODEN 85

4.2.5.5 Test der APN1-Praparation in der Alkalischen Elution

Die Uberprifung der Aktivitat des APN1-Proteins erfolgt mit Hilfe der Alkalischen
Elution. Hierzu schadigt man V79 Zellen mit MMS in serumfreien Medium (siehe
4.2.2.3.4) und tragt diese auf die Filter der Alkalischen Elution auf. Durch den Einsatz
verschiedener Konzentrationen der APN1-Praparation wahrend der Enzyminkubation
in BE1/BSA-Puffer bei 37 °C kann der Sattigungsbereich des APN1-Proteins ermittelt
werden.
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Abb. 4-7: APN1 Sittigungskurve in der Alkalische Elution.
Die V79-hOR Zellen wurden mit 100 uM MMS fiir 30 min bei 37 °C geschédigt und anschlieBend mit
Hilfe der Alkalischen Elution (siehe 4.2.2) auf die Zahl erkannter APN1-sensitiven Ldsionen pro 10° bp

mit unterschiedlichen Enzymkonzentrationen analysiert. n = 3.

Wie aus Abb. 4-6 und Abb. 4-7 deutlich wird, liegt bei einer Konzentration von
1 pg/ml APN1  bereits eine vollstandige Erkennung der induzierten
DNA-Modifikationen durch APN1, sowohl im DNA-Relaxationsassay als auch bei der
Alkalische Elution, vor.

FUr die in dieser vorliegenden Arbeit durchgefuhrten Experimente wurde APN1 in
BE1/BSA in der Konzentration von 1 pg/ml zur DNA-Schadenserkennung verwendet.
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4.2.6 Mikrokerntest

4.2.6.1 Prinzip

Mit dem Mikrokerntest werden die Folgen einer DNA-Schadigung in Form von
Mikrokernen, einer Abspaltung von DNA-Material aus Zellkernen, nachgewiesen.
Diese Bruchteile des Kerns, umgeben von einer Kernmembran, kdnnen entweder
chromosomale Fragmente oder vollstindigen Chromosomen enthalten und
entstehen durch Absonderung wahrend der Mitose. Das genomische Material in den
Mikrokernen ist aktiv, es ist aber nicht geklart, ob die enthaltene Geninformation der
Zelle zur Verfigung steht. Mikrokerne kommen in jeder Zellart in geringer Menge
natlrlicherweise vor. Man unterscheidet ,aneugene” und ,klastogene“ Substanzen:
Substanzen, die zur Abspaltung von ganzen Chromosomen fiihren, bezeichnet man
als ,aneugen®, wahrend Stoffe, die chromosomenbrechende Wirkung zeigen, auch
.Klastogen“ genannt werden. Quantitative Mikrokern-Testsysteme erlauben eine
Abschatzung des gentoxischen Potentials von Agenzien (Romagna, 1993).
Voraussetzung flir die Bildung eines Mikrokernes ist die Teilung der Zelle. Daher
wartet man nach der Inkubation mit der zu untersuchenden Testsubstanz eine so
genannte Erholungs-Phase ab, in der die Zellen eine Zellteilung durchfihren und
dabei Mikrokerne ausbilden konnen. 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.

4.2.6.2 Vorbereitung und Schédigung der Zellen

4.2.6.2.1 Vorbereitung

Mindestens 24 Stunden vor dem Versuch werden in kleine Zellkulturflaschen
1 Mio. Zellen ausgesat. Die genaue Zahl ist abhangig von der Zellgroflde, es muss
jedoch noch ausreichend Platz fur eine Verdopplung vorhanden sein.

4.2.6.2.2 Schadigung der Zellen

Die Schadigung der Zellen mit y-Strahlen oder TPZ erfolgt analog zu Abschnitt
4.2.2.3.3 oder 4.2.2.3.5. AnschlieRend wird das Medium unter sterilen Bedingungen
abpipettiert, die Zellen mit 2 x 5 ml PBSCMF gewaschen und frisches Medium in die
Kulturflasche gegeben. Diese werden wahrend der Erholungs-Phase im Brutschrank
aufbewahrt (5 % CO,, 37 °C). Die Dauer der Erholungs-Phase richtet sich nach der
Verdopplungszeit der Zellen, die zuvor bestimmt werden muss. Im Fall von
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V79 Zellen wurde eine Erholungs-Zeit von 21 Stunden eingehalten, bei
V79-hOR Zellen dauerte sie 24 h.

4.2.6.3 Fixierung der Zellen

Nach der Erholungs-Phase werden die Zellen wie gewohnt (siehe 4.2.1.1 oben)
mittels Trypsin abgeldst und in Medium aufgenommen. Man bestlickt nun eine
Cytospin-Zellzentrifuge mit beschrifteten Objekttragern, Filterkartchen und Trichtern,
pipettiert etwa 5 Tropfen (je nach Zelldichte) der Zellsuspension in jeden Trichter und
schleudert die Zellen durch Zentrifugation (5 min, 1000 rpm, high accel) auf die
Objekttrager. Auf diese Weise stellt man drei Objekttrager pro Ansatz her, die nach
der Zentrifugation sofort flr eine Stunde in eine auf -20°C vorgeklhite
Fixierkammern mit Methanol gestellt werden.

4.2.6.4 Féarbung der Zellen

Nach der Fixierung in Methanol werden die Zellkerne angefarbt. Dazu inkubiert
man die auf dem Objekttrager fixierten Zellen fir etwa 30 s in einer Farbekammer mit
PBSCMF/Bisbenzimid-Lésung. Danach taucht man sie nacheinander fir jeweils
1-2 min in zwei PBSCMF-Waschlosungen. Das Uberschussige PBSCMF wird nach
kurzem Abtropfen mittels Papiertuch entfernt, dabei ist darauf zu achten, dass die
aufgeschleuderten Zellen nicht berihrt und versehentlich abgewischt werden. Nun
werden 10 yl einer Eindeckldsung auf die Zellen pipettiert und ein Deckglaschen
mdglichst luftblasenfrei darlUber gelegt. Bei der anschliellenden Betrachtung im
Mikroskop mit Quecksilberdampflampe unter Verwendung von Immersionsdl sind
Kerne und Mikrokerne durch Interkalation des Bisbenzimids in die DNA blau
eingefarbt (Abb. 4-8 | und Il zeigen Zellkerne mit Mikrokernen (Pfeile)).

Abb. 4-8: 1) Mikrokerne in V79-MZ, Il) Mikrokerne in V79-hOR.
Die Féarbung erfolgte wie beschrieben mit Bisbenzimid-Lésung (Hoechst No. 332-58).
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4.2.6.5 Auszéhlen der Mikrokerne und Bestimmung der Toxizitat

Pro Ansatz werden drei Objekttrager mit ca. 1000-2000 Zellkernen sowie die
dazugehorigen Mikrokerne verblindet ausgezahlt. Die Mikrokerne werden dabei in
1er, 2er oder 3er Packs eingeteilt. Ein 3er Pack zahlt als 3 Mikrokerne. Die
Ergebnisse der drei Zahlungen werden auf 2000 Zellen berechnet und pro Ansatz
gemittelt. Aus den Mittelwerten von drei unabhangig durchgefihrten Versuchen wird
wiederum ein Mittelwert mit Standardabweichung berechnet.

4.2.7 HPRT-Mutationstest
4.2.7.1 Prinzip

Der in vitro Genmutationstest an Saugetierzellen kann zum Nachweis von
induzierten Genmutationen herangezogen werden. In V79 Zellen des chinesischen
Hamsters werden Mutationen an dem Locus fur Hypoxanthin-Guanin-
Phosphoribosyltransferase (HPRT) nachgewiesen. Zellen, die infolge der Mutation
6-Thioguanin (TG) nicht verstoffwechseln (HPRT”), sind gegeniiber der
zytotoxischen Wirkung des TG resistent (6TG' = 6-Thioguanin-resistent). Bei
Anwesenheit von HPRT sind Zellen hingegen empfindlich gegentber TG, das die
Hemmung des Zellstoffwechsels verursacht und eine weitere Zellteilung verhindert.
So koénnen die Mutanten bei Anwesenheit von TG proliferieren, wahrend die
normalen Zellen, die HPRT enthalten, nicht dazu in der Lage sind. Die Mutanten
werden durch den Verlust der Aktivitat des Enzyms Hypoxanthin-Phosphoribosyl-
Transferase (HPRT) erkannt.

4.2.7.2 Durchfiihrung

4.2.7.2.1 Vorbereitung und Schadigung der Zellen

Am Tag vor Versuchsbeginn werden 750000 Zellen in eine grol3e
Zellkulturflasche ausgestreut. Am Tag Eins werden die nun 1,5 Mio. Zellen mit TPZ
(siehe 4.2.2.3.5) fur 24 h inkubiert. Nach finf Tagen werden die Zellen geerntet und
(3 oder 6 Mio.) in Petrischalen ausplattiert. Nach drei weiteren Tagen werden jeweils
100 Zellen (6 cm Petrischalen) fur die Bestimmung der ,plating efficiency” und 1 Mio.
Zellen (15 cm Petrischalen) fur die Bestimmung der Mutantenanzahl in Kulturmedium
mit 6-Thioguanin (7 pug/ml) ausgestreut (Doehmer et al., 1988).
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4.2.7.2.2 Fixierung und Farbung der Zellen

Nach 10 bis 14 Tagen unter Zellkulturbedingungen, je nach Wachstumsverhalten
der Zellen, werden die Zellen der ,plating efficiency” und der Mutantenanzahl jeweils
mit Methanol fixiert und mit Giemsa-L6sung gefarbt.

4.2.7.2.3 Auswertung

Zur Berechnung der Mutantenhaufigkeit (Mutantenfrequenz) werden pro Ansatz
der ,plating efficiency” (PEw) drei und der Mutantenanzahl sechs Petrischalen
verblindet ausgezahlt. Die Ergebnisse der drei bzw. sechs Zahlungen werden pro
Ansatz gemittelt. Die ,plating efficiency“ wird mit Hilfe folgender Formel berechnet:

Mittelwert Kolonienanzahl
Anzahl ausgestreute Zellen (100)

PEm=

Gleichung 4.2.7-1: ,,plating efficiency* (PEy).

Zur Berechnung der Mutantenhaufigkeit wird der Mittelwert der Mutantenanzahl
durch die ,plating efficiency“ geteilt. Das Ergebnis ist die Mutantenhaufigkeit pro
1 Mio. Zellen. Aus den Mittelwerten von drei unabhangig durchgefuhrten Versuchen
wird wiederum ein Mittelwert mit Standardabweichung berechnet.

4.2.8 Bestimmung der Toxizitat in Saugerzellen
4.2.8.1 ,cloning efficiency”

4.2.8.1.1 Prinzip

Zur Bestimmung der Toxizitat einer Substanz werden 8 bis 10 Tage nach einer
erfolgten Schadigung die Anzahl der von den geschadigten Zellen gebildeten
Kolonien bestimmt.

4.2.8.1.2 Durchfihrung

4.2.8.1.2.1 Vorbereitung und Schadigung der Zellen

Am ersten Tag werden 150 Zellen in 5 ml Kulturmedium in kleine Petrischalen
ausgestreut. Nach vier Stunden werden diese entweder mit y-Strahlen (0 bis 5 Gy)
oder mit TPZ (30 min oder 24 h bei 37 °C im Brutschrank) geschadigt (siehe 4.2.3.2).
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4.2.8.1.2.2 Fixierung und Farbung der Zellen

Nach erfolgter Schadigung werden die Zellen flr acht bis zehn Tage unter
Zellkulturbedingungen inkubiert. AnschlieRend werden die gebildeten Zellkolonien
mit Methanol fixiert und mit Giemsa-Lésung angefarbt.

4.2.8.1.2.3 Auswertung

Pro Ansatz werden drei Petrischalen ausgezahlt. Die Ergebnisse der drei
Zahlungen werden pro Ansatz gemittelt. Aus den Mittelwerten von drei unabhangig
durchgefuhrten Versuchen wird wiederum ein Mittelwert mit Standardabweichung
berechnet. Die Absolute-,cloning efficiency“ (absolute CE) berechnet sich aus dem
Mittelwert der Kolonienzahlen der Prufsubstanz oder Kontrolle dividiert durch die
Anzahl ausgestreuter Zellen.

Mittelwert Kolonienanzahl
Anzahl ausgestreute Zellen (150)

absolute CE =

Gleichung 4.2.8-1: absolute CE.

Die Relative-,cloning efficiency” (relative CE) berechnet sich aus dem Mittelwert
der absoluten CE der Priufsubstanz (einer Konzentration) dividiert durch den
Mittelwert der absoluten CE der Tragerstoffkontrolle (Nullwert).

Mittelwert absolute CE (Substanz)
Mittelwert absolute CE (Kontrolle)

relative CE =

Gleichung 4.2.8-2: relative CE.

4.2.8.2 ,plating efficiency” und Proliferationsfaktor

4.2.8.2.1 Prinzip

Die ,plating efficiency® (PE) und der Proliferationsfaktor (PF) sind zwei weitere
Parameter, die bestimmt werden konnen, um die Toxizitdt einer Substanz zu
bestimmen. Hierzu werden eine definierte Anzahl Zellen geschadigt und fir 48 h
kultiviert bzw. subkultiviert und anschliel3end gezahlt. Der so erhaltene Wert wird mit
dem Theoriewert verglichen.



4 MATERIAL UND METHODEN 91

4.2.8.2.2 Durchfuhrung

4.2.8.2.2.1 Vorbereitung und Schadigung der Zellen

Einen Tag vor der Schadigung werden in zwei mittlere Zellkulturflaschen pro
Konzentration der schadigenden Substanz je 2 x 10° Zellen in 15 ml Medium
angesetzt. Am nachsten Tag werden die Zellen entweder mit Ro19-8022 (0 bis
200 nM) oder mit MMS (0 bis 400 uM) geschadigt (siehe 4.2.2.3.2 und 4.2.2.3.4).
Nach der Schadigung wird der Zellrasen zweimal mit PBSCMF gewaschen. Die
Zellkulturflaschen zur Bestimmung des Proliferationsfaktors (ZKF-PF) werden mit
neuem Medium versetzt und fur 48 Stunden im Brutschrank inkubiert. Die Zellen in
der zweiten analog geschadigten Zellkulturflasche werden abtrypsiniert, die Zellzahl
mit Hilfe eines Coulter Counter™ bestimmt (Zellzahl to) und pro Konzentration
werden 0,5x10° Zellen ad 5ml Medium in kleine Flaschen (ZKF-PE) zur
Bestimmung der ,plating efficiency” ausgestreut. Diese werden nun ebenfalls flr
48 Stunden inkubiert.

4.2.8.2.2.2 Auswertung

Zwei Tage nach der Schadigung, dies entspricht ca. zwei theoretischen
Verdopplungszeiten (n), werden alle Zellen (ZKF-PF und ZKF-PE) abgelost und die
Zellzahl mit Hilfe eines Coulter Counter™ bestimmt (Zellzahl t;). Der
Proliferationsfaktor (PF) ist der Quotient der Zellzahl t; aus den ZKF-PF und t,. Er ist
ein MaR, fur die Anzahl der Zellteilung der Uberlebenden Zellen und wird mit

Gleichung 4.2.8-3 berechnet.
_ Zellzahlti
Zellzahl to

Gleichung 4.2.8-3: Proliferationsfaktor.

Mit Hilfe von Zellzahl t; aus den ZKF-PE und der theoretischen Zellzahl t; (bei
0,5x 10° ausgestreuten Zellen und zwei Verdopplungen ist dies 2 x 10° Zellen)
errechnet man die ,plating efficiency” (PE) mit folgender Gleichung:

PE - Zellzahl ti
Zellzahl t:

Gleichung 4.2.8-4: ,,plating efficiency*.
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4.2.9 Plasmidisolierung

Die Plasmidisolierung erfolgt mit Hilfe eines handelsiblichen Isolierungssystems
(Quiagen Plasmid Kit). Hierzu werden zunéachst die bendtigten Bakterienstdamme auf
2 Tage alte Topagarplatten ausgestrichen und Gber Nacht bei 37 °C inkubiert. Am
nachsten Morgen wird ein einzelner Klon gepickt, in 200 ml LB-Medium gegeben und
fur acht Stunden erneut inkubiert. Diese Bakteriensuspension wird nun in 1,51
LB-Medium Uberfihrt und als einer Ubernachtkultur inkubiert. Die so erhaltene
Bakteriensuspension wird zentrifugiert (10 min bei 2000 g und 4 °C) und der
Uberstand dekantiert. Das Bakteriensediment wird in 50 ml Puffer-P1 resuspendiert
und in einen 500 ml Erlenmeyerkolben Uberflhrt. Hierzu werden 50 ml Puffer-P2
(alkalischer Lysepuffer) gegeben und vorsichtig fur 3-5 Minuten bei RT gedreht. Nach
einem Neutralisationsschritt mit 50 ml kaltem Puffer-P3 wird das Protein gefallt (ca.
15 Minuten). AnschlieBend wird das Protein furch Filtration abgetrennt und die
Lésung auf eine, mit QBT-Puffer geladene, lonenaustauscher-Saule gegeben. Die an
das Saulenmaterial gebundene Plasmid-DNA wird zweimal mit QC-Puffer
gewaschen und schliellich mit 35 ml QF-Puffer eluiert. Das Plasmid wird mit 25 ml
Isopropanol (RT) gefallt und bei 12000 g fir 35 Minuten durch Zentrifugation isoliert.
Der Uberstand wird verworfen und hinterher zweimal mit 14 ml (eiskaltem) 70 %
EtOH gewaschen. Anschlieliend wird das Plasmid in TE-Puffer resuspendiert und
seine Konzentration photometrisch (Spektrophotometer biowave S2100, WPA)
bestimmt. Das so erhaltene Plasmid kann nun, durch Agarosegelelektrophorese
(4.2.3.3) analysiert oder fur einen Luciferase Assay (4.2.18) verwendet werden.

4.2.10 Depletion von Glutathion

Zur intrazellularen Depletion von Glutathion in Zellen werden die Zellen mit
Buthioninsulfoximin (BSO) inkubiert (Griffith and Meister, 1979). Zunachst verdunnt
man die BSO-Stammlésung mit Kulturmedium zu einer 1 mM-Lésung (siehe
4.1.7.10). Das alte Kulturmedium wird entfernt und die Verdinnung wird zu den
Zellen in die Kulturflasche gegeben. Die Inkubation wird im Brutschrank bei 37 °C,
5% CO,, 99 % Luftfeuchtigkeit fur 24 Stunden durchgefuhrt. Anschliel3end werden
die Zellen zweimal mit PBSCMF gewaschen, um das vorhandene BSO vollstandig zu
entfernen. Im Falle einer zusatzlichen Substanzinkubation (z. B. MMS oder
Tirapazamin) wird nach Ablauf dieser 24stindigen BSO-Inkubation mit der
Substanzinkubation begonnen.
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4.2.11 Quantifizierung des Glutathiongehaltes

4.2.11.1 Prinzip

Der zellulare Gesamtglutathion-Spiegel besteht aus GSH und GSSG. Diese
werden enzymatisch nach der Methode von Griffith (Griffith, 1985) bestimmt. Zur
Quantifizierung dient 5,5’ Dithio-bis(2-nitrobenzoesaure) (DTNB, Ellman’s Reagenz)
als Detektionsreagenz, dieses reagiert mit Thiolgruppen, wie z. B. GSH unter Bildung
von 5’-Thio-(2-nitrobenzoesaure) (TNB). GSH wird dabei zu GSSG oxidiert (Abb.
4-91). Im darauf folgenden Schritt [I wird GSSG durch das exogen dem
Reaktionsansatz hinzugeflgte Enzym Glutathionreduktase unter
NADPH/H"-Verbrauch zu GSH reduziert. Reduziertes Glutathion (GSH) kann nun
erneut mit DTNB reagieren.

| 2GSH + DTINB ——x> GSSG + 27TNB
I GSSG + NADPH/H* ———— 2GSH + NADP*
Il DTNB + NADPH/H* % 2 TNB + NADP+

Abb. 4-9: Reaktionsgleichungen zur Bestimmung von Glutathion mit DTNB-Reagenz (Griffith,
1985).
GR = Glutathionreduktase, DTNB = 5,5’ Dithio-bis(2-nitrobenzoeséure (Ellman’s Reagenz).

Bei der enzymatischen Glutathion-Bestimmung sind die Konzentrationen von
DTNB, NADPH und Glutathionreduktase so gewahlt, dass die Geschwindigkeit der
gesamten Reaktion Il proportional zur Konzentration des gesamten
Glutathiongehaltes verlauft. Die Bildung von TNB lasst sich zeitabhangig
spektralphotometrisch als Absorption bei 412 nm verfolgen.

4.2.11.2 Durchfiihrung

Zur Versuchdurchfihrung benétigt man mindestens 10 Mio. Zellen. Die Zellen in
der Zellkulturflasche werden abtrypsiniert und die Zellen in 10 ml Medium
resuspendiert (siehe 4.2.1.1). AnschlieBend wird bei 4 °C mit 1200 g fir 10 min
zentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen und das Pellet in 5 ml PBSCMF
aufgenommen. Danach werden die Zellen erneut zentrifugiert, das Pellet in genau
5ml PBSCMF resuspendiert, die Zellzahl wird 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-Reaktionsgefal
(Rundboden)  Uberfihrt. 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, 10000 g) und der Uberstand in
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ein neues Reaktionsgefal® Uberfihrt. Es werden 700 pl Phosphat/NADPH-L6sung,
100 yIl DTNB-Reagenz und je nach erwarteter Glutathion-Konzentration 10-40 pl
Probelésung (Uberstand) in eine Plastikkiivette pipettiert (ad 1000 pl mit H,Odest).
Nach jedem Pipettiervorgang wird die LOsung durch Auf- und Abpipettieren
vermischt. AbschlieRend werden 2 pl Glutathionreduktase-Losung hinzugeftgt und
automatisch 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 pul einer 0,1 mM frisch hergestellten GSH-Standardldsung.

4.2.12 p53-,,knockdown“ in primaren Zellen

4.2.12.1 Prinzip

siRNAs sind 21-28 Nukleotide lange synthetisch hergestellt RNAs, diese kleinen
RNAs werden in einen Proteinkomplex RISC (RNA-induced silencing complex)
eingebaut. Mithilfe der inkorporierten RNA-Fragmente bindet RISC komplementar an
DNA (z. B. Genbereiche, oder mRNA) und kann diese dadurch "abschalten". Dies
wird genutzt, um durch RNA Interferenz (RNAI) die Expression von spezifischen
Zielgenen zu verringern. RNAIi fuhrt zur Spaltung, zur Translationsblockade der
Ziel-mRNA oder zum Methylieren und Abschalten des entsprechenden Gens. Somit
wird die Produktion bestimmter Proteine gestoppt. Die siRNA werden in isolierte
Zellen eingebracht (transfiziert) und die mRNA des Zielgens wird abgebaut. Die
resultierende Verringerung der Genprodukte (,gene knockdown®) ermdoglicht es,
Hinweise auf die physiologische Bedeutung des betreffenden Genes zu erhalten
(Tuschl, 2001; Tuschl and Borkhardt, 2002).

4.2.12.2 Durchfiihrung

Um den Einfluss von p53 auf die DNA-Reparatur zu Uberprifen, wird p53 mit
Hilfe von p53-siRNA herunterreguliert. Hierfir saht man an Tag1 125000
Fibroblasten (250000 Keratinozyten) in eine P60 Zellkulturschale mit 3 ml
Kulturmedium. Die Zellzahl sollte so gewahlt werden, dass die Zellkulturschale nach
5 Tagen konfluent ist. An Tag 3 wird das vorhandene Medium abpipettiert und
anschlieBend 2,5ml der p53-siRNA-Losung (Transfektionsléosung) in die
Zellkulturschale gegeben. Die Zellen werden fur 24 Stunden unter normalen
Zellkulturbedingungen inkubiert. An Tag4 wird die Transfektionsldsung durch
Waschen mit PBS entfernt. Die so ausgestreuten Zellen werden entweder
unbehandelt weiter verwendet oder um den Einfluss von UVB zu untersuchen, mit
20 mJ/cm? UVB auf Eis 24 h nach dem ,knockdown* geschadigt. Dazu werden die
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Zellen in Zellkulturschalen unter einem Solar Simulator auf Eis bestrahlt. Flr die
Bestimmung der Dosis wurde ein IL-1700 Research Radiometer (International Light,
Newburyport, MA) mit einem UVB-Sensor (SED 240, in Kombination mit einem
280 nm cut-off Filter) verwendet. Da Zellkulturschale nur Licht mit einer Wellenlange
Uber 280 nm durchlassen, wurde der Schaden hauptsachlich durch UVB verursacht.
Der p53-Level bzw. die aktivierte an Ser15 phosphorylierte Form von p53 kann nun
mit Hilfe eines Western-Blot (Abschnitt 4.2.16 unten) nach unterschiedlichen
Zeitpunkten bestimmt werden. Er ist jedoch, abhangig von der Zellart, fir mindestens
48 Stunden erniedrigt. Die so behandelten Zellen werden nun entweder mit frischem
Zellkulturmedium weiter kultiviert oder nach dem entsprechenden Versuchsschema
behandelt (siehe 4.2.18).

4.2.13 Herstellung von Zellextrakten
4.2.13.1 Trypsin-Methode

4.2.13.1.1 Herstellung von Zellpellets

Zur Herstellung von Zellextrakten mit einer geeigneten Proteinkonzentration sind
zwischen 5 und 10 x 10° Zellen erforderlich. Um diese zu erhalten, trypsiniert man
mehrere dicht bewachsene Zellkulturflaschen ab, zahlt die Zellen mittels Coulter
Counter™ und zentrifugiert mit 1200 g bei 4 °C fir 10 min. Die so gewonnenen
Zellpellets werden zweimal mit je 15 ml kaltem PBSCMF gewaschen, um das
eventuell vorhandene Trypsin zu entfernen und nach jedem Waschschritt wieder
pelletiert. Der Uberstand des letzten Waschschrittes wird vorsichtig mit einer 1 ml
Eppendorf-Pipette entfernt und die Pellets eingefroren (falls sie nicht sofort
weiterverarbeitet werden sollen) oder auf Eis gelagert. Das trockene Pellet kann bei
-70 bis -80 °C uUber mehrere Monate aufbewahrt werden.

4.2.13.1.2 Herstellung von Zellextrakten

Aus mindestens 10 Mio. Zellen wird ein Pellet hergestellt (siehe 4.2.13.1.1). Aus
diesem wird ein zellularer Extrakt gewonnen, indem man das Pellet zunachst in
200 pul Lysepuffer MS resuspendiert, dem frisch 10 pl/ml AAL 100x zugesetzt wurden
(Endkonzentration 0,8 pyg/ml), und auf Eis lagert. Die Zellkonzentration betragt ca.
100 Mio. Zellen/ml. Eine Ultrazentrifuge (UZ) wird mit Adaptern bestuckt und auf 4 °C
gekuhlt. Danach zerstort man die Zellen auf Eis mit Hilfe von Ultraschall (Zeit:
0:00:08, Puls in: 1:00, Puls off: 9:00, Amplitude: 20 %). Das Zell-Lysat wird nun in
vorgekuhlte Ultrazentrifugenrohrchen Uberfuhrt und mit einer Analysenwaage das
Gewicht auf 1 mg genau mit Lysepuffer austariert. Die Lysate werden in der UZ bei



96 4 MATERIAL UND METHODEN

85000g 45 min bei 4 °C pelletiert, um Zellwand- und Organellenbestandteile
abzutrennen. Der Uberstand wird in ein neues 0,5 mI-Reaktionsgefal tberfihrt und
stets gekuhlt bzw. sofort bei —-70°C eingefroren. Zur Bestimmung des
Gesamtproteingehaltes wird zuvor noch ein Bradford-Test mit 1-5 yl des Extraktes
durchgefuhrt, dabei wird gleichzeitig eine Kalibriergerade mit Ldsungen von
Rinderserumalbumin (0 bis 18 ug/ml) erstellt (siehe 4.2.14).

4.2.13.2 Zellschaber-Methode

Der Vorteil dieser Methode ist, dass ganzlich ohne eventuell Protein zerstorendes
Trypsin gearbeitet wird. Zudem benétigt man nur 1 bis 2 x 10° Zellen, da kein Verlust
durch Zentrifugation zu befirchten ist. Die benétigte Menge adharent wachsender
Zellen wird zweimal mit kaltem PBSCMF gewaschen. Anschliel3end gibt man je nach
berechneter Zelldichte 60-120 pl (flr eine mittlere Zellkulturschale, p60) bzw.
250-500 pl (fur eine groRe Zellkulturschale, p100) Erntepuffer mP hinzu und I6st die
Zellen auf Eis mit Hilfe eines Zellschabers ab. Die Zellkulturschale sollte dabei
mehrmals gedreht werden, so dass alle Zellen auf der Schale erfasst werden. Die
nun vorhanden Suspension wird mit einer 1cc Spritze mit Nadel aufgesogen und
unter mehrmaligen Auf- und Abpipettieren in ein 2 ml Eppendorf Gefaly Gberfuhrt.
Danach zerstért man die Zellen auf Eis mittels eines Ultraschall-Sonifikator. Man
sonifiziert fir 3-5 Sekunden mit einem konstanten Puls bei maximaler Amplitude. Das
Zell-Lysat wird nun bei 15000 rpm fur 15 min zentrifugiert, um Zellwand- und
Organellenbestandteile abzutrennen. Der Uberstand wird in ein neues
0,5 ml-Reaktionsgefaly Uberfuhrt und wie bei 4.2.13.1.2 weiterbehandelt.

4.2.14 Bestimmung der Proteinkonzentration

Zur Bestimmung der Gesamtproteinkonzentration pipettiert man 2-5 ul der zu
bestimmenden Probe und fullt ad 100 pl HyOgest. auf. Zu der Probenlésung gibt man
100 pl Biorad-Reagenz As und 800 ul Biorad-Reagenz B. Nach Durchmischung der
Losungen inkubiert man 20 min bei Raumtemperatur auf einem Schuttelinkubator.
Analog dazu erstellt man eine Eichgerade mit BSA (Stammkonzentration 1 pg/ul) fur
den Bereich 0-18 ug (z. B. 5 ug: 5yl ad 100 pl HyOgest). Die Messung erfolgt bei
750 nm mit Hilfe eines Spektrophotometers gegen eine Referenz aus 100 pl HyOgest.
Und 900 ul Biorad-Reagenz AsB (siehe oben). Man ermittelt die Proteinkonzentration
der Probe aus der erstellten Eichgeraden.
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4.2.15 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

4.2.15.1 Prinzip

SDS-PAGE (Abklrzung fir engl. sodium dodecylsulfate polyacrylamide gel
electrophoresis) wird in der Analytik von Proteinen verwendet (Laemmli, 1970). Als
Trennmedium bei dieser Art der Elektrophorese dient ein Gel auf Polyacrylamidbasis.
Zusatzlich kommt SDS zum Einsatz. Dieses anionische Detergens Uberdeckt die
Eigenladungen von Proteinen, so dass die Proteine eine Kkonstante
Ladungsverteilung aufweisen. Diese Proteine werden, nach Hinzugabe von
B-Mecaptoethanol, auf 95 °C erhitzt, um Sekundar- und Tertidrstrukturen durch das
Unterbrechen von Wasserstoffbricken und das Strecken der Molekile aufzubrechen.
Durch das p-Mercaptoethanol werden zusatzlich vorhandene Disulfidbricken
reduziert. Die denaturierten Proteine konnen nun durch anlegen elektrischer
Spannung nach Durchlaufen des Sammelgels im Trenngel ihrer Grélze (molekularen
Masse) nach getrennt werden. Zusatzlich zu den Proben |adt man einen
GrélRenmarker auf das Gel. Dieser besteht aus Proteinen mit bekannter Gré3e und
ermdglicht dadurch die Abschatzung der Gréle von Proteinen in den eigentlichen
Proben. Die Proteine kdnnen anschlieliend durch weitere Analysen (Farbung, wie
z. B. Coomassieblau-Losung, Immunologische Nachweise, wie z. B. Western-Blot)
bestimmt werden.

4.2.15.2 Durchfiihrung

Fir die elektrophoretische Auftrennung der Proteine wird zunachst ein Trenngel
(4.1.7.15) gemischt und in den vorbereiteten Gel-GielR3stand gegossen. Dieses
Uberschichtet man nun mit einem 1-Butanol/H2Og4est-Gemisch, um es vor dem
Austrocknen zu schitzen. Sobald das Gel ausgehartet ist, wird das Gemisch durch
Ausspilen mit HyOgest. entfernt und die vermengten Zutaten fur das Sammelgel
(4.1.7.15) auf das ausgehartete Trenngel gegeben. In dieses bringt man vor dem
Ausharten noch den Kamm an. Wahrend das Gel aushartet, werden die Proben
vorbereitet. Je nach Kamm- und Gel-Grdfe kann bis zu 50 ul des zu untersuchenden
Proteinextrakts aufgetragen werden. Dazu wird so viel Ladepuffer (4 X) hinzu
pipettiert, dass er 1 zu 4 verdunnt vorliegt und gegebenenfalls wird mit destilliertem
Wasser zu dem bendtigten Gesamtvolumen aufgeflllt. Zusatzlich wird ein Ansatz mit
Proteinlangenstandard (16 pl bzw. 25 pl, (Rainbow-ladder)) vorbereitet. Alle Proben
werden fur 5 min bei 95 °C denaturiert und danach auf Eis gelagert. Nach dem
Auftragen der Proben auf das Gel legt man fur 1 h (bzw. 18 h 50 V Uber Nacht) eine
Spannung von 80 V an.
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4.2.16 Proteintransfer (Western-Blot), Detektion mit Antikorpern

4.2.16.1 Prinzip

Mittels Western-Blot kann man Uberprifen, ob ein Zellextrakt ein bestimmtes
Protein enthalt. Dazu werden die Proteine des Extrakts (siehe 4.2.13) zunachst
mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese  (PAGE) aufgetrennt (4.2.15).
Anschlieend werden sie durch Anlegen einer Spannung auf eine Membran
transferiert (,geblottet). Das urspringliche Trennmuster der verschiedenen
Proteinmolekile bleibt dabei erhalten. Auf dieser Membran lassen sich die Proteine
Uber eine immunologische Reaktion mit den entsprechenden Antikdrpern
nachweisen (Towbin et al., 1979).

4.2.16.2 Durchfiihrung

4.2.16.2.1 Protein-Blotting

Zunachst werden wie in Kapitel 4.2.13.2 Zellextrakte hergestellt und wie in
Kapitel 4.2.15 beschrieben mit Hilfe von einer SDS-Gelelektrophorese aufgetrennt.
Anschlielend werden eine auf die genaue Grdole des Trenngels zugeschnittene
Nitrocellulosemembran, deren rechte obere Ecke abgeschnitten wurde, und jeweils
zwei Pads und Whatman-Filter pro Gel durch Einweichen in H;Ogest und
anschliellend in Transferpuffer befeuchtet. Dabei sind Luftblasen auf der Membran
unbedingt zu vermeiden. Selbstverstandlich werden bei allen Arbeitsschritten
Handschuhe getragen, um Verunreinigungen des Gels und der Membranen zu
vermeiden. Das SDS-Gel (4.2.15) wird nach Entnahme aus der
Elektrophoresekammer vorsichtig mit entionisiertem Wasser abgespllt, das
Sammelgel sowie die rechte obere Ecke abgetrennt und in Transferpuffer unter
leichtem Schwenken gereinigt. Nun stapelt man vorsichtig unter Vermeidung von
Luftblasen der Reihe nach (siehe Abb. 4-10) ein Pad, einen Whatman-Filter, die
aquilibrierte Membran, das befeuchtete Trenngel und schliefdlich nochmals eine
Lagen Whatman-Filter und Pad auf die der Anode zugewandten Seite der
Transferkammer. Jetzt wird die Kammer vorsichtig verschlossen und in die
Transferapparatur eingeschoben. Es ergibt sich daher die in Abb. 4-10 dargestellte
Anordnung.
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Kathode (-)

Pad
Whatman-Filter
Gel
Membran
Whatman-Filter
Pad

Anode (+)
Abb. 4-10: Anordnung der Bestandteile der Blottingapparatur.

Die Blotting-Kammer wird mit kaltem Transfer-Puffer befullt und in einen
Kalteraum gestellt. Der Transfer erfolgt nun unter Anlegen einer Spannung von 20 V
fur 1 h. Danach wird die Blotmembran wieder entnommen. Das Sammelgel kann nun
zur unspezifischen Anfarbung aller Proteine mit Coomassieblau-L6sung behandelt
werden (siehe 4.2.16.2.2).

4.2.16.2.2 Farbung des Gels

Zur Farbung wird das geblottete Gel mit Coomassieblau-Lésung fir 30-40 min
auf einem Schuttler bei Raumtemperatur inkubiert. Darauf folgt eine Inkubation unter
gleichen Bedingungen fur 1-2 h mit Gel-Wasch-Lésung und anschlielend eine
Inkubation flr 1 h mit Gel-Wasch-Lésung G. Das so gefarbte Gel wird nun mit einem
Heoffer Dry Frame Uber Nacht getrocknet und kann am nachsten Tag dokumentiert
werden.

4.2.16.2.3 Inkubation mit Antikérpern

Um die Proteine auf der Membran zu fixieren, wird sie mit Milch 5 %
(Blockierungslésung 5 % Milch in PBS/Tween (0,05 %)) behandelt (entweder zwei
Stunden bei Raumtemperatur oder Uber Nacht bei 4 °C). Zur Behandlung mit dem
Antikdrper wird zunachst die Antikorperlésungla, b oder ¢ hergestellt und die
Membran darin zwei Stunden bei Raumtemperatur unter leichtem Schutteln inkubiert
(es kann auch uber Nacht bei 4 °C inkubiert werden). Danach wird die Membran
gewaschen, indem sie viermal mit ca. 10 ml PBS/Tween (0,05 %) unter leichtem
Schwenken fur 10, 15, 15 und 10 min bei Raumtemperatur aufbewahrt wird.
AnschlieRend wird die Antikorperlésung Il a oder b je nach primarem Antikorper
angesetzt und zur Membran gegeben, die darin 45 min bei Raumtemperatur unter
leichtem Schwenken aufbewahrt wird. Fur die Antikdperldsung | ¢ (Aktin-Antikorper)
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ist keine Inkubation mit einem sekundaren Antikdrper notwendig, da der primare
Antikdrper bereits die fur die Detektion notwendige HRP tragt. Danach wird unter den
gleichen Bedingungen dreimal fur 15 min und zweimal fur 10 min mit PBS/Tween
(0,05 %) gewaschen.

4.2.16.2.4 Detektion mit ECL

Nach Durchfliihrung der Waschschritte kdnnen jetzt diejenigen Proteinbanden
detektiert werden, an die zunachst die spezifischen Antikérper (p53 oder Phospho-
p53(Ser15)) und anschlieBend die mit horse-raddish-peroxidase-gelabelten (HRP)
Antirabbit-(IgG)- oder Antimouse-(lgG)- Sekundarantikérper gebunden haben. Zum
Sichtbarmachen der Immunreaktion wird das Western Detection Kit mittels
Chemilumineszenz (ECL+Plus™), gemafl den Angaben des Herstellers, verwendet.
In ein 50 ml Greinerrdhrchen werden pro Membran 4 ml der Lésung A und 4 ml der
Lésung B pipettiert. Die Waschlésung wird nun von der Membran entfernt und die
Detektionslosung hinzugegeben. Nach genau einer Minute wird das Reagenz
entfernt und die Membran mit einem Papiertuch getrocknet. Die Membran wird in
eine Autoradiographiekassette gelegt und blasenfrei mit Zellophanfolie bedeckt. Nun
muss die Kassette, um Lichteinfall zu vermeiden, sofort geschlossen werden. In einer
Dunkelkammer wird ein Kodak-Blottingfilm zur Belichtung in die Kassette auf die
Membran gelegt und nach 10 s - 30 min (die Belichtungszeit ist abhangig von der
Bindung des sekundaren Antikdrpers und muss experimentell ermittelt werden)
wieder entnommen. Es konnen auch mehrere Filme hintereinander mit
unterschiedlichen Expositionszeiten belichtet werden. Der belichtete Film wird mit
Hilfe eines automatischen Filmentwicklers entwickelt und schliel3lich dokumentiert.

Nachdem der Film entwickelt wurde, wird die Membran dreimal fir 15 min und
zweimal far 10 min mit PBS/Tween (0,05 %) gewaschen. Sie kann nun entweder in
PBS/Tween (0,05 %) bei 4 °C fur sieben Tage aufbewahrt werden (vor Austrocknung
schitzen!) oder mit einem weiteren Antikérper inkubiert werden. Dazu wird sie, wie in
4.2.16.2.3 beschrieben, behandelt. Wichtig ist, dass ein erneutes Blockieren mit
Milch 5 % erfolgt.
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4.2.17 Bestimmung der 8-oxoG-Glykosylaseaktivitat

4.2.17.1 Prinzip

Ob und in welchem Ausmall eine Zelle dazu in der Lage ist, oxidative
Basenmodifikationen wie 8-o0xoG in der DNA zu erkennen und zu reparieren, kann
mit Hilfe eines Cleavage Assays uberpriuft werden. Bei diesem inkubiert man aus
Zellen gewonnene Proteinextrakte (siehe Kapitel 4.2.13.1) mit einem
34mer-Oligonukleotid, das als Substrat ein einzelnes 8-oxoG in Position 16
(5-GGCTTCATCGTTATT(8-0x0G)ATGACCTGGTGGATACCG-3") aufweist. Die
Synthese erfolgt wie bei Girard et al. (Girard and Boiteux, 1997) beschrieben.

Besitzen diese Extrakte nun eine funktionierende 8-oxoG-Glykosylase, wird
8-0xoG aus dem Oligo entfernt und man erhalt nach Alkali-Behandlung ein klrzeres
Oligonukleotid. Im vertikalen, 20 %igen Acrylamid-Gel lassen sich die beide
Oligonukleotid-Formen (geschnitten und nicht geschnitten) durch unterschiedliches
Wanderungsverhalten im elektrischen Feld voneinander auftrennen. Zur Detektion
und Quantifizierung wird das Oligonukleotid vor dem Versuch mit *2P-Labelling
markiert.

4.2.17.2 Durchfiihrung

Der Cleavage Assay wird durchgefuhrt, wie bei Vidal et al. beschrieben (Vidal et
al., 2001b). Zunéchst wird das 34mer-Oligonukleotid mit Hilfe der
T4 Polynukleotidkinase und [y-32P]JATP am 5'-Ende radioaktiv markiert.

4.2.17.2.1 Markierung des Oligonukleotids

Hierzu werden 10 yl des 34mer Oligonukleotids (2 pmol/ul) in einem 1,5 ml
Eppendorf-ReaktionsgefaR mit 2 pl HoOgest, 5 pl *P-ATP (500 pCi), 22 ul PNK-Puffer
(10 X), 15 pl HoOgest. und 1 pl T4-PNK-Kinase (9 U/ul) fur eine Stunde im 37 °C
Wasserbad inkubiert. Um iiberschiissiges **P-ATP zu entfernen wird das markierte
Oligonukleotid anschlielend gereinigt. Hierzu fligt man 180 ul TE-Puffer, 55 pl NaCl
(5 M), 20 yl SDS (10 %) und 300 pl Chloroform/Ethanol (1:1) hinzu und mischt die
Lésung eine Minute auf einem Vortex-Gerat. Nun stellt man die Mischung 2 min auf
Eis, zentrifugiert fir 2 min bei 4 °C und 12000 rpm. Der wassrige Uberstand wird in
ein  neues 1,5ml Eppendorf-Reaktionsgefal® Uberfiihrt und mit 5 pl
Polyacrylamidlésung (0,25 %) und 1 ml Ethanol versetzt, kurz gevortext und flr
weitere 30 min unter den gleichen Bedingungen, um die DNA auszufallen,
zentrifugiert. Der Uberstand wird nun vorsichtig abpipettiert und das Oligonukleotid,
indem man das Reaktionsgefall mit offenem Deckel unter dem Abzug eines
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Radioaktiv-Labors fur 1 Stunde stehen lasst, getrocknet. Das trockene Pellet wird in
40 pl TE-Puffer aufgenommen und gut gevortext.

4.2.17.2.2 Hybridisierung und PAGE

Zur Hybridisierung mit einem komplementaren Oligonukleotid (an Position 16
tragt dies ein Cytosin) werden 20 pl des markierten, 8-oxoG-haltigen Stranges
(Konzentration 500 fmol/ul) mit 20 pl eines Komplementarstranges (1 pmol/pl) und
40 pl TE-Puffer far 5 min im Heizblock (95 °C) inkubiert, so dass man einen
Doppelstrang mit 8-oxoG:C erhalt. Danach wird die Lésung langsam, zunachst auf
Zimmertemperatur, dann auf Eis und schlieBlich auf -20 °C abgekihlt Der so
erhaltene Oligomastermix hat eine Endkonzentration von 125 fmol/ul, er kann bei
-20 °C aufbewahrt und fir 4-6 Wochen (Halbwertszeit 14 d) verwendet werden.

Die Herstellung der Zellpellets bzw. der daraus gewonnenen Zellextrakte ist in
den Kapitein 4.213.1.1 und 4.213.1.2 beschrieben. Zur Messung der
8-oxoG-Cleavage-Aktivitat der gewonnenen Zellextrakte wird bis zu 4 ul des
Extraktes in  Lysepuffer MS/AAL  (Proteingehalt:  2-20ug) mit 12yl
Oligonukleotid-Lésung  gemischt. Als  Negativkontrolle werden nur 4 pl
Lysepuffer MS/AAL mit dem Oligonukleotid inkubiert, bei der Positivkontrolle werden
1,45 yl Fpg-Rohextrakt (6,9 mg/ml) in 4,0 ml BE1 gegeben und davon 4 yl mit
(10 ng/4 yl) eingesetzt. Die Ansatze werden fir 60 min bei 37 °C im Wasserbad
inkubiert. Wahrend der Inkubation wird das Polyacrylamid-Trenngel vorbereitet.
Hierzu pipettiert man zu 6 ml der Polyacrylamidlésung 60 pyl APS (10 %) und 6 pl
TEMED. Nach kurzem Schwenken wird die Losung in die vorbereitete Gelkammer
gegossen und der Kamm angebracht. Das Ausharten des Gels dauert ca. 20 min.
Nach der Inkubation der Oligonukleotide mit den Zellextrakten wird in jeden Ansatz
jeweils 1,6 yl 1M NaOH gegeben und erneut fir 15 min bei 37 °C inkubiert.
Anschlielend wird durch Zugabe von 4 ul Stopppuffer die Reaktion beendet, kurz
gevortext, herunter zentrifugiert und die Reaktionsgefalle, um die DNA zu
denaturieren, 5 min lang bei 95 °C im Heizblock erhitzt. Die so erhaltenen Ansatze
kénnen einige Minuten auf Eis aufbewahrt werden. Sobald das Gel ausgehartet ist,
werden die Geltrager in die Kammer eingespannt und diese wird mit TBE-Puffer (1X)
aufgeflllt. Die Kdmme werden entfernt und die Geltaschen mit TBE-Puffer (1X), um
eventuell vorhandenen Harnstoff zu entfernen, ausgespult. Nach Aufbringen der
Proben legt man fir 40 min eine Spannung von 400 V (gegebenenfalls bei 4 °C) an.



4 MATERIAL UND METHODEN 103

4.2.17.2.3 Intensitatsbestimmung

Das Gel wird vorsichtig aus der Halterung entfernt und in Haushaltsgefrierbeutel
eingeschweifl3t. Danach wird es in einer Kassette fixiert und fiur eine Stunde (oder
Uber Nacht) ein Radio-Detektionsfilm aufgelegt. Dieser wird im Anschluss mit Hilfe
eines STORM® Phosphoimagers analysiert. Aus dem Verhaltnis der Intensitaten von
eingeschnittenen (16mer) und nicht eingeschnittenen (34mer) Oligonukleotiden Iasst
sich die 8-oxoG-Glykosylaseaktivitat der Extrakte berechnen.

4.2.18 Luciferase Assay
4.2.18.1 Prinzip

Zur Bestimmung der DNA-Reparaturkapazitat durch die Luciferaseaktivitat in
einem Host-Zellen Reaktivierungsassay (Runger et al., 1995; Emmert et al., 2002),
werden die zu untersuchenden Zellen mit einem, vor der Transfektion mit
unterschiedlichen Dosen UVB geschadigten Plasmid transfiziert. In diesem Plasmid
(siehe 4.2.9) (von M. Hedayati, Johns Hopkins University, Baltimore, MD) wurde der
ursprungliche SV40 Promotor des Luciferase-Gen enthaltenden Plasmids pGL3
(Promega, Madison, WI, USA) durch einen CMV Promotor ersetzt. Je nach Effizienz
der Nukleotid-Exzisions-Reparatur in den Zellen, wird nun das Plasmid wieder
reaktiviert. Diese Reaktivierung ist durch eine Bestimmung der Fluoreszensintensitat
bestimmbar.

4.2.18.2 Vorbereitung und Schédigung des Plasmids

Zur Bestimmung der Luciferaseaktivitat in einem Host-Zellen
Reaktivierungsassay werden 125000 Fibroblasten (250000 Keratinozyten) in eine
P35 Zellkulturschale mit 2 ml Kulturmedium gegeben. Diese Zellen werden fir zwei
Tage inkubiert. AnschlieRend kann eine Behandlung wie in 4.2.12 beschrieben mit
p53-siRNA und/oder UVB erfolgen.

Das, wie in Abschnitt 4.2.9 beschrieben, gewonnene Plasmid wird in Tris-EDTA
Puffer (Konzentration 30 ug/ml) mit UVB (0-0,5 mJ/cm?) geschadigt. Dazu wird das
Plasmid unter einem Solar Simulator (Kratos Analytical, Ramsey, NJ) mit einem
Emissions Spektrum, wie in Werninghaus et al. (Werninghaus et al., 1991)
beschrieben, inkubiert. FUr die Bestimmung der Dosis wurde ein IL-1700 Research
Radiometer (International Light, Newburyport, MA) mit einem UVB-Sensor (SED 240,
in Kombination mit einem 280 nm cut-off Filter) verwendet. Der Schaden wurde
demzufolge hauptsachlich durch UVB verursacht. AnschlielRend wird das Plasmid bei
-20 °C bis zur weiteren Verwendung gelagert.
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4.2.18.3 Plasmidtransfektion

Die Zellen werden zwei Tage nach dem Aussaen oder bei erfolgter Behandlung
nach zusatzlichen 18 h (Expressions-Periode) mit dem vorbehandelten Plasmid
transfiziert. Hierzu stellt man zunachst steril eine Transfektionslésung A bestehend
aus 25 pg des Plasmids in 125yl RNase freies H,O und 125 pl Opti-Mem®|
Transfektionsmedium sowie eine Transfektionslésung B, bestehend aus 16 pl
Lipofectamin™ 2000 und 244 pl Opti-Mem®| Transfektionsmedium, her. Beide
Lésungen werden fur finf Minuten bei Raumtemperatur auf einem Schittler inkubiert.
Transfektionslésung A und B werden nun vereinigt und fur weitere 20 Minuten bei RT
inkubiert. Wahrend dieser Inkubation wird das Kulturmedium von den zu
transfizierenden Zellen entfernt. Nach Beendigung der Inkubation wird in jede
p35 Zellkulturschale 2 ml (in p60 2,5 ml) der Transfektionslésung AB gegeben. Nach
24 Stunden bei normalen Zellkulturbedingungen entfernt man die
Transfektionslésung und pipettiert 2,5 ml Kulturmedium (3 ml in p60) hinzu.

4.2.18.4 Bestimmung der Luciferaseaktivitat

Nach 48 Stunden wird das Kulturmedium von den transfizierten Zellen
abpipettiert und zweimal mit PBS gewaschen. Man gibt nun 300 yl PBL hinzu und
inkubiert fur 40 Minuten (nach 20 Minuten dreht man die Schalen um 90°) im
Dunkeln bei RT auf einem Schittler. Die PBL-L6sung wird anschlieRend in 2 ml
Eppendorfgefalle Uberfihrt und im Dunkeln auf Eis gelagert. Zur eigentlichen
Bestimmung der Luciferaseaktivitat werden zu 20 pl der PBL-Lésung, 100 pl
Luciferase Assay Substrat hinzu gegeben und mit Hilfe des Luminometers (Delay
3 s, Integration Time 15 s) bestimmt. Der Blank sollte so eingestellt werden, dass der
hochste Wert zwischen 4000 und 10000 ist. Die erhaltenen Daten werden mit Hilfe
von MS-Excel, auf die Luciferaseaktivitat in dem ungeschadigten Plasmid bezogen,
berechnet und grafisch dargestellit.

4.2.19 Test auf Mycoplasmen

Zellen, die mit Mycoplasmen infiziert sind, haben unter Umstanden nicht die
gewlnschten oder andere Eigenschaften. Mit diesem Test soll erfasst werden, ob
eine Zellkultur mit Mycoplasmen infiziert ist oder nicht.

Zur Detektion von Mycoplasmen werden suspendierte Zellen mit einer
Zytozentrifuge auf Objekttrager aufgeschleudert. Anschliellend werden die Praparate
mindestens eine Stunde in Methanol bei -20 °C fixiert. Danach werden die Praparate
mit einem Fluoreszenzfarbstoff (Bisbenzimid Nr. 33258) fur 30 s gefarbt und zweimal
mit kaltem PBSCMF gewaschen. Mittels Eindecklésung wird dann ein Deckglaschen



4 MATERIAL UND METHODEN 105

aufgebracht. Durch die Farbung mit Bisbenzimid wird lediglich die DNA blassblau
gefarbt, das Zytoplasma ist nicht sichtbar. Bei der visuellen mikroskopischen
Auswertung wird gepruft, ob um die gut sichtbaren und klar abgegrenzten Zellkerne
herum ein hell angefarbter Schleier zu sehen ist, der auf eine Kontamination mit
Mycoplasmen hindeutet. In (Abb. 4-11) ist ein Ausschnitt aus einem
unkontaminierten Praparat gezeigt.

Abb. 4-11: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme von Zellkernen unbehandelter V79-MZ Zellen
Die Farbung erfolgte mit Bisbenzimid Nr. 33258.
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5 ERGEBNISSE

5.1 Induzierbarkeit DNA-Reparaturmechanismen durch
DNA-Schéden

Ob vorhergehende DNA-Schaden zu einer Induktion der zellularen Reparatur von
oxidativen Schaden durch die BER oder anderer DNA-Reparaturmechanismen in
vivo fuhren, konnte bis heute nicht eindeutig geklart werden. Daher war es von
grolkem Interesse, herauszufinden, wie die Reparaturkapazitat in Saugerzellen durch
unterschiedliche DNA-schadigende Agenzien beeinflusst wird. Zur DNA-Schadigung
wurden einerseits Agenzien wie Ro19-8022, welches primar oxidative DNA-Schaden
verursacht, oder MMS, welches DNA alkyliert, und anderseits UVB-Strahlung,
welche zu Cyclobutanpyrimidindimeren und in hohen Dosen auch zu oxidativen
DNA-Modifikationen  flhrt, verwendet. Die Untersuchungen erfolgten an
proliferierenden immortalisierten Maus-Embryofibroblasten (F11.1, MEFs), primaren
menschlichen Zellen (FB2-299), welche eine unveranderte Enzymausstattung
aufweisen, primaren Keratinozyten und p53-profizienten Fibroblasten aus
menschlichem Brustkrebsgewebe (MCF7). Diese unterschiedlich ausgestatteten
Zelllinien ermoglichten es, den Einfluss einer Priming-Dosis und/oder des
p53-Tumorsupressorgens auf die DNA-Reparatur in vivo zu untersuchen.

5.1.1 Toxizitat von Ro19-8022 und MMS-Behandlung

Zur Sicherstellung, dass es unter Einwirkung der Substanzen nicht zu einem
hohen Absterben der Zellen und damit verbunden zu einer Verfalschung der
Messwerte oxidativer DNA-Schaden bei der Alkalischen Elution kommt, wurde mit
Hilfe von Toxizitatstests die Zytotoxizitat bei der Inkubation mit Ro19-8022 und
Methylmethansulfonat (MMS) getestet. Dazu wurden der Proliferationsfaktor und die
,plating efficiency” (siehe 4.2.2.3 und 4.2.8) in Maus-Embryofibroblasten (F11.1) und
primaren menschlichen Zellen (FB2-299), fur Ro19-8022 in den Konzentrationen
0 (nur Bestrahlung), 50 und 200 nM plus Licht und fir MMS mit den Konzentrationen
50, 200 und 400 uM, bestimmt. Die Kontrollen wurden bis auf die Schadigung gleich
behandelt.
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Proliferationsfaktor (48 h)
O = N WO ~ O O N O

Kontrolle Licht 50 nM 200 nM

Abb. 5-1: Proliferationsfaktor nach Inkubation mit Licht oder Ro19-8022 plus Licht.

Die Bestrahlung erfolgte fiir 15 min in PBSCMF mit sichtbarem Licht, 1000 W und den angegebenen
Konzentrationen Ro19-8022 in 38 cm Abstand [249 kJ/m’], bei 0 °C in F11.1 Zellen. n = 3.

Die Proliferationsfaktoren zeigen, dass es bei einer Konzentration von 200 nM
R019-8022 plus Licht zu einer Inhibition der Zellteilung kommt, wohingegen eine
Behandlung nur mit sichtbarem Licht oder 50 nM Ro19-8022 plus Licht keinen
Einfluss hat (Abb. 5-1). Ein ahnliches Ergebnis bezlglich der Toxizitat von
Ro019-8022 erhalt man bei der ,plating efficiency”, wie in Abb. 5-2 gezeigt ist.
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Abb. 5-2: , plating efficiency“ nach Inkubation mit Licht oder Ro19-8022 plus Licht.
Die Bestrahlung erfolgte fiir 15 min in PBSCMF mit sichtbarem Licht, 1000 W und den angegebenen
Konzentrationen Ro19-8022 in 38 cm Abstand [249 kJ/m’], bei 0 °C in F11.1 und FB2-299 Zellen.

n=3.

Bei der ,plating efficiency“ hat sichtbares Licht alleine oder 50 nM Ro19-8022
plus Licht ebenfalls nur einen geringen Einfluss, 200 nM Ro19-8022 plus Licht flihren
dagegen zu einer Reduzierung der ,plating efficiency“. Primare und immortalisierte
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Zellen zeigen hierbei keinen Unterschied. Bei einer Konzentration von 200 nM
Ro19-8022 wachsen die Zellen zwar komplett an, aber es findet keine Zellteilung
innerhalb von 48 h statt.

Proliferationsfaktor (48 h)
O = N WO b O O N O

Kontrolle 50 uM 200 M 400 M

Abb. 5-3: Proliferationsfaktor nach Inkubation mit MMS.

Die Schédigung erfolgte mit unterschiedlichen Konzentrationen MMS fiir 30 min in serumfreien
Medium bei 37 °C und 5 % CO, in F11.1 Zellen (n = 3).

Die Ergebnisse bei der Behandlung mit MMS zeigen, dass MMS bis zu einer
Konzentration von 400 uM keinen signifikanten Einfluss auf die Proliferationsfaktoren
hat (Abb. 5-3). Die Proliferationsfaktoren von behandelten Zellen entsprechen denen
der Kontrolle. Folglich ist die Zellteilung bei den verwendeten Konzentrationen MMS
im Vergleich zu unbehandelten Zellen nicht verandert.
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Abb. 5-4: , plating efficiency“ nach Inkubation mit MMS.
Die Schédigung erfolgte mit unterschiedlichen Konzentrationen MMS fiir 30 min in serumfreien
Medium bei 37 °C und 5 % CO, in F11.1 und FB2-299 Zellen. n = 3.
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Die ,plating efficiency” ist ebenfalls sowohl in primare als auch immortalisierte
Zellen bis zu einer Konzentration von 400 yM MMS unbeeinflusst. So sind auch hier
keine signifikanten Unterschiede zur Kontrolle vorhanden (Abb. 5-4).

Die in dieser Arbeit verwendeten Konzentrationen sind demzufolge fir weitere
Untersuchungen bezliglich der BER mit Hilfe der Alkalischen Elution geeignet.

5.1.2 Einfluss von Ro019-8022 und MMS auf den zellularen
Glutathiongehalt

Um zu Uberprufen, ob und nach welcher Zeit Zellen mit einer adaptiven Antwort
auf DNA-Schaden reagieren, wurde zunachst der Gehalt an Glutathion, einem
wichtigen zellularen Antioxidans, nach Schadigung mit 200 nM Ro019-8022 plus
sichtbarem Licht (249 kJ/m?) oder 200 yM MMS (37 °C, 30 min), sowohl in
immortalisierten Maus-Embryofibroblasten (F11.1, Abb. 5-5) als auch in primaren
menschlichen Zellen (FB2-299, Abb. 5-6), analysiert. Die Bestimmung erfolgte zu
unterschiedlichen Zeitpunkten bis zu 48 Stunden nach der Schadigung. Die Zellen
wurden nach der Schadensinduktion in Kulturmedium bei 37 °C und 5% CO;
kultiviert.
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Zeit nach Schadensinduktion [h]
Abb. 5-5: Glutathiongehalt in F11.1 Zellen nach Schadigung mit MMS (Quadrate) und mit
Ro019-8022 plus Licht(Dreiecke).
Die Schédigung erfolgte mit 200 uM MMS fiir 30 min in serumfreien Medium bei 37 °C und 5 % CO..
Die Schéadigung mit 200 nM Ro19-8022 plus Licht 1000 W erfolgte in 38 cm Abstand [249 kJ/m2], flir
15 min in PBSCMF bei 0 °C. n = 3.
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Abb. 5-6: Glutathiongehalt in FB2-299 Zellen nach Schadigung mit MMS (Quadrate) und mit
Ro19-8022 plus Licht (Dreiecke).
Die Schédigung erfolgte mit 200 uM MMS fiir 30 min in serumfreien Medium bei 37 °C und 5 % CO..
Die Schédigung mit 200 nM Ro19-8022 plus Licht 1000 W erfolgte in 38 cm Abstand [249 kJ/m], fiir
15 min in PBSCMF bei 0 °C. n = 3.

Die Ergebnisse fir F11.1 (Abb. 5-5) und FB2-299 (Abb. 5-6) zeigen, dass
unabhangig vom Zelltyp der intrazellulare Glutathiongehalt nach 11 bis 18 h auf etwa
das Doppelte ansteigt und danach wieder auf das Ausgangsniveau zurickgeht. Die
durch einen oxidativen Schaden verursachte Glutathionerhéhung ist dabei
geringfligig hoher als die durch das Alkylanz verursachte, obwohl ein ungefahr
gleiches Ausmal® an DNA-Schaden verursacht wurde. Weiterhin sinkt der
Glutathiongehalt nach oxidativer Schadigung langsamer ab. Fir Ro19-8022 zeigt
dies aufRerdem, dass die Synthese von Glutathion und damit die Genexpression trotz
gehemmter Zellteilung bei 200 nM nicht verringert sind.

Die erhohte Expression von Glutathion kann einerseits direkt durch den
oxidativen Stress verursacht werden. So wird Glutathion als Cofaktor der Glutathion-
Peroxidase und damit zur Reduktion von H,O, zu Wasser benétigt. Andererseits
kommt Glutathion auch als Reduktionsmittel flir die an der DNA-Reparatur beteiligten
Enzyme wie z. B. Fpg, welche zur Reparatur des durch den Stress verursachten
DNA-Schaden bendtigt werden, in Frage, ob einer oder beide Mechanismen den
zellularen Anstieg von Glutathion bedingen, bleibt zu klaren. Die Zellen zeigen
jedoch, wie bereits beschrieben, eine deutliche Antwort auf den induzierten Schaden.
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5.1.3 Induzierbarkeit der Reparatur Fpg-sensitiver Modifikationen
durch Schadigung mit Ro19-8022

Zunachst wurde in immortalisierten Maus-Embryofibroblasten Gberpruft, welche
Wirkung eine Vorbehandlung (Priming) mit einem Photosensibilisator (Ro19-8022)
plus Licht auf die Reparatur Fpg-sensitiver oxidativer DNA-Modifikationen nach einer
kurzen Expressions-Periode (6 h) hat. Zu diesem Zeitpunkt ist noch keine Erhéhung
der Proteinexpression von Glutathion vorhanden. Wie in 2.3.3 beschrieben, induziert
R019-8022 hauptsachlich die Bildung von 8-0xoG und nur in geringem Malde andere
DNA-Modifikationen, wie SSBs, AP-Lasionen und oxidative Pyrimidin-Modifikationen.

Die Zellen wurden zum Priming und zur Schadigung jeweils mit einer identischen
Konzentration des Photosensibilisators Ro019-8022 (50 nM) inkubiert, jedoch
unterschiedlich langen Belichtungszeiten ausgesetzt. 4 min Bestrahlung mit
sichtbarem Licht (67 kJ/m?) sollten eine zellulire Antwort anregen (Induktion der
Reparatur, Priming), wahrend die eigentliche Messung der Reparatur nach 15 min
Bestrahlung (249 kJ/m?) erfolgte (Schadigung). In Abb. 5-7 ist das Schema fiir die
Uberprifung der Induzierbarkeit dargestellt. Dem Priming folgte eine
Expressions-Periode von 6 h unter Kulturbedingungen, in der
Induktionsmechanismen der DNA-Reparatur ablaufen sollten. Nach der Schadigung
wurde den Zellen 2 h Zeit gegeben, die neu induzierten oxidativen Schaden zu
reparieren. In insgesamt sieben Ansatzen wurden die Zahl Fpg-sensitiver
Modifikationen nach verschiedenen Kombinationen von Schadigungen und
Reparaturzeiten mit Hilfe der Alkalischen Elution gemessen.

In den Ansatzen wurde bestimmit:

Ansatz Puffer Abkiirzung

durch Priming induzierte Modifikationen zum Zeitpunkt
0 h, ohne Reparatur

1 P

p durch Schadigung induzierte Modifikationen zum S
Zeitpunkt 0 h, ohne Reparatur

durch Priming induzierte Anteil der Modifikationen nach

3 : . P +EP
der Expressions-Periode
durch Schadigung induzierte Modifikationen nach

4 vorangegangenem Priming und Expressions-Periode, P+EP+S
ohne Reparatur

5 durch Schadigung induzierte Modifikationen nach der S + RP

Reparatur

der Anteil, der durch Schadigung induzierten
6 Modifikationen nach der Reparatur und nach| P+EP+S +RP
vorangegangenem Priming und Induktionsphase
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Abb. 5-7: Schema fiir die Induktion der Reparatur von Fpg-sensitiver Basenmodifikationen in
proliferierenden F11.1 Maus-Embryofibroblasten.

Die Schadensinduktion erfolgte durch Inkubation mit 0,05 uM Ro19-8022 in Gegenwart von
sichtbarem Licht bei 0 °C mit 67 kJ/m? fiir das Priming (P) und 249 kd/m? fiir die Schédigung (S). Fiir
die Expressions-Periode (EP 6 h) und die Reparatur (RP, 2 h) wurden die Zellen bei 37 °C und 5 %
COs inkubiert.

Der Kontrollansatz ist in dem Diagramm nicht dargestellt, es handelte sich hierbei
um unbehandelte Zellen, deren ,steady state“ Level sowohl fir SSBs als auch fir
Fpg-sensitive Modifikationen bestimmt wurde. Um die Anzahl der induzierten
Lasionen zu erhalten wurde der jeweilige ,steady state” Level der Kontrolle von den
anderen Ansatzen abgezogen. Damit alle Ansatze exakt die in Abb. 5-7 dargestellten
Bedingungen erflillten, wurden die Versuche so zeitlich gestaffelt durchgeflihrt, dass
alle Ansatze zur gleichen Zeit auf die Alkalische Elution zur Quantifizierung (siehe
4.2.2) der DNA-Modifikationen aufgetragen werden konnten.
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Abb. 5-8: Induktion der Reparatur von Fpg-sensitiver Basenmodifikationen in proliferierenden
F11.1 Maus-Embryofibroblasten durch Ro19-8022 Vorbehandlung.
Die Schadensinduktion erfolgte wie in Abb. 5-7 beschrieben. Die ,steady state“ Level der

unbehandelten Kontrolle sind in den Ansétzen 1-6 abgezogen. n = 4.

Die Abb. 5-8 zeigt die Ergebnisse flur eine niedrige Priming-Dosis (25 % der
Schadigungsdosis), gefolgt von einer kurzen Expressions-Periode (6 h). Die von der
Priming-Dosis induzierten Fpg-sensitiven DNA-Modifikationen (Abb. 5-8, Balken 1)
sind nach der Expressions-Periode (Abb. 5-8, Balken 3) vollstandig repariert. Die von
einer nachfolgenden Schadigungs-Dosis induzierten Schaden (Abb. 5-8, Balken 4)
sind vergleichbar hoch wie jene ohne ein vorhergehendes Priming (Abb. 5-8, Balken
2). Nach 2 h Reparatur sind noch 55 % der Fpg-sensitiven Modifikationen vorhanden
(Abb. 5-8, Vergleich Balken 6 und 4). Das Ausmal der Reparatur ist nicht signifikant
unterschiedlich zu den beobachteten Ergebnissen ohne eine vorhergehende
Priming-Dosis (48 % Restschaden, Abb. 5-8 Vergleich Balken 5 und 2) und ist im
Einklang mit bisherigen Untersuchungen der Reparaturkinetik von Ro19-8022 plus
Licht induzierten Fpg-sensitiven Modifikationen in MEFs. Dies bedeutet, dass eine
der Schadigung vorausgegangene Vorbehandlung mit einer niedrigen Priming-Dosis
auf die Reparaturgeschwindigkeit keine deutliche Auswirkung hat. Im Durchschnitt
wurden zwar nach erfolgter Vorbehandlung mit einer Priming-Dosis eine um ca. 7 %
geringere Reparaturgeschwindigkeiten gemessen, jedoch ist dieser Unterschied
aufgrund der Standardabweichungen nicht signifikant.
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Im Folgenden wurde Uberprift, ob eine Verlangerung der Expressions-Periode
bei gleichzeitiger Erhéhung der Priming-Dosis zu einer Induktion der BER flhrt.
Hierzu erfolgte erneut eine Vorbehandlung mit Ro19-8022. Die immortalisierten
Maus-Embryofibroblasten wurden nun jedoch mit einer Priming-Dosis von 200 nM
des Photosensibilisators bei 15 min Bestrahlung (249 kJ/m?) inkubiert (Priming). Die
eigentliche Schadigung erfolgte wie bisher mit 50 nM Ro019-8022 und einer
Belichtungszeit von 15 min (249 kJ/m?) (Schadigung). In Abb. 5-9 ist das
abgeanderte Schema fir die Uberpriifung der Induzierbarkeit dargestellt. Um die
DNA-Reparatur zu induzieren, folgte der Vorbehandlung eine verlangerte
Expressions-Periode von 18 h unter Kulturbedingungen. Nach der Schadigung wurde
den Zellen erneut 2 h Zeit gegeben, die neu induzierten Schaden zu reparieren. Die
Quantifizierung Fpg-sensitiver Modifikationen erfolgte gleichermalien in sieben
Ansatzen nach Kombinationen von verschiedenen Schadigungen und

Reparaturzeiten.

Zell-“Ernte” und
Ansatz DNA-Schaden Analyse

L |

o @@
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-20 -18 -2 0

Zeit [h]

Abb. 5-9: Schema fiir die Induktion der Reparatur von Fpg-sensitiver Basenmodifikationen in
proliferierenden F11.1 Maus-Embryofibroblasten, nach verlangerter Expressions-Periode.

Die Schadensinduktion erfolgte durch Inkubation mit 0,2 uM Ro19-8022 in Gegenwart von sichtbarem
Licht bei 0 °C mit 249 kJ/m?’ fiir das Priming (P) und 0,05 uM mit 249 kd/m? fiir die Schédigung (S). Fiir
die Expressions-Periode (EP, 18 h) und Reparaturzeiten (RP, 2 h) wurden die Zellen bei 37 °C und
5 % CO, inkubiert.
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Abb. 5-10: Induktion der Reparatur von Fpg-sensitiver Basenmodifikationen in proliferierenden
F11.1 Maus-Embryofibroblasten durch Ro19-8022 Vorbehandlung nach einer verlangerten
Expressions-Periode.

Die Schadensinduktion erfolgte wie in Abb. 5-9 beschrieben. n = 3.

Obgleich die Priming-Dosis auf 400 % der Schadigungs-Dosis erhoht und die
Expressions-Periode auf 18 h verlangert wurde, zeigen MEFs hier ein ahnliches
Ergebnis bezlglich der DNA-Reparatur. In diesem Fall sind die durch die
Priming-Dosis verursachten Schaden (Abb. 5-10, Balken 1) zwar nicht ganzlich nach
der Expressions-Periode repariert (Abb. 5-10, Balken 3) und die Schadigungs-Dosis
von Ro19-8022 mit Licht verursacht einen wesentlich groReren Schaden nach einem
vorhergehenden Priming als ohne (Abb. 5-10, Vergleiche Balken 4 und 2), da aber
von einer Kinetik erster Ordnung bei der DNA-Reparatur ausgegangen werden kann,
ist ein Vergleich der prozentualen Restschaden zulassig. Obwohl eine adaptive
Erhéhung von Glutathion zu diesem Zeitpunkt beobachtet wurde (Abb. 5-5), ist der
Prozentsatz der unreparierten DNA-Modifikationen nach 2 h in Zellen die mit einer
Priming-Dosis vorbehandelt wurden, hoher (66 % Restschaden, Abb. 5-10
Vergleiche Balken 6 und 4), als in Zellen ohne eine Vorbehandlung (46 %
Restschaden, Abb. 5-10 Vergleiche Balken 4 und 2).

Die dargestellten Ergebnisse erlauben die Schlussfolgerung, dass sowohl nach
einer kurzen, als auch nach einer langen Expressions-Periode ein der Schadigung
vorausgegangenes Priming nicht zu einer Verbesserung der Reparatur oxidativer
DNA-Schaden fuhrt, obwohl unter gleichen Bedingungen eine Adaptation des
Glutathiongehaltes vorliegt.
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5.1.4 Induzierbarkeit der Reparatur Fpg-sensitiver Modifikationen
durch Schadigung mit MMS

Um eine Induzierbarkeit des Reparatursystems fur oxidative DNA-Schaden durch
eine andere Vorbehandlung zu Uberprifen, wurde diese modifiziert und erfolgte mit
Methylmethansulfonat (MMS), welches hauptsachlich alkylierte DNA-Basen und
AP-Lasionen induziert. Letztere DNA-Modifikationen werden ebenfalls von dem
Reparaturenzym Fpg erkannt, was zu einer Induktion dieses Enzyms oder anderer
an der Reparatur beteiligten Enzyme fuhren konnte.

Als Vorbehandlung wurde anstatt mit dem Photosensibilisators Ro19-8022 plus
Licht, mit MMS der Konzentration 200 uM fir 30 min bei 37 °C inkubiert (Priming).
Die Zahl Fpg-sensitiver DNA-Schaden nach dieser Behandlung entspricht der durch
die Priming-Dosis des Photosensibilisators verursachten Zahl im vorhergehenden
Experiment. Die eigentliche Schadigung erfolgte wie bisher mit 50 nM und einer
Belichtungszeit von 15 min (249 kJ/m?) (Schadigung). Das Schema fir die
Uberprifung der Induzierbarkeit wie in Abb. 5-9 dargestellt, wurde unveréndert
angewandt. Um die DNA-Reparatur zu induzieren, folgte dem Priming erneut eine
lange Expressions-Periode von 18 h unter Kulturbedingungen. Nach der Schadigung
wurde den Zellen nochmals 2 h Zeit gegeben, die neu induzierten Schaden zu
reparieren.
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Abb. 5-11: Induktion der Reparatur von Fpg-sensitiver Basenmodifikationen in proliferierenden
F11.1 Maus-Embryofibroblasten durch MMS Vorbehandlung.
Die Vorbehandlung erfolgte mit 200 uM MMS bei 37 °C fiir 30 min in serumfreien Medium. Die

Schadensinduktion erfolgte durch Inkubation mit 0,05 uM Ro19-8022 in Gegenwart von sichtbarem
Licht (249 kJ/mZ) bei 0 °C in PBSCMF. n = 3.
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Die Quantifizierung Fpg-sensitiver Modifikationen erfolgte wie bereits
beschrieben nach Kombinationen von verschiedenen Schadigungen und
Reparaturzeiten. Die Ergebnisse der Experimente der DNA-Schadensanalyse,
dargestellt in Abb. 5-11, zeigen erneut keine signifikante adaptive Beschleunigung
der DNA-Reparatur fur oxidative Schaden in MEFs nach 2 h durch vorhergehendes
Priming (Abb. 5-11, Balken 6 und 4), verglichen mit der Reparatur ohne
vorhergehende Schadigung (Abb. 5-11, Balken 5 und 2), obwohl auch nach
Behandlung mit MMS eine adaptive Antwort des Glutathiongehaltes vorliegt. Der
durch die Priming-Dosis induzierte Schaden (Abb. 5-11, Balken 1) entspricht
quantitativ dem mit Ro19-8022-Priming verursachten (Abb. 5-10, Balken 1) und wird
ebenfalls fast vollstandig repariert (Abb. 5-11, Balken 3). Gleichfalls kann, wie bei
den Ro19-8022 vorbehandelten MEFs, eine erhdhte Sensitivitat fir die Generierung
oxidativer Modifikationen nach Vorbehandlung beobachtet werden (Abb. 5-11,
Vergleiche Summe Balken 2 und 3 mit Balken 4)

Da in immortalisierten Zellen wie MEFs gewisse, fir die Regulation der
DNA-Reparatur wichtigen Proteine nicht vorhanden sein konnten und um
Speziesunterschiede ausschlie®en zu kénnen, wurde die Induzierbarkeit nun in
primaren menschlichen Zellen (FB2-299) untersucht. Die Bedingungen sowie das
Schema (Abb. 5-9 und Abb. 5-11) wurden unverandert Gbernommen.
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Abb. 5-12: Induktion der Reparatur von Fpg-sensitiver Basenmodifikationen in priméaren
menschlichen Fibroblasten (FB2-299) durch MMS Vorbehandlung.
Die Schadensinduktion erfolgte wie in Abb. 5-11 beschrieben. n = 3.
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Auch in primaren menschlichen Fibroblasten, welche ebenfalls eine adaptive
Erhéhung des Glutathiongehaltes zeigten, ist die DNA-Reparatur oxidativer Schaden
durch ein Priming nicht induzierbar (Abb. 5-12, Vergleiche Balken 6 und 4 (71 %
Restschaden) mit Balken 5 und 2 (55 % Restschaden)). Deutlich wird in Abb. 5-12
auch, dass primare menschliche Fibroblasten eine geringere Sensitivitdt gegenuber
dem Alkylanz MMS als immortalisierte MEFs haben (Vergleiche Abb. 5-12, Balken 1
mit Abb. 5-11, Balken 1), wohingegen die Empfindlichkeit gegeniber dem
hauptsachlich oxidative Schaden verursachenden Photosensibilisator Ro19-8022
plus Licht gleich ist (Vergleiche Abb. 5-12, Balken 2 mit Abb. 5-11, Balken 2). Die
erhdhte Sensitivitdt nach einem vorhergehen Priming ist zwar auch weniger
ausgepragt, aber nach wie vor vorhanden (Abb. 5-12, Vergleiche Summe Balken 2
und 3 mit Balken 4).
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Abb. 5-13: Induktion der Reparatur von Fpg-sensitiver Basenmodifikationen in p53-profizienten
Zellen (MCF7) durch MMS Vorbehandlung.
Die Schadensinduktion erfolgte wie in Abb. 5-11 beschrieben. n = 3.

Um ausschliel3en zu kdnnen, dass eine verminderte Expression von p53 in den
verwendeten Zellen fur das Ausbleiben der Induktion verantwortlich ist, wurden die
oben beschriecbenen Versuche in MCF7 (Fibroblasten aus menschlichem
Brustkrebsgewebe), welche p53-profizient sind, durchgefuhrt. Auch bei dieser
Zelllinie ist der Restschaden nach einer Schadigung ohne Priming (70 %, Abb. 5-13,
Vergleiche Balken 5 und 2) nicht signifikant héher als der Restschaden in mit einer
Priming-Dosis vorbehandelten (66 %, Abb. 5-13, Vergleiche Balken 6 und 4). Eine
Induktion der Reparatur von oxidativen DNA-Schaden nach einer Vorbehandlung
durch MMS findet also auch in Zellen mit funktionsfahigem p53 nicht statt.
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Dahingegen konnte eine Erhéhung der Sensitivitat und des Glutathiongehaltes auch
hier gefunden werden.

5.1.5 Einfluss von Ro19-8022 und MMS auf die Enzymexpression
der 8-oxoG-Glykosylase (Ogg1)

Da auf DNA-Reparaturebene keine Induzierbarkeit festgestellt werden konnte,
wurde abschliefend Uberpruft, ob es auf der Ebene der Dbeteiligten
Reparaturenzyme, insbesondere Ogg1, zu einer Induktion kommt. Hierzu wurden
analog zur Priming-Dosis im vorhergehenden Experiment mit 0,2 uM Ro19-8022 plus
Licht (249 kJ/m?) DNA-Modifikationen in F11.1 induziert und zu unterschiedlichen
Zeitpunkten Uber 18 h Zellextrakte der MEFs hergestellt (siehe 4.2.13). Wahrend
dieser Expressions-Periode wurden die Zellen unter Kulturbedingungen (37 °C und
5% CO;) gehalten. Ebenso wurden auch von unbehandelten Kontrollzellen
Proteinextrakte gewonnen. In diesen Extrakten wurden nach Bestimmung der
Proteinkonzentration die 8-oxoG-Glykosylaseaktivitat bestimmt (siehe 4.2.17).

Abb. 5-14 zeigt die Aktivitat von mOgg1 in den Maus-Embryofibroblasten nach
Schadigung und unterschiedlichen Zeiten.

unbehandelt
Kontrolle
Kontrolle

T T | < 34-mer

=0 8 S e |+~ 16-mer

Abb. 5-14: Aktivitit von mOgg1 in F11.1 Maus-Embryofibroblasten zu unterschiedlichen
Zeitpunkten nach Schadigung mit Ro19-8022 plus Licht.

Die Schadensinduktion erfolgte durch Inkubation mit 0,2 uM Ro19-8022 in Gegenwart von sichtbarem
Licht bei 0 °C mit 249 kJ/m’. Die Extrakte der geschédigten Zellen wurden mit 2p_markierten 34-mer
Oligonukleotiden, die an Position 16 einen 8-oxoG-Rest enthielten, inkubiert, die DNA in einem

Polyacrylamid-Gel elektrophoretisch aufgetrennt und mit einem STORM® Phosphoimager analysiert.
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Die quantitative Auswertung der Aufnahmen mit der Software Molecular Analyst®
lieferte keine signifikanten Anhaltspunkte dafir, dass die 8-oxoG-Glykosylaseaktivitat
in den Extrakten der Zellen mit zunehmender Zeit nach Behandlung mit Ro19-8022
plus Licht ansteigt. Der Anteil der geschnittenen DNA ist zu allen Zeitpunkten gleich.
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Abb. 5-15: Quantitative Auswertung der 8-oxoG-Glykosylaseaktivititen in F11.1
Maus-Embryofibroblasten zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach Schadigung mit Ro19-8022
plus Licht.

Schadensinduktion und Gel siehe Abb. 5-14. n = 4.

Auch fur die Schadensinduktion mit 200 uM MMS fir 30 min bei 37 °C konnte zu
keinem Zeitpunkt eine Induktion der 8-oxoG-Glykosylaseaktivitat in den Extrakten der
Zellen gefunden werden.
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Abb. 5-16: Aktivitit von mOgg1 in F11.1 Maus-Embryofibroblasten zu unterschiedlichen
Zeitpunkten nach Schadigung mit MMS.

Die Schadensinduktion erfolgte durch Inkubation mit 200 uM MMS bei 37 °C fiir 30 min in serumfreien
Medium. Die Extrakte der geschéadigten Zellen wurden mit 2p_markierten 34-mer Oligonukleotiden,
die an Position 16 einen 8-oxoG-Rest enthielten, inkubiert, die DNA in einem Polyacrylamid-Gel

elektrophoretisch aufgetrennt und mit einem STORM® Phosphoimager analysiert.
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Abb. 5-17: Quantitative Auswertung der 8-oxoG-Glykosylaseaktivititen in F11.1

Maus-Embryofibroblasten zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach Schadigung mit MMS.
Schadensinduktion und Gel siehe Abb. 5-16. n = 3.

Diese Ergebnisse bestatigen fruhere Proteinbestimmungen mittels Western-Blot
von Ogg1 in Extrakten aus geschadigten Zellen (unveroffentlichte Daten,
Flohr-Beckhaus).

5.1.6 Induzierbarkeit der Plasmidreaktivierung in primaren
menschlichen Fibroblasten und Keratinozyten durch
Schadigung mit UVB-Strahlung

Eine weitere Moglichkeit, die DNA-Reparaturkapazitat von Zellen zu bestimmen
bietet der Host-Zell Reaktivierungsassay (siehe 4.2.18). In diesem wird die
Luciferaseaktivitat der zu untersuchenden Zellen, die mit einem zuvor mit
unterschiedlichen Dosen UVB geschadigten und Luciferase-Gen enthaltenden
Plasmid (pCMVLuc Isolation beschrieben in 4.2.9) transfiziert wurden, gemessen. Je
nach Effizienz der Nukleotid-Exzisions-Reparatur in den Zellen wird das geschadigte
Plasmid reaktiviert. Diese Reaktivierung ist durch eine Bestimmung der
Fluoreszensintensitat bestimmbar und entspricht der DNA-Reparaturkapazitat. Durch
die Schadigung der Zelllinien vor der Transfektion kann zusatzlich Uberprift werden,
ob die DNA-Reparatur in Folge einer Vorbehandlung mit einer Priming-Dosis
induziert werden kann.

Wie in Abb. 5-18 gezeigt, hat eine 18 h vor der Transfektion des Plasmids
verabreicht Priming-Dosis UVB (20 mJ/cm?) nach der Expressions-Periode keinen
signifikanten Einfluss auf die Reaktivierung des mit UVB (0-0,5 mJ/cm?)
geschadigten Plasmids. Die Reaktivierung, welche mit der Reparatur des
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DNA-Schadens gleich zu setzen ist, erfolgt mit und ohne Vorbehandlung mit einer
Priming-Dosis UVB im gleichen Ausmal}.
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UVB [mJ/cm?]

Abb. 5-18: Plasmidreaktivierung in ungeschadigten und mit UVB vorbehandelten priméren

0%

menschlichen Fibroblasten nach einer 18 h Expressions-Periode.
Die Vorbehandlung erfolgte mit 20 kd/em? UVB darauf folgte nach einer Expressions-Periode von 18 h
die Transfektion mit einem von 0 bis 0,5 mJ/cm’ UVB geschédigten Plasmid (siehe 4.2.18). n = 3.

Um mdgliche Unterschiede der Proteinausstattung verschiedener Zellarten zu
uberprufen, wurden anschlieffiend primare menschliche Keratinozyten untersucht.
Diese Zellart hat unter anderem einen erhdhten p53-Gehalt.

Wie in Abb. 5-19 deutlich wird, reaktivieren Keratinozyten das mit UVB
geschadigte und anschlieBend transfizierte Plasmid signifikant besser als die
Fibroblasten. Die Fluoreszensintensitat der mit 0,1 mJ/cm? UVB geschadigten
reaktivierten Plasmide ist mit 55 %, um mehr als das 3,5 fache intensiver als die der
gleich geschadigten Plasmide in Fibroblasten (Abb. 5-18). Jedoch erfolgt die
Reaktivierung in Zellen nach einer Vorbehandlung mit einer Priming-Dosis und 18 h
Expressionszeit im gleichen Ausmal wie in nicht vorbehandelten Zellen. Es wurde
also auch in Keratinozyten, obwohl eine adaptive Antwort in Form einer Erhéhung
des p53 und Phospho-p53(Ser15) (siehe 5.1.7) vorlag, keine signifikante Induktion
der DNA-Reparatur durch eine Priming-Dosis gefunden.
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Abb. 5-19: Plasmidreaktivierung in ungeschéadigten und mit UVB vorbehandelten priméaren

menschlichen Keratinozyten nach einer 18 h Expressions-Periode.

Die Vorbehandlung erfolgte mit 20 kJ/cm? UVB darauf folgte nach einer Expressions-Periode von 18 h

die Transfektion mit einem von 0 bis 0,5 mJ/cm® UVB geschéadigten Plasmid (siehe 4.2.18). n = 3.

5.1.7 Status von p53 und Phospho-p53(Ser15) nach einem
,knockdown“ mit siRNA in primaren menschlichen
Fibroblasten und Keratinozyten

Da es zum Zeitpunkt der Experimente keine primaren humanen Fibroblasten und
Keratinozyten mit herabregulierten p53 gab, wurden die Zellen, mit p53-siRNA
behandelt (siehe 4.2.12), um so durch einen ,gen knockdown® (,knockdown®) eine
verminderte Proteinexpression zu erhalten. Dies ermdglicht, auch in diesen Zellen
den Einfluss von p53 auf die Induzierbarkeit der DNA-Reparatur zu Uberprufen (siehe
5.1.8).
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Abb. 5-20: Expression von p53, phospho-p53 (Ser15) und Aktin in primdren menschlichen
Fibroblasten, 24 h nach UVB und 48 h nach p53-siRNA-Transfektion.

Die Schéadigung erfolgte 24 h nach p53-siRNA-Transfektion mit 20 kJ/cm® UVB. Darauf folgte eine
Expressions-Periode von 24 h. AnschlieBend wurde ein Western-Blot wie in 4.2.16 beschrieben mit
den Zellextrakten durchgefiihrt. NT: nicht transfiziert; p53-siRNA: mit p53-siRNA transfiziert; UVB: mit
UVB bestrahit.

Wie in Abb. 5-20 gezeigt, ist der ,knockdown® in primaren menschliche
Fibroblasten fir mindestens 48 h stabil. Wie ersichtlich, wird mit Hilfe von p53-siRNA
die Gesamt-p53-Menge herunterreguliert (Abb. 5-20, Vergleiche NT mit p53-siRNA
bei p53). Da in normalen primaren menschlichen Fibroblasten fast keine aktivierte
Form von p53 (Phospho-p53Ser15) vorliegt, wurden die Zellen, nach der
Transfektion mit siRNA, mit UVB-Strahlung (20 mJ/cm?) behandelt. Dies fiihrt zu
einer Expression von p53(Ser15) und dem Gesamt-p53-Gehalt (Abb. 5-20,
Vergleiche NT mit NT + UVB bei p53 und Ser15). Nun wird der ,.knockdown® auch fur
die, bei der DNA-Reparatur vermutlich besonders wichtige, phosphorylierte
(aktivierte) Form Phospho-p53(Ser15) sichtbar (Abb. 5-20, Vergleiche NT + UVB mit
p53-siRNA + UVB bei Ser15). Dies bedeutet, dass nach einer Schadigung in
p53-siRNA behandelten Fibroblasten keine Aktivierung von p53 mehr stattfindet.
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Da sich der p53-Status in primdren menschlichen Keratinozyten von primaren
menschlichen Fibroblasten unterscheidet, wurde auch in dieser Zelllinie der
,knockdown* Gberpruft.

p53-siRNA + UVB

NT + UVB
p53-siRNA

l_
=2
—— - = P53

— B e —— dm Serl5

— e — = Aktin

Abb. 5-21: Expression von p53, phospho-p53 (Ser15) und Aktin in primdren menschlichen
Keratinozyten, 24 h nach UVB und 48 h nach p53-siRNA-Transfektion.

Die Schéadigung erfolgte 24 h nach p53-siRNA-Transfektion mit 20 kJ/cm® UVB. Darauf folgte eine
Expressions-Periode von 24 h. AnschlieBend wurde ein Western-Blot wie in 4.2.16 beschrieben mit
den Zellextrakten durchgefiihrt. NT: nicht transfiziert; p53-siRNA: mit p53-siRNA transfiziert; UVB: mit
UVB bestrahit.

In Keratinozyten ist sowohl der Gesamt-p53-Gehalt als auch der Gehalt der
aktivierten Form hoher als in Fibroblasten (Abb. 5-20, Vergleiche NT mit Abb. 5-21,
NT bei p53 und Ser15). Auch in dieser Zelllinie fuhrt der ,knockdown® mit p53-siRNA
zu einer Herabregulierung von p53 und seiner aktivierten Form (Abb. 5-21,
Vergleiche NT mit p53-siRNA bei p53 und NT + UVB mit p53-siRNA + UVB bei
Ser15). In Keratinozyten findet demzufolge wie in primaren menschliche Fibroblasten
ebenfalls keine Aktivierung von p53 mehr statt.

Die so behandelten Fibroblasten und Keratinozyten sind infolgedessen flr
weitere  Untersuchungen beziglich des Einflusses von p53 auf die
Plasmidreaktivierung und damit verbundenen DNA-Reparatur geeignet.
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5.1.8 Einfluss von p53 auf die Induzierbarkeit der
Plasmidreaktivierung in primaren menschlichen Fibroblasten
und Keratinozyten durch Schadigung mit UVB-Strahlung

Um zu dberprifen, in wie weit die Exprimierung von p53 einen Einfluss auf die
Reaktivierung von geschadigten Plasmiden oder die Induzierbarkeit der
DNA-Reparatur in primaren Fibroblasten und Keratinozyten durch Schadigung mit
UVB-Strahlung hat, wurde die Fluoreszensintensitat nach Plasmidtransfektion in
p53-siRNA behandelten Zellen analysiert.
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‘»
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N .
o
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Abb. 5-22: Plasmidreaktivierung nach p53-,knockdown® mit siRNA in ungeschadigten und mit
UVB  vorbehandelten primaren menschlichen Fibroblasten nach einer 18h
Expressions-Periode.
Die Vorbehandlung erfolgte mit 20 kJ/cm? UVB darauf folgte nach einer Expressions-Periode von 18 h

die Transfektion mit einem von 0 bis 0,5 mJ/cm® UVB geschéadigten Plasmid (siehe 4.2.18). n = 3.

Abb. 5-22 zeigt, das auch in Zellen ohne p53-Exprimierung (siehe 5.1.7) kein
signifikanter Effekt in Form einer Induktion der Plasmidreaktivierung nach einer
Vorbehandlung mit einer Priming-Dosis nachweisbar ist. Die Reparatur des Plasmids
ist folglich durch die Vorbehandlung nicht beschleunigt.
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Abb. 5-23: Plasmidreaktivierung nach p53-,knockdown® mit siRNA in ungeschadigten und mit
UVB vorbehandelten primdren menschlichen Keratinozyten nach einer 18h
Expressions-Periode.
Die Vorbehandlung erfolgte mit 20 kJ/cm? UVB darauf folgte nach einer Expressions-Periode von 18 h
die Transfektion mit einem von 0 bis 0,5 mJ/cm’® UVB geschéadigten Plasmid (siehe 4.2.18). n = 3.

Auch nach einem erfolgten ,knockdown“ von p53 reaktivieren Keratinozyten
gleich geschadigte Plasmide deutlich besser als Fibroblasten. Die erhdhte
Reaktivierungskapazitat ist demnach nicht auf den erhdhten p53-Gehalt in den
Keratinozyten zurlick zu fuhren. So zeigen mit p53-siRNA und der Priming-Dosis
(20 mJ/icm?® UVB) vorbehandelte Keratinozyten ebenfalls keine verbesserte
Plasmidreaktivierung. Ein p53-,knockdown® fihrt Uberdies nicht zu einer
verminderten Reaktivierung des Plasmids in Fibroblasten (Vergleiche Abb. 5-18 mit
Abb. 5-22) oder in Keratinozyten (Vergleiche Abb. 5-19 mit Abb. 5-23).
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5.2 Untersuchungen zu DNA-Schéddigung, der Toxizitét,
Mutagenitat und Genotoxizitat von Tirapazamin im
Vergleich mit y-Strahlung

Wie bereits in der Einleitung beschrieben, sind fir die Krebsentstehung neben
Mechanismen der Reparatur von DNA-Schaden auch Fragen zur Entstehung dieser
Schaden fir das Verstandnis der Mutagenese und damit neuen
Therapiemoglichkeiten essentiell.

Ziel der Untersuchungen in diesem Kapitel war es, unter zellularen Bedingungen
so genannte DNA-Schadensprofile aufzustellen, die charakteristisch fir die
jeweiligen DNA-schadigenden Wirkung der Substanzen sind sowie die Folgen der
DNA-Schaden, namlich Toxizitdt und Mutagenitat zu analysieren. Die Experimente
wurden an immortalisierte Wildtyp-Lungenfibroblasten (V79-MZ Zellen) und in Zellen
mit einer Uberexprimierung der humane Oxidoreduktase (siehe 2.1.6) des
chinesischen Hamsters (V79-hOR Zellen) durchgefihrt.

Im Folgenden werden die Ergebnisse zur Schadenscharakterisierung, Toxizitat
und Mutagenitat von Tirapazamin (TPZ) einem Zytostatikum in der klinischen Phase
2/3 gezeigt und mit anderen bekannten DNA-schadigenden Agenzien wie
y-Strahlung verglichen.

5.2.1 Untersuchungen der Zelltoxizitat von Tirapazamin und
v-Strahlung

Um sicherzustellen, dass es unter Einwirkung der Substanz und von y-Strahlung
nicht zu einem erhdohten Absterben der Zellen und damit verbunden zu einer
Verfalschung der Messwerte bei der Schadenscharakterisierung, Mutagenitat oder
Genotoxizitat kommt, wurde mit Hilfe von Toxizitatstests die Zytotoxizitat bei der
Inkubation mit Tirapazamin und y-Strahlung getestet.

Dazu wurde zunachst die ,cloning efficiency“ (siehe 4.2.8) in V79-MZ und
V79-hOR Zellen, far Tirapazamin akut (Inkubation fur 30 min) oder langfristig
(Inkubation fur 24 h) unter Zellkulturbedingungen bestimmt. AnschlieBend wurde die
,cloning efficiency” von y-Strahlung in den genannten Zellen im Bereich 0 bis 7,5 Gy
im Vergleich ebenfalls untersucht. Die Kontrollen wurden jeweils bis auf die
Schadigung gleich behandelt.
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Abb. 5-24: Akute Relative-,,cloning efficiency” nach Inkubation mit Tirapazamin (TPZ).
Die Schéadigung erfolgte mit unterschiedlichen Konzentrationen TPZ in serumfreien Medium bei 37 °C
far 30 min, in V79-MZ und V79-hOR. Die ,cloning efficiency“ ungeschédigter Zellen ist 100 %. n = 3.

Wie in Abb. 5-24 gezeigt, hat Tirapazamin, nach einer kurzen Behandlung weder
auf V79-MZ noch auf V79-hOR Zellen einen toxischen Effekt, noch gibt es
signifikante Zellunterschiede.

Um zu Uberprifen, in wie weit die Inkubationsdauer einen Einfluss auf die
Toxizitat von Tirapazamin in V79-MZ oder V79-hOR Zellen hat, wurde im Folgenden
die Toxizitat nach einer verlangerten (24 h) Inkubation mit Tirapazamin untersucht.
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Abb. 5-25: Langfristige Relative-,,cloning efficiency“ nach Inkubation mit Tirapazamin (TPZ).
Die Schéadigung erfolgte mit unterschiedlichen Konzentrationen TPZ in serumfreien Medium bei 37 °C
flr 24 h, in V79-MZ und V79-hOR. . Die ,cloning efficiency“ ungeschédigter Zellen ist 100 %. n = 3.
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Unter diesen Bedingungen (Abb. 5-25) zeigt Tirapazamin fir beide Zelllinien eine
konzentrationsabhangige Toxizitat. Weiterhin wird ein signifikanter Unterschied der
Toxizitat zwischen V79-MZ und V79-hOR erkennbar. So sind nach einer Behandlung
von V79-hOR Zellen mit Tirapazamin bei der Konzentration von 50 yM keine
Uberlebenden mehr vorhanden, wahrend bei der Behandlung von V79-MZ Zellen mit
der gleichen Konzentration noch 25 % der Zellen im Vergleich zu der unbehandelten
Kontrolle Uberlebt haben.
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Abb. 5-26: Relative-,cloning efficiency“ nach Bestrahlung mit y-Strahlen.

Die Schédigung erfolgte durch Bestrahlung mit y-Strahlung in unterschiedlichen Dosen (0 bis 7,5 Gy),
in serumfreien Medium bei 0 °C, in V79-MZ und V79-hOR. Die ,cloning efficiency” ungeschédigter
Zellen ist 100 %. n = 3.

In Abb. 5-26 ist die Toxizitat durch Bestrahlung mit y-Strahlen (0 bis 7,5 Gy) in
V79-MZ und V79-hOR Zellen dargestellt. Auch hier liegt eine annahrend linear
dosisabhangige Toxizitat vor, wobei hier jedoch V79-MZ und V79-hOR Zellen keine
signifikant unterschiedliche Sensitivitat fur y-Strahlen zeigen.
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5.2.2 DNA-Schadensanalyse mit Hilfe der Alkalischen Elution

5.2.2.1 Konzentrationsabhéngigkeit des DNA-Schadens

Zur Untersuchung der Abhangigkeit des verursachten DNA-Schadens von der
Konzentration wurden V79-MZ und V79-hOR Zellen mit Konzentrationen von 0 bis
100 uM Tirapazamin in serumfreien Medium bei 37 °C fur 30 min inkubiert und
anschlieRend mit der Alkalischen Elution auf die direkt induzierten
Einzelstrangbriiche analysiert (siehe 4.2.2).
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Abb. 5-27: Zellular induzierten Einzelstrangbriiche (SSB) durch TPZ pro 10° bp.

Die Dosisabhéngigkeit der direkt induzierten Einzelstrangbriiche pro 1 0° bp im Konzentrationsbereich
von 0 bis 100 uM Tirapazamin (TPZ) in serumfreien Medium bei 37 °C fiir 30 min wurde mit Hilfe der
Alkalischen Elution (siehe 4.2.2) bestimmt. n = 3.

Wie aus Abb. 5-27 deutlich wird, steigt die Anzahl der direkt induzierten
Einzelstrangbriche in V79-hOR Zellen proportional zur verwendeten Dosis von
Tirapazamin Uber den gesamten Bereich linear an, wahrend in V79-MZ Zellen in
diesem Dosisbereich keine Einzelstrangbriche detektiert werden kénnen. Die in den
V79-hOR Zellen exprimierte humane Oxidoreduktase ist folglich zellular fur die
Verursachung von Einzelstrangbriichen durch Tirapazamin notwendig.

Aus den Ergebnissen der Toxizitdtsversuche und der Dosisabhangigkeit scheint,
da mit der Alkalische Elution maximal bis zu 0,8 SSBs/10° bp bestimmt werden
konnen, zur weiteren DNA-Schadenscharakterisierung eine Konzentration von 50 uM
Tirapazamin als geeignet.
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Abb. 5-28: Zellular induzierten Einzelstrangbriiche (SSB) durch y-Strahlung pro 10° bp.

ssb /108 bp

Die Dosisabhéngigkeit der direkt induzierten Einzelstrangbriiche pro 10° bp nach Bestrahlung mit
y-Strahlen von 0 bis 9 Gy, in PBSCMF bei 0 °C wurde mit Hilfe der Alkalischen Elution (siehe 4.2.2)

bestimmt. n = 3.

Fiar die Generierung von Einzelstrangbrichen durch y-Strahlung liegt ebenfalls
eine annahernd lineare Dosisabhangigkeit fur den gewahlten Bereich vor (Abb.
5-28).

5.2.2.2 Charakterisierung des DNA-Schadens mit Hilfe verschiedener
Reparaturendonukleasen

Im Folgenden wurde nun mit Hilfe verschiedener Reparaturendonukleasen (Fpg,
APN1 und Endo Ill) und durch unterschiedliche Kombination dieser Enzyme (siehe
4.2.2.5 und Tabelle 4.2.2-2) untersucht, welche DNA-Modifikationen in V79-hOR
Zellen durch Tirapazamin oder y-Strahlung induziert werden.

Die Zellen wurden hierzu, wie in 4.2.2.3 beschrieben, geschadigt, dabei betrug
die Dosis 50 yM Tirapazamin (37 °C, 30 min) oder 5 Gy y-Strahlung (auf Eis).
Anschliefend wurden mit Hilfe der Alkalischen Elution die induzierten
DNA-Modifikationen quantifiziert. Der Schadensuntergrund von ungeschadigten
Zellen wurde jeweils abgezogen. Fur Tirapazamin ergibt sich so das in Abb. 5-29
dargestellte Schadensspektrum.
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Abb. 5-29: Zelluldres Schadensprofil von Tirapazamin. D ssb
Die Schéadigung der V79-hOR Zellen erfolgte mit 50 uM I:I Fpg
Tirapazamin bei 37 °C fiir 30 min in serumfreien Medium. I:l Endo Il
AnschlieBend wurde der verursachte DNA-Schéden mit D APN1
Hilfe der Alkalischen Elution analysiert. Die Balken 2 bis 7 D APN1 + Fpg
wurden durch Behandlung der neben stehenden Enzyme [ ] APN1 + Endo llI
bzw. Enzymkombinationen erhalten (siehe 4.2.2.5). n = 4. D APN1 + Fpg + Endo Il

Auf der Grundlage der unterschiedlichen Erkennungsspektren der
DNA-Glykosylasen lassen sich die Anzahl einzelner Arten von DNA-Modifikationen
berechnen (siehe 4.2.2.5, Gleichung 4.2.2-2 bis 5). Man erhalt so fur Tirapazamin
folgendes aufgeschlisseltes DNA-Schadensprofil (siehe Abb. 5-30).
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Abb. 5-30: Aufgeschliisseltes DNA-Schadensprofil von Tirapazamin aus Abb. 5-29.
Die Berechnung erfolgte mit Hilfe der Gleichung 4.2.2-2 bis 5 aus den in Abb. 5-29 dargestellten

Ergebnissen. n = 4.
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Wie aus Abb. 5-30 ersichtlich, verursacht Tirapazamin bei einer Konzentration
von 50 uM neben direkten Einzelstrangbriichen (SSB) hauptsachlich oxidierte
Pyrimidin-Modifikationen (ox. Pyr.). Das Verhéltnis der DNA-Modifikationen
(2:1:1:1,5) von SSBs zu AP-Lasionen (reg. & 4’, 1’) zu oxidierten Purinen (ox. Pur.)
und zu  oxidierten  Pyrimidinen ist als charakteristisch  fur  den
DNA-Schadigungsmechanismus von Tirapazamin anzusehen.

Um aus dem erhaltenem DNA-Schadensprofil Aussagen bezlglich der
mechanistischen Entstehung dieses Schadens (siehe Abb. 2-10) ableiten zu kdnnen,
sind Vergleiche mit Schadensprofilen notig, bei denen der
Schadigungsmechanismus schon bekannt ist. Da dies ist fur y-Strahlung der Fall ist,
wurde als nachstes ein Schadensprofile von y-Strahlung (5 Gy) in V79-hOR erstellt.
Die DNA-schadigende Wirkung von y-Strahlung beruht, wie bereits beschrieben
(siehe 2.3.2), hauptsachlich auf der intrazelluldaren Generierung von
Hydroxylradikalen. So Uberwiegen die vom Hydroxylradikal gebildeten oxidativen
Modifikationen.

Das bereits teilweise bekannte Schadensprofil (Ballmaier, 1997) wurde durch das
in V79-hOR Zellen bestatigt und vervollstandigt (siehe Abb. 5-31).
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Abb. 5-31: Zelluldres Schadensprofil von y-Strahlung. D ssb
Die Schéadigung der V79-hOR Zellen erfolgte mit 5 Gy I:I Fpg
y-Strahlung bei 0 °C in serumfreien Medium. Anschliel3end I:l Endo Il
wurde der verursachte DNA-Schdden mit Hilfe der D APN1
Alkalischen Elution analysiert. Die Balken 2 bis 7 wurden I:I APN1 + Fpg
durch Behandlung der neben stehenden Enzyme bzw. D APN1 + Endo Il

Enzymkombinationen erhalten (siehe 4.2.2.5). n = 3. D APN1 + Fpg + Endo llI
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Auf der Grundlage der unterschiedlichen Erkennungsspektren der
DNA-Glykosylasen lassen sich so auch fur y-Strahlung die einzelnen
DNA-Modifikationen aus den Ergebnissen von Abb. 5-31 berechnen (siehe 4.2.2.5,
Gleichung 4.2.2-2 bis 5). Man erhdlt daraus folgendes aufgeschliusseltes
DNA-Schadensprofil (siehe Abb. 5-32).
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Abb. 5-32: Aufgeschliisseltes DNA-Schadensprofil von y-Strahlung aus Abb. 5-31.
Die Berechnung erfolgte mit Hilfe der Gleichung 4.2.2-2 bis 5 aus den in Abb. 5-31 dargestellten

Ergebnissen. n = 3.

Das Verhaltnis der DNA-Modifikationen (2,5:1:1:0,5) von SSBs zu AP-Lasionen
zu oxidierten Purinen sowie zu oxidierten Pyrimidinen durch y-Strahlung spiegelt, wie
bereits ausgeflihrt nach heutigem Kenntnisstand das DNA-Schadensprofil von
intrazellular gebildeten Hydroxylradikalen wieder. So wurden zellulare neben direkten
Einzelstrangbriichen hauptsachlich oxidierte Purine wie 8-oxoG gebildet. Man sieht,
dass das DNA-Schadensprofil der y-Strahlung dem Schadensprofil von Tirapazamin
sehr ahnlich ist. Dieser Befund legt nahe, dass auch Tirapazamin durch die
Generierung von Hydroxylradikalen zur DNA-Schadigung fuhrt.

Auffallig an dem Schadensprofil ist, dass obwohl die AP-Lasionen insgesamt
durch y-Strahlung im gleichen Ausmal® wie bei Tirapazamin gebildet wurden, der
Anteil von 1’-oxidierten bei Tirapazamin viel hoher ist. Auch die Bildung von
oxidierten Pyrimidinen ist bei Tirapazamin erhoht. Dies lasst vermuten, dass neben
Hydroxylradikalen noch andere DNA-schadigende Mechanismen bei Tirapazamin
vorliegen (siehe Abb. 2-10).
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5.2.2.3 Einfluss von t-Butanol auf die Schadensgenerierung mit
Tirapazamin

Um weiter experimentell zu Gberprifen, welchen Anteil Hydroxylradikale an der
DNA-Schadigung durch Tirapazamin haben, wurde mit Tirapazamin in Gegenwart
des Hydroxylradikalfanger t-Butanol inkubiert (Epe et al., 1996; Ballmaier et al.,
1999).
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Abb. 5-33: Hemmung der durch Tirapazamin erzeugten DNA-Modifikationen durch t-Butanol.
DNA-Schéden in V79-hOR Zellen nach Inkubation mit 50 uM Tirapazamin bei 37 °C fir 30 min in
serumfreien Medium mit 2 % t-Butanol. Die Anzahl der Modifikationen durch Tirapazamin ohne

t-Butanol wird als 100 % angenommen. n = 3.

Wie aus Abb. 5-33 ersichtlich wird, vermindert t-Butanol die Anzahl der durch
Tirapazamin induzierten DNA-Modifikationen, was ebenfalls darauf hin deutet, dass
Tirapazamin zum Teil durch die Generierung von Hydroxylradikalen zur
DNA-Schadigung flhrt.

5.2.3 Untersuchungen der Mutagenitat von Tirapazamin

Nach Analyse der Toxizitdt und der Charakterisierung der DNA-Modifikationen
von Tirapazamin soll im Folgenden geklart werden, in wie weit die zellularen
Unterschiede zwischen V79-hOR und V79-MZ Zellen und demnach die erhdhte
Generierung von DNA-Schéaden einen Einfluss auf die Mutagenitat haben.

Hierfir wurde in V79-MZ und V79-hOR Zellen ein Mutagenitatstest mit
Tirapazamin (0-50 uyM) durchgefuhrt (siehe 4.2.7).

In Abb. 5-34 ist der Verlauf der Mutationshaufigkeit in Abhangigkeit von der
Konzentration gezeigt. Man sieht, dass die Zahl der 6TG'-Mutanten
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(6TG' = 6-Thioguanin-resistent) mit zunehmender Konzentration von Tirapazamin
ansteigt. Aus der Grafik ist zu entnehmen, dass Tirapazamin in V79-hOR Zellen
schon in geringen Konzentrationen mutagen wirkt, jedoch kommt es in sehr hohen
Konzentrationen zu einem Abflachen der Kurve. In V79-MZ Zellen liegt nur in sehr
hohen Konzentrationen eine geringe Mutagenitat vor. So werden von 50 uM
Tirapazamin in einer Millionen V79-hOR Zellen 138 6TG'-Mutanten erzeugt, was
13,8 x 10”° Mutationen pro Zelle innerhalb des Locus entspricht, wihrend in V79-MZ
Zellen bei gleicher Konzentration weniger als ein Viertel (3 x 10 Mutationen pro
Zelle innerhalb des Locus) entstehen. Demnach scheint die Metabolisierung von
Tirapazamin durch die Oxidoreduktase, neben der toxischen und DNA-schadigenden
Wirkung, auch fur die mutagenen Effekte von TPZ notwendig zu sein.
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Abb. 5-34: 6TG'"-Mutanten pro 10° iiberlebende Zellen nach Schidigung mit Tirapazamin (TPZ).
Die Schédigung erfolgte mit Tirapazamin (TPZ) im Konzentrationsbereich von 0 bis 50 uM, in
serumfreien Medium bei 37 °C fiir 24 h, in V79-MZ und V79-hOR Zellen. n = 3.

5.2.4 Untersuchungen der Genotoxizitat von Tirapazamin und
v-Strahlung mit Hilfe von Mikrokerntests

Neben der Anzahl der unterschiedlichen DNA-Modifikationen, die in dieser Arbeit
mit der Alkalischen Elution detektiert wurden, war es interessant, das Mal
aneugener bzw. klastogener Wirkung nach Inkubation mit Tirapazamin oder
Bestrahlung mit y-Strahlen zu quantifizieren. Dazu wurde die Anzahl Mikrokerne
bestimmt. Wie bereits beschrieben (siehe 4.2.6), handelt es sich bei Mikrokernen um
abgespaltene Chromosomen bzw. Chromosomenbruchstlicke, die durch klastogene
bzw. aneugene Behandlung hervorgerufen und bei der Kernteilung sichtbar werden.
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Im Rahmen dieser Dissertation sollte der Mikrokerntest dazu genutzt werden, um
genotoxische Konsequenzen der Schadigung aufzuzeigen.

Die Anzahl induzierter Mikrokerne wurde in V79-MZ und V79-hOR Zellen
gemessen. Dazu wurde die Anzahl der zellular induzierten Mikrokerne nach
Anfarbung der DNA mit Bisbenzimid unter dem Fluoreszenz-Mikroskop ausgezahlt
(siehe Abb. 5-35).
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Abb. 5-35: Mikrokerne pro 2000 Zellen nach kurzer Schadigung mit Tirapazamin (TPZ).
Die Schédigung erfolgte mit Tirapazamin (TPZ) im Konzentrationsbereich von 0 bis 50 uM, in
serumfreien Medium bei 37 °C fiir 30 min, in V79-MZ und V79-hOR. n = 3.

Wie aus Abb. 5-35 ersichtlich wird, werden nach kurzer Schadigung mit
Tirapazamin weder in V79-MZ noch in V79-hOR Zellen Mikrokerne gebildet, noch
gibt es, wie schon bei der Toxizitat (siehe 5.2.1), signifikante Zellunterschiede.

Um zu Uberprifen, ob eine verlangerte Inkubationsdauer wie schon bei der
Toxizitat ebenfalls einen Einfluss auf die Mikrokernbildungsrate von Tirapazamin hat,
wurde im Folgenden die Anzahl der generierten Mikrokerne nach einer verlangerten
(24 h) Inkubation mit Tirapazamin untersucht (siehe Abb. 5-36).
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Abb. 5-36: Mikrokerne pro 2000 Zellen nach verlangerter Schadigung mit Tirapazamin (TPZ).

Die Schédigung erfolgte mit Tirapazamin (TPZ) im Konzentrationsbereich von 0 bis 25 uM
Tirapazamin (TPZ), in serumfreien Medium bei 37 °C fiir 24 h, in V79-MZ und V79-hOR. n = 3.

Nach der verlangerten Inkubationszeit (Abb. 5-36) sind deutliche
klastogene/aneugene Effekte von Tirapazamin in beiden Zelllinien vorhanden, wobei
in V79-hOR Zellen bei gleicher Konzentration mehr als die 2 fache Menge an

Mikrokernen gebildet wird.
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Abb. 5-37: Mikrokerne pro 2000 Zellen nach Schadigung mit y-Strahlen.

MK /2000 Zellen

Die Schéadigung erfolgte mit y-Strahlen von 0 bis 5 Gy, in serumfreien Medium bei 0 °C, in V79-MZ
und V79-hOR. n = 3.
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Auch nach Bestrahlung mit y-Strahlen (Abb. 5-37) sind klastogene/aneugene
Effekte nachweisbar, wobei hier, wie bei den vorhergehenden Untersuchungen,
keine Zellunterschiede vorhanden sind. Besonders auffallig ist, dass obwohl in einem
ungefahr gleichen Ausmal® DNA-Schaden verursacht werden, deutlich mehr
Mikrokerne entstehen. Dies deutet auf eine erhodhte klastogene Wirkung von
y-Strahlung, trotz ahnlicher DNA-Schadigung, gegenuber Tirapazamin hin.

5.2.5 Quantifizierung von Tirapazamin und y-Strahlung induzierter
DSB mit Hilfe von y-H2AX Immunfluoreszenz

Der spezifische Antikérper y-H2AX ermdglicht es (siehe 4.2.4), mit Hilfe des
Verfahrens nach Zhou (Zhou et al., 2006), Doppelstrangbriiche (DSB) quantitativ
nachzuweisen.
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Abb. 5-38: Zellulare Doppelstrangbriiche nach Schadigung mit y-Strahlung oder Tirapazamin.

Die Schéadigung der V79-MZ und V79-hOR Zellen erfolgte mit y-Strahlen von 0 bis 5 Gy bei 0 °C oder
mit 0 bis 50 uM Tirapazamin bei in bei 37 °C fiir 30 min (siehe 4.2.2), in serumfreien Medium. Die
Detektion  erfolgte  unmittelbar nach  beendeter  Schadensinduktion mit  Hilfe  der

Immunfluoreszenzférbung (siehe 4.2.4.3). n = 3.

Das Uberraschende Ergebnis war, wie aus Abb. 5-38 ersichtlich wird, dass fur die
Generierung von DSB, im Gegensatz zu den bisherigen Untersuchungen, kein
signifikanter Unterschied der Wirkung von Tirapazamin auf V79-MZ und V79-hOR
Zellen besteht. Weiterhin werden von y-Strahlung mit einer Dosis, die gleich viele
Einzelstrangbriche wie Tirapazamin induziert, auch ungefahr gleich viele DSB
erzeugt. Die DSB scheinen demnach nicht fur die erhdhte klastogene Wirkung von
y-Strahlen gegenuber Tirapazamin verantwortlich zu sein.
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6 DISKUSSION

6.1 Ist die DNA-Reparatur durch eine Priming-Dosis
induzierbar?

Fir die Krebsentstehung (siehe Abb. 2-20) spielen vermutlich
DNA-Modifikationen, die durch ROS als ultimale DNA-schadigende Agenzien
verursacht werden, eine wichtige Rolle. In gesunden Zellen liegt ein Gleichgewicht
zwischen der Bildung oxidativer DNA-Modifikationen und der Reparatur durch
spezifische = DNA-Reparaturenzyme  vor. Dieses fiuhrt in Zellen zu
,steady state"-Spiegeln oxidativer Modifikationen in der DNA (siehe Abb. 1-1), die bei
der Zellteilung eine entsprechende Anzahl an Mutationen ausldsen. Inhibition und
Induktion der DNA-Reparatur sind zwei bedeutende Maoglichkeiten, die Hohe der
Gleichgewichtsspiegel oxidativer DNA-Schaden in Zellen zu modifizieren und so
ihren Einfluss auf die Krebsentstehung negativ oder positiv, im Sinne einer
verhinderten Krebsentstehung, zu beeinflussen. Die meisten oxidativen
DNA-Modifikationen werden sowohl in Bakterien als auch in Eukaryoten durch
spezifische DNA-Glykosylasen erkannt, was zu einer Reparatur Uber den
Mechanismus der Basen-Exzisions-Reparatur (BER) fuhrt. Die im Falle der
UVB-Schadigung hauptsachlich induzierten Pyrimidindimere werden dagegen
grofltenteils durch die Nukleotid-Exzisions-Reparatur (NER) behoben. Es ist seit
langem bekannt, dass sowohl die BER als auch die NER nach einer
Schadensinduktion in Bakterien hoch reguliert wird. Fir Saugetierzellen wird dies
jedoch sehr widerspruchlich diskutiert. In dieser Arbeit wurde daher die
DNA-Reparatur nach einer Vorschadigung mit einer Priming-Dosis in
Maus-Embryofibroblasten, primaren menschlichen Fibroblasten, p53-profizienten
menschlichen Fibroblasten und menschlichen Keratinozyten untersucht.

6.1.1 Toxische Effekte von Ro19-8022 plus Licht und MMS

Die Untersuchungen zur Toxizitat der fur die folgenden Experimente verwendeten
Priming-Dosis zeigten, dass in diesen Dosen MMS nicht toxisch ist. So zeigte sich
weder eine Beeinflussung des Proliferationsfaktors (Abb. 5-3) noch der
.plating efficiency“ (Abb. 5-4) fur die unterschiedlichen Konzentrationen MMS. Die
Toxizitat von Ro19-8022 plus Licht in der hohen Dosis (Abb. 5-2) hatte, da es nicht
zu einem Absterben sondern lediglich zu einer verminderten Zellteilung kam (Abb.
5-1), keine experimentelle Relevanz. Diese Ergebnisse bestatigten bisher
unveroffentlichte Untersuchungen zur Toxizitdt von MMS und Ro019-8022 von
L. Weidenfeller und I. Eckert.
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6.1.2 Gibt es zellular eine adaptive Antwort des Glutathiongehaltes
auf ein Priming?

Die Ergebnisse nach einer Schadigung mit einer Priming-Dosis in
Maus-Embryofibroblasten (Abb. 5-5) zeigten sowohl nach Behandlung mit MMS als
auch nach Behandlung mit Ro19-8022 plus Licht, dass der Glutathiongehalt anstieg,
ein Maximum nach 16 h erreichte und in den darauf folgenden 24 -48 h wieder auf
das Ausgangsniveau zurlckging. Die Ergebnisse der Schadigung mit der
Priming-Dosis in primaren menschlichen Fibroblasten (Abb. 5-6) zeigten ein
vergleichbares Ergebnis. Auch hier kam es, sowohl fir die Inkubation mit dem
Alkylanz wie auch fir die mit dem Oxidanz, zu einer zeitlich ahnlich verlaufenden
adaptiven Antwort des zellularen Glutathiongehaltes. Diese erstmalig gezeigten
Ergebnisse der adaptiven Antwort des Glutathiongehaltes in murinen und
menschlichen Fibroblasten passen zu bisherigen Beobachtungen in Bakterien, in
denen die Abwehr von ROS und der daraus resultierenden DNA-Modifikationen
durch eine Vorschadigung und daraus resultierender Induktion zellularer Enzyme wie
der SOD verhindert wurde (Muller and Janz, 1993; Kim et al., 1996). Weiterhin ist in
Saugerzellen auch eine zeitlich ahnlich verlaufende, von p53 vermittelte, adaptive
Antwort des XPC Proteins nach Schadensinduktion mit UVB beschrieben
(Adimoolam and Ford, 2002). Eine mogliche mechanistische Erklarung ware die
durch die Aktivierung via elektrophiler oder oxidativer Modifikation von Cystein-
Resten an dem zugehorigen Protein KEAP1 vermittelte und Uber den
Transkriptionsfaktor Nrf2 kontrollierte Hoch-Regulierung der Glutathionsynthese und
anderer zytoprotektiven Proteine (Chan and Kwong, 2000; Wakabayashi et al.,
2004).

6.1.3 Ist die Basen-Exzisions-Reparatur durch eine Priming Dosis
induzierbar?

Die experimentellen Befunde der Induzierbarkeit der Basen-Exzisions-Reparatur
(BER) zeigten in F11.1 Maus-Embryofibroblasten nach Vorbehandlung mit einer
Priming-Dosis Ro19-8022 plus Licht nach einer kurzen Expressions-Periode (6 h,
Abb. 5-8) keinen positiven Effekt im Sinne einer beschleunigten Reparatur der durch
eine erneute Schadigung verursachten oxidativen DNA-Modifikationen. Da selbst
nach einer verlangerten Expressions-Periode (18 h, Abb. 5-10), zu dem Zeitpunkt der
maximalen Enzymexpression zytoprotektiver Proteine (18 h nach Verabreichung der
Priming-Dosis), keine Induktion der BER festgestellt wurde, kann eine Induktion der
BER flr diesen Zeitraum und diese Art der Vorschadigung ausgeschlossen werden.

Die Bestimmungen der Reparaturkinetiken nach Vorbehandlung mit einer
Priming-Dosis MMS in Maus-Embryofibroblasten fuhrten zum gleichen Resultat wie
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nach einer Vorbehandlung mit einer Priming-Dosis des Oxidanz (Abb. 5-11).
Offensichtlich kommt es auch hier innerhalb des untersuchten Zeitraumes zu keiner
verbesserten Reparatur oxidativer DNA-Modifikationen.

Da in immortalisierten Zellen wie Maus-Embryofibroblasten gewisse an der
DNA-Reparatur beteiligte Enzyme moglicherweise nicht vorhanden sind, und um
Speziesunterschiede ausschlielen zu kénnen, wurde die Induzierbarkeit auch in
primaren menschlichen Zellen (FB2-299) untersucht. Die Ergebnisse zeigten jedoch
auch in dieser Zelllinie (Abb. 5-12) keine Verbesserung der Reparatur oxidativer
Modifikationen durch einer Vorbehandlung mit einer Priming-Dosis Ro19-8022 plus
Licht und anschliefender Expressions-Periode. Durch den Einsatz von eindeutig
p53-profizienten Zellen (MCF7) wurde es ermoglicht, Rlckschlisse auf die
Bedeutung dieses Tumorsupressorgens auf die Induzierbarkeit der BER unter diesen
Bedingungen zu erhalten. Wie jedoch die Ergebnisse in (Abb. 5-13) zeigen, war auch
in p53-profizienten Zellen die Reparatur oxidativer Schaden nach einer Priming-Dosis
folgenden Expressions-Periode nicht verbessert.

Ein weiteres interessantes Ergebnis dieser Experimente war die erhdhte
Empfindlichkeit der Zellen gegenuber einer oxidativen Schadigung, sogar 18 h nach
der erfolgten Priming-Dosis, unabhangig, ob diese mit MMS oder Ro19-8022 plus
Licht erfolgte (siehe 5.1.4 und 5.1.5). Dies zeigte, dass, obwohl zu diesem Zeitpunkt
der durch die Priming-Dosis induzierte Schaden vollstandig repariert und der
zellulare Glutathiongehalt erhoht war, dieser erhdhte Glutathiongehalt keinerlei
Schutz gegenuber einer erneuten oxidativen Schadigung bietet. Vielmehr Iasst dies
einen noch unbekannten Mechanismus vermuten, wie zum Beispiel eine Offnung der
Chromatinstruktur wahrend der DNA-Reparatur, welche die DNA-Schadigung
erleichtert und dadurch die Empfindlichkeit erhoht.

Weder in Maus-Embryofibroblasten, primaren menschlichen Zellen, noch in
p53-profizienten menschlichen Tumor-Zellen konnte somit eine Steigerung der
Reparaturkapazitat oxidativer DNA-Modifikationen beobachtet werden, unabhangig
davon, ob als Priming-Dosis das Alkylanz MMS oder der Photosensibilisator
R019-8022 plus Licht (Oxidanz) verwendet wurde.

Diese in Saugerzellen gefundenen Ergebnisse stehen in klarem Widerspruch zu
den bisherigen Befunden bei der Basen-Exzisions-Reparatur in bakteriellen
Systemen, welche eine durch ada vermittelte, adaptive Antwort fur AlkA, welches
verschiedene alkylierte Basen entfernt (Lindahl et al., 1988; Wyatt et al., 1999) sowie
eine durch das SoxRS-Regulon kontrollierte Hochregulierung von Endo IV durch
ROS belegen (Demple, 1991). Die homologen Proteine beider Enzyme in
Saugerzellen sind jedoch fur die hier verursachten oxidativen DNA-Modifikationen
nicht oder nur von untergeordneter Bedeutung und haben teilweise unterschiedliche
Substrate. Auch die an der Regulation selbst beteiligten Proteine kommen in dieser
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Form nur in prokaryotischen und folglich nicht in den hier verwendeten
eukaryotischen Systemen vor. Auch die Befunde von Lee und Kim in bakteriellen
Systemen (Kim et al.,, 1996; Lee et al.,, 1998), welche gezeigt haben, dass
verschiedene Parameter die Aktivitat der DNA-Reparatur und der daran beteiligten
Enzyme wie die bakteriellen Reparaturendonuklease Fpg steigern oder die Abwehr
von ROS und der daraus resultierenden DNA-Modifikationen durch SOD verhindern
kénnen, sind aufgrund der Speziesunterschiede nicht auf Saugerzellen Ubertragbar.
So erscheint es plausibel, dass elementare und frih entwickelte einfache
Schutzmechanismen, wie die antioxidative Abwehr durch Glutathion oder SOD,
evolutiv konserviert wurden (siehe Ergebnisse des Glutathiongehaltes), wahrend die
komplexeren DNA-Reparaturmechanismen sich im Laufe der Evolution weiter
entwickelt haben. Eine Induktion der BER scheint fur einen mehrzelligen Organismus
demnach keinen Vorteil zu haben.

Auch die in der Literatur beschrieben Befunde an Saugerzellen stehen in keinem
Widerspruch zu den hier dargestellten Ergebnissen. So wurde zwar gezeigt, dass
eine durch DNA-Schaden induzierte Aktivierung von dem Tumorsupressor p53 in
Zellen mit einer verminderten p53 Expression zu einer Effizienzverbesserung der
NER fuhrt (Hanawalt, 2002), jedoch wurde die Bedeutung von p53 fur die BER bisher
nicht untersucht. Des Weiteren gibt es Befunde, in denen p53 unter zellfreien
Bedingungen die Reparatur von AP-Lasionen und Uracil Resten durch direkte
Protein-Protein-Interaktion mit PolB und Ape1 stimulieren kann (Offer et al., 2001a;
Zhou et al., 2001). Auch ist in p53-defizienten Zellen die Expression von Polp (siehe
Abb. 2-17) reduziert und somit die Reparaturdauer nach der Behandlung mit MMS
verglichen mit Wildtypzellen verlangert (Seo et al., 2002), jedoch kommt es nach
einer Behandlung mit ionisierender Strahlung je nach Status des Zellzyklus zu einer
Erhohung oder Erniedrigung der Reparaturaktivitat (Offer et al., 2001b). Die in dieser
Arbeit gefundenen Reparaturkinetiken verdeutlichen, dass ein positiver p53-Status in
Saugern nicht zu einer signifikant verbesserten oder induzierbaren BER fuhrt.

Es gibt auch Hinweise fur eine Erhdhung der Expression von Ape1 (Ramana et
al., 1998) und hOgg1 (Kim et al., 2001) in kultivierten Zellen nach oxidativem Stress
sowie eine Induktion von Ape1, PolB, hOgg1 und Mpg (Methylpurin-DNA
Glykosylase) in Rattenlebern nach Behandlung mit Peroxisomenproliferatoren
(Rusyn et al., 2000). Der Transkriptionsfaktor NF-YA wurde auch als Verantwortlicher
fur eine Expressionserhdhung von hOgg1 nach Behandlung mit MMS, nicht aber
nach H,O,, beschrieben (Lee et al., 2004) (Diskussion siehe 6.1.4). Die mRNA-Level
von OGG1 blieben nach Behandlung mit H,O, unverandert (Mistry and Herbert,
2003). Die Auswirkungen der Expressionsanderung auf die Reparatur selbst wurden
in keiner dieser Untersuchungen bestimmt. Der einzige bisher direkte Befund einer
Induktion der BER durch vorherige Schadigung wurde bisher von Le et al. (Le et al.,
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1998) beschrieben, die eine beschleunigte Entfernung von Thyminglykolen nach
einer Vorbehandlung mit ionisierender Strahlung beobachteten.

Abschlielend lasst sich festhalten, dass die in dieser Arbeit durchgefuhrten
Versuche keinen Hinweis auf eine Induzierbarkeit der Basen-Exzisions-Reparatur
innerhalb der untersuchten Zeitspanne trotz einer adaptiven Antwort des zellularen
Glutathiongehaltes fur 8-oxoG und verwandte oxidative DNA-Modifikationen ergeben
haben. So scheint weder eine Protein-de-novo-Synthese noch eine
posttranslationale Proteinmodifikation oder induzierbare Translokation aus dem
Cytosol zum Zellkern zu erfolgen. Dies stimmt mit bisherigen Beobachtungen bei
einer Sequenzanalyse der Promotorregion von Ogg1 Uberein, welche fur die
Transkription von dieser Reparaturglykosylase eine Regulierung wie fur viele andere
House-Keeping Gene postuliert (Dhenaut et al., 2000). Natirlich kann nicht
ausgeschlossen werden, dass es in anderen Zelllinien nicht doch eine adaptive
Antwort der DNA-Reparatur gibt. So scheint es sinnvoll, diese Ergebnisse in weiteren
experimentellen Ansatzen, wie zum Beispiel auch Tiermodellen, zu Uberprifen, um
so ein besseres Verstandnis fir die Beeinflussung der BER durch endo- und
exogene Faktoren zu erhalten.

6.1.4 Gibt es zellulare eine adaptive Antwort des hOgg1-Gehaltes
nach einer Schadigung?

Da die bereits erwahnten Ergebnisse von Lee (Lee et al., 2004) eine Induktion
der Expression des wichtigsten, an der BER beteiligten Enzyms, namlich hOgg1,
anzeigten, wurde der Status von hOgg1 nach der in dieser Arbeit verwendeten
Priming-Dosis in Maus-Embryofibroblasten Uberprift. Es zeigte sich Uber den
gesamten Zeitraum der Expressions-Periode von 18 h weder flir die Priming-Dosis
MMS (Abb. 5-16) noch flr die Priming-Dosis Ro19-8022 plus Licht (Abb. 5-14) eine
erhdhte Enzymexpression von hOgg1. Diese Ergebnisse stimmen mit den bisherigen
Befunden von M. Osterod (Osterod, 2002) zu der Induzierbarkeit von hOgg1 und der
im Western-Blot von C. Flohr-Beckhaus unter diesen Bedingungen detektierten
Menge OGG1 Uberein. Als Folge davon erscheinen die Ergebnisse von Lee, dass
hOgg1 nach Behandlung mit MMS nicht aber mit H,O, vermehrt vorliegt, fraglich
bzw. auf andere Zellen nicht Ubertragbar.

6.1.5 Ist die Nukleotid-Exzisions-Reparatur durch eine
Priming-Dosis induzierbar?

Im Anschluss an die Untersuchungen zur Basen-Exzisions-Reparatur wurden
Experimente in primaren menschlichen Fibroblasten und Keratinozyten durchgeflhrt.
Die Untersuchungen sollten zeigen, ob eine Priming-Dosis mit UVB, welche
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hauptsachlich Pyrimidindimere, die Substrat der Nukleotid-Exzisions-Reparatur
(NER) sind, induziert, zu einer Beschleunigung der NER fuhrt. Um dies zu
Uberprufen, wurde in die durch Bestrahlung mit UVB geschadigten Zellen
(Priming-Dosis) nach einer Expressionsphase von 18 h, die eine mdgliche
Aktivierung der zellularen Reparaturmechanismen der NER bewirken sollte, ein zuvor
mit unterschiedlichen Dosen UVB geschadigtes Plasmid transfiziert. Durch Messung
der Luciferaseaktivitat in mit einer Priming-Dosis oder unbehandelten transfizierten
Zellen, sollte udberprift werden, welchen Einfluss die vorausgegangene
Vorbehandlung mit einer Priming-Dosis auf die Reaktivierung des Plasmids und
damit die Reparatursysteme hat. Die Ergebnisse zur Untersuchung der
NER-Kapazitat zeigten sowohl fur primare menschliche Fibroblasten (Abb. 5-18) als
auch in Keratinozyten (Abb. 5-19) keine Induzierbarkeit der Reaktivierung und
folglich keine Beschleunigung der Reparatur des Plasmids. Es zeigte sich jedoch,
dass Keratinozyten deutlich besser reparieren als gleich behandelte Fibroblasten.

6.1.6 Welchen Einfluss hat p53 auf die
Nukleotid-Exzisions-Reparatur?

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigten im Einklang mit der Arbeit von H.C. Mahler
(Mahler, 1999) ebenfalls keinen Einfluss von p53 auf die NER nach
UVB-Bestrahlung. Es bleibt jedoch festzustellen, dass die Induktion der NER Uber
eine Erhéhung von p53 nicht unumstritten ist. So gibt es, wie bereits beschrieben,
Befunde, dass eine durch DNA-Schaden induzierte Aktivierung von dem
Tumorsupressor p53 in Zellen mit einer verminderten p53-Expression zu einer
Effizienzverbesserung der NER fuhrt (Hanawalt, 2002). Der Befund in dieser Arbeit,
dass Keratinozyten mit UVB geschadigte Plasmide schneller reaktivieren, konnte
folglich mit dem erhdhten basalen Gehalt an p53 in Keratinozyten erklart werden.
Jedoch zeigten die Ergebnisse der Plasmidreaktivierung in mit p53-siRNA
behandelten menschlichen Fibroblasten und Keratinozyten keine Verlangsamung der
Reparatur im Vergleich zu den Zellen ohne p53-,knockdown® (Vergleiche Abb. 5-18
mit Abb. 5-22 (Fibroblasten) bzw. Abb. 5-19 mit Abb. 5-23 (Keratinozyten)). Weiterhin
war auch trotz erhdhtem p53-Gehalt nach einer Vorbehandlung die Reaktivierung in
menschlichen Fibroblasten (Abb. 5-18) und Keratinozyten (Abb. 5-19) nicht
beschleunigt. Dies bedeutet, dass der p53-Gehalt weder fir die Reparatur noch fur
die Induktion der Reparatur eine Rolle spielt. Da in diesen Experimenten zu
verschiedenen Zeitpunkten der p53-Status in den Zellen bestimmt wurde (siehe Abb.
5-20 und Abb. 5-21), kann ein fehlender ,knockdown® als Grund fir die nicht
vorhandene Verlangsamung der Reaktivierung ausgeschlossen werden. Jedoch
ware es wunschenswert, die Experimente in ,echten® Knockout Zellen
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durchzufihren, da ein solcher ,knockdown®“ nur zu einer transienten und nicht zu
einer vollstandig verminderten Genexpression fuhrt. Da solche Zellen zum Zeitpunkt
dieser Arbeit nicht zur Verfugung standen, bleibt dies somit eine Aufgabe zukunftiger
Untersuchungen.

Die gut belegte Induzierbarkeit der NER in bakteriellen Systemen, in welchen
durch die so genannte SOS-Antwort die Expression von uvrA, uvrB, uvrD und cho
erhdoht wird (Muller and Janz, 1993; Brena-Valle and Serment-Guerrero, 1998;
Salmelin and Vilpo, 2003), lasst sich also wie schon bei der BER nicht auf
Saugerzellen Ubertragen. So konnte auch Hanawalt aufgrund der p53-Defizienz in
Nagerzellen keine der induzierten SOS-Antwort analoge Induktion der
p53-abhangigen GGR bei der NER finden (Hanawalt, 2002).
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6.2 Untersuchungen zu DNA-Schadensgenerierung und
Toxizitat durch Tirapazamin

Der DNA-schadigende Mechanismus und die daraus resultierende Zytotoxizitat
ist fir die Weiter- und Neuentwicklung von Zytostatika zur Chemotherapie eine
wichtige Grundlage. Es ist von daher besonders wichtig, die Ursachen der
beobachteten selektiven Apoptose der Tumorzellen und aller anderen metabolisch
hochaktiven Zellen eines mit einem Zytostatikum behandelten Organismus zu
verstehen. Aus diesem Grund wurde Tirapazamin ein in Phase 2/3 befindliches
Zytostatikum, welches selektiv hypoxische Zellen totet, ausgewahlt. Von besonderem
Interesse war in dieser Arbeit dabei einerseits, ob Tirapazamin direkt DNA-Schaden
verursacht oder ob zuvor eine Aktivierung/Prozessierung durch endogene Enzyme,
wie Cytochrom P450 Reduktase, notwendig ist und es erst dann direkt oder indirekt
zu einer DNA-Schadigung kommt. Weiterhin wurden im Rahmen dieser Arbeit auch
Experimente zur Mutagenitat und Toxizitat von Tirapazamin durchgefuhrt, um weitere
Aufschlisse Uber den Zusammenhang zwischen DNA-Schaden und Mutagenitat und
Toxizitat zu erhalten.

6.2.1 Mechanismen der DNA-Schadigung durch Tirapazamin

Die durch Tirapazamin in V79-hOR verursachten und mit Hilfe verschiedener
DNA-Glykosylasen quantifizierten DNA-Modifikationen (Abb. 5-29) und das daraus
erhaltene Schadensprofil (Abb. 5-30) gleicht in der Summe weitgehend dem von
y-Strahlen verursachten Schadensprofil (Abb. 5-32). Jedoch verursachte Tirapazamin
relative mehr oxidierte Pyrimidin-Modifikationen. So ist das Verhaltnis der
DNA-Modifikationen 2:1:1:1,5 (SSBs zu AP-Lasionen zu oxidierten Purinen zu
oxidierten Pyrimidinen) deutlich anders als nach y-Strahlung, bei der ein Verhaltnis
von 2,5:1:1:0,5 gefunden wurde. AulRerdem auffallig an dem Schadensprofil im
Vergleich zu dem von y-Strahlung ist ferner, dass obwohl die AP-Lasionen insgesamt
durch y-Strahlung im gleichen Ausmal® wie bei Tirapazamin gebildet wurden, der
Anteil an 1’-oxidierten AP-Lasionen bei Tirapazamin viel hoher ist. Dessen
ungeachtet bestatigten die Ergebnisse bisherige Befunde zur y-Strahlung (Ballmaier,
1997). Da die DNA-schadigende Wirkung von y-Strahlung hauptsachlich auf der
intrazellularen Generierung von Hydroxylradikalen beruht (siehe 2.3.2), spiegelt dass
von y-Strahlung verursachte DNA-Schadensprofil die von intrazellular gebildeten
Hydroxylradikalen verursachten DNA-Modifikationen wider.

Die Ergebnisse der Schadenscharakterisierung in vivo stimmen mit bisherigen
Befunden in zellfreien Experimenten Uberein (Kotandeniya et al., 2002). So
verursacht Tirapazamin, in Anwesenheit von Xanthinoxidase oder
NADPH-Cytochrom-P450-Oxidoreduktase, zellfrei ebenfalls DNA-Modifikationen, die
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mit dem Schadensprofil von y-Strahlung vergleichbar sind (Kotandeniya et al., 2002;
Birincioglu et al., 2003).

Der Befund in vivo, dass das DNA-Schadensprofil von Tirapazamin dem
Schadensprofil der y-Strahlung sehr ahnlich ist, legt nahe, dass auch Tirapazamin
unter anderem durch die Generierung von Hydroxylradikalen zur DNA-Schadigung
fuhrt. Die relative Anzahl induzierter Doppelstrangbriche (DSB) in V79-hOR Zellen
im  Vergleich zur y-Strahlung spricht gleichfalls flir einen ahnlichen
DNA-schadigenden Mechanismus von Tirapazamin (Abb. 5-38). Durch die Versuche
mit dem Hydroxylradikalfanger t-Butanol konnte gezeigt werden, dass der
DNA-Schaden teilweise durch Hydroxylradikale verursacht wird. So ist die
DNA-schadigende Wirkung von Tirapazamin nach Behandlung mit t-Butanol
verringert (Abb. 5-33).

Diese Ergebnisse bestarken die Hypothese, dass Tirapazamin Uber reaktive
Sauerstoffspezies (ROS) DNA-schadigend wirkt. Die oben beschriebenen
Unterschiede in den Schadensprofilen und der Befund, dass nach Behandlung mit
t-Butanol noch ca. 75 % des urspringlichen Schadens durch Tirapazamin verursacht
wird, lasst vermuten, dass neben Hydroxylradikalen noch andere DNA-schadigende
Mechanismen bei Tirapazamin in vivo vorliegen (siehe Abb. 2-10). Ahnliches
beobachtete auch Brown in zellfreien Systemen (Brown and Wilson, 2004), wobei er
neben dem gebildeten Hydroxylradikal auch das gebildete Benzotriazinylradikal
(BTZ-) als DNA-schadigendes Radikal diskutiert.

Die intrazellulare Generierung der vermuteten, DNA-schadigenden Radikale
(BTZ-, TPZ- und Hydroxylradikal) aus Tirapazamin, kann durch die Metabolisierung
von Tirapazamin durch eine Oxidoreduktase erklart werden. Diese Theorie wird mit
den Befunden der Experimente zur Dosisabhangigkeit bei der Alkalischen Elution
bestatigt. In diesen zeigte sich eine signifikanter Unterschied zwischen V79-MZ und
V79-hOR Zellen (Abb. 5-27). So waren in V79-MZ Zellen bis zu einer Dosis von
100 uM Tirapazamin keine induzierten Einzelstrangbriche feststellbar, wohingegen
in V79-hOR Zellen eine proportionale, lineare Dosisabhangigkeit im gleichen
Konzentrationsbereich von Tirapazamin vorlag. Eine Aktivierung von Tirapazamin
durch eine Oxidoreduktase ist demnach essentiell fur das durch Tirapazamin
verursachte Schadensprofil.

Ein Uberraschendes Ergebnis in diesem Zusammenhang ist, dass fur die
Generierung von DSB, im Gegensatz zu den anderen Arten von DNA-Schaden, kein
signifikanter Unterschied der Wirkung von Tirapazamin auf V79-MZ und V79-hOR
Zellen besteht (Abb. 5-38). So werden durch Tirapazamin, obwohl in V79-MZ Zellen
keine DNA-Basen schadigende Wirkung gefunden wurde, in beiden Zellinien in
gleichem Male Doppelstrangbriche erzeugt. Das in dieser Arbeit bei y-Strahlung
gebildete Ausmal® an Doppelstrangbriche stimmte dabei mit bisherigen Befunden
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zur Doppelstrangbruchinduktion durch y-Strahlung Uberein (Leatherbarrow et al.,
2006). Fur diese Form der DNA-Schadigung muss demnach bei Tirapazamin ein
anderer Mechanismus als der bisher vermutete vorliegen. In Betracht kdme eine
direkte Interaktion mit der Topoisomerase Il, wobei aufgrund der fehlenden
Zellunterschiede die humane Oxidoreduktase und damit eine metabolische
Aktivierung von Tirapazamin sowie die damit verbundene Generierung von
Hydroxylradikalen wohl keine Relevanz fur diesen Mechanismus hat. Klarheit wirden
auch hier Untersuchungen zum Einfluss von t-Butanol auf die Bildung von
Doppelstrangbrichen geben, welche jedoch, da die Technik zur DSB-Detektion erst
kurz vor Beendigung des experimentellen Teils dieser Arbeit zur Verfugung stand,
eine Aufgabe fur zukunftige Experimente bleibt.

6.2.2 Mechanismen der Toxizitat

Die flir die Untersuchungen zu der DNA-Schadigung durch Tirapazamin (TPZ)
verwendeten Schadigungsbedingungen waren weder in V79-MZ Zellen noch in den
humane Oxidoreduktase (hOR) Uberexprimieren V79-hOR Zellen mit einer
nachweisbaren Toxizitat verbunden, wie Messungen der ,cloning efficiency” zeigten
(Abb. 5-24). Diese Ergebnisse stimmen mit bisherigen Befunden von J.M. Brown
(Brown, 1993), welcher ebenfalls eine nur geringe Toxizitdt unter aeroben
Bedingungen flr Tirapazamin feststellen konnte, Gberein.

Die Ergebnisse der Experimente zur Toxizitat von y-Strahlung zeigten eine klare
dosisabhangige Reduktion der ,cloning efficiency“, wobei fir V79-MZ und V79-hOR
Zellen keine signifikant unterschiedliche Sensitivitat fur y-Strahlen vorlag (Abb. 5-26).
Da fur y-Strahlung keine enzymatische Aktivierung notwendig ist, sind diese
Ergebnisse nicht Uberraschend und stimmen ebenfalls mit bisherigen Befunden zur
Toxizitat von y-Strahlung Uberein (Friedberg et al., 1995b; Ballmaier, 1997).

Demnach ist, obwohl sich die Schadensprofile von Tirapazamin und y-Strahlung
sehr ahnlich sind (siehe 5.2.2), die Zytotoxizitat von Tirapazamin und y-Strahlung bei
gleichem Schadensausmal} sehr unterschiedlich, wie aus Abb. 6-1 ersichtlich wird.
Dies ist besonders erstaunlich, weil die DNA-Schadigung zumindest bei der
y-Strahlung direkt fur die Toxizitat verantwortlich ist.



6 DISKUSSION 153

=
© J
$ 100%‘,“\._'/.\.
=5| o
c 80%:-
o
© 1
h -
® 60% —=- TPZ
o 1
y-Strahlung
g 40%
o i
S o
q') 20/0'
2 "
% 0% +——————
Y 0,05 0,15 0,25 0,35 0,45
ssb /106 bp

Abb. 6-1: Relative-,cloning efficiency“ im Verhaltnis zu den induzierten DNA-Schéaden.

Die ,cloning efficiency” ungeschédigter Zellen ist 100 %. Aufgetragen sind die experimentell
ermittelten, induzierten Einzelstrangbriiche nach Behandlung mit TPZ oder y-Strahlung gegen die in
gleicher Dosis vorhandene Relative-,cloning efficiency”. Daten aus Abb. 5-24, Abb. 5-26, Abb. 5-27
und Abb. 5-28.n = 3.

Ein Grund fur die nicht vorhandene Toxizitat durch Tirapazamin verursachter
DNA-Schaden kann die verhaltnismalig rasche Reparatur dieser sein. Eine mogliche
Erklarung, weshalb dies im Falle der y-Strahlung nicht erfolgt, liefert die nachweislich
vorhandene erhdhte Induktion von Clustered-DNA-Schaden durch y-Strahlung
(Blaisdell et al.,, 2001). Als ,Clustered® bezeichnet man DNA-Schaden, wenn
innerhalb von 15 bp zwei oder mehr DNA-Modifikationen verursacht werden. Diese
von y-Strahlung, nicht aber von Tirapazamin induzierten Clustered-DNA-Schaden
werden erst nach der Bestrahlung zeitlich verzogert in Doppelstrangbrtche, durch
Reparaturversuche der Zellen bzw. der nachfolgenden Replikation, umgewandelt
(Gulston et al., 2004; Yang et al., 2006). Dies erklart, weswegen direkt nach der
Schadigung trotz gleichem Ausmaly an Doppelstrangbriichen (siehe 6.2.1) eine
erhohte Toxizitdt im Falle der y-Strahlung gefunden wurde. Eine weitere maogliche
Erklarung, weshalb die von y-Strahlen verursachten DNA-Schaden toxischer sind,
liegt ebenfalls in der Eigenschaft der Clustered-DNA-Schaden. So gibt es Hinweise,
dass diese die Aktivitdt des an der Reparatur beteiligten XRCC1/Ligase IlI-Komplex
verringern (Lomax et al., 2004). Zudem werden Clustered-DNA-Schaden im
Verhaltnis zu ,normalen“ (nicht als Cluster vorliegenden) DNA-Schaden generell
langsamer repariert (Georgakilas et al., 2004; Dizdaroglu, 2005).
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Die Ergebnisse mit einer verlangerten Inkubationszeit zeigten, dass es auch
hinsichtlich der Toxizitat zwischen V79-MZ und V79-hOR Zellen Unterschiede gibt
(Abb. 5-25). So war die Toxizitat in den hOR Uberexprimierenden Zellen um ein
4 faches starker ausgepragt, was erneut fur eine Aktivierung von Tirapazamin durch
eine Oxidoreduktase (wie z.B. Cytochrom P450) spricht. Allerdings ist Tirapazamin
unter diesen Bedingungen auch in V79-MZ Zellen toxisch. Dies und der Befund, dass
eine kurze Behandlung mit Tirapazamin nicht toxisch ist, bedeutet, dass die aus
Tirapazamin generierten, DNA-schadigenden Radikale zur Toxizitat von Tirapazamin
beitragen, aber nicht ausschlie3lich daftr verantwortlich sind.

6.2.3 Mechanismen der Mutagenitat

Die Ergebnisse des HPRT-Mutationstest zeigten, dass Tirapazamin in V79-hOR
schon in geringen Konzentrationen mutagen ist, wahrend bei V79-MZ nur in sehr
hohen Konzentrationen eine geringe Mutagenitat auftrat (Abb. 5-34). Demnach
scheint die Metabolisierung von Tirapazamin durch die humane Oxidoreduktase
neben der DNA-schadigenden Wirkung und Verstarkung der Toxizitdt (lange
Inkubationszeit) auch fir die mutagenen Effekte von TPZ verantwortlich zu sein.
Dass der induzierte DNA-Schaden mit der Mutagenitat korreliert (Abb. 6-2), wurde
bereits fur anderer Substanzen, wie zum Beispiel der y-Strahlung von D. Ballmeier
gezeigt (Ballmaier, 1997).
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Abb. 6-2: Anzahl der Mutanten pro 10° Giberlebende Zellen im Verhiltnis zu den induzierten
DNA-Schaden.
Aufgetragen sind die experimentell ermittelten, induzierten Einzelstrangbriiche nach Behandlung mit
TPZ gegen die in gleicher Dosis vorhandenen Mutanten pro 10° iiberlebende Zellen. Daten aus Abb.
5-27 und Abb. 5-34. n = 3.
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Dieses Ergebnis stimmt weiterhin mit dem Mechanismus der Kanzerogenese
uberein (Abb. 2-20), in welchem als initiales Ereignis die DNA-Schadigung als
Ursache einer Mutation bei der Krebsentstehung steht.

6.2.4 Welche klastogenen/aneugenen Effekte hat Tirapazamin im
Vergleich zu y-Strahlung und gibt es zellulare Unterschiede?

Wie schon bei den Untersuchungen zur Toxizitat von Tirapazamin, zeigten sich
nach einer kurzen Behandlung der beiden Zelllinien mit Tirapazamin keine
klastogenen/aneugenen Effekte (Abb. 5-35). Nach Bestrahlung mit y-Strahlen waren
jedoch die klastogene/aneugene Effekte in Form von Mikrokernen nachweisbar (Abb.
5-37), wobei hier, wie bei den vorhergehenden Untersuchungen, Kkeine
Zellunterschiede vorhanden waren. Auffallig war, dass bei gleichem Ausmal} der
DNA-Schaden (dargestellt als SSB) Tirapazamin in V79-hOR Zellen weit weniger
Mikrokerne verursacht, als y-Strahlung (Abb. 6-3).
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Abb. 6-3: Anzahl der Mikrokerne (MK) pro 2000 Zellen im Verhéltnis zu den induzierten
DNA-Schaden.

Aufgetragen sind die experimentell ermittelten, induzierten Einzelstrangbriiche nach Behandlung mit
TPZ oder y-Strahlung gegen die in gleicher Dosis vorhandenen Mikrokerne pro 2000 Zellen. Daten
aus Abb. 5-27, Abb. 5-28, Abb. 5-35 und Abb. 5-37. n = 3.

So kommt es mit steigender Anzahl der durch y-Strahlung induzierten
Einzelstrangbriche in V79-hOR Zellen zu einer vermehrten Bildung von Mikrokernen.
Dies deutet auf einen erhdhten klastogenen Effekt von y-Strahlung, bei gleichem
DNA-Schaden gegenlber Tirapazamin, hin. Eine mdgliche Ursache fur diesen
erhohten klastogenen Effekt ist die bereits beschriebene Eigenschaft der von
y-Strahlen verursachten Clustered-DNA-Schaden (siehe 6.2.2), welche erst verzdgert
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in Doppelstrangbriche Uberfuhrt werden und somit fur die erhdhte klastogene
Wirkung von y-Strahlen gegenuber Tirapazamin indirekt verantwortlich sein kdnnen.
Weiterhin zeigte auch P. O’Neill, J. Thacker und N. Shikazono, dass die Mutagenitat
solcher Clustered-DNA-Schaden gegenuber einzelnen DNA-Schaden signifikant
erhoht ist (Shikazono et al., 2006).

Eine verlangerte Inkubation mit Tirapazamin auf 24 h zeigte erneut signifikante
Unterschiede in den beiden Zelllinien (Abb. 5-36). So war die Anzahl gebildeter
Mikrokerne pro 2000 Zellen in den hOR Uberexprimierenden Zellen um mehr als das
Doppelte erhdht, was die Bedeutung einer Aktivierung von Tirapazamin durch eine
Oxidoreduktase wie Cytochrom P450 auch fur Mikrokerne betatigte.

6.2.5 Stimmt der vermutete Mechanismus fur Tirapazamin mit den
gefundenen Ergebnissen uberein?

Wie in dieser Arbeit gezeigt werden konnte, ist fur die Generierung von
DNA-Basen Modifikationen das Vorhandensein einer Oxidoreduktase essentiell.
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Abb. 6-4: Mechanismus der intrazellularen DNA-Schadigung durch TPZ.

So entsteht zumindest ein Teil der von Tirapazamin verursachten
DNA-Modifikationen durch das bei der Metabolisierung von Tirapazamin gebildete
Hydroxylradikal (siehe Abb. 6-4). Diese Ergebnisse bestatigen den oben gezeigten
Mechanismus, wobei der Einfluss von Superoxidradikalen sowie der gebildeten
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Tirapazaminradikalen und Benzotriazinylradikalen nicht abschlieRend geklart werden
konnten. Der so generierte DNA-Schaden ist allerdings vermutlich nur zum Teil fur
die Toxizitat und die klastogenen/aneugenen Effekte von Tirapazamin verantwortlich.
Da das Hauptziel dieses Teils der Arbeit jedoch die Schadensanalyse von
Tirapazamin war, obliegt die endgultige Aufklarung des Mechanismus
weiterfUhrenden Untersuchungen.
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7 ZUSAMMENFASSUNG

In allen lebenden Zellen werden ,Gleichgewichtsspiegel oxidativer
DNA-Modifikationen wie 8-Hydroxyguanin (8-oxoG) gefunden. Dieser Spiegel
resultiert aus der permanenten Generierung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS),
welche zu DNA-Modifikationen fihren, und einer gleichzeitigen Entfernung der
Modifikationen durch die Mechanismen der DNA-Reparatur. Vermutlich tragen
endogen gebildete oxidative Basenmodifikationen, so fern sie nicht repariert werden,
zu spontanen Mutationsraten in Zellen bei und spielen so eine entscheidende Rolle
bei der Initierung der Kanzerogenese. Eine Moglichkeit die Krebsentstehung zu
verhindern, ware demzufolge, die Effizienz dieser DNA-Schadensreparatur zu
erhdhen. Es stellt sich die Frage, ob eine adaptive Antwort der DNA-Reparatur auf
einen DNA-Schaden existiert.

Zur Klarung dieser Frage wurden Untersuchungen vorgenommen, ob die
Reparatur oxidierter Basen, die Substrate der Basen-Exzisions-Reparatur darstellen,
oder von Pyrimidindimeren, die durch die Nukleotid-Exzisions-Reparatur entfernt
werden, durch eine Vorbehandlung mit einer Priming-Dosis DNA-schadigender
Agenzien induzierbar ist. Die Bestimmung der DNA-Reparatur in Saugerzellen wurde
mit einer modifizierten alkalischen Elution unter Verwendung der bakteriellen
Reparaturendonuklease Fpg (Formamidopyrimidin-DNA-Glykosylase), die sehr
spezifisch oxidative Schadigungen der DNA (wie 8-oxoG) erkennt, zu
unterschiedlichen Zeitpunkten quantifiziert.

Es konnte gezeigt werden, dass sowohl eine Vorbehandlung mit einer
alkylierenden als auch mit einer oxidierenden Substanz zu einer adaptiven Erhéhung
des zellularen Glutathionspiegels fihrte, die 16 h nach der Schadigung ihr Maximum
erreichte. Dieser Effekt war unabhangig davon, ob Maus-Embryofibroblasten,
primare menschliche Zellen oder p53-profiziente menschliche Zellen verwendet
wurden. Dessen ungeachtet waren die 8-oxoG-Glykosylaseaktivitadten jedoch Uber
einen Zeitraum von 18 h konstant, unabhangig von der verwendeten Zelllinie und der
Art der Schadigung. Die Schadensreparatur war ebenfalls weder flr
Maus-Embryofibroblasten, primare menschliche Zellen noch fir p53-profiziente
menschliche Zellen signifikant verbessert. Die adaptive Antwort bezlglich der
Glutathionspiegel war also nicht mit einer entsprechenden Veradnderung bei der
DNA-Reparatur verbunden. Danach ist die Reparatur von oxidativen
DNA-Modifikationen durch eine vorausgehende Schadigung nicht induzierbar.

Der zweite Teil der Untersuchungen zu der DNA-Schadensreparatur beschéaftigte
sich  mit der Nukleotid-Exzisions-Reparatur. Hier wurde mit Hilfe eines
Luciferase-Plasmid-Reaktivierungs-Assay die Reaktivierung eines mit UVB-Strahlung
geschadigten Plasmids untersucht. Als Wirtszellen wurden dabei primare
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menschliche Fibroblasten und Keratinozyten, die entweder vorbehandelt oder
ungeschadigt waren, verwendet. Auch flir die NER konnte bei diesen
Untersuchungen keine signifikante  Beschleunigung der Reparatur von
Pyrimidindimeren durch eine vorausgehende Vorbehandlung mit einer Priming-Dosis
festgestellt werden. Die Reaktivierung erfolgte ferner unabhangig vom p53-Status der
Zellen, wie durch Versuche mit siRNA gegen p53 festgestellt wurde. In primaren
menschlichen Fibroblasten war das Ausmal® der Reaktivierung nur 30 % von
derjenigen in den Keratinozyten, jedoch ebenfalls unbeeinflusst von einer
Priming-Dosis.

Neben der DNA-Reparatur ist im Falle einer Krebserkrankung die Behandlung mit
Zytostatika von groRer Bedeutung. Ziel der Forschung ist es dabei, mdglichst
selektive Substanzen 2zu entwickeln, die das Tumorwachstum und die
Metastasierung reduzieren oder gar vollstandig inhibieren ohne andere Korperzellen
stark zu beeintrachtigen. Um dies erreichen zu koénnen, ist ein Verstandnis der
beteiligten Mechanismen dieser Substanzen essentiell.

Ein weiterer Schwerpunkt dieser Arbeit war daher die Charakterisierung der von
dem Zytostatikum  Tirapazamin  verursachten = DNA-Modifikationen sowie
Untersuchungen zur Toxizitat und Genotoxizitat dieser Substanz in verschiedenen
Zelllinien. Tirapazamin ist ein fur hypoxische Zellen selektives, neues Zytostatikum
und befindet sich momentan in Phase 2 und 3 der klinischen Prufung im Rahmen
seiner Zulassung. Da es Hinweise auf eine Aktivierung von Tirapazamin Uber eine
Oxidoreduktase gab, wurden die Experimente in hOR Uberexprimierenden und in
Wildtyp  Zellen  durchgefuhrt. Die  Quantifizierung  der  verursachten
DNA-Modifikationen zeigte, dass der von Tirapazamin verursachte Schaden in Zellen
mit hOR deutlich gegenuber dem Wildtyp erhéht war. Das erhaltene Schadensprofil
der durch Tirapazamin verursachten DNA-Modifikationen war dem Schadensprofil
durch y-Strahlen intrazellular verursachten Hydroxylradikalen sehr ahnlich. Da es
nach der Aktivierung von Tirapazamin durch eine Oxidoreduktase zu einer
Abspaltung von Hydroxylradikalen kommt, bestatigte dies den vermuteten
Mechanismus. Weitere Untersuchungen mit t-Butanol, einem Hydroxylradikalfanger,
ergaben eine verminderte DNA-Schadigung, was ebenfalls fur eine DNA-Schadigung
durch Hydroxylradikale spricht.

Um zu uberprufen, ob die durch Tirapazamin erzeugten DNA-Modifikationen eine
mutagene Wirkung haben, wurde die durch Tirapazamin verursachte
Mutantenhaufigkeit in beiden Zelllinien verglichen. Hier zeigten sich klare
Unterschiede mit und ohne Oxidoreduktase, so war die Mutationsrate in Zellen mit
hOR um das 4 fache erhoht.
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Erstaunlich war jedoch, dass der im gleichen Ausmal} von v-Strahlung
verursachte DNA-Schaden fur die beobachtete Toxizitat dieser verantwortlich war,
wahrend bei Tirapazamin unter den gleichen Bedingungen keine Toxizitat vorlag.
Erklart werden konnte die erhohte Toxizitat und Mutagenitat von sogenannte
Clustered-DNA-Schaden, die von y-Strahlen, nicht jedoch von Tirapazamin gebildet
werden. Nach einer verlangerten Inkubation wurde, sowohl fur die Toxizitat als auch
fur die Genotoxizitat erneut ein verstarkender Effekt durch die Oxidoreduktase
bestatigt. So waren die Toxizitat und Genotoxizitat in hOR Zellen um ein vielfaches
starker ausgepragt als in Wildtypzellen.

Ein unerwartetes Ergebnis der Untersuchungen zur DNA-Schadigung war
allerdings die von der Oxidoreduktase unabhangige Generierung von
Doppelstrangbrichen, fur die demnach ein grundsatzlich anderer Mechanismus, wie
zum Beispiel eine direkte Interaktion mit der Topoisomerase Il, angenommen werden
muss.

Abschlieflend bleibt festzustellen, dass die Aktivierung von Tirapazamin durch
eine Reduktase fur viele, aber nicht alle beobachteten zellularen Effekte erforderlich
ist. Insgesamt fuhrt sie jedoch zu einer deutlichen Verstarkung der verursachten
DNA-Modifikationen, Toxizitat, Genotoxizitat und Mutagenitat.
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