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Zusammenfassung

Die endogene Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) — wie beispielsweise Hydroxyl-
Radikale, Superoxid-Radikalanionen, Wasserstoffperoxid und Singulett-Sauerstoff — bei
essentiellen Stoffwechselreaktionen in allen aeroben Lebewesen stellt eine potentielle Gefahr
fur die Integritat der DNA in jeder Zelle dar. ROS generieren in der DNA unter anderem
oxidative DNA-Modifikationen (zum gréBten Teil wahrscheinlich 8-Hydroxyguanin
(8-0x0G)), welche wiederum zu einem Teil zu Mutationen fiihren und somit wahrscheinlich
einen Beitrag zu der Entstehung von Krebs und anderen Krankheiten leisten.

In dieser Arbeit wurden Untersuchungen vorgenommen, in welchem Ausmalfd zum einen die
Steady-State-Level oxidativer DNA-Schaden in Saugerzellen zum anderen die Reparatur-
geschwindigkeiten solcher DNA-Modifikationen durch verschiedene endogene Faktoren
beeinflult werden. Dabei resultieren die Steady-State-Level, die in jeder Zelle nachgewiesen
werden koénnen, aus dem Fliel3gleichgewicht zwischen endogener Generierung und Reparatur
oxidativer DNA-Schaden. Die Bestimmung dieser Steady-State-Level erfolgte mit Hilfe einer
modifizierten  Alkalischen  Elutionstechnik unter  Ausnutzung der bakteriellen
Reparaturendonuklease FPG (Formamidopyrimidin-DNA-Glykosylase), die sehr spezifisch
oxidative Schadigungen der DNA, wie 8-oxoG erkennt. Zuséatzlich wurde in einem
bakteriellen Mutationstest die Mutagenitat von oxidativen DNA-Schaden quantifiziert, um in
Verbindung mit den ermittelten Effekten auf die Steady-State-Level und Reparaturkinetiken
eine Abschatzung des veranderten Mutationsrisikos zu ermoglichen.

Im Mittelpunkt der Arbeit stand dabei die Charakterisierung der 8-Hydroxyguaninglykosylase
der Saugerzellen. Sie ist das Produkt 065 1Gens, das erst 1997 kloniert wurde. Fir die
Untersuchungen wurden zunachst CHO-Zellinien (Chinesische Hamster Ovarienzellen) mit
der cDNA der menschlichen 8-Hydroxyguaninglykosylase (hOggl) stabil transfiziert. Die
resultierenden Transfektanten zeigten eine deutliche konstitutive Uberexpressi@Gies

Gens. In den so erzeugten Zellinien konnte demonstriert werden, dal® die Reparatur von
induzierten FPG-sensitiven Basenmodifikationen durch die Uberexpression bis zu dreifach
beschleunigt wird und daR eine Korrelation zwischen dem Grad der Uberexpression und der
Reparaturrate besteht. Dagegen waren die Steady-State-Level der oxidativen DNA-Schaden
durch die Uberexpression unbeeinflulRt, was dafir spricht, daR die Aktivitat von Oggl-Protein
keinen geschwindigkeitslimitierenden Faktor in der Reparatur von 8-o0xoG in routinemé&Rig
kultivierten Saugerzellen darstellt. Sowohl bei den spontanen Mutationsraten als auch bei den
durch oxidative Schadigungen induzierten Mutationsfrequenzen konnte keine Erniedrigung
bedingt durch die hOGG*Uberexpression beobachtet werden. Untersuchungen zur
Gentoxizitat mit Hilfe des Mikrokerntests ergaben keine Korrelation zwischen Ausmal3 der
induzierten genotoxischen Ereignisse und dem Grad der Genexpression.
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Weitere Untersuchungen zur Bedeutung von Oggl-Protein konnten in Mausezellen
durchgefuhrt werden, in denen d&GGLhomologe MausegenmOGG1 homozygot
inaktiviert (NOGGZ-/-)) worden war. Hierbei konnte gezeigt werden, dal’ ind@GG1-
defizienten Zellen im Vergleich zu den entsprechenden Wildtyp-Zefted@G1+/+)) eine
Reparatur induzierter FPG-sensitiver Basenmodifikationen erst nach 8 h einsetzt, wahrend in
den Kontrollzellen schon nach 3-4 h 50 % der Modifikationen repariert waren. Die Steady-
State-Level FPG-sensitiver ModifikationenmmOGGZ-/-)-Zellen waren in immortalisierten,
schnell proliferierenden M&usefibroblasten nur um den Faktor 1.4, in primaren
Mausehepatocyten jedoch um den Faktor 2.5 gegenuber den Wildtyp-Zellen erhoht. Diese
Ergebnisse fuhrten zu der Hypothese el@&@Gl-unabhangigen Reparatur von 8-0xoG, die

an die Replikation gekoppelt ist.

Inwieweit das menschliche Reparaturprotein Xrcetrdy repair cross complementing
group 1) auch an der Prozessierung oxidativer DNA-Modifikationen beteiligt ist und ob dabei
moglicherweise eine Interaktion mit Oggl vorliegt, wurde in XRCCZdefizienten CHO-
Zellinie EM9 und der entsprechenden Wildtyp-Zellinie untersucht. Dabei wurde ermittelt, daf3
weder die Steady-State-Level noch die Reparaturkinetiken der FPG-sensitiven
Basenmodifikationen durch di¥RCC21Defizienz beeinflu3t werden. In den defizienten
EM9-Zellen wurden nach Induktion von oxidativen DNA-Schaden mit dem angeregten
Photosensiblisator Ro 19-8022 jedoch eine deutlich h6here Anzahl an Einzelstrangbriichen als
auch eine verlangsamte Reparatur dieser Strangbriche gegentber der Kontrolle beobachtet.
Die beschriebenen Daten machen deutlich, dal? Xrccl-Protein fur die Erkennung von
oxidativen DNA-Schéaden und den Einschnitt des DNA-Stranges nicht notwendig ist. Es kann
aber nicht ausgeschlossen werden, daf3 die Erhdhung der Anzahl der induzierten Strangbrtiche
in den EM9 auf unligierte Stranginzisionen — bedingt durch die unvollendete Reparatur
oxidativer Basenmodifikationen — zurtickzufuhren ist. EXRRCC1Defizienz kénnte somit

den Ligationsschritt bei der Reparatur oxidativer DNA-Schéaden erschweren.

In einem weiteren Schwerpunkt der Arbeit wurde untersucht, ob Unterschiede im Steady-
State-Level in Abhangigkeit von Organ-, Gewebe- und Zelltyp auftreten. Dazu wurden
Untersuchungen in Bronchialkarzinom-Zellinien verschiedener Subtypen durchgefihrt. Die
Ergebnisse zeigten, daf? nur in wenigen Zellinien — jedoch nicht in Abhé&ngigkeit des
Karzinom-Subtyps — eine leichte Erh6hung der Steady-State-Level oxidativer DNA-
Modifikationen gegeniber einer als Kontrolle dienenden Bronchialepithel-Zellinie vorliegen.
In allen Bronchialkarzinom-Zellinien konnten vitro eine 8-Hydroxyguaninglykosylase-
Aktivitat gezeigt werden. Ebenfalls zur Frage der Zelltyp-Abhéngigkeit wurde in der
menschlichen Zellinie HL60 der EinfluR des Zelldifferenzierungsstadiums auf die Steady-
State-Level untersucht. Dabei zeigte sich, dal3 unabhangig vom Differenzierungsstadium und
selbst bei Induktion eineRespiratory Burstin den HL60-Zellen keine Veradnderung der
eigenen Steady-State-Level beobachtet werden kann. Schlie3lich wurde in diesem
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Zusammenhang der Einflul3 des apoptoseregulierenden Bcl-2-Proteins, das sowohl anti- als
auch prooxidative Eigenschaften aufweisen soll, in seiner Wirkung auf Steady-State-Level
und Glutathionspiegel untersucht. Als Untersuchungsmodell dienten hierzu Maus-
makrophagen, in denen das humaBEL-2Gen konstitutiv Gberexprimiert wird. Die
Untersuchungen ergaben, daR die Uberexpression jedoch weder zu Veranderungen auf der
Ebene der oxidativen DNA-Modifikationen noch der Glutathionspiegel in den Zellen flhrte.
Dies zeigt, dal? Bcl-2 keine direkten pro- oder antioxidativen Eigenschaften besitzt.
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1. Einleitung

Die Vermeidung oder die erfolgreiche Behandlung von Krebs setzt eine genaue Kenntnis der
molekularen Ablaufe wahrend der Entstehung und der Weiterentwicklung dieser Krankheit
(Kanzerogenese) voraus. Mutationen, die zur Aktivierung von Onkogenen bzw. zur
Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen fuhren, werden als ursachliche Ereignisse der
Krebsentstehung angesehen. Man kennt bislang jedoch noch nicht alle Gene, deren Funktions-
storung zu einer Pradisposition fur Krebs fihren kdnnen. Es gibt viele Hinweise dafir, daf3
oxidative DNA-Schéaden wichtige Vorlaufer fur Mutationen in der Kanzerogenese darstellen,
also einen grof3en Beitrag zur Krebsentstehung le{$teiy et al., 1994; Wiseman et al.,

1995; Beckman & Ames, 1997)Es ist deshalb auch vorstellbar, dall Gene, die an der
Verhinderung oder Reparatur von oxidativen DNA-Schaden beteiligt sind, eine indirekte
tumorsuppressive Eigenschaft aufweisen, also zu den sogenannten ,Caretaker-Genen*
gehoren(Loeb, 1991) Ein Ausfall solcher Gene wirde die spontane Mutationsrate erhéhen
und das Risiko der malignen Transformation entsprechend erh6hen (,Mutator-Phéanotyp®).
Oxidative DNA-Schaden entstehen in jeder Zelle durch reaktive Sauerstoffspezies, die aus
endogenen Quellen (z.B. mitochondriale Atmungskette) und exogenen Quellen (z.B.
Umweltbelastungen) stammen. Dabei stellt eine konkrete, oxidative DNA-Modifikation, das
8-Hydroxyguanin (8-ox0G), die wahrscheinlich haufigste und wegen ihrer erwiesenermafien
pramutagenen Eigenschaft bedeutendste, oxidative Modifikation der DNA dar. Die Menge an
8-0x0G in der DNA einer Zelle wird deshalb auch als Biomarker fir den zellularen oxidativen
Strel3 herangezogé€lasai & Nishimura, 1993).

Naturlich gewahrleisten in gesunden Zellen verschiedene Abwehrmechanismen, wie
enzymatische ,Entgiftung® von ROS und zelleigene Antioxidantien, einen Schutz der
zellularen Bestandteile vor zu starken Schadigungen durch reaktive Sauerstoffspezies. Eine
grof3e Rolle fur die Integritat der DNA spielen dartber hinaus verschiedene Mechanismen
speziell zur Reparatur der DNA. Die grol3e Bedeutung der DNA-Reparatur spiegelt sich unter
anderem in der evolutiondren Konservierung einzelner fur die DNA-Reparatur zustandiger
Enzyme vom Einzeller bis hin zum Menschen wieder. Aus der fortwahrenden Generierung
oxidativer DNA-Schaden durch ROS und Reparatur dieser Schéadigungen resultiert ein
Gleichgewichtsspiegel der oxidativen DNA-Modifikationen — ublicherweise als Steady-State-
Level bezeichnet. Jede Erhthung dieser Gleichgewichtsspiegel aufgrund einer vermehrten
Generation oder verschlechterten Reparatur oxidativer DNA-Schaden fuhrt zu einem erhdhten
Risiko fur Mutationen.

In dieser Arbeit wurde deshalb untersucht, inwiefern verschiedene endogene Faktoren einen
Einfluld auf den Steady-State-Level und die Reparatur oxidativer DNA-Modifikationen
besitzen. Insbesondere wurde hierbei die Bedeutung des apoptoseregulierenden Proteins
Bcl-2, der Status der Zelldifferenzierung, die endogene Generierung von ROS in
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granulocytenartigen Zellen und der Status der Malignitat untersucht. Von grof3em Interesse
war auch die Charakterisierung bestimmter Reparaturenzyme hinsichtlich ihrer Bedeutung fur
die Beseitigung oxidativer DNA-Schaden. Hierbei wurde das Enzym Xrccl und die erst 1997
entdeckte menschliche Reparaturendonuklease fur 8-oxoG, hOGG1, in Saugerzellen naher
untersucht. Ferner war es von Interesse, quantitative und qualitative Aussagen uber die
pramutagene Wirkung von oxidativen DNA-Modifikationen zu gewinnen.
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2. Kenntnisstand

2.1 Reaktive Sauerstoffspezies

In allen aeroben Organismen wird Sauerstoff als essentielles Element in gro3en Mengen zur
Energiegewinnung bendtigt. Quasi als Nebeneffekt mufd der Organismus die Entstehung von
reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) in seinem Stoffwechsel hinnehmen (pathologische
Auswirkungen der ROS). Andererseits erfillen ROS auch physiologische Funktionen.
Beispielsweise werden sie als Botenstoffe in der Signaltransduktion der Zelle genutzt.

Unter ROS versteht man eine ganze Reihe von Verbindungen, die sich vom molekularen
Sauerstoff (@) ableiten, aber sehr viel reaktionsfreudiger als dieser sind. Aufgrund dieser
Reaktionsfreudigkeit konnen ROS oxidative Schaden auf zellularer Ebene beispielsweise in
DNA, Proteinen, Kohlenhydraten und Lipiden verursachen. Eine vermehrte Bildung von ROS
wird als oxidativer Stref3 bezeichr(&ies, 1986)In Tab. 2.1 sind eine Reihe vorkommender

ROS zusammengestellt.

Bezeichnung Formel
Hydroxyl-Radikal OH
Singulettsauerstoff o,
Hydroperoxyl-Radikal HG
Peroxynitrit ONOO
Superoxid-Radikal 5}
Alkoxyl-Radikal RO
Peroxyl-Radikal ROO
Wasserstoffperoxid O,
Hypochlorige Saure HOCI
Stickstoffmonoxid NO

Tab. 2.1 Reaktive Sauerstoffspezies in der Reihenfolge abnehmender Reaktivitat.
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2.1.1 Endogene Quellen reaktiver Sauerstoffspezies

ROS aus endogenen Quellen sind in den meisten Fallen Superoxid-Radikaled€ gehen

durch Folgereaktionen aus diesen hervor. Dies beruht auf der Tatsache, dal3 bei vielen
Oxidationsreaktionen in aeroben Zellen ein monovalenter Elektronentransfer auf molekularen
Sauerstoff (Abb. 2.1) stattfinden kann, was zur Bildung von Superoxid-Radikalénf{(rt.

- - + - -
02 e OZ- e +2H H202 e +H OH e +H 2@

Abb. 2.1  Sequentielle Reduktion von molekularem Sauerstoff.

Als bedeutsame Quellen fir die endogene Bildung ven @elten(Markant et al., 1995;
Martinez-Cayuela, 1995; Siems et al., 1998)

» Mitochondriale Atmungskette

» Arachidonsaduremetabolismus

» Katecholaminoxidationen

» Respiratory Bursphagocytierender Zellen (Abb. 2.3)

e Purinabbau (Umwandlung von Hypoxanthin zu Xanthin und Harnsaure)

» Xenobiotika-Entgiftung (Reaktionen des Cytochrom-P-450-Systems)

» Autoxidation von Oxy-Hamoglobin, Thiolen und anderen reduzierten Verbindungen.

Aus den vorhandenen Superoxid-Radikalen §Ckann auf spontane Weise und durch das
Enzym Superoxid-Dismutase (SOD) katalysiert infolge von Dismutations-Reaktionen in
walrigem Milieu Wasserstoffperoxid 48,) und molekularer Sauerstoff £Oentstehen
(Abb. 2.2, Gleichung 1). Weitere Bildungsmdoglichkeiten fir Wasserstoffperoxid sind die
bivalente Reduktion (Abb 2.1) von molekularem Sauerstoff durch spezifische, peroxisomal
lokalisierte Oxidasen wie die D-Amino-, Harnsaure- und Glycolat-Oxidé&Seunthborn &
Powis, 1988) H,O, ist aufgrund seiner apolaren Eigenschaften dazu in der Lage
Zellmembranen zu durchdringen. Zwar ist;(d eine verhaltnisméaRig reaktionstrage
Verbindung, wird aber gemeinsam mit anwesenden Superoxid-Radikajeh d0rch die
metallkatalysierte Haber-Weiss-Reaktion zu hochreaktiven Hydroxyl-Radikalen’) (OH
umgesetzt (Abb. 2.2, Gleichung 2-4).

Das Hydroxyl-Radikal (OF kann aufgrund seiner Reaktionsfreudigkeit mit nahezu allen
zellularen Molekilen (Lipide, Proteine, Nukleinsduren, Kohlenhydraten) readdadliwell

& Gutteridge, 1985; Southborn & Powis, 1988) Aufgrund der kurzen Halbwertszeit und
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den radikalischen Eigenschaften liegen Bildungsort und Reaktionsort (Aktionsradius: 30 A)
nahe beieinandgiHalliwell & Gutteridge, 1984; Pryor, 1986) Hauptquelle fur Hydroxyl-
Radikale (OH) ist die bereits erwahnte Haber-Weiss-Reaktion, welche Uber eine Fenton-
Reaktion (Abb. 2.2, Gleichung 2 und 3) verlauft.

Oz.- + 02.- + H ——————» H.O, + O, (1)
o, + Fé* —— 0, + Fé&' (2)
HO, + F¢* —— OH + OH + F&*  (3)
Oz.- + H>0, - O + OH + OH (4)

Abb. 2.2  Metallkatalysierte Bildung von Hydroxylradikalen aus Superoxidbér-
Weiss-Reaktion

Zweifelsfrei gehért auch SingulettsauerstofD4) zu den ROS, die in Zellen endogen
generiert werden konnef(eEpe, 1991) Dafur gibt es zwei grundsétzlich unterschiedliche
Mechanismen. Zum einen kann Singulettsauerstdfi,)( bei der Belichtung endogen
vorhandener Photosensibilisatoren wie Flavi@shi, 1985) PorphyrinenLambert et al.,

1986; Keene et al., 1986; Carraro & Pathak, 1988)nd 4-Thiouridin(Heihoff et al., 1990)
entstehen. Zum anderen entstel@,) in sehr geringen Mengen auch ohne Belichtung bei
Reaktionen verschiedener Oxidasen (Peroxidasen, Cytochrom, Lipoxygé¢iasefsky,

1989; Naqui et al., 1986) Singulettsauerstoff besitzt eine geringere Reaktivitat als
Hydroxylradikale, ist aber aufgrund seiner langeren Lebensdauer beispielsweise dazu in der
Lage nach Bildung im Cytosol in den Zellkern zu diffundieren (Halbwertszeit: 0.4 - 1 ps;
Diffusionsweglénge: 1 - 2 um). Dort kann er mit der DNA reagieren und verursacht dabei
hauptséachlich die Bildung von 8-oxd&pe, 1991)

Stickstoffmonoxid (NO) und Peroxynitrit (ONOPwerden als spezielle Vertreter der ROS
wegen ihres Stickstoffanteils auch unter der Bezeichnung NOS zusammengefalit.

Die reaktiven Sauerstoffspezies erfullen im Organismus auch physiologische Funktionen bei
der Regulation biochemischer Prozesse.

So ist Stickstoffmonoxid (NO), das auch als Endothelial-Derived-Relaxing-Faktor (EDRF)
bezeichnet wird, — eventuell gemeinsam mif "Qund deren Folgeprodukten — an der
Regulation des vaskuldren Tonus beteil{@aran et al.,, 1990) ROS werden auch
Kontrollfunktionen bei einigen der obengenannten Enzymreaktionen zugeschfi@iben
Evans & Burton, 1993) und sind bei Vorgadngen der Thrombocytenaggregation und -
adhasion beteiligi{Salvemini & Botting, 1990) Des weiteren wird ein physiologisch-
regulatorischer Effekt auf die Proliferationsraten von kultivierten Fibroblasten dy®©h H
und Q' beschriebeliMeier et al., 1990; Murrel et al., 1990)

GrolRe physiologische Bedeutung besitzen augh kei bakteriellen Abwehrmechanismen
durch phagocytéare Zellen (Monocyten, neutrophile und eosinophile Granulocyten, grof3er Teil
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der Makrophagen)(Rice-Evans & Burton, 1993) Bei diesem alsRespiratory Burst
bezeichnetem Abwehrmechanismus wird von einem membrangebundenen Enzym, der
NADPH-Oxidase, mittels der Ein-Elektron-Reduktion von molekularem Sauerstgffd{©
Bildung von Superoxidradikalen (O) katalysiert. Aus den Superoxidradikalen kann
aufgrund spontaner oder enzymatischer Dismutation Wasserstoffperoxdd) (ehtstehen,
welches wiederum Uber eine eisenkatalysierte Reaktion zu Hydroxylradikalepy ¢Oét

mittels dem Enzym Myeloperoxidase zu Hypochloriger Saure (HOCI) umgesetzt werden
kann. Diese Folgeprodukte kdnnen dann als potente antimikrobielle Agentien von den Zellen
eingesetzt werdefWeiss, 1989; Maly & Schirer-Maly, 1995)YAbb. 2.3).

Intrazellularraum | Membran Extrazellularraum

NADPH

NADPH-
Oxidase

Pentosephosphat-Zyklu

NADP™

—Phagocyizse— @y”*

Fremd-
korper

HOCI

Abb. 2.3  Schematische Darstellung dRgspiratory Burstzur bakteriellen Abwehr
(Markant et al., 1995)

2.1.2 Reaktive Sauerstoffspezies und die Bedeutung bei der Apoptose

Die Apoptose oder der programmierte Zelltod (PQBogrammed cell deajherfillt eine
wichtige physiologische Funktion in Organismen. Die Apoptose ermdoglicht das schnelle,
gezielte Absterben von einzelnen Zellen, die durch Noxen stark geschadigt wurden, infiziert
oder entartet sind oder vom Organismus nicht mehr benétigt werden, ohne umliegendes
Gewebe zu schadigen. Dies stellt eine Schutzfunktion des Organismus dar (Apoptose als
.,Notbremse*) und spielt eine Schlusselrolle bei der Ontogenese komplexer Organismen.
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Stérungen im Vermdgen eines Organismus, Zellen in die Apoptose zu schicken, haben fatale
Folgen. Stérungen der Apoptose spielen bei vielen Erkrankungen, wie beispielsweise Krebs,
AIDS und Autoimmunerkrankungen, eine Rdlzuke et al., 1997; Anderson, 1997)

Die Apoptose scheint in allen Zellen nach dem gleichen Schema zu verlaufen und kann grob
in die drei Abschnitte Detektionsphase, Induktionsphase und Ausfiihrungsphase
(Degradationsphase) eingeteilt werden. Dabei wird eine Beteiligung von reaktiven
Sauerstoffspezies in verschiedenen Phasen der Apoptose diskutiert (Abb. 2.4). So kdnnen
ROS einer von vielen moglichen Stimuli wahrend der Detektionsphase der Apoptose sein
(Vaux & Strasser, 1996) Beispielsweise kann in den Mausmakrophagen RAW264.7 nach
Einleitung der Apoptose mit Interfergnin Gegenwart von Lipopolysaccharid@vieZmer et

al., 1996)eine Induktion von NO-Synthasen gezeigt werdalRmer et al., 1995)In diesen

Zellen laR3t sich auch durch Behandlung mit NO-Donoren die Apoptose eir(idié@mer &

Brine, 1996) Neben einer verstarkten Produktion von NO wird auch eine gesteigerte
Superoxidbildung in apoptoseeingeleiteten Makrophagen beschrféigrie et al., 1993;

Biffl et al., 1996) Der Zusatz von Antioxidantien dagegen kann die Einleitung der Apoptose
verhindern. Dies sind Hinweise dafir, daR ROS auch in der Signalkaskade (Detektionsphase)
der Apoptose eine Rolle spielen.

Bcl-2 (antiapoptotisch)

L

Anderung der

Permeabilitat
Induktionsphase ——* Detektionsphase ——= derMiocnondrien- —a— Aysfiihrungsphase
Zusammenbruch
. ) des Membranpotentials
interne / externe Stimuli ﬁ\ggl\(”aedrgrr:g von Signal- im Endstadium typische
allgemeine biochemische
z.B. Reaktive z.B. Reaktive und morphologische
Sauerstoffspezies Sauerstoffspezies i Merkmale:
als second messenger Reaktive )
Cytokine 9 Sauerstoffspezies - DNA-Laddering _
als Folge - Chromatin-Kondensation
Bestrahlung - Kern-Fragmentierung

etc.

Abb. 2.4  Schematisierte Verlauf der Apoptose unter besonderer Berlcksichtigung der
mdglichen Rolle von reaktiven Sauerstoffspezies.

Die Bcl-2-Proteinfamilie nimmt eine zentrale Rolle in der Regulation der Apoptose ein. Das
Bcl-2-Protein ist nachweislich einer der bedeutendsten apoptosehemmenden Rekéotzn

& Hanley, 1996) Dem Bcl-2-Protein werden in der Literatur sowohl pro- als auch
antioxidative Eigenschaften nachgesagt, worauf auch zuné&chst die apoptosehemmende
Wirkung zuriickgefuhrt wurdéKane et. al., 1993; Hockenbery et al., 1993; Steinman,
1994). Es gibt Hinweise dafir, dal® die Apoptose auch ohne Anwesenheit — zumindest
groRerer Mengen — von ROS, namlich bei Stimulierung der Apoptose durch Hypoxie,
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trotzdem durch Bcl-2 unterdriickt werden kann. Dies weist molicherweise daraufhin, dafd ROS
nicht essentiell fur den Verlauf der Apoptose sind und Bcl-2 nicht zwangslaufig tUber die
Regulierung von ROS in den Ablauf der Apoptose eingreift. Die ROS scheinen demnach nur
manchmal als Stimulus der Apoptose eine Rolle zu spielen. Das verstarkte Auftreten von ROS
im Verlaufe der Apoptose kann andererseits auch Folge des ZelltodéSkeamzu et al.,

1995; Jacobson & Raff, 1995)Es konnte demonstriert werden, dald ein anderes Protein aus
der Bcl-2-Familie (Bcl-x) dazu in der Lage ist Kanéle in synthetischen Membranen zu bilden
(Minn et al., 1997) Es konnte auch gezeigt werden, daR die UberexpressioBGoi2 die

Bildung von lonenkanélen in der Mitochondrienmembran verhindern k&8osin et al.,

1999).

2.1.3 Experimentelle Generierung reaktiver Sauerstoffspezies

In diesem Abschnitt sollen die in dieser Arbeit experimentell eingesetzten Agentien und die
durch sie generierten ROS néher erlautert werden. Des weiteren sollen die durch diese ROS
verursachten Schadigungen an der DNA charakterisiert werden.

2131 ROS generiert durch den Photosensibilisator Ro 19-8022 und sichtbares
Licht

Ro 19-8022 bezeichnet eine stark gelb fluoreszierende Verbindung mit der systematischen
Bezeichnung [R]-1-[(10-Chloro-4-oxo-3-phenyl-4H-benzo[a]chinolizin-1-yl)carbonyl]-2-pyr-
rolidin-methanol (Abb. 2.5), die von der Firma Hoffmann-La Roche im Zuge der Entwicklung
neuer Tranquillantien synthetisiert wurde.
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Ro 19-8022

Abb.2.5  Strukturformel von Ro 19-8022 {[R]-1-[(10-Chloro-4-oxo-3-phenyl-4H-benzo-
[a]chinolizin-1-yl)carbonyl]-2-pyrrolidin-methanol}.

Im Ames-Test erwies sich die polare Substanz ausschlief3lich bei gleichzeitiger Belichtung als
mutagen. Zellfreie Untersuchungen an Bakteriophagen-DNA (PM2-DNA) demonstrierten,
daR die Verbindung bei Bestrahlung mit sichtbarem Licht ein fiir Singulett-Sauet€®ff (
typisches Schadensprofil an der eingesetzten DNA generiert (AbER& R Hegler, 1994;

Will, 1995). Da Ro 19-8022 DNA-Schaden auch nur bei Anwesenheit von sichtbarem Licht
generiert, handelt es sich bei Ro 19-8022 um eine photosensibilisierende Verbindung
(Absorptionsmaxima: 425 nm, 315 nm und 250 nfwWill, 1995). Die bei zellfreier
Schadigung mit R0 19-8022 wund sichtbarem Licht erzeugten FPG-sensitiven
Basenmodifikationen in Plasmid-DNA stellen nach Untersuchungen mit HPLC und
elektrochemischer Detektion zu ca. 75 % 8-oxoG @ail, 1999) und verursachen bei
Replikation in E. coli Mutationen, die zu etwa 50 % auf 8-oxoG zurlickgefuhrt werden
konnten (Will, 1999). Auch das Schadensspektrum, dal3 bei Schéadigung von
Saugerzellkulturen erhalten wird, wird von FPG-sensitiven Modifikationen dominiert und
ahnelt stark dem bei zellfreier Schadigung erzeugtem SpekWily 1995). Des weiteren
konnte bereits demonstriert werden, dal3 Ro 19-8022 unter Belichtung in Saugerzellen sowohl
mutagen und zusatzlich phototoxisch wirkt als auch Mikrokerne ind¥itet al., 1999)
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Abb. 2.6  Schadensprofil in PM2-DNA (zellfrei) von Ro 19-8022 [50 uM] im Vergleich
zu den Schadensprofilen von NDP@Singulettsauerstoff-Quelle) ung-
Strahlung (Hydroxyl-Radikal-Quelle). Die Bestimmung erfolgte mit dem
Relaxations-Assagnach Will, 1995)

2.1.3.2 ROS generiert durch Kaliumbromat

Aus Untersuchungen an zellfrei durch Kaliumbromat geschadigter Bakteriophagen-DNA
(PM2-DNA) konnte mit Hilfe von DNA-Schadensprofilen (s. Kapitel 2.4.2) und
verschiedenen Scavengern gezeigt werden, dal3 Kaliumbromat nur in Anwesenheit von
Glutathion DNA-Schaden erzeugt und daf3 diese Schaden wahrscheinlich auf ein Bromradikal,
das als Intermediat aus Bromat und Glutathion entsteht, zurlickzufihren sind. Sowohl im
zellfreien System als auch in Saugerzellkulturen wird das Schadensprofil eindeutig von FPG-
sensitiven Basenmodifikationen dominiert (Abb. 2.7). In HPLC-Bestimmungen mit
elektrochemischer Detektion wurde gezeigt, dal3 der Hauptanteil (etwa 60 %) der durch
Kaliumbromat induzierten FPG-sensitiven Basenmodifikationen 8-oxoG da(Blinaier

& Epe, 1995)

Untersuchungen belegen, dal3 Kaliumbromat bei der oralen Verabreichung im Tierversuch zu
Tumoren in der Niere und Bauchhohle fufikurokawa et al., 1983, 1986, 1990)Des
weiteren wurden in der Niere von solchen Versuchstieren hohe Spiegel an 8-oxoG
nachgewieselfKasai et al., 1987; Umemura et al., 1995Ferner induziert Kaliumbromat
sowohl in vitro als auch in vivo Mikrokerne, HPRT-Mutationen und
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ChromosomenaberrationefiNakajima et al., 1989; Hayashi et al.,, 1988; Ishidate &
Yoshikawa, 1980; Speit et al., 1999)
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Abb. 2.7  Schadensprofil von Kaliumbromat generiert in AS52-Zellen durch Inkubation
mit 7.5 mM Kaliumbromat fir 15 min bei 37°C. Die Bestimmung erfolgte mit
der Alkalischer Elutior{nach Ballmaier, 1997)

2.1.3.3 ROS generiert durch SIN-1

Die Verbindung SIN-1 (3-Morpholino-sydnonimin; Abb. 2.8) ist ein Metabolit des
Koronartherapeutikums Molsidomin, welcher als Feststoff kauflich erworben werden kann.
SIN-1 generiert in walrigen Losungen in Anwesenheit von molekularem Sauerstoff spontan
aquimolare Mengen an Stickstoffmonoxid (NO) und Superoxid-Radikalgn).(Die durch

SIN-1 generierte Menge NO soll jedoch bei htheren Konzentrationen von SIN-1 nicht mehr
linear ansteigen. So wird berichtet, dal3 durch 10 uM SIN-1 bei 37°C und 30 min 6.5 uM NO
erzeugt werden, dagegen unter den gleichen Bedingungen von 100 uM SIN-1 nur 26 uM NO
(de Groot, 1993) Es konnte gezeigt werden, daf3 das erzeugte NO und Superoxid sehr schnell
zu Peroxynitrit (3.810° M's™) (Duchstein & Riederer, 1995)weiterreagiert, weshalb SIN-1

nicht als NO-Donor sondern vielmehr als eine Peroxynitrit-Quelle angesehen werden sollte.
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Abb.2.8  Strukturformel von SIN-1 (3-Morpholino-sydnonimin).

In der Arbeit vonEpe et al. (1996)konnte mittels Schadigung von zellfreier DNA
demonstriert werden, dal3 Peroxynitrit und SIN-1 das gleiche Spektrum an FPG-sensitiven
DNA-Modifikationen erzeugen (Abb. 2.9). Aus den Untersuchungen geht hervor, dal3
Peroxynitrit jedoch nicht selbst das eigentlich DNA-schadigende Agens, sondern ein
Intermediat — mit einer vergleichbaren Reaktivitat von Hydroxylradikalen — den DNA-
Schaden verursacht. Des weiteren wurde mit Hilfe von HPLC-Bestimmungen mit
elektrochemischer Detektion demonstriert, daf® etwa 75 % der durch SIN-1 generierten FPG-
sensitiven Basenmodifikationen 8-oxoG darste{epe et al., 1996)
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Abb. 2.9  Schadensprofil in PM2-DNA (zellfrei) erzeugt durch 10 uM SIN-1 (60 min,
37°C). Die Bestimmung erfolgte mit dem Relaxations-Aqsag¢h Ballmaier,
1997)
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2.1.34 Induktion desRespiratory Bursimit PMA

Mit Hilfe des Tumorpromoters Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA; Synonyme: TR®; 12
Tetradecanoylphorbol-13-acetat) lassen sich beispielsweise in  polymorphkernigen
Leukocyten, peritonealen Makrophagen und neutrophilen Granulo@ytegbyszewski et

al.,, 1998) experimentell die verstarkte Freisetzung von reaktiven Sauerstoffspezies
(Respiratory Burst oder Oxidative Burst Abb. 2.3) induzieren. PMA ist ein nicht
physiologischer aber sehr potenter Stimulus fur die Proteinkinase C und wird haufig zur
experimentelle Induktion deRespiratory Bursiingesetz{Maly & Schirer-Maly, 1995).

Mit den eingesetzten experimentellen Systemen soll unter anderem die Bedeutung des
Respiratory Burstund reaktiver Sauerstoffspezies bei der Tumorprogression untersucht
werden. Studien zur Folge soll PMA neben der erhOhten Freisetzung von reaktiven
Sauerstoffspezies unter anderem zu einer Erhdhung der Spiegel an 8-oxoG in HelLa-Zellen
(Bhimani et al., 1993)und HL60-ZellenTakeuchi et al., 1994¥ihren.

2.2 Oxidative DNA-Modifikationen

Oxidative DNA-Modifikationen sind die Produkte von Reaktionen der unterschiedlichen
reaktiven Sauerstoffspezies mit einem Bestandteil der DNA. Es kann also ebenso zu einer
oxidativen Schadigung des Zucker-Phosphat-Rickgrats als auch einzelner DNA-Basen
kommen. Die Tatsache, dal3 man unter zellfreien Bedingungen bislang tber 100 verschiedene
DNA-Modifikationen nachweisen konn{@on Sonntag, 1987; Dizdaroglu, 1992)af3t auf

eine grof3e Anzahl unterschiedlicher Schadigungsmechanismen schliel3en.

So findet man zum einen DNA-Einzel- und Doppelstrangbrij&ies, 1986; Ciulla et al.,

1989; Epe et al., 1988)Sie gehen aus der Hydrolyse von Desoxyribose-Phosphat-Bindungen
hervor. Des weiteren treten AP-Stellen (apurinische bzw. apyrimidinische Stellen) auf, die bei
der Hydrolyse der N-glykosidischen Bindung zwischen Base und Desoxyribose entstehen. Oft
wird die Desoxyribose bei diesen hydrolytischen Spaltungen zusatzlich oxidativ modifiziert
(OhUigin et al., 1987; Piette et al., 198X Abb. 2.10).
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Abb. 2.10 Strukturformeln einer Auswahl von DNA-Modifikationen, die durch ROS
induziert werden.

Zum anderen kommt es zu verschiedentlichen Oxidationen der DNA-B@selet et al.,

1997; Epe, 1995)(Abb. 2.10), die sowohl in zellfreier DNA als auch in DNA von
Zellkulturen nachgewiesen wurden.

Dabei wird ein Oxidationsprodukt der Purinbase Guanin, das 8-Hydroxyguanin (7,8-Dihydro-
8-oxoguanin, 8-0xoG), als die bedeutendste aller DNA-Modifikationen betrachtet, was zum
einen in seiner relativen Haufigkeit und zum anderen in der bekannten prAmutagenen Wirkung
dieser Modifikation (s. Kapitel 2.3) begriindet liegt. Die Anzahl von 8-0xoG in der DNA eines
Organismus wird als ein zuverlassiger Biomarker fur zellularen oxidativen Strel3 betrachtet
(Kasai & Nishimura, 1993) Die grol3e Haufigkeit dieser Modifikation erklart sich dadurch,
dal3 die Purinbase Guanin das niedrigste Oxidationspotential aller DNA-Basen besitzt, also
am leichtesten einer Oxidation unterli€bfiittermann, 1982) Aus gebildetem 8-oxoG oder
8-Hydroxyadenin (8-oxo0A), das in sehr viel geringerer Haufigkeit in der DNA vorgefunden
wird, kann durch Offnung des Imidazolrings ein Formamidopyrimidin (FAPY) entstehen
(Fuciarelli et al., 1990; Dizdaroglu, 1992; Dizdaroglu, 19938-o0xoG und auch 8-0x0A —

in weit geringerem Ausmald — kdnnen experimentell durch die Behandlung von DNA bzw.
Zellen mit Dbeispielsweise Kaliumbromat, Hydroxylradikalen oder Singulettsauerstoff
induziert werden(Kasai et al., 1986; Kasai et al., 1987; Ballmaier, 1993; etc.yo0
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modifizieren auch viele Photosensibilisatoren, die im sichtbaren Bereich des Lichtes
absorbieren (Riboflavin, Proflavin, Hamatoporphyrin, Methylenblau, Acridinorange, Rose
Bengal), fast ausschlie3lich Guanin und dieses vorrangig zu 8-(Re@e et al., 1981;
Cadet & Teéoule, 1978; Lee & Rodgers, 1987; Kawanishi et al., 1986)

Auch die Pyrimidinbasen Thymin und Cytosin unterliegen Oxidationsreaktionen, wenn auch
wie bereits erwéhnt in geringerem Ausmal3. Dabei kommt es meist zur Modifizierung der
Doppelbindung zwischen der Position 5 und 6 im Pyrimidin-Ring. So kann die Bildung von
verschiedenen 5,6-Dihydropyrimidinen wie Glycolen und Hydraten von Thymidin und
Cytidin und deren Fragmentierungsprodukte (z.B. 5-Hydroxy-5-methylhydantoin) beobachtet
werden(Breimer & Lindahl, 1985; von Sonntag, 1987) 5-Hydroxycytidin, das in &hnlich
hohen Konzentrationen wie 8-0xoG in Niere und Leber von Ratten gemessen'Wagtesr

et al., 1992) geht wahrscheinlich unter Abspaltung von Wasser aus Cytosinglycolen hervor.
Eine weitere Modifikation der Pyrimidine sind die Pyrimidindimere, die zwar nicht aufgrund
oxidativer DNA-Schadigung entstehen, aber auch als Begleiterscheinung bei Schadigung mit
Photosensibilisatoren und sichtbarem Licht (s.0.) auftreten. Sie gehen aus [2+2]
Cycloadditionsreaktionen zweier benachbarter Pyrimidine hervor und stellen eine
typischerweise durch UV-Licht (260 nm) verursachte Basenmodifikation dar.

Letztlich kann es auch zu Quervernetzungen zwischen DNA und Proteinen kommen.
Beispielsweise konnte die Entstehung von Bindungen zwischen der DNA-Base Thymin und
der Aminosaure Tyrosin in Gegenwart von Sauerstoff gezeigt wendeckerdien et al.,

1991)

2.3 Biologische Konsequenzen oxidativer DNA-Schaden

Hat sich in der DNA einer Zelle ein Schaden ereignet, so kann dies grundsatzlich zu drei
unterschiedlichen Ereignissen fiihren. So kann der DNA-Schaden durch die vorhandenen
Reparaturmechanismen vollstandig und fehlerfrei behoben werden (s. Kapitel 2.4), wodurch
die Integritat der DNA bewabhrt bliebe. Eine weitere Mdglichkeit ist, dal’3 die Schadigung so
massiv ist, dal3 sie durch die vorhandenen Reparaturmechanismen nicht mehr oder nicht
schnell genug behoben werden kann. Dies kénnte zur Blockade der Transkription und bzw.
oder der Replikation fuhren und schlie3lich das Absterben (Einleitung der Apoptose ) der
Zelle bedeuten. Letztlich kann auch der Fall eintreten, daf? der DNA-Schaden nicht oder nicht
fehlerfrei repariert wird und dies bei der nachsten Replikation der DNA zu einer Mutation
fuhrt. Eine Mutation wiederum kann bei Zugrundelegung des Mehrstufenkonzepts der
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KrebsentstehungNeumann, 1992)einen Schritt auf dem Weg zur malignen Entartung einer
Zelle bedeuten (s. auch Kapitel 2.4.6).

Im folgenden sollen nun die typischerweise aus oxidativen Schéadigungen hervorgegangen
DNA-Modifikationen (s. Kapitel 2.2) hinsichtlich ihrer Konsequenzen referiert werden.

Die Basenmodifikation 8-oxoG besitzt unbestritten ein prAmutagenes Potential. So konnten
sowohl in Prokaryonten, Hefen als auch in S&augerzellen -G:8 Transversionen
beobachtet werden, die auf Paarungen von 8-oxoG mit Adenin wahrend der Replikation
beruhen (s. Kapitel 2.4.2.1.1; Abb. 2.1ood et al., 1990; Shibutani et al., 1991; Klein et

al. 1992; Michaels et al., 1992; Thomas et al., 1990)ntersuchungen zur quantitativen
Beurteilung des pramutagenen Potentials von 8-oxoG ergaben, daf} beim Einbringen von 8-
oxoG-beinhaltenden, einzelstrangigen Vektoren in Saugerzellen eine Mutagenitat von 2.5 %
bis 4.8 % resultiert(Moriya, 1993). Diese relativ niedrige Mutagenitdt kann mit dem
Vorhandensein effizienter Reparaturmechanismen fir 8-oxoG (s. Kapitel 2.4.2.1) erklart
werden.

Das oxidierte Adenin 8-0x0A, das bei der Replikation keine Fehlpaarungen eingeht, war bei
einem direkten Vergleich mit 8-0xoG in einem Vektorsystem um etwa eine Zehnerpotenz
weniger mutagefWood et al., 1992; Shibutani, 1993)

Foramidopyrimidine (FAPY) besitzen im Gegensatz dazu kein mutagenes Potential, sondern
fuhren zur Blockade der Replikatighudek et al., 1992)

Uber die Konsequenzen oxidierter Pyrimidine ist bekannt, daR cis-Thyminglycole zu einer
Blockade der Replikation fuhrefEvans et al., 1993und in doppelstrangiger DNA keine
Mutationen zu verursachen scheinéBasu et al., 1989; Hayes et al., 1988Die
Modifikationen vom Typ der 5,6-Dihydrocytosine scheinen gegenuber unmodifizierten
Cytosinen eine erhthte Rate an spontanen Desaminierungen aufzui@iBennell et al.,

1994) Dies kann zu einer Erh6hung der G:@&:T Transitionen beitragen, die auch als Folge

der spontanen Methylierungen und Desaminierung von Cytosin zu Thymin resultieren. Auch
das 5-Hydroxycytosin gilt als pramutagene Basenmodifikation, die fir eine erhéhte Rate von
G:C- AT Transitionen verantwortlich gemacht wird. Unter zellfreien Bedingungen konnte
gezeigt werden, dald in Abhangigkeit des Sequenzkontextes neben Guanin sowohl Adenin als
auch Cytosin mit 5-Hydroxycytosin im DNA-Doppelstrang pé&Rurmal et al., 1994)
DNA-Doppelstrangbriiche, welche grof3e Deletionen als auch Chromosomenaberrationen
verursachen konnen, wirken sich sowohl stark toxisch als auch mutagen im Genom einer
Zelle aus. Dagegen werden entstandene Einzelstrangbriiche effizient régdwuechill et

al., 1991) doch kénnen sie nicht als prAmutagene Modifikationen ausgeschlossen werden.
Schlie3lich tragen noch AP-Stellen zur Mutagenese bei. Diese Modifikation stellt eine
informationsleere Stelle in der DNA dar, die zur Blockade der Replikation fuhrt. In Versuchen
mit einem Shuttle-Vektor, der eine AP-Stelle beinhaltet, wurde bei der Replikation in
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Saugerzellen bevorzugt Guanin gegenuber der AP-Stelle inkorporiert. So kénnen AP-Stellen
zu Basenaustauschmutationen fuhfleto et al., 1992; Klinedinst & Drinkwater, 1992)

Des weiteren kann durch die spontane oder enzymatische Umwandlung einer AP-Stelle in
einen Strangbruch die Entstehung von Deletionen beguinstigt sein.

2.4 DNA-Reparaturmechanismen

Im Verlaufe der Evolution haben sich in pro- und eukaryontischen Zellen ausgefeilte
Verteidigungsmechanismen zur Bewahrung der Originalitdt ihrer Erbsubstanz ausgebildet.
Diese Reparaturmechanismen sind infolge der Entwicklung von immer leistungsfahigeren
molekularbiologischen Methoden teilweise schon gut charakterisiert, weisen aber immer noch
viele unverstandene und unbekannte Bereiche auf. Zum Verstandnis der komplexen Vorgange
wird oft von einfachen Organismen wie dem Prokaryolischerichia coliausgegangen, um

dann eine Homologiesuche in eukaryontischen Organismen anzuschlief3en (s. Kapitel 2.4.2.1).
Nach dem heutigen Kenntnisstafi@kmple & Harrison, 1994; Wood, 1996; Sancar, 1996;
Friedberg, 1996; Modrich & Lahue, 1996; Kaina, 1997) kann man die DNA-
Reparaturmechanismen grob in die folgenden Gruppen einteilen:

Direkte Reparatur (Schadenreversion)
Basen-Exzisions-Reparatur (BER)
Nukleotid-Exzisions-Reparatur (NER)
Postreplikative ReparatuM{smatchReparatur).

24.1 Direkte Reparatur (Schadenreversion)

Die direkte Reparatur von DNA-Schaden spielt dem heutigen Wissen nach nur bei der
Photoreparatur von Pyrimidindimeren und Alkylierungen eine Rolle.

So kann nach Induktion von Pyrimidindimeren durch UV-Strahlung, diese Modifikation der
DNA direkt durch das Enzym Photolyase behoben werden. Dabei wandelt die Photolyase
unter Ausnutzung der Energie von nahem UV- und sichtbarem Licht diese Modifikation
wieder in zwei Pyrimidinnukleotide um. Dieses Enzyme liegt in einigen Saugetieren vor, die
Existenz im Menschen ist umstritten.
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Die direkte Reparatur von bestimmten Alkylierungsschaden wird durch®dige@ylguanin-
DNA-Methyltransferase (MGMT) bewerkstelligt. Es handelt sich hierbei um ein
Suizidenzym, das bisher in allen Spezies- gefunden wurde. Die Substratspezifitat erstreckt
sich auf G-Methylguanin, G-Ethylguanin, G-Butylguanin und methylierte Phosphotriester.

Bei der Enzymreaktion tbertragt die MGMT die Alkylgruppe vom Substrat auf sich selbst,
was zur eigenen Inaktivierung fuhrt.

2.4.2 Basen-Exzisions-Reparatur (BER)

Das Basen-Exzisions-Reparatur-System  prozessiert in der Hauptsache solche
Basenmodifikationen, die in der DNA keine oder nur geringflgige Distorsionen verursachen.
Substrate der BER sind somit neben methylierten Basen durch reaktive Sauerstoffspezies oder
durch ionisierende Strahlung bedingte oxidierte, reduzierte oder fragmentierte Basen.

Den ersten Schritt der BER stellt die Erkennung und anschlieBende Entfernung der
modifizierten Base durch eine spezifische Glykosylase aus der DNA dar. Dazu spaltet das
Enzym hydrolytisch die N-glykosidische Bindung zwischen modifizierter DNA-Base und der
Desoxyribose, woraus eine AP-Stelle in der DNA resultiert. Diese wird dann durch eine AP
Endonuklease 5' zur AP-Stelle eingeschnitten und eine Phosphodiesterase schafft durch
Entfernung des verbliebenen 5'-Desoxyribosephosphates eine 1-Nukleotid-Spalte in der DNA.
Anstelle der Phosphodiesterase kann auch mit Hilfe einer Exonuklease eine Spalte von 1 bis 5
Nukleotiden geschaffen werden. Die jeweilige Spalte wird von der Reparturpolymerase
(DNA-Polymerasd3) aufgeflllt und von einer Ligase schliel3lich versieg&ftanov &

Lindahl, 1994; Seeberg et al., 199%ygl. Abb. 4.4, linke Seite).

Neben diesemShort-patchReparaturweg wird seit kurzem in S&ugerzellen auch ein
Reparaturweg der BER beschrieben, bei dem gréRerer DNA-Stidckepatch) im Bereich

der modifizierten Base ersetzt werden. Bei diesem sogenannten PCNA-abhéngigen
Reparaturweg proliferating cell nuclear antigenwerden nach Schaffung von grél3eren
Lucken — in 3'-Richtung ausgehend von der AP-Stelle — Stiicke von 7 bis 14 Nukleotiden von
der DNA-Polymerasé odere in die DNA eingefugt(Frosina et al., 1996; Klungland &
Lindahl, 1997; Matsumoto et al., 1994) Am Anfang dieses PCNA-abhéngigen
Reparaturweges steht ebenfalls die Enzymreaktion der modifizierten Base mit einer
Glykosylase und einer AP-Endonuklease.

Neueste Befunde weisen darauf hin, daf} di®ng-patchVariante der BER
replikationsgekoppelt (an der Replikationsgabel) erf@dterlei et al., 1999)
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Viele der DNA-Glykosylasen sind mit einer AP-Endonukleaseaktivitat assoziiert, weshalb
man diese auch als Reparaturendonukleasen bezeichnet. Dies ermdglicht es ihnen sowohl die
glykosidische Bindung zwischen Base und Zucker als auch die Phosphodiesterbindung 3' zur
geschadigten Base in einer konzertierten Aktion zu spalten, wobei als Zwischenstufe eine
Schiff'sche Base zwischen Enzym und DNA auftftbdson et al., 1994)Die verschiedenen
menschlichen DNA-Glykosylasen und ihre unterschiedliche Substratspezifitditen werden im
folgenden kurz beschriebéGunningham, 1997; Krokan et al., 1997)

Die verschiedenen Uracil-DNA-Glykosylasen (UNG) entfernen Uracil aus der DNA,
welches entweder aufgrund von Fehleinbau durch die DNA-Polymerase oder wegen
spontaner Desaminierung von Cytosin in der DNA vorliegt. Die Proteine besitzen keine
zusatzliche AP-Lyaseaktivitat.

Die Hydroxymethyluracil-DNA-Glykosylase beseitigt Hydroxymethyluracil aus der DNA,
welches entweder durch Oxidation der Methylgruppe von Thymin oder durch
Desaminierung von 5-Hydroxymethylcytosin entsteht. Auch diese Glykosylase besitzt
keine AP-Lyaseaktivitat.

Die Thyminglykol-DNA-Glykosylase ist das Homolog zur Endonuklddsaus E. coli

Das Enzym erkennt gesattigte, oxidierte und fragmentierte Pyrimidine, welche unter
anderem beiy- und UV-Strahlung generiert werden. Diese Glykosylase besitzt eine
assoziierte AP-Lyaseaktivitat, spaltet aléa 3-Elimination Zucker-Phosphatbindungen an
AP-Stellen. Die Strukturen und Motive in der Endonuklddséndet man in vielen
Glykosylasen wieder, was zur einer Klassifizierung in Enzym-Superfamilie -
beispielsweise der EndonukledB&ihnlichen Glykosylasen — herangezogen werden kann.
Die N-Methylpurin-DNA-Glykosylase (MPG) ist ein 33 kDa Enzym ohne assoziierte AP-
Lyaseaktivitat, welches tber eine vergleichsweise breite Substratspezifitat verfigt. Zu den
Substraten zahlen 7-Alkylguanin, 3-Methyladenin, 3-Methylguanin, Hypoxanthin und
1,N®-Ethenoadenin. Eine Reparatur von 8-oxoG wird diskutiert (s. Kapitel 2.4.2.1.3).

Die 8-Hydroxyguanin-DNA-Glykosylasen in Pro- und Eukaryont&scherichia coti

FPG, Eukaryonten: Oggl) werden ausfihrlich in Kapitel 2.4.2.1 besprochen. Die
Substratspezifitaten sind in Tab. 2.2 (FPG) und Tab. 2.3 (Oggl) wiedergegeben.
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FPG Endo- Endo- T4-Endo- Exo-
nuklease Il | nuklease IV| nuklease V | nuklease llI

AP-Lasionen

normal + + + +

1'-oxidiert - - + -

4'-oxidiert + + + + (9
Basenmodifikationen

8-Hydroxyguanin + - - - -

FAPY-Guanit + - - - -

FAPY-Adenirt + - - - -

5,6-Dihydropyrimidine - + - - -

Pyrimidin-Photodimere - - - + -

a Erkennung bendotigt sehr hohe Enzymkonzentrationen (200 U/ml).
b 2,4-Diamino-6-hydroxy-5-formylamino-pyrimidin.
¢ 2,6-Diamino-5-formylamino-pyrimidin.

Tab. 2.2 Bakterielle Reparaturenzyme und durch sie erkannte DNA-Modifikationen.

Die Substratspezifitdt der verschiedenen Reparaturendonukleasen kann man sich auch
experimentell bei der Charakterisierung von geschadigter DNA zu Nutze machen. So lassen
sich die durch die Reparaturendonukleasen generierten Strangbriiche beispielsweise mit dem
Relaxations-Assay (Kapitel 4.2.7) oder der Alkalischen Elution (Kapitel 4.2.1) quantifizieren
(Epe, 1993; Epe & Hegler, 1994)Hochreine, bakterielle Enzyme werden so als ,Sonden*

zur Charakterisierung von DNA-Schaden und deren Schadenspi&en1995)eingesetzt.

Eine Auswahl von bakteriellen Reparaturendonukleasen mit ihren Substratspezifitdten ist in
Tab. 2.2 dargestellt.

2421 Reparaturenzyme fir 8-Hydroxyguanin in Pro- und Eukaryonten

Eine besondere Bedeutung hat die BER fur die Entfernung der durch reaktive
Sauerstoffverbindung haufig verursachten Oxidationsprodukte der Guaninbasen aus der DNA
(Boiteux & Radicella, 1999) Die Bedeutung dieses Reparaturweges spiegelt sich einerseits
in seiner Konservierung wahrend der Evolution vom Prokaryonten tber einfache Eukaryonten
bis hin zu den Saugern und dem Menschen wieder. Andererseits konnte demonstriert werden,
welches mutagene Potential von in der DNA verbliebenem 8-Hydroxyguanin ausgeht (s. auch
Kapitel 2.3).
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24211 Reparaturenzyme fir 8-Hydroxyguanin inEscherichia coli FPG, Mut Y
und Mut T

Gegen die Gefahrdung des Genoms durch 8-oxoG gibt es in dem Prokaiyscienichia

coli ein mittlerweile gut untersuchtes Verteidigungssystem dreier Proteine (Abb. 2.11). Mut T,
eine Nukleosidtriphosphatase, verringert dabei durch Umsetzung von 8-oxodGTP zu 8-
oxodGMP, das Angebot von 8-0xodGTP im Nukleotid-Pool und damit die
Wabhrscheinlichkeit, dal3 8-oxodG bei der Reparatur oder Replikation in die DNA des
Bakteriums inkorporiert wird. Das zweite Protein, FPG-Protein, ist eine 8-oxoG-Glykosylase
mit gleichzeitiger AP-Lyaseaktivitat, das eingebaute oder in der DNA generierte 8-0x0G-
Basen aus dem Doppelstrang entfernt. Dabei katalysiert das FPG-Protein neben der
glykosidischen Abspaltung der 8-oxoGuaninbase eine sukzessive Entfernung der basenfreien
Desoxyribosevia B-Eliminierung und&-Eliminierung aus der Zucker-Phosphat-Kette der
DNA. Das fur FPG codierende Gen wurde 1987 kloniert. Das Protein ist ein 30.2 kDa
Monomer (269 Aminosauren) mit einer Zink-Finger-Struktur an der DNA-Bindungsdomane
(Boiteux et al., 1987) Durch FPG nicht entfernte 8-oxoG-Basen paaren bei der nachsten
Replikation der DNA aufgrund der veranderten chemischen Struktur der Guaninbase
bevorzugt mit Adenin. Eine nicht behobene 8-0xoG:A-Fehlpaarung manifestiert sich bei der
darauffolgenden Replikation als Punktmutation (GTTCA Transversion).

Das dritte Protein schlie3lich, Mut Y-Protein, ist eine Adenin-DNA-Glykosylase mit
assoziierter AP-Lyaseaktivitat, die Paarungen von Adenin mit 8-oxoG erkennt und die
Adeninbase nur aus solchen Fehlpaarungen entfernt. Bei der anschlielRenden
Reparatursynthese unter der Beteiligung der DNA-Polymerase | wird gegentber von 8-oxoG
bevorzugt ein Cytosin eingebaut, was wieder die Erkennung und Reparatur durch das FPG-
Protein ermdglicht. Falls sich nochmals die Paarung mit Adenin ergeben hat, kann ein
weiteres Male das Mut Y-Protein aktiv werd@tichaels et al., 1992; Grollman & Moriya,

1993)
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Abb. 2.11 Zusammenspiel von FPG, Mut T und Mut Y zur Entfernung von 8-oxoG aus
dem Genom vokischerichia colnachGrollman & Moriya (1993).

Die grof3e Bedeutung der Proteine FPG, Mut Y und Mut T fur die Integritat der DNA wird bei
der Betrachtung der entstandenen Phénotypen nach Inaktivierung der Gene deutlich. Bei der
gezielten Inaktivierung dasut FGens IinE. coli zeigt der entstandene Bakterienstamm einen
spontanen AT C:G Phanotyp(Tajiri et al., 1995), wobei die Spontanrate an A:IC:G
Transversionen nachgewiesenermalf3en durch die Mut Y-Funktion in diegem-Stamm
verursacht wird(Vidmar & Cupples, 1993) was im Einklang mit dem in Abb. 2.11
zusammengefaliten Abwehrsystem steht.

Waéhrend die Inaktivierung eines der beiden G Yundfpg zu einer 10- bis 100-fachen
Erh6hung der spontanen Mutationsrate fuhrt, wird beim Ausfall beider Gene eine Gber 1000-
fach erhthte Spontanrate beobachtet, wobei von 8-oxoG herriihrende, TGAC
Transversionen das Mutationsspektrum jeweils klar domini@kéinhaels et al., 1992)
Letzteres demonstriert das synergistische Prinzip der 8-oxoG-Reparatur durch die beiden
Proteine FPG und Mut T.
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24.2.1.2 Reparaturenzyme fir 8-Hydroxyguanin in der Hefe Saccharomyces
cerevisiaeyOgg1l, Ntgl

Als Funktionshomolg zum FPG-Protein wurde in der H8&echaromyces cerevisials
yOggl-Protein entdeckt und kloni€Auffret van der Kemp et al., 1996) Dabei zeigte sich

beim Vergleich der Aminosauresequenzen, dafl das FPG und das yOggl-Protein keinerlei
strukturelle Verwandtschaft aufweisen, sondern sogar vollkommen verschiedenen
Enzymfamilien entstammen. Das 376 Aminosaure grof3e yOggl-Protein (s. auch Tab. 2.3)
besitzt keine Zink-Finger-Struktur und wird im Gegensatz zum FPG-Protein der Enzym-
Superfamilie der Endbl-ahnlichen Enzyme zugerechn@uffret van der Kemp et al.,

1996; Nash et al., 1996 Das yOggl-Protein stellt eine Glykosylase dar, die 8-oxoG, FAPY-

G und Methyl-FAPY-G in geschadigter DNA erkerfAuffret van der Kemp et al., 1996;

Nash et al., 1996; Karahalil et al., 1997)Sie besitzt ebenfalls wie FPG eine AP-Lyase-
Aktivitat, die via B-Eliminierung verlauft(Auffret van der Kemp et al., 1996; Nash et al.,

1996; Girard et al., 1997) Im Gegensatz zum FPG-Protein erfordert die AP-Lyaseaktivitat
von Oggl jedoch eine Cytosin-Base gegenuber der AP-StGileard et al., 1997)
Untersuchungen zeigten, dal3 die Enzymreaktion des yOggl-Proteins Uber eine kovalente
Zwischenstufe von Enzym und DNA verlauft. Dabei bildet sich bei Entfernung einer
oxidierten Base eine Schiff'sche Base zwischen dem Lysin 241 — unter Beteiligung der
Asparaginsaure 260 als Protonengeber — von yOggl und dem 1'-Kohlenstoff des betreffenden
Ribose-Molekils augNash et al., 1996; Girard et al., 1997)Der gleiche Mechanismus
konnte bei Endonukleask am entsprechenden LysitP0 gezeigt werdefNash et al., 1996;

Girard & Boiteux, 1997).

Der Verlust des intaktepOGG+Gens filhrt zu keiner Veranderung der Uberlebensfahigkeit,
aber zu einem spontanen Mutator-Phanotyp des betreffenden Hefestamms, wobei wieder die
G:C- T:A Transversionen deutlich dominieréfhomas et al., 1996) So komplementiert

das yOggl-Protein auch teilweise den Mutator-Phanotypfpgmut Y-defektenE. coli und

kann aufgrund all dieser Befunde als funktionelles Homolog von FPG angesehen werden
(Auffret van der Kemp et al., 1996)
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yOggl a-hOggl B-hOggl
Genort Chromosom Vi 3p25 3p25
Aminosauren im Protein 376 345 424
MolekularmassékDa] 42.8 38.8 47.2
Isoelektrischer Punkt 8.83 8.89 6.52
Zellulare Lokalisierung
Zellkern n.b. Ja Nein
Mitochondrium n.b. Nein Ja
Enzymaktivitaten
DNA Glykosylase Ja Ja Ja
Methyl-FAPY-G:C Ja Ja Ja
FAPY-G:C Ja n.b. n.b.
8-0xoG:C Ja Ja Ja
8-0x0G:A Nein Nein Nein
8-o0x0A:C Ja Ja n.b.
AP-Lyase Jap-Elimination Jaf-Elimination JaB-Elimination
AP:C Ja Ja Ja
AP:A Nein Nein n.b.
Mutator-Phanotyp G.CTA n.b. n.b.
Komplementierung
E. coli fpg/mut Y Ja Ja Ja
S.cerevisiae oggl Ja Ja n.b.
DNA-Schaden induzierbar Nein n.b. n.b.

Tab. 2.3

aus Hefe und Mensch (aBsiteux & Radicella, 1999.

Vergleichende Zusammenstellung der Enzymeigenschaften der Oggl-Proteine

Ein weiteres Enzym irSaccharomyces cerevisjadas eine hohe Sequenzhomologie zur
Endonukleasél aufweist ist Ntgl(Eide et al., 1996) Es ist 45 kDa grof3, besteht aus 399
Aminosauren, weist aber im Gegensatz zur Endonuklddssn [4Fe-4$ Eisen-Schwefel-
Cluster-Motiv auf(Tayer et al., 1995) Ntgl ist ebenfalls eine Glykosylase mit assoziierter
AP-LyaseaktivitatSenturker et al., 1998; Bruner et al., 1998)WahrendSenturker et al.
(1998) berichten, dall Ntgl =zwar verschiedene, oxidierte Pyrimidine und
Formamidopyrimidine aber kein 8-oxoG aysbestrahlter DNA ausschneidet, wird von
Bruner et al. (1998)die Erfassung von 8-0xoG durch Ntgl in Opposition zu allen vier Basen
geschildert. Des weiteren gibt es einen Befund, wonac8. icerevisiaeeine spezifische
Glykosylaseaktivitat — wahrscheinlich aufgrund von Ntgl — fur Methyl-FAPY-G und
8-0x0G:G vorliegt(De Oliveira et al., 1994).Bei der Inaktivierung deNTG1-Gensequenz,
entsteht nach Berichten vdiide et al. (1996)in lebensfahiger Stamm, der keinen Mutator-
Phanotyp zeigt, aber eine erhdhte Sensitivitat gegentber oxidativen AgentienQyiertd
Menadion zeigt.
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In S. cerevisiaekonnte bislang weder aufgrund von Homologie-Untersuchungen noch bei
funktionellen Screening-Tests — auf Komplementierung des Mutator-Phanotyps von
fpg/mut Ydefekten Bakterien — ein Protein gefunden werden, das eine Homologie zu Mut Y
aufweist. Der Befund, dal’ in Zellextrakten v8n cerevisiaekeine fur MutY typische
Adenin-Glykosylaseaktivitat nachgewiesen werden kortateroffentlicht, s. Boiteux &
Radicella, 1998)fuhrt zu der Annahme, das ein solches Homolods.irterevisiaenicht
existiert.

In S. cerevisiaeist bisher auch kein der&. coli Mut T-homologes Enzym beschrieben
worden.

24.2.1.3 Reparaturenzyme fur 8-Hydroxyguanin in Sdugern: Oggl, Myh und Mth1

Mit Bekanntwerden deyOGGESequenz wurde die Datenbanksuche r@@GG1homologen
Sequenzen in S&ugetieren ermoglicht. Verschiedenen Arbeitsgruppen gelang es schlief3lich
1997 die cDNA fur das menschlicl@GG1 (hOGGJ zu klonieren(Radicella et al., 1997;
Aburatani et al., 1997; Arai et al., 1997; Bjoras et al., 1997; Lu et al., 1997; Roldan-
Arjona et al., 1997; Rosenquist et al., 19970bwohl bezogen auf die Gesamtsequenz nur
eine 38-prozentige Ubereinstinmung der Aminosauresequenzen von yOggl und hOggl
vorliegt, gibt es verschiedene Regionen in beiden Proteinen, in denen mehr als 60 % der
Aminosauren identisch sind. Durch alternatives SpleiRen der mRNA ergeben sich die zwei
unterschiedlichen Proteinex-hOggl mit 345 Aminosauren un@-hOggl mit 424
Aminosauren, wobei beginnend am aminoterminalen Ende die ersten 316 Aminosauren
identisch sind. Das Gen wurde in allen angegebenen Arbeiten rmtgts-Hybridisierungen

auf dem Genabschnitt 3p25 lokalisiert. Beide Proteinformen besitzen aufgrund der Sequenz
der 30 ersten aminoterminalen Aminoséuren eine mogliche Lokalisierung in den
Mitochondrien. Dagegen unterscheiden sich die carboxyterminalen Enden vollkommen
voneinander. In diesem Teil weisen dashOggl und das yOggl neben einem hohen
Konservierungsgrad eine Struktur auf, die vermutlich die Lokalisierung in den Kern (NLS)
bedingt. Bei immunologischen Untersuchungen der subzellularen Lokalisierung beider
hOgg1l-Proteine konnten die gemachten Vorhersagen bestétigt werden. Es zeigte sich, dal3 das
0a-hOggl im Zellkern und dg3-hOggl in den Mitochondrien vorliegTakao et al., 1998)

Ob die Berichte von 8-oxoG-Reparatur in Mitochondrienextrakten von Menschen und Ratten
(Croteau et al., 1997)auf dasp-hOggl zuriickzufiihren sind, ist bislang unbekannt. Neben
der NLS liegen weitere hoch konservierte Motive in dem aus der Hefe stammendem und den
beiden menschlichen Proteinen vor. Eines davon ist das Helix-Haarnadel-Helix-Motiv (HhH-



2. KENNTNISSTAND 29

Motiv), das charakteristisch fur das aktive Zentrum in der Superfamilie der EndonuKlease
artigen Enzyme isfNash et al., 1996)Des weiteren gibt es einige andere hochkonservierte
Strukturen, deren Funktion bislang nicht bekannt sind, was aber vermuten lai3t, daf3 ihnen
wichtige Funktionen bezuglich der Enzymaktivitat zukommen.

In jungerer Zeit konnte ebenso die cDNA fir das homologe Oggl-Enzym in Mausen (mOgg1l)
kloniert werdenTani et al., 1998) Die cDNA kodiert fur ein 345 Aminosauren umfassendes
Peptid und zeigt eine Sequenzibereinstimmung von 84 % mitile@ygl ProteifArai et

al., 1997; Lu et al., 1997; Rosenquist et al., 1997; Tani et al., 1998; Boiteux et al., 1998)
Auch die Strukturierung des Gens in bezug auf Anzahl und Beschaffenheit der Exons zeigt
groRe Ubereinstimmung gegeniiber dem menschliahe®@GG1 Uber eine entsprechenge

Form des Mausehomologs liegen bislang keine Berichte vor. Basierend auf RT-PCR-
Untersuchungen wurde bislang in allen untersuchten Geweben von Mensch und Maus eine
OGGZITranskription nachgewiesen, was fur ein ubiquitdres Vorkommen des Enzyms in
Saugetieren spricht.

Die Substratspezifitat der beiden menschlichen Typen als auch des mOggl stimmen
weitgehend mit der des homologen Hefe-Enzyms uberein (s. Tab. 2.3). Auch bei den Sauger-
Enzymen kommt es bei der katalytischen Enzymreaktion zu einem Schiff'sche-Base-
Intermediat, wobei in den Saugerproteinen das Lysin 249 die Aminogruppe zur Knupfung der
vorubergehenden kovalenten Bindung — analog der bei der Hefe beschriebenen Reaktion —
stellt(Lu et al., 1997;. Nash et al., 1997)

Die Komplementierung der Mutator-Phéanotypen Jpa/mut ¥defektenE. coli als auch
yoggldefekten Hefen durch die jeweiligen Oggl-Saugerproteine lassen vermuten, dafld das
Oggl-Protein auch bei Saugern eine Schlisselrolle bei der Reparatur und damit der
Verhinderung von Mutationen durch 8-oxoG hat. In debeitsgruppe von T. Lindahl

wurden kurzlich mOGGZ-/-)-knock-outMause hergestellt, deren Phanotyp (bezuglich
Reparatur und Gleichgewichtsspiegel von oxidativen DNA-Schaden) u.a. in der vorliegenden
Arbeit untersucht wurden (s. Kapitel 5.4.2). In diesen Tieren konnte bis dato jedoch weder
eine erhthte Rate maligner Transformationen noch andere pathologische Veradnderungen
beobachtet werdefiKlungland et al., 1999)

Im Gegensatz z&. cerevisiaehat man in S&augetieren die mut Yund mut T auskE. coli
homologen Gen®YH undMTH1 nachweisen kénnen.

Das menschliche HomolodeMYH Gen kodiert fir ein Enzym mit 535 Aminosauren und
weist auf struktureller Ebene eine Sequenzibereinstimmung von 41 % mit dem bakteriellen
Mut Y Protein auf. Studien zeigen, dal3 dieses menschliche Protein in den Mitochondrien
lokalisiert ist(Takao et al., 1998) Den Schlul3, dal3 das zum bakteriellen Abwehrsystem —
bestehend aus FPG und MutY — homologe Systemprb®ggl und hMyh nur in den
Mitochondrien von Saugern konserviert ist, kobnnte man mit der Endosymbionten-Hypothese
erklaren. Dagegen spricht jedoch, dald zum einen keine strukturelle Homologie von FPG und
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Oggl gegeben ist und zum anderen auch in Kernextrakten von Saugern eine
Adeninglykosylaseaktivitat bei 8-oxoG:A-Paarungen beobachtet (M Goldrick et al.,

1995) Letzteres spricht also fur ein weiteres Mut Y-homologes Reparaturprotein mit
Zellkernlokalisierung. Dies konnte entweder eine Isoform des bekannten Myh-Proteins oder
ein weiteres bisher unbekanntes Saugerprotein sein.

Saugerhomologe von Mut T (Mth1) wurden kloniert und charakteriSakumi et al., 1993;

Cai et al., 1995) Das homologe Mut T-Protein in Ratten und Menschen besteht jeweils aus
156 Aminosauren. Dabei ist sowohl bei Vergleich der Sdugerproteine miteinander als auch bei
Vergleich mit dem bakteriellen Mut T-Protein eine Aminosauresequenz-Homologie
vorhanden. Bei Expression der cDNA der SaugerenzymmaunT -Stammen VorE. coli

konnte eine deutliche Reduzierung (Komplementierung) der spontanen Mutationsraten dieser
Stdmme gezeigt werden (vgl. Kapitel 2.4.2.1.1).

Uber andere Reparaturwege von 8-oxoG — auRerhalb des beschriebenen und konservierten
bakteriellen Reparatursystems — liegen vereinzelte Befunde vor. So wurde bei den Alkylpurin-
DNA-Glykosylasen (AAG) von Mensch und Maus die Fahigkeit zur Entfernung von 8-oxoG
aus DNA beschriebefBessoh et al., 1993Untersuchungen an AAG(-/Krock-outMausen
zeigten aber die gleiche 8-oxoG-Glykosylaseaktivitat in ZellextraktenKrack-out und
Wildtyp-Tieren (Engelward et al., 1997; Hang et al. 1997)Dergleichen bedingte die
Uberexpression der cDNA fur die N-Methylpurin-DNA-Glykosylase (MPG) in CHO-Zellen
keine verbesserte Reparatur FPG-sensitiver DNA-Modifikatigih, 1999). Dies schliel3t

aus, dald die Gruppe der AAG einen bedeutsamen Anteil zu der Reparatur von 8-oxoG im
S&augergenom beisteuert.

Ferner wird auch ein Beteiligung des NER-Systems an der Reparatur von 8-0xoG nicht
ausgeschlossen. Hiezu wird auf das Kapitel 2.4.3 verwiesen.

2.4.2.2 Rolle des Xrccl-Proteins in der Basen-Exzisions-Reparatur

DasXRCC(X-ray repair cross-complementing-Gen kodiert fur ein 70 kDa Protein, das an

der Reparatur von Einzelstrangbriichen wahrend der BER beteiligt ist, was wahrscheinlich auf
die gezeigten Interaktionen mit einer Form der DNA-Ligésg.ig 1ll) (Nash et al.,1997;
Mackey et al., 1997; Cappelli et al., 1997)nd der DNA-Polymerage (Pol3) (Kubota et

al., 1996; Caldecott et al., 19962uruckgefuhrt werden kann. Des weiteren wird auch von
spezifischen Interaktionen zwischen Xrccl und der Poly(ADP-Ribose)-Polymerase (PARP),
einem Zinkfingerprotein, das an der Signalkaskade von DNA-Schéaden beteiligt ist und an
DNA-Strangbriche binddtle Murcia & Menissier-de Murcia, 1994) berichtet(Caldecott
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et al., 1996; Masson et al., 1998Mlle diese Befunde lassen die Annahme zu, daf3 es sich
beim Xrccl-Protein um eine Art Plattformprotein fur weitere Enzyme zur Formation eines
Reparaturkomplexes innerhalb der BER handelt.

Zellen mit einer Defizienz akRCC1zeichnen sich durch eine Hypersensitivitdt gegentber
Alkylantien, durch eine Sensitivitat gegenuber ionisierender Strahlung, durch eine Anhaufung
von Einzelstrangbriichen nach DNA-Schadigung und durch eine ungewohnlich hohe Frequenz
von Schwester-Chromatid-Austauschen (SCE)(@sirchill et al., 1991; Zdzienicka et al.,

1992; Thompson et al., 1982Bei den defizienten Zellinien EM9 und EM-C11 wurde neben
der XRCC1Defizienz (Caldecott et al., 1995)uch eine Defizienz an Lig I{ICaldecott et

al., 1995; Ljungquist et al., 1994) nachgewiesen, was zu der Annahme veranlaldte, dal3
Mutationen inXRCC1zu einer Destabilisierung der Assoziate bestehend aus den beiden
Proteinen fuhrt(Caldecott et al., 1995)In-vitro-Reparaturexperimente zeigten, dafd in den
Zellextrakten der EM-C11 nur der 1-Nukleotid-Reparturweg der BER durch die Defizienzen
betroffen ist, wohingegen der PCNA-abhéangige Teil der BER durch die Defizienz nicht
beeinflul3t zu sein scheirfKubota et al., 1996) Dies bedeutet, daf3 die Anwesenheit von
Xrccl nicht essentiell fur die Reparatur ist. Dagegen sch¥RCC1 in der frihen
Entwicklung von Organismen eine grol3e Rolle zu spielen, da Maus-Embryonen, die kein
intaktesXRCC21Gen besitzen, nicht lAnger als 8 Tage lebensfahig($itobs et al., 1999)

2.4.3 Nukleotid-Exzisions-Reparatur (NER)

Die NER prozessiert tUberwiegend solche Modifikationen der DNA, die zu grofReren
Distorsionen in ihrer raumlichen Anordnung filhren und dadurch eine Blockade von
Transkriptions- und Replikationsvorgdngen verursachen. Typische Beispiele solcher
Modifikationen stellen Cisplatin-Guanin, Psoralen-Thyminaddukte und (6-4)-Photoprodukte
dar. Andersartige Modifikationen werden in erster Linie von der BER oder der direkten
Reparatur prozessiert, wobei alle bekannten kovalenten Basenmodifikationen auch Substrate
fur das NER-System darstell@duang et al., 1994)

In Pro- und Eukaryonten verlauft die NER nach dem gleichen Prinzip. Ein ATP-abhéngiger
Multienzymkomplex schneidet im Abstand von mehreren Nukleotiden 3' und 5' zur DNA-
Modifikation das Zucker-Phosphat-Gerust des betroffenen DNA-Stranges ein. Die
Exinukleaseaktivitat beruht iBscherichia coliauf den 3 Enzymen desrrABC-System, im
Menschen ist sie auf einen Komplex bestehend aus bis zu 16 Polypeptiden (,Repairosom®)
zurlickzufiihren, der in einem hochkomplexen Zusammenspiel dieser 16 ,Akteure* die
modifizierte Base zusammen mit einem Oligomer von durchschnittlich 24-29 Nukleotiden
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entfernt (Unter den beteiligten Enzymen \Bncoli und Menschen treten keinerlei Sequenz-
Homologien auf.). Sieben dieser 16 menschlichen Polypeptide lassen sich als
Komplementationsgruppen der Erbkrankhédgroderma pigmentosurfXP) definieren und
werden deshalb mit XPA bis XPG bezeichnet. Als weitere Bestandteile des
Polypeptidkomplexes seien hier noch der aus sieben Untereinheiten bestehende
Transkriptionsfaktor TFIIH und die ERC@xcision repair cross complementjrdgroteine 1

bis 3 genannt. Nach dem Einschnitt wird der Komplex durch einen anderen Proteinkomplex
(Postinzisionskomplex) ersetzt, der die Reparatursynthese durchfuhrt — also die entstandene
Lucke unter Zuhilfenahme des gegeniberliegenden DNA-Einzelstranges wieder auffiillt. Die
Reparatursynthese ist wie déong-patchReparaturweg des BER PCNA-abhangig und
erfordert folglich die Anwesenheit der DNA-Polymeraseder €. Schlie3lich wird das
eingefuigte DNA-Stuck durch eine Ligase — héchstwahrscheinlich die Ligase | — versiegelt.

24.4 Transkriptionsgekoppelte DNA-Reparatur (TCR,preferential repai

Die bisher beschriebenen Reparatursysteme beseitigen DNA-Schéden unabhangig davon, ob
der geschadigte DNA-Bereich ein aktiver Bereich ist, der transkribiert wird, oder nur einen
ruhenden, inaktiven Bereich des Genoms darstellt. Dies bezeichnet nggobalsrepair der

DNA. Die Tatsache, dal? sowohl i coli als auch beim Menschen trankribierte DNA (ca.

1 % des Genoms) wesentlich schneller als das tUbrige Genom repariert werden, bezeichnet
man als preferential repair Dies beruht auf einer Kopplung von an der Transkription
beteiligten Faktoren und einem Reparaturkomplex. Die Einzelheiten des Mechanismus sind
im Menschen bisher nicht vollstandig aufgeklart. Aus den bisherigen Beobachtungen laf3t sich
jedoch der prinzipielle Ablauf rekonstruieren. So nimmt man an, dafl3 die an einer DNA-
Modifikation ,hangengebliebene” RNA-Polymerase Il durch TFIIS und die beiden Proteine
CSA/CSB erkannt wird. Nachdem die RNA-Polymerase Il durch TFIIS zur Seite gedrickt
wurde, erfolgt durch das CSA/CSB-Proteinheterodimer und TFIIE die Rekrutierung von XPA
und TFIIH zum Ort der nun wieder freiliegenden DNA-Modifikation. Es kommt dann zu dem
bei der NER beschriebenem, dualen Einschnitt beiderseits der Modifikation und einer
Reparatursynthese mit anschliel3ender Ligation. Der neu synthetisierte, nun unmodifizierte
DNA-Abschnitt kann im Anschlul® gleich wieder von der RNA-Polymerase Il als Matrize
genutzt werden und die begonnene Transkription kann somit unmittelbar fortgesetzt werden.

Ein Ausfall der fir die Proteine CSA und CSB codierenden Gene fuhrt beim Menschen zu
einer als Cockayne’s Syndrom (CS) bezeichneten Erkrankung, die fir die Bezeichnung der
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Gene herangezogen wurde. Diese seltene Erbkrankheit auf3ert sich in den betroffenen
Menschen unter anderem in schweren neurologischen Stérungen. Daneben bedeutet die
Erkrankung den Ausfall des beschriebendpreferential-repairMechanismus. Im
Zusammenhang mit dem Cockayne’s Syndrom wurde Kkirzlich auch von einer
eingeschrankten Kapazitat dém-vitro-Inzision von 8-oxoG in Zellextrakten von CS-
Patienten (Komplementationsgruppe B) berickiBianov et al., 1999) Der Arbeit zufolge

soll in diesen CS-Zellen ein verminderte Expression ROGG1 vorliegen, welche durch
Transfektion durch da8SBGen komplementiert werden konnte. Dies wird so gedeutet, daf3
die Mutation IMCSBGen zu einer defizienten Transkription ve@GG1fuhrt.

2.4.5 Postreplikative Reparatur Mismatch-Reparatur)

Sind Modifikationen der DNA nicht durch die prareplikativen Reparaturmechanismen erfaf3t
worden und ist es bei der Replikation zu einer Basenfehlpaamisghétch gekommen, so
besteht noch die Mdglichkeit diesen Fehler mit Hilfe der postreplikativen Reparatur innerhalb
des Genoms zu korrigieren. Sowohl pro- als auch eukaryontische Organismen verfugen uber
verschiedene postreplikative Reparaturmechanismen. Anhand eines genau charakterisierten
Mechanismus inE. coli soll das Prinzip kurz erlautert werden. Die Voraussetzung der
postreplikativen Reparatur ist die Unterscheidbarkeit des parentalen Stranges und des
neusynthetisierten Tochterstranges der DNAEIncoli wird dies durch eine Methylierung
bestimmter Adenine erzielt, die zeitlich verzdgert nach der Replikation erfolgt. Bis dahin kann
der parentale Strang an seiner Methylierung erkannt werden (,hemi-methylierter DNA-
Doppelstrang). IrE. coli bewerkstelligen die Protein Mut S, Mut L und Mut H die Erkennung
einer MismatchStelle in der DNA, nehmen einen Einschnitt vor und ermdoglichen dann
weiteren Enzymen den Austausch und die Korrektur mdesnatchbeinhaltenden DNA-
Stickes. Mutationen in derk.-coli-Genen mut$S mutL und mutH fohren in den
entsprechenden Bakterienstdmmen zu Mutator-Phanotypen, was die grof3e Bedeutung der
postreplikativen DNA-Reparatur unterstreicht. Im Menschen wurden zu den Bakteriengenen
mut Sund mut L die homologen Gen®ISH2 und MLH1 gefunden. In beiden Féllen konnte
nachgewiesen werden, daf3 Mutationen in diesen Genen einen AusfaMisteatch
Reparatur nach sich ziehen und so im menschlichen Organismus zu genomischen
Instabilitaten fuhren(Fishel et al., 1993; Modrich, 1994) Es konnte in diesen Arbeiten
demonstriert werden, dal3 der Ausfall ddismatchReparatur im Menschen eine hohe
Pradisposition fur die Entwicklung von Tumoren nach sich zieht.
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2.4.6 Die Bedeutung der DNA-Reparatur fir die Kanzerogenese

Es ist bekannt, dal® der Ausfall von bestimmten Genen, die an der DNA-Reparatur beteiligt
sind, ein erhdhtes Krebsrisiko nach sich zieht. Gut belegt ist dies an dem bereits erwdhnten
Beispiel des menschlichen GeMSH2 das an deMismatchReparatur beteiligt ist und ein
Homolog des bakteriellemut SGens darstell{Modrich, 1994) (s. auch Kapitel 2.4.5). Der
Ausfall dieses Gens fluhrt zu einer erblichen Form des Dickdarmkrebses (HINEXeGitary
non-polyposis colon cancderMan weil3, dal3 bereits Individuen mit einer heterozygoten
Mutation in diesem Gen ein erhdhtes Risiko fir eine Folgemutation in dem intakten Allel des
Gens in einer Korperzelle besitzen, also somit ebenfalls eine erhdhte Pradisposition fir diese
Form des Dickdarmkrebses aufweigiaina, 1997).

Da der Ausfall der Reparaturgefigg/mut Yin E. coli bzw. yOGG1in S. cerevisiaezu
sogenannten Mutator-Phanotypen fuhrt (s. Kapitel 2.4.2.1.1 bzw. 2.4.2.1.2), liegt die
Annahme nahe, dal3 ein homologer Verlust des Reparatur@€S1im Menschen &hnliche
Konsequenzen wie im Falle des Ausfalls von beispielswéisE2 haben konnte. Tatséchlich

hat man in jungerer Zeit einige Indizien fur die Richtigkeit dieser Hypothese gefunden. So ist
das OGGLGen auf dem Chromosomenabschnitt 3p25 lokaligRadicella et al., 1997;
Aburatani et al., 1997; Arai et al., 1997; Bjoras et al., 1997; Lu et al., 1997; Roldan-
Arjona et al., 1997; Rosenquist et al., 1997yelcher haufig in bestimmten Karzinomtypen

— speziell klarzelligem Nierenkarzinom und Lungentumoren — auf einem Allel
verlorengegangen ist (Verlust der Heterozygotie, L@BHcker et al., 1996; Naylor et al.,

1987; Yokota et al., 1987; Hibi et al., 1992)nteressant ist, dald auch das von Hippel-Lindau
(VHL)-Tumorsuppresorgen auf dem Chromosomenabschnitt 3p lokalisiert ist. In
Lungentumoren fand man je nach Typ in 73 % bis 100 % der Fé&lle ein LOH im Bereich 3p20-
25 (Arai et al., 1997) Des weiteren gibt es vereinzelte Berichte @BGZXinaktivierenden
Mutationen in menschlichen Lungen-, Nieré@hevillard et al., 1998)und Magentumoren
(Shinmura et al., 1998) Im Falle der Lungen- und Nierentumore wurde die inaktivierenden
Mutationen eindeutig auf Basensubstitutions-Mutationen zurtickgefuhrt.

Ein weiteres Indiz fur die Wichtigkeit der Reparatur von 8-oxoG ergibt sich aus der Analyse
der Mutationsmuster im TumorsuppressorgéB verschiedener Tumortypen. DpS§3-Gen,

das sehr haufig in vielen Krebsarten mutiert ist, weist bei Betrachtung der Mutationsarten in
Lungentumoren — im Gegensatz zu den meisten anderen Tumortypen — eine auffallige
Dominanz von G:G T:A Transversionen auf(Hollstein et al., 1996) Diese
Basensubstitutions-Mutation wird typischerweise von nicht repariertem 8-0xoG verursacht (s.
Kapitel 2.4.2.1.1).
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All diese Berichte stiitzen die Hypothese, dald ahnlich wie der Defekt iMidenatch
Reparatur auch ein Ausfall der Reparatur von Modifikationen, die aus oxidativen Belastungen
resultieren, einen Beitrag zur Kanzerogenese bzw. Tumorprogression leistet. So ist vorstellbar
(Abb. 2.12), daf’ eine Mutation in einem Gen, das fiur die Reparatur oxidativer DNA-Schéden
verantwortlich ist, zu einem Mutator-Phanotyp fuhrt. Als Folge resultiert daraus ein erhdhtes
Risiko fur weitere Mutationen in Zellzyklus-regulierenden Genen und Tumorsuppressorgenen,
was die Entartung einer Zelle nach sich ziehen ko{Baogeux & Radicella, 1998; Boiteux

& Radicella, 1999) Gene, die fur ein Reparaturprotein codieren, hatten demnach eine
tumorsuppressorartige Bedeutung im Modell der Kanzerogenese.

Heterozygote Mutation Verlust oder Mutation Mutation in
in einem Gen der —>» des Wildtyp—AIIeIs: —>» Tumorsuppressorgenen —>»
DNA-Reparatur T Mutator-Phénotyp T (P53, RAS, RB, ..)

Tumor-
progression

exogenes oder o
endogenes Mutagen oxidativer Stref3

Abb. 2.12 Mdgliche Rolle von Mutationen in Genen der DNA-Reparatur in der
Kanzerogenes@oiteux & Radicella, 1998)
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3. Zielsetzung

In der vorliegenden Arbeit sollten verschiedene endogene Faktoren hinsichtlich ihrer
Bedeutung fur den Steady-State-Level und die Reparatur oxidativer DNA-Modifikationen in
Saugerzellen untersucht werden. Hierzu sollten Untersuchungen in verschiedenen Sauger-
zellen mit Hilfe einer modifizierten Alkalischen Elutionstechnik unternommen werden.
Zunachst sollte geklart werden, ob Unterschiede im Steady-State-Level in Abhangigkeit von
Organ-, Gewebe- und Zelltyp auftreten. Dazu sollten u.a. die Steady-State-Level in
Bronchialkarzinom-Zellinien verschiedener Subtypen untersucht werden. Weitere Hinweise
zur Zelltyp-Abhangigkeit der Steady-State-Level sollten durch deren Bestimmung in
Abhangigkeit des Zelldifferenzierungsstadiums in der menschlichen Zellinie HL60 gewonnen
werden.

Ein weiterer Schwerpunkt dieser Arbeit sollte die Untersuchung des Einflusses von
Saugerenzymen sein, die an der Reparatur von oxidativen DNA-Schaden beteiligt sind. Im
Mittelpunkt dieser Untersuchungen standen die erst kirzlich in S&ugern klonierten
8-Hydroxyguanin-glykosylasen (Oggl). Es sollten Erkenntnisse dartiber gewonnen werden, in
welchem MaRe eine Uberexpression oder ein Defekt der fur diese Enzyme kodierenden Gene
zum einen zu einer Veranderung der Steady-State-Level und Reparaturgeschwindigkeiten
oxidativer = DNA-Modifikationen zum anderen zu einer Verdnderung der
Mutationshaufigkeiten und genotoxischen Ereignisse fiihrt. Ahnliche Untersuchungen sollten
auch zur Bedeutung des XRCC1-Enzyms vorgenommen werden.

Zusatzlich sollten in einem bakteriellen Mutationstest quantitative Erkenntnisse Uber die
Mutagenitat oxidativer DNA-Modifikationen gewonnen werden. In Verbindung mit diesen
Erkenntnissen sollten Abschatzungen ermdéglicht werden, in welchem Mal3e ein verénderter
Steady-State-Level oder eine veréanderte Reparatur oxidativer DNA-Modifikationen zu einer
Erhohung des Mutationsrisikos bzw. Krebsrisikos in Saugerzellen beitragt.
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4. Material und Methoden

4.1 Material

41.1 Gerate

Autoklav Tecnoclav 50 (Tecnomara, Italien)

Brutschrank (Bakterienkultur)
Brutschrank (Zellkultur)
Coulter Counter

DNA-Gel-Vermessung
DNA-Gel-Auswertung

Einkanalschreiber
Fluoreszenz-Mikroskop
Fluoreszenzphotometer
Fraktionssammler
Gefrierbehalter (Zellen)

Gefrierschrank (-70°C)
Gelapparatur (Elektrophorese
von Plasmid-DNA)
Gelapparatur (Elektrophorese
von RNA und DNA)
Halogenlampe (1000 W)

Halogentageslichtstrahler
Klonierungsringe
Kahlzentrifuge

pH-Meter

PCR-Gerat

Pipetten

Pumpe (Alkal. Elution)

Rotoren flur Kuhlzentrifuge

Heraeus B 6200 (Heraeus, Hanau)
Heraeus B 5060 EK/€(Heraeus, Hanau)
Modell N Industry (Coulter Electronics LTD, Beds.,
England)
BioRad Gel Doc 1000 (BioRad, Hercules, CA, USA)
Molecular Analy8t(v 2.1, 1995, BioRad Laboratories,
Hercules, CA, USA)
LKB 6520-4 (LKB, Bromma, Schweden)
(Zeiss, Oberkochen) Filter 46 63 01-9901
Kontron SFM 25 (Kontron AG, Zirich, Schweiz)
Ultrorac 2070 Il (Pharmacia / LKB, Uppsala, Schweden)
Flassigstickstoffcontainer TW 750 RS (Taylor Wharton,
Theodore, AL, USA)
Colora UF 85-300S (Colora, Lorch)
Mechanikwerkstatt, Institut fir Toxikologie, Universitat
Wirzburg
EasyCast™, 40-B1 (peglab, Erlangen)

Osram SLG 1000-Studio (Osram, Miunchen) mit Flecta
Halogen Mini-Brenner (Reflekta)
SLG-1000-Studio (Osram, Miinchen)
Werkstatt, Institut fir Pharmazie, Universitat Mainz
Sorvall Superspeed RC2-B (Sorvall, Conn., USA)
PHM 62 (Radiometer, Kopenhagen, Danemark)
Progene (Techne, Cambridge, Grol3britannien)
Pipetman P 20, P 200, P 1000, P 5000 (Gilson,
Frankreich)
Mehrkanalpumpe, Ismatec IPN (Ismatec Laboratoriums-
technik, Zurich, Schweiz)
SS-34, GS-3 (Sorvall, Newton, Conn., USA)
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Schittelinkubator (Bakterien) TH25/SM25 Digi (Edmund Buhler, Bodelshausen)

Spannungsquelle (Elektrophorese) Consort E425 (Consort pvba, Turnhout, Belgien)

Spannungsquell&\estern Blgt Trans-Blof SD, Semi-Dry Transfer Cell (BioRad,
Hercules, CA, USA)

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

Tropfentrichter (Cytospin) Shandon Cytoclip (Shandon, Pittsburg, USA)

Ultraschallbad RK 100 (Bandelin electronic, Berlin)

Ultraschall-Homogenisator SONOPULS; HD 70 mit Sonotrode MS 73 und (Sonifier)
HF-Generator GM 70 (70 W, 20 kHz) (Bachofer, Reut-
lingen)

UV / VIS-Photometer LKB Biochrom Ultrospec 2 (Pharmacia / LKB, Uppsala,

Schweden); Spektralphotometer Hitachi U-2000 (Hitachi
Ltd., Tokyo, Japan)

Zentrifugen Heraeus Biofuge 28 RS (Heraeus, Hanau); Hettich Micro
Rapid/K und Hettich Universal/K2S (Hettich, Tuttlingen);
Ultrazentrifuge Optima LK-80K (Beckmann Instruments,
Palo Alto, CA, USA)

Zytozentrifuge Cytospin 3 (Shandon, Astmoor, England)

4.1.2 Verbrauchsmaterial

Anionenaustauschersaulen QIAGENsaulen TIP 500 bzw. 2500 (QIAGEN Inc.,
Chatsworth, CA,USA)

Blotting-Papier (Proteine) (Schleicher & Schill, Wirzburg)

Cellulosenitrat-Membran (Schleicher & Schiill, Wirzburg)

Dialyseschlauche Spectra Por (Spectrum Medical Ind., Los Angeles, CA,
USA)

DNA-Isolierungs-Kit QlAamf Blood Kit (QIAGEN Inc., Chatsworth,
CA,USA)

Filter (Alkal. Elution) Polycarbonat-Membran, 2 pm, 25 mm, (Nucleopore,
Cambridge, USA)

Filterhalter (Alkal. Elution) Swinnex SX 2500 (Millipore, Holstein, Frankreich)

Filterpapier und Faltenfilter (Schleicher & Schull, Wirzburg)
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Fluoreszenzkivetten

Lochfilter
Objekttrager

PCR-Aufreinigungskit

PCR-Kit

Plastikmaterialien
Protein-Langenstandard

RNA-Isolierungskit
RT-PCR-Kit

Spritzen (Alkal. Elution)
Sterilfilter

Zellkulturflaschen
Zelllysat-Homogenisatoren

Hellma 105251-QS (Hellma GmbH, Mduhlheim);Elkay
Ultra-Vu (Elkay Produkts, Inc., Shrewsbury, MA, USA)
Shandon Filter Cards (Schleicher & Schull, Wirzburg)

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

QIAquick™ PCR Purification Kit
Chatsworth, CA,USA)
Tag PCR Master Mix Kit (QIAGEN Inc., Chatsworth,
CA,USA)

(Eppendorf, Hamburg)

Sigma SDS-7 Dalton Mark VII-L (Sigma Chemie,
Deisenhofen)

RneafiMini Kit (QIAGEN Inc., Chatsworth, CA,USA)
SUPERSCRIPT™, Voramplifizierungssystem zur Erststrang-
cDNA-Synthese (Gibco, Eggenstein)

20cc-Syringe, Luerlock (Becton Dickinson & Co., Ruther-
ford, USA)
PorengroRe 0.22 um (Schleicher & Schill, Dassel)
(Greiner GmbH, Nurtingen)

QIAshredder™ (QIAGEN Inc., Chatsworth, CA,USA)

(QIAGEN Inc.,

Zentrifugenrdhrchen (Greiner GmbH, Nurtingen)
4.1.3 Chemikalien
Adenin Sigma Chemie, Deisenhofen

Agarose (Typ I, low EEO)
Alkalische Phosphatase
Aminopterin

Bacto-Agar
Bacto-Hefeextrakt
Bacto-Trypton (Pepton)
Bisbenzimid

BSA (Bovine Serum Albumin)

Coomassie Brillant Blue G, C.I. Nr. 42655

Dithioerithritol (DTE)

Sigma Chemie, Deisenhofen
Sigma Chemie, Deisenhofen
Sigma Chemie, Deisenhofen
Gibco, Eggenstein
Gibco, Eggenstein
Gibco, Eggenstein
Sigma Chemie, Deisenhofen
Serva, Heidelberg
Serva, Heidelberg
Serva, Heidelberg
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DMSO

DTNB, Ellman’sReagens
(5,5°-Dithio-(2-nitrobenzoeséure))

Gibco, Eggenstein
Sigma Chemie, Deisenhofen
Serva, Heidelberg

Eindeckmittel EDL-2 (Fluoreszenz-Mikroskopie) Linaris, Wertheim-Bettingen

EDTA

EMS (Ethylmethansulfonat)
Ethidiumbromid

Fluorochrom (Hoechst No. 33258)
FUGENE™6 Transfektion Reagent
Giemsa

Geneticitf (G418)

Ham’s F12-Medium

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

[2-ethansulfons&aure])

Fluka, Buchs, Schweiz
Merck, Darmstadt
Roth KG, Karlsruhe
Sigma Chemie, Deisenhofen
Boehringer Mannheim

Sigma Chemie (Nr. GS-500), Deisenhofen

Gibco, Eggenstein
Gibco, Eggenstein
Sigma Chemie, Deisenhofen

8-Hydroxyguanin (2-Amino-6,8-dihydroxy-purin) Aldrich, Steinheim

Sigma Chemie, Deisenhofen

Sigma Chemie, Deisenhofen

Sigma Chemie, Deisenhofen
Sigma Chemie, Deisenhofen

Isopropyl{f3-D-thiogalactopyranosid (IPTG)
Kalberserum, fotales (FCS)
Markerproteine SDS-7 Dalton Mark VII-L
McCoy's 5A-Medium

MEM-Medium Sigma Chemie, Deisenhofen
MOPS (3-(N-Morpholino)-propansulfonsaure) Sigma Chemie, Deisenhofen
Mycphenolsaure Sigma Chemie, Deisenhofen
NADPH Boehringer Mannheim

Natriumdodecylsulfat (SDS)
Nitroblautetrazloium

PEG 3000 (Polyehylenglykol)
Penicillin / Streptomycin-Losung
PMA

Ro 19-8022

Rotiporese Gel 30 (Art.Nr. 3029)
RPMI 1640

SIGMA FAST™ BCIP/NBT-Tabletten
(Art.Nr. B-5655)
Tetraethylammoniumhydroxid (TEAH)
Thymidin
Tetradecanoicphorbolacetat (TPA)

Merck, Darmstadt
Fluka, Buchs, Schweiz
Serva, Heidelberg
Gibco, Eggenstein
Fluka, Buchs, Schweiz
F. Hoffmann-La Roche AG, Basel,
Schweiz
Roth, Karlsruhe
Sigma Chemie, Deisenhofen
Sigma Chemie, Deisenhofen

Fluka, Buchs, Schweiz
Sigma Chemie, Deisenhofen
Sigma Chemie, Deisenhofen
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6-Thioguanin (2-Amino-6-mercapto-purin)
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS)

Triton X-100

Trypsin / EDTA-LGsung

Xanthin

Fluka, Buchs, Schweiz
Serva, Heidelberg

Serva, Heidelberg

Gibco, Eggenstein

Sigma Chemie, Deisenhofen

Ro 19-8022 [ (R)-1-[10-Chloro-4-oxo-3-phenyl-4H-benzo[a]quinolizin-1-yl)carbonyl]-2-pyr-
rolidinmethanol ] wurde dankenswerterweise von Herrn Dr. E. Gocke der Firma F. Hoffmann-
La Roche AG (Basel, Schweiz) zur Verfigung gestellt.

Alle anderen Reagenzien stammten aus Hochschullieferungen oder von verschiedenen

Herstellern und entsprachen grol3tmadglicher lieferbarer Reinheit (p.a.-Qualitat).

4.1.4 Antikérper, DNA, Enzyme und Primer

Antikorper gegen
humanes Bcl-2

Anti-Maus-Antikorper

Desoxyribonuklease |
Glutathionreduktase
Kalbsthymus DNA
PM2-DNA
pPcDNA3.1(-)

pPR65
pSV2gptPlasmid

FPG-Protein

Primer

bcl@ Oncoprotein Ab-1 (Clone 100/D5), Monoklonaler Maus-
Antikorper  (Cat.No. MS-123-S, EOMARKERS, Dunn
Labortechnik GmbH, Asbach)

Phosphatase-gelabelter Antimaus(lgG)-Ziegenantikdrper

(Cat.No. 475-1802, Kirkegaard & Perry, Gaithersburg,
Maryland, USA)
Amplifizierungs-Qualitat  (Cat.No. = 18068-015,  Gibco,

Eggenstein)

Boehringer Mannheim
Serva, Heidelberg
DNA des Bakteriophagen PM2, Praparation n3alditt et al.
(1972)durch I. Schulz, Mainz
Expressionsvektor (Invitrog&nCarlsbad, CA), Praparation s.
Kapitel 4.2.6
Expressionsvektor (Vektorkonstrukt aus pcDNA3.1(-) und der
cDNA des hOGG1-Gens), Praparation s. Kapitel 4.2.6
Plasmid-DNA, Préaparation s. Kapitel 4.2.6
(Formamidgpmidin-DNA-Glykosylase) augscherichia coli
zur Verfugung gestellt von S. Boiteux (Institute Gustave Roussy,
Villejuif, Frankreich)
MWG-Biotech, Ebersberg
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Proteinase K

Reverse Transkriptase
RNase |
Tag-Polymerase

4.1.5

AA8 (CHO-Zellen)

AA8-0gg1-1/9/16/19/22

AS52 (CHO-Zellen)

AS52-09g1-1/2/3

AS52-v.0.-1 yector-only

BEAS-2B

EM9 und AA8-1

F11.1 bzw. 1.2

HL60

lyophylisiert, augitirachium album(Roth, Karlsruhe)
UBERSCRIPT™M-RT-PCR-Kit (Gibco, Eggenstein)

(Serva, Heidelberg)

Taqg DNA-Polymerase (QIAGEN Inc., Chatsworth, CA,USA)

Zellinien, Bakterienstamme und Versuchstiere

Ovarienzellen des Chinesischen Hamsters, erhalten von
J.H.J. Hoeijmakers (Department of Cell Biology and Genetics,
Medical Genetics Centre, Erasmus University, Rotterdam,
Niederlande).

Die Tranfektantenklone Nummer 1, 9, 16, 19 und 22, die aus
der Transfektion der AA8-Zellen mit dem Plasmid pPR65
resultierten.

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

Die Tranfektantenklone Nummer 1, 2 und 3, die aus der
Transfektion der AS52-Zellen mit dem Plasmid pPR65
resultierten.

Der Tranfektant, der aus der Transfektion der AS52-Zellen mit
dem Plasmid pcDNA3.1(-) resultierte.

Immortalisierte humane Bronchialepithelzellen, erhalten von
S.Horn  (Projekt Z2, SFB 519), HTG-Chirurgie,
Verfiigungsgebaude fur Forschung und Entwicklung, Mainz.
XRCC1ldefiziente und Wildtyp-Ovarienzellen des
Chinesischen Hamsters, erhalten von E. Sage, Institut Curie
Recherche, Paris, Frankreich.

Immortalisierte  Fibroblasten vomOGGI1+/+)-Wildtyp-
Mausen bzw.mOGGI1-/-)-knock-outMausen, erhalten von
D. Barnes (Imperial Cancer Research Fund, Clare Hall
Laboratories, South Mimms, Grof3britannien).

Menschliche promyeloische Leuk&mie-Zellinie, erhalten von
M. Clark, Medizinische Poliklinik der Universitat Wurzburg.
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LC-MZ-1

LC-MZ-2

LC-MZ-4

LC-MZ-5

LC-MZ-6als

LC-MZ-7

LC-MZ-8

LC-MZ-9a/s

LC-MZ-10

LC-MZ-11

LC-MZ-13a/s

NCI-H82

Bronchialkarzinom-Zellen (Grof3zeller), erhalten von S. Horn
(Projekt Zz2, SFB 519), HTG-Chirurgie, Verfugungsgebéaude
fur Forschung und Entwicklung, Mainz.
Bronchialkarzinom-Zellen (Grof3zeller), erhalten von S. Horn
(Projekt Zz2, SFB 519), HTG-Chirurgie, Verfugungsgebéaude
fur Forschung und Entwicklung, Mainz.
Bronchialkarzinom-Zellen (Grof3zeller), erhalten von S. Horn
(Projekt Zz2, SFB 519), HTG-Chirurgie, Verfugungsgebéaude
fur Forschung und Entwicklung, Mainz.
Bronchialkarzinom-Zellen (SLCL), erhalten von S. Horn
(Projekt z2, SFB 519), HTG-Chirurgie, Verfugungsgebéaude
fur Forschung und Entwicklung, Mainz.
Bronchialkarzinom-Zellen (Plattenepithelkarzinom), erhalten
von S.Horn (Projekt Z2, SFB 519), HTG-Chirurgie,
Verfligungsgebaude fur Forschung und Entwicklung, Mainz.
Bronchialkarzinom-Zellen (Plattenepithelkarzinom), erhalten
von S.Horn (Projekt Z2, SFB 519), HTG-Chirurgie,
Verfligungsgebaude fur Forschung und Entwicklung, Mainz.
Bronchialkarzinom-Zellen (Adenokarzinom), erhalten von
S.Horn  (Projekt Z2, SFB 519), HTG-Chirurgie,
Verfligungsgebaude fur Forschung und Entwicklung, Mainz.
Bronchialkarzinom-Zellen (Adenokarzinom), erhalten von
S.Horn  (Projekt Z2, SFB 519), HTG-Chirurgie,
Verfligungsgebaude fur Forschung und Entwicklung, Mainz.
Bronchialkarzinom-Zellen (Grof3zeller), erhalten von S. Horn
(Projekt z2, SFB 519), HTG-Chirurgie, Verfugungsgebéaude
fur Forschung und Entwicklung, Mainz.
Bronchialkarzinom-Zellen (Plattenepithelkarzinom), erhalten
von S.Horn (Projekt Z2, SFB 519), HTG-Chirurgie,
Verfligungsgebaude fur Forschung und Entwicklung, Mainz.
Bronchialkarzinom-Zellen (Adenokarzinom), erhalten von
S.Horn  (Projekt Z2, SFB 519), HTG-Chirurgie,
Verfligungsgebaude fur Forschung und Entwicklung, Mainz.
Bronchialkarzinom-Zellen (SCLC), erhalten von S. Horn
(Projekt z2, SFB 519), HTG-Chirurgie, Verfugungsgebéaude
fur Forschung und Entwicklung, Mainz.
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RAW264.7 bzw. Rbcl2-14  Mausmakrophagen-Zellen vom Wildtyp bzBCL-2
Uberexprimierend, erhalten von B. Brine, Medizinische
Abteilung IV, Universitat Erlangen.

Escherichia colDH5a erhalten von P. Radicella, Département de Radiobiologie et
Radiopathologie, Commisariat a [I'Energie Atomique,
Fontenay-aux-Roses, Frankreich; Trager der Plasmide
pcDNAS3.1(-) bzw. pPR65.

Escherichia colDT2 (gpt) wurde zur Verfligung gestellt von E. Dogliotto (Instituto
Superiore di Sanita, Rom, Italien).

Escherichia coli,sure strain“ Trager des Plasmids pSyjat

Versuchsmause mMmOGGI+/+)-Wildtyp-Méause (2 weibliche und 2 mannliche
Tiere, geb. 16.08.98) bzwnOGGI1-/-)-knock-outMause (2
weibliche und 2 mannliche Tiere, geb. 08.08.98 bzw.
30.08.98), erhalten von D. Barnes (Imperial Cancer Research
Fund, Clare Hall Laboratories, South Mimms, Grof3britannien).

4.1.6 Puffer, Losungen, Medien

4.1.6.1 Alkalische Elution

PBSCMF pH 7.4 137 mM NacCl
(autoklav.) 2.70 mM KCI

8.30 mM NabpPOy
1.50 mM KHPOy

BE1(15) pH 7.5 100 mM NacCl
(autoklav.) 20 mM Tris/HCI
1.0 (15.0) mM NaEDTA

BE1/BSA pH 7.5 100 mM NaCl
(autoklav.) 20 mM Tris/HCI
1.00 (15.0) mM NgEDTA
0.10 g/l BSA
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TC-Puffer pH 8.0 50 mM Tris/HCI

(mit BSA) 25 mM CaCp
0.5 g/ BSA

Lysepuffer pH 10.0 100 mM Glycin
20 mM NoEDTA
2 % SDS

pH-Wert mit 2 N NaOH eingestellt

Lysepuffer pH 10.0 100 mM Glycin
(mit Proteinase K) 20 MM N&EDTA
2 % SDS

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

Waschpuffer pH 10.0 20 mM NEDTA
(autoklav.) pH-Wert mit 2 N NaOH eingestellt
Elutionspuffer pH 12.1 20 mM kEDTA

pH-Wert mit TEAH eingestellt

DNA-Standard 50.0 mg/l Kalbsthymus-DNA
in BEp-Puffer
Bisbenzimid-Stammldsung 0.15 mM irpBdest.
(Hoechst No. 33258) die Losung wird aliquotiert bei -20°C gelagert
Phosphatpuffer PP 1 pH 6.0 100 mM PP Oy
Phosphatpuffer PP Il pH 7.2 100 mM pHP Oy
(autoklav.) mit Bisbenzimid 1.0 % (v/v) Bisbenzimid-Stammlésung

(Die Bisbenzimid-Stammldsung wird dem autoklavierten Phosphatpuffer erst unmittelbar vor
Gebrauch in einer lichtgeschutzten Flasche zugesetzt.)
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HBSS pH 7.4 0.185 g CaglP HpO
0.4 g KClI
0.06 g KHhPOy

0.1 MgCh [ H2O

0.1 MgSQ; 7 HpO

8 g NaCl

0.35 g NaHCQ@

0.048 g NaHPOy

1 g D-Glucose

30 mM HEPES

mit H2Ogest.ad 1000 ml

PBS 8 g NaCl
0.2 g KClI
1.15 g NaHPO4 2 HoO
0.2 g KHbPOy
0.134 CaCh [ HpO
0.1 MgCh [ H2O
mit H2Ogest.ad 1000 ml

PBSCMF (10-fach) 80 g NaCl
2 g KCl
11.5 g NaHPO4 [ HpO
2 g KHoPOg
mit H2Ogest.ad 1000 ml

PBSCMF (1x) pH 7.4 10 % PBSCMF (10-fach)
(autoklav.) in BHOdest.
Trypsin/EDTA 0.5 g/l Trypsin

0.2 g/l EDTA

in modifizierter Puck’s Salzlésung A
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Kulturmedium fir AS52
(Routinemedium)

Kulturmedium fiir AA8

Kulturmedium fur BEAS-2B, alle

LC-MZ-Zellen sowie NCI-H82

Kulturmedium fir EM9 und AA8-1

Kulturmedium fir F11.1 bzw. 1.2

Kulturmedium fiir HL60

Kulturmedium fiir RAW264.7 bzw.

Rbcl2-14

Ham’s F12

5% FCS
1 % Penicillin/Streptomycin-Lsg.
(200 U/ml, 100 pg/ml)
200 pg/ml Geneticif(Transfektanten)

Mc Coy’s 5A

5% FCS

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

200 pg/ml Geneticif(Transfektanten)

RPMI 1640

7% FCS
1 % Penicillin/Streptomycin-Lsg.
(200 U/ml, 100 pg/ml)

o-MEM

10 % FCS

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

3 Teile DMEM (4.5 g/l Glucose)
1 Teil Ham’s F12
10 % FCS
1 % Penicillin/Streptomycin-Lsg.
(200 U/ml, 100 pg/ml)

RPMI 1640
7% FCS
1 % Penicillin/Streptomycin-Lsg.
(200 U/ml, 100 pg/ml)

RPMI 1640
10 % FCS
1 % Penicillin/Streptomycin-Lsg.
(200 U/ml, 100 pg/ml)
200 pg/ml Geneticif(Transfektanten)
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4.1.6.3 Puffer zur Glutathion-Bestimmung

Phosphat/EDTA-Puffer

NADPH-Puffer

DTNB-Farbstofflosung

GSH-Reduktase-Puffer

GSH-Standard-Losung

pH 7.5

pH 7.5

125 mM Natriumphosphat
(15.96 g/l NaHP(Oy
1.72 g/l NabPOy)
6.3 MM EDTA-NgH2

125 mM Natriumphosphat
(15.96 g/l NaHP(Oy
1.72 g/l NabPOy)
6.3 MM EDTA-NgH2
0.3 mM NADPH
(2 Wochen bei 4°C haltbar)

125 mM Natriumphosphat
(15.96 g/l N@HP(Oy
1.72 g/l NabPOy)
6.3 MM EDTA-NgH2
6.0 MM DTNB
(2 Wochen bei 4°C haltbar)

125 mM Natriumphosphat
(15.96 g/l N@HP(Oy
1.72 g/l NabpPOy)
6.3 MM EDTA-NgH2
200 U/ml GSH-Reduktase
(2 Wochen bei 4°C haltbar)

125 mM Natriumphosphat
(15.96 g/l NaHP(Oy
1.72 g/l NabPOy)
6.3 MM EDTA-NgH2
100 uM GSH (reduziert)
(immer frisch herstellen)
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TCA-Puffer

5 ml 20%ige Trichloressigséaure
40 ul 0.5 M EDTA

2 ml 1IN HCI

ad. 60 ml HOgest.

4.1.6.4 SDS-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese von Proteinen (SDS-PAGE)

Lysepuffer

Tris-Puffer |

Tris-Puffer Il

SDS-L6sung

Ammoniumpersulfat-Lsg.

Kammerpuffer

2xSDS-Auftragepuffer
(2-fach)

150 mM NacCl pH 8.0
50 mM Tris-HCI

5mM EDTA

1% Igepal

10 pg/ml Leupeptin

10 pg/ml Aprotinin

1 pg/ml Antipain

1.5 M Tris/HCI pH 8.8
pH-Wert mit 5 N HCI einstellen

1.0 M Tris/HCI pH 6.8
pH-Wert mit 2 N HCI einstellen

10 % in3Ddest.(W/V)
die Lésung ist bei 4°C 8 Tage haltbar

25 mM Tris/HCI pH 8.3
250 mM Glycin
0.1 % SDS

100 mM Tris/HCI pH 6.8
4 % SDS

0.2 % Bromphenolblau

20 % Glycerin

unmittelbar vor Gebrauch Dithioerithritol (DTE)
zusetzen
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Acrylamidmix

Gel-Farbelbsung

Gel-Entfarbelésung

Rotiphorese 30(waRrige 30%ige Acrylamid-
stammlésung mit 0.8 % Bisacrylamid)

500 mg Coomassie Brillant Blue G
180 ml MeOH/HO (1:1)
20 ml Eisessig
die Lésung wird vor Gebrauch filtriert

180 ml MeOH#® (1:1)
20 ml Eisessig

4.1.6.5 Proteintransfer (Western Blo}, Detektion mit Antikérpern

Transferpuffer (Tourbin)

Ponceau S-Farbeldsung

TBS-T

41.6.6 NBT-Reduktionstest

NBT-LOsung |

NBT-LOsung I

25 mM Tris pH 8.3
192 mM Glycin
20 % Methanol (p.a.)
Aqua bidest. ad 1000 ml

1 g Ponceau S
3% TCA
Aqua bidest. ad 500 ml

10 mM Tris pH 7.6
137 mM NacCl

0.1 % Tween 20

pH-Wert mit konz. HCI einstellen

5 % Nitroblautetrazloium
in Methanol p.a.

4 % NBT-LOsung |
in PBS
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PMA-L6sung 50 uM PMA
in DMSO
4.1.6.7 Plasmidisolierung
Bakterienkulturmedium LB-Medium (Luria-Bertani):
(autoklaviert) 10 g Bacto-Trypton (Pepton), pH 7.0
5 g Bacto-Hefeextrakt
10 g NaCl

ad 1 | BHOgest, wird am gleichen Tag
autoklaviert; dem abgekuhlten Medium zusetzen:
100 pg/ml Ampicillin

Ampicillin-Stammlésung 100 mg/ml Na-Ampicillin in $Ogest.
sterilfiltrieren, Lagerung: -20°C, lichtgeschutzt

DNA-Isolierung - Alkalilyse

Resuspensionspuffer (P1) 25 mM Tris/HCI pH 8.0
(autoklaviert)
10 mM EDTA
100 pg/ml RNase A- erst kurz vor Anwendung
zusetzen
Lysepuffer (P2) 0.2 N NaOH

1 % SDS (w/v)
immer frisch mit 10 N NaOH herstellen

Neutralisationspuffer (P3) 3 M Kaliumacetat
mit Eisessig wird pH 5.5 eingestellt

DNA-Isolierung - Reinigung tber QIAGEN Tip-Saulen

QBT-Aquilibrierungspuffer 750 mM NaCl pH 7.0
(sterilfiltriert) 50 mM MOPS
15 % Isopropylalkohol
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0.15 % TritorfX-100
QC-Waschpuffer 1 M NacCl pH 7.0
(sterilfiltriert) 50 mM MOPS

15 % Isopropylalkohol

QF-Elutionspuffer 1.25 M NaCl pH 8.5
(sterilfiltriert) 50 mM Tris/HCI
15 % Isopropylalkohol

TE-Puffer 10 mM Tris/HCI pH 8.0
1 mM EDTA

4.1.6.8 pSV2gpt-Plasmid-Modifizierung

|%2-Puffer 5 mM KHHPOy pH 7.4
50 mM NacCl

PP10-Puffer 10 mM KHPOy pH 7.4
50 mM NacCl

BE1(15) 100 mM NacCl pH 7.5

(autoklav.) 20 mM Tris/HCI

1 (15) mM N@EDTA

Fallungslésung 125 mM Natriumacetat in Etg4d.
4.1.6.9 Enzyminkubation des pSV2pt-Plasmids

BE1/BSA 100 mM NacCl pH 7.5
(autoklaviert) 20 mM Tris/HCI

1 (15) mM N@EDTA
0.1 g/l BSA
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TC-Puffer 50 mM Tris/HCI pH 8.0
(mit BSA) 25 mM CaCp

0.5 g/ BSA
Auftragepuffer 40 mM Tris/HCI pH 7.8
(Stoppuffer) 5 mM Natriumacetat

20 mM EDTA

0.05 % Bromphenolblau
70 % Glycerin
4 % SDS

4.1.6.10 Agarosegelelektrophorese von PM2-DNA, Plasmid-DNA und RNA-
Praparationen

PM2-Puffer 40 mM Tris/HCI pH 7.8
5 mM Natriumacetat
1 mMEDTA
der pH-Wert wird mit 2 N HSOy eingestellt

Ethidiumbromid-Stammldsung 1.0 mg/mbBest.

4.1.6.11 pSV2gpt-Plasmidtransformation

LB-Platten LB-Medium
15 g/l Bacto-Agar
am selben Tag autoklavieren
Platten bei 50°C giel3en; ca. 20 ml/Platte

M9amp -Platten Minimum Salz-Medium (zur Bestimmung der
Transformationsrate)
15 g/l Bacto-Agar
0.1 mM CaCp
autoklavieren, dann bei 50°C zugeben:
50 ml M9-Salze (20-fach)
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M9-Salze
(20-fach)

M9amp.6Tc-Mutantenplatten

Topagar
(autoklaviert)

4.1.6.12 RNA-Isolierung

2 ml MgSQy (1.00 M, autoklaviert)

15 ml Bacto-Trypton (100 g/l, autoklaviert)
4 ml Thiamin (10.0 mg/ml, sterilfiltriert)

10 ml Glucose (20 % (w/v), autoklaviert)

1 ml Ampicillin (100 mg/ml, sterilfiltriert)

170 g/l NgHPOy
60 g/l KhPOy
10 g/l NaCl

20 g/l NHyCl

MO-Plattenmedium
20 pg/ml 6-Thioguanin
100 pg/ml Ampicillin

14 g/l Bacto-Agar
5 g/l NaCl

Puffer RLT, Puffer RW1, Puffer RPE und RNase-freies Wasser aus RNeasy Mini Kit.

4.1.6.13 RT-PCR

10-fach DNase-I-Reaktionspuffer
(DNA-Verdau)

EDTA-Lésung

10-fach PCR-Puffer

MgClo-Losung

200 mM Tris/HCI pH8.4
20 mM MgGp
500 mM KCl
25 mM EDTA pH 8.0
200 mM Tris/HCI pH 8.4
500 mM KCl

25 mM MgC)
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DTT-Losung

Nuleotid-Mix

0.1 M D/L-Dithiothreitol

10 mM dATP
10 mM dCTP
10 mM dGTP
10 MM dTTP

4.1.6.14 Medien und Ldsungen fiir den AS5@pt-Mutationstest

Routinemedium

MPA (Cleansing Mediumn)

Ham’s F12

5% FCS

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

500 ml Ham’s F12

5% FCS

1 % Penicillin/Streptomycin-Lsg.
6.58 ml Adenin-Stammlésung
2.50 ml Thymidin-Stammldsung
1.50 ml Aminopterin-Stammldsung
0.50 ml MPA-Stammlésung

25.00 ml Xanthin-Stammlésung

Alle Zusatze (aulR3er FCS) zugeben, Xanthin zuletzt zugeben

pH-Wert auf 7.2 einstellen

sterilfiltrieren, anschlieBend FCS zugeben

Recovery-Medium

500 ml Ham’s F12

5% FCS

1 % Penicillin/Streptomycin-Lsg.
1.65 ml Adenin-Stammldsung
0.63 ml Thymidin-Stammldsung
6.25 ml Xanthin-Stammlésung

Alle Zusatze (aulRer FCS) zugeben, Xanthin zuletzt zugeben, pH-Wert auf 7.2 einstellen,
sterilfiltrieren und abschlieRend FCS zugeben.
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6-Thioguaninldsung

Adenin-Stammldsung

Aminopterin-Stammlésung

MPA-Stammldsung

Thymidin-Stammldsung

Xanthin-Stammldsung

Giemsa-LOsung

4.1.6.15 DNA-Isolierung

5.00 mg 6-Thioguanin

1 mg NaCO3
10 ml Aqua bidest.

187 mg Adenin pH 7.5
100 ml IN HCI
25.0 mg Aminopterin pH 7.2

56.8 ml Aqua bidest.

25.0 mg MPA
2.5 ml 1N NaOH

121.2 mg Thymidin
50 ml Aqua bidest.

2.50 g Xanthin
50 ml 1N NaOH
450 ml Aqua bidest.

10 % (V/V) Giemsa in Aqua bidest.
durch Faltenfilter filtrieren
Lagerung: lichtgeschutzt

Puffer AL, Puffer AW und Puffer AE aus QIAamp Blood Kit.

4.1.6.16 PCR und Aufreinigung der PCR-Produkte

Tag PCR Master Mix Kit

Puffer PB, Puffer PE und Puffer EB aus QIAquick PCR Purification Kit.
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4.1.6.17 Puffer zur Bestimmung von Mikrokernen
PBSCMF pH 7.4 137 mM NacCl
(autoklav.) 2.70 mM KCI

8.30 mM NabpPOy
1.50 mM KHPOy

Bisbenzimid-Stammldsung 0.15 mM irpBdest.
(Hoechst No. 33258) die Losung wird aliquotiert bei -20°C gelagert
Farbelbsung 99.5 ml PBSCMF

5.0 ml Bisbenzimid-Stammlésung
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4.2 Methoden
421 Alkalische Elution
42.1.1 Prinzip

Die Alkalische Elution ist eine hochempfindliche-vitro-Methode zur Quantifizierung
intrazellularer DNA-Schéaden. Das vétohn et al. (1976)eingefuhrte Verfahren erméglicht

es Einzelstrangbriiche, DNA-DNA- und DNA-Protein-Quervernetzungen nachzuweisen. Bei
einer modifizierten Methode der Alkalischen Elution kann man durch eine erganzende
Inkubation mit Reparaturenzymen neben DNA-Einzelstrangbrichen auch DNA-Basen-
modifikationen nachweisen und quantifizieren. Dazu inkubiert man die isolierte DNA vor der
Elution mit spezifischen Reparaturendonukleasen, die entsprechende Basenmodifikationen
erkennen und die DNA dort einschneiden. Dieser Einschnitt wird als Einzelstrangbruch
detektiert, so dal3 urspringliche Basenmodifikationen nun sichtbar werden.

Mit der Alkalischen Elution ist man in der Lage, DNA-Schéaden bis zu einer Nachweisgrenze
von etwa 0.5 Lasionen pro 1Basenpaaren zu erkennen. Damit ist die Alkalische Elutions-
technik etwa 200 mal empfindlicher der Relaxations-Assay mit PM2-DNA oder gfv/2-
Plasmid (vgl. Kapitel 4.2.7). Auch die Detektion durch HPLC/ECD ist weitaus
unempfindlicher (Pflaum et al., 1997) Mit Hilfe des Relaxations-Assays und durch
HPLC/ECD-Analyse lassen sich Schaden bis zu einer Nachweisgrenze von einem
Einzelstrangbruch pro iBasenpaaren bestimmen.

Bei der Durchfuhrung der Alkalischen Elution werden die zu untersuchenden Zellen zun&chst
in Suspension auf einen Polycarbonatfilter aufgetragen und durch Spulen mit einem Detergenz
(Lysepuffer) lysiert. Hierbei werden alle Zellbestandteile, der Hauptteil des zellularen Proteins
und die RNA vom Filter gewaschen. Die DNA bleibt in Doppelstrangform auf dem Filter
zuriick. Nach dem Waschen der DNA - zur Beseitigung vom eingesetzten Lysepuffer - kann
eine Inkubation mit Reparaturendonukleasen erfolgen. Danach wird die DNA mit
Proteinase K behandelt, um die DNA von gebundenem Protein zu befreien. Anschliel3end
Uberfihrt man die in doppelstrangiger Form vorliegende DNA in ihre Einzelstrange. Dies
geschieht durch Zugabe eines alkalischen Puffers (Elutionspuffer pH 12.1), wobei die DNA
durch Verlust ihrer Wasserstoffbriickenbindungen in ihre komplementaren Einzelstrange
dissoziiert.

Dabei liegt starker geschadigte DNA in kurzeren DNA-Bruchsticken und weniger stark
geschadigte DNA in langeren Einzelstrangen vor. In Abhéangigkeit von ihrer Lange passieren
diese einzelstrangigen Bruchsticke die Poren des Filters. Kurze Bruchsticke werden dabei
schneller durch den Filter gespdlt als lange DNA-Strange. Ungeschadigte DNA bleibt auf dem
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Filter zuriick. Durch langsames Pumpen des Elutionspuffers durch die Filter und fraktioniertes
Sammeln des Eluates erhalt man die DNA in Fraktionen unterschiedlicher Lange (Abb. 4.1).

unbehandelte Zellen mit Erkennungsspektrum
Zellen geschadigter DNA von FPG Protein
[}
llen N
Ze r— HN
i o
auf Filtern )\\N | N>
HN |
Rib.
+ SDS-Lyse 8-Hydroxyguanosin
+ Proteinase K o
*+ Reparatur- o NH-CHO
endonukleasen J\ |
Q

H,N N NH-Rib.

. FAPY-Guanosin
Elution (auch FAPY-Adenosin)
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Abb. 4.1 Prinzip der Alkalischen Elution.

Die Bestimmung der DNA-Konzentration der einzelnen Fraktionen bzw. auf dem Filter
erfolgt nach Neutralisation mit Phosphatpuffer (PP | pH 6.0) durch Fluoreszenzmessung der
mit Bisbenzimid in Phosphatpuffer (PP Il pH 7.2) angefarbten DNA. Daraus errechnet sich
die Elutionsrate der DNA, die direkt proportional zum Gehalt an Einzelstrangbriichen und
alkalilabilen Lasionen ist. Zur Kalibrierung der Methode wird eine Schadigungy-mit
Strahlung als Standard gewahlt: 6 Bgtrahlung erzeugen eine Lasion pr® Basenpaaren

(Kohn et al., 1976)

421.2 Versuchsaufbau

Polycarbonatfilter mit einer Porengréf3e von 2 um und einem Durchmesser von 25 mm liegen
luftblasenfrei auf einem Frittenboden in einer Filterhalterung. Auf diesem Filtersystem ist ein
25 ml fassendes Vorratsgefald angebracht. Die Ausgange der Filterhalterungen sind durch
Dialyseschlauche mit dem Fraktionssammler verbunden. Um die jeweilige Durchflu3rate der
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verschiedenen Puffer wahrend des Versuchs zu gewébhrleisten, ist zwischen Fraktionssammler
und Filterhalterung eine peristaltische Mehrkanalpumpe zwischengeschaltet (Abb. 4.2). Uber
den Vorratsbehalter werden die Zellsuspension, die Puffer und Enzymlésungen auf das Filter
aufgebracht, wobei darauf zu achten ist, dafd zu keiner Luft durch das Filtersystem eingesaugt
wird. Ein temperierbares Wasserbad, in das das Filtersystem eintaucht, dient zur
Gewaéhrleistung der zum jeweiligen Abschnitt des Versuchs bendtigten Temperatur.

Vorratsbehalter

Polycarbonatfilter

o

\_J \NJ \J \J \J

. ¢
Pumpe Fraktionssammler
Abb. 4.2 Schematischer Aufbau der Alkalischen Elution.
42.1.3 Vorbereitung und Schadigung der Zellen

4.2.1.3.1Vorbereitung

Zur Bestimmung der DNA-Schéaden verwendet man in der Regel Zellen, die sich in der
logarithmischen Wachstumsphase befinden. Zellen, die adharent wachsen werden erst kurz
vor dem Auftragen auf das Filter bzw. nach der Schéadigung in Suspension gebracht. Vor der
Schadigung wird das Nahrmedium von der Zellkultur abgenommen und die Zellen zweimal
mit je 10 ml PBSCMF gewaschen. Suspensionszellen zentrifugiert man aus dem
Kulturmedium ab (10 min, 1000 U/min, 4°C) und resuspendiert in PBSCMF. Diesen Schritt
wiederholt man zweimal. Um eine Reparatur der durch eine Schadigung induzierten DNA-
Einzelstrangbriiche und Endonuklease-sensitiven L&sionen zu verhindern, wird die
Schadigung des Zellmaterials bei 0°C durchgeftihrt bzw. wird das Zellmaterial sofort nach der
Schadigung bis zum Auftragen auf das Filter bei 0°C aufbewahrt.
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4.2.1.3.2Schadigung mit Ro 19-8022 und sichtbarem Licht

Zur Schadigung versetzt man die am Boden der Zellkulturflasche festwachsenden Zellen mit
10 ml PBSCMF. Suspensionszellen werden in PBSCMF mit einer Zellkonzentration von
10° Zellen/ml vorgelegt. Nun inkubiert man mit Ro 19-8022 unter Belichtung fiir 10 min bei
0°C mit einer 1000 W Halogenlampe aus einer Distanz von 38 cm (entsprechend 166 kJ/m?
im Bereich 400-800 nm). Anschliel3end wird die schadigende L6sung unverziglich komplett
abgezogen und man wascht zweimal mit je 10 ml kaltem PBSCMF (4°C). Danach werden
festwachsende Zellen durch Zugabe von Trypsin/EDTA-L6sung vom Boden der
Zellkulturflasche abgeldst. Die abgeldsten Zellen werden in einem geeigneten Volumen
kaltem Vollmedium (4°C) aufgenommen und resuspendiert. Suspensionszellen werden direkt
nach der Schadigung von der Reaktionslosung abzentrifugiert und zweimal mit kaltem
PBSCMF gewaschen. Nach Bestimmung der Zelldichte am Coulter-Counter wiretkdfs 1
Zellen entsprechende Volumen Zellsuspension auf die vorbereiteten Filter aufgetragen.

4.2.1.3.3Schadigung mit Kaliumbromat

Zur Schadigung versetzt man die am Boden der Zellkulturflasche festwachsenden Zellen mit
10 ml 37°C warmem PBSCMF, in dem kurz vorher eine entsprechende Menge Kaliumbromat
(5 - 40 mM) gel6st wurde. Daran schlief3t sich unmittelbar eine Inkubation fir 5 bzw. 15 min
bei 37°C an. Im Anschlul3 verfahrt man ebenso wie bei der Schadigung mit Ro 19-8022 und
sichtbarem Licht beschrieben.

4.2.1.3.4Gewinnung von primaren Mausehepatocyten

Zur Gewinnung frischer Hepatocyten wurden Zellpraparationen aus den einzelnen Tieren vor
dem Auftragen auf die Alkalische Elution von dbeitsgruppe J. Hengstler (Institut fur
Toxikologie, Mainz) vorgenommen. Die Praparation erfolgte an narkotisierten Tieren mittels
Leberperfusion mit EGTA-haltigem Puffer (10 min) und Kollagenase-Lésung (ca. 30 min).
Bei allen Préaparationen betrug der Anteil an lebenden Zellen mindestens 60 % nach
Trypanblau-Ausschluf3.
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4.2.1.3.5Bestimmung der Steady-State-Level

Die Bestimmung von DNA-Modifikationen in ungeschadigten Saugerzellen erfolgt direkt
nach zweimaligem Waschen der adhérenten Zellkultur mit PBSCMF, anschliel3endem
Trypsinieren und Resuspendieren in Kulturmedium. Suspensionszellen werden durch
zweimaliges Zentrifugieren und Resuspendieren in PBSCMF gewaschen. Danach werden die
Zellen in Kulturmedium auf die Filter der Alkalischen Elution aufgetragen.

4.2.1.3.8Bestimmung der Reparaturgeschwindigkeit in Saugerzellen

Die Zellen werden nach Schéadigung und Waschschritten (wie oben beschrieben) nicht
trypsiniert, sondern noch im adharenten Zustand wieder in Vollmedium inkubiert. Die
Inkubation erfolgt fur die entsprechende Reparaturzeit (¥4 - 16 h), im Brutschrank (% CO
37°C). Die Kontrollzellen (,0 h-Wert*), die den induzierten Schaden nicht durch ihre
Reparaturmechanismen verringern sollen, werden wahrenddessen im Eisbad bei 0°C
aufbewahrt. Nach dem Erreichen der jeweiligen Reparaturzeit werden alle Zellkulturen
sukzessive aus dem Brutschrank in ein Eisbad uberfihrt und dort bis zur Aufarbeitung (wie
oben beschrieben) aufbewabhrt.

4.2.1.4 Zellyse, Enzyminkubation und alkalische Elution der DNA

Die Filterhalter mit den Polycarbonatfilterblattchen werden mit sterile@ddst. blasenfrei

gefullt und zweimal mit je 2.5ml PBSCMF gewaschen. Vor dem Auftragen der
Zellsuspension kiuhlt man die Filtersysteme mit einem temperierbaren Wasserbad auf 4°C.
Nun tragt man die Zellproben X106 Zellen) iiber den Vorratsbehélter auf die Filter auf und
spult sie anschlieRend vorsichtig mit maximaler Pumpleistung (80 ml/h) zweimal mit je
2.5 ml eiskaltem PBSCMF auf die Filtermembran. Zur Zellyse werden Uber den
Vorratsbehalter 2 ml Lysepuffer aufgebracht und bei 15 - 16°C mit 80 ml/h durch den Filter
gespult. Weitere 5ml Lysepuffer werden darauthin bei 20°C mit einer
DurchfluBgeschwindigkeit von 5 ml/h hindurchgepumpt. Hierauf werden die verbliebenen
Reste des Lysepuffers bei maximaler Pumpleistung entfernt, indem man funfmal mit je 5 ml
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BE;-Puffer wéascht. Fur die nun folgende Enzyminkubation erwarmt man das Wasserbad auf
37°C und tragt entweder 2 ml reinen BEuffer, fur die direkten Strangbriiche, oder 2 ml
Enzyml6sung auf. Die FPG-Enzyml6sung enthalt 1.0 pg FPG-Protein und 0.5 mg BSA pro ml
BE;-Puffer.

1 ml der Enzyml6sung (in BEPuffer) wird mit 80 ml/h durch das Filter gespult, die andere
Halfte wird 1 h lang mit 1 ml/h durch das Filtersystem gepumpt. Im Anschlu3 an die
Enzyminkubation wird das Wasserbad auf 25°C abgekihlt und die auf dem Filter liegende
DNA zweimal mit je 5ml BEPuffer gewaschen (80 ml/h). Fur die folgende
Proteinhydrolyse wird in einem weiteren Lyseschritt 3.5 ml Lysepuffer/Proteinase K
aufgetragen und 2 ml bei 80 ml/h und 1.5 ml bei 3 ml/h durch das Filtersystem gepumpt.
Anschlielend wird nochmals fiunfmal mit je 5 ml BEBuffer und einmal mit 4.5 ml
Waschpuffer gespilt und schlief3lich 25 ml Elutionspuffer aufgebracht. Zur Elution der DNA
wird Uber eine Zeitspanne von 10 h mit einer Durchlaufgeschwindigkeit von 2.15 mi/h der
Elutionspuffer bei 25°C durch die Filter gepumpt. Alle zwei Stunden wechselt dabei der
Fraktionssammler die Auffangglaser. Nach 10 h wird die Elution abgebrochen, das
verbleibende Volumen Elutionspuffer abgepumpt und die entnommenen Polycarbonatfilter
aus den Filterhaltern in diesem Volumen Elutionspuffer fur 2 h bei 60°C im Wasserbad
geschuttelt, um so die auf dem Filter zurtickgebliebene DNA-Menge in Losung zu bringen
und spater bestimmen zu konnen (Filterwert).

4215 Auswertung der Alkalischen Elution, Quantifizierung der DNA-Menge

Zu den einzelnen Fraktionen (Volumen: 4.3 ml) bzw. dem Filterwert gibt man ein gleiches
Volumen an Phosphatpuffer | und neutralisiert so den Elutionspuffer beim Durchmischen der
beiden Puffer. Daher bilden sich wieder DNA-Doppelstrange aus. Nach 15 min werden
jeweils 4.3 ml Phosphatpuffer Il mit Bisbenzimid zugegeben und nach Durchmischen dunkel
fur weitere 15 min aufbewahrt. Daraufhin wird die Emissionsintensitat des Bisbenzimid-
DNA-Komplexes in den einzelnen Proben bei 450 nm nach Anregung bei 360 nm im
Fluoreszenzphotometer bestimmit.

Die Summe der Fluoreszenzintensitaten der einzelnen Fraktionen und des Filterwerts einer
Probe ist linear zur Gesamtmenge der DNA dieser Probe. Daraufhin errechnet man den
prozentualen Anteil der jeweiligen DNA-Menge, der zu den entsprechenden Zeiten noch auf
dem Filter vorlag. Wenn man nun den DNA-Gehalt auf dem Filter einer Probe logarithmisch
gegen die Zeit auftragt, resultiert eine Gerade, deren Steigung direkt proportional zur Anzahl
der Einzelstrangbriiche ist, wobei eine vollkommen zufallige Verteilung der Modifikationen
in der DNA vorausgesetzt wird. Die absolute Zahl an Einzelstrangbriichen in Modifikationen
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pro 10 Basenpaaren kann mit dem Faktor F = -2.24 direkt aus der Geradensteigung errechnet
werden. Dieser Faktor wurde von M. Pflaum mittels einer Kalibrierung dgf@fnahlung
bestimmt(Epe et al., 1993c; Pflaum, 1996)

4.2.1.6 Alkalische Schnellelution zur Detektion von hoheren DNA-Schaden

Mit der oben beschriebenen Elutionstechnik lassen sich Schaden bis zu etwa einem
Strangbruch pro ¥(p nachweisen. Zur Bestimmung hoherer Schaden 1aBt sich die oben
beschriebene Technik einfach abwandeln, indem man den letzten Arbeitsschritt, die
eigentliche Elution, bei einer Pumpgeschwindigkeit von 30.7 ml/h durchfihrt. Damit wird die
Empfindlichkeit der Methode herabgesetzt und die Gesamtelutionszeit verringert sich somit
von 10 h auf 45 min. Das Fraktionsvolumen und die Anzahl der Fraktionen bleiben gleich,
d.h., alle 9 min werden die Fraktionen gewechselt.

Zur Auswertung der Schnellelution wird die Methode wiederum durch die Induktion eines
Referenzschadens mit Hilfe vg#trahlung kalibrier{Kohn et al., 1976; Epe et al. 1993c)

Nach den von D. BallmaigBallmaier, 1997) durchgefiihrteny-Bestrahlungsexperimenten
ergibt sich fir die Umrechnung der Geradensteigungen aus der Alkalischen Schnellelution in
die Anzahl von Einzelstrangbriichen pr§ Baisenpaaren ein Faktor F = -8.7.

4272 Zellkultur

42.2.1 Allgemeine Arbeitstechniken

Alle Zellkulturarbeiten werden unter sterilen Bedingungen innerhalb einer Laminar-Flow-
Sterilwerkbank durchgefiihrt. Alle hier beschriebenen Zellinien werden bei 37°C, 5%
Kohlendioxid-Atmosphare und 99 % Luftfeuchtigkeit kultiviert. Abhéngig von der
Verdopplungszeit - spatestens jedoch nach 4 Tagen - werden die Zellen passagiert bzw.
erfolgt ein Mediumwechsel. Das Passagieren bei festwachsenden Zellen (adhéarente Zellen)
erfolgt, indem man zunachst das verbrauchte Medium absaugt, anschlieRend mit PBSCMF
wascht und schlie3lich mit Trypsin/EDTA-L6sung bei 37°C inkubiert. Die Einwirkzeit der
Trypsinlosung hangt von der jeweiligen Zellinie ab. Sie liegt zwischen einer und funf
Minuten. Nach dem Ablosen werden die Zellen in frischem Kulturmedium resuspendiert.
Suspensionszellen werden durch Zentrifugation bei maximal 1000 U/min (150 g) und 4°C
vom verbrauchten Medium abgetrennt und anschlieend in frischem Kulturmedium
resuspendiert. Wenn notwendig wird eine Zellzahlbestimmung durchgefuhrt, indem man
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beispielsweise 200 pl der Zellsuspension 1:50 mit Isoton Il (physiologische Kochsalzldsung)
verdunnt und mit Hilfe eines Coulter CourierZellzdhlgerates die Zellkonzentration
bestimmt. Zur Passagierung wird die Zellsuspension meist 1:10 bis 1:20 mit frischem
vorgewarmtem (37°C) Kulturmedium verdinnt. In allen Versuchen mit Saugerzellen werden,
wenn nicht anders angegeben, Zellen aus der exponentiellen Wachstumsphase bzw. aus
vorkonfluenten Stadien ihres Wachstums verwendet.

4.2.2.2 Kryokonservierung von Saugerzellen

Zur Konservierung der Zellinien Uber einen langen Zeitraum werden die Zellen nach dem
Ablosen in frischem Medium aufgenommen und bei maximal 1000 U/min (150 g) und 4°C
zentrifugiert. Die so entstandenen Zellpellets werden nach Abziehen des Uberstandes in
eisgekiihltem (0-4°C) Einfriermedium (Kulturmedium mit 10 % DMSO) resuspendi€¥t (10

10 Zellen/ml). AnschlieRend werden Aliquots von ca. 1.5 ml in Kryoréhrchen zunéchst 2 h
bei -20°C gelagert, dann Uber Nacht bei -70°C aufbewahrt und am nachsten Morgen in
flissigem Stickstoff deponiert. Die Lagerzeit bei -70°C betragt 3 bis maximal 6 Monate. In
flissigem Stickstoff kdnnen die Zellen bis zu mehreren Jahren gelagert werden.

Die Rekultivierung der Zellen geschieht durch schnelles Auftauen der Zellproben und direktes
Uberfiihren in 10 ml vorgewarmtes (37°C) Kulturmedium. Zur Entfernung der cytotoxischen
Menge DMSO wird zentrifugiert und wieder in Kulturmedium aufgenommen. Nach einer
Inkubationszeit von 24 h im Cfnkubator wird das Medium nochmals gewechselt. Unter-
suchungen an rekultivierten Zellen werden erst nach mindestens 2 Passagen vorgenommen,
um schadigende Einflisse der Kryokonservierung moglichst ausschlie3en zu kénnen.

4223 Zellinien

AA8

Adharent wachsende Wildtyp-Ovarienzellen des chinesischen Hamsters (CHO-Zellen). Die
Trypsininkubation bei 37°C fur maximal fur eine Minute. Die Zellverdopplungszeit betragt
etwa 15 h.

AA8-0ggl-1, AA8-0ggl-9, AA8-0ggl-16, AA8-0ggl-19, AA8-oggl-22
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Die Klone 1, 9, 16, 19 und 22 die aus der Transfektion von AA8-Zellen mit dem Plasmid
pPR65 hervorgingen (s. Kapitel 4.2.9). Diese Zellinien exprimieren in unterschiedlichem
Ausmalie konstitutiv ddsOGGEGen uber und weisen eine Neomycin-Resistenz auf.

AS52

Adharent wachsende Ovarienzellen des chinesischen Hamsters (CHO-RdHankt al.,
1975; Tindall et al., 1984, 1989)Die Zellinie stammt von der CHO-K1-BH4-Zellinie ab, in
der die einzige Kopie des hemizygoten Saugergd#PRT (auf dem X-Chromosom) mutiert
wurde. Durch Transformation mit dem pSYgt Vektor wurde eine Kopie des analogen
bakteriellengpt-Gens Ecogp), welches fur die Xanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase
(XPRT bzw. XGPRT) kodiert, eingefuhiulligan & Berg, 1980).

Trypsininkubation bei 37°C fir maximal eine Minute. Die Verdopplungszeit betragt etwa
18 h.

AS52-0ggl-1, AS52-0ggl-2, AS52-0g9gl-3

Die Klone 2 und 3, die aus der Transfektion von AS52-Zellen mit dem Plasmid pPR65
hervorgingen (s. Kapitel 4.2.9). Die Klone AS52-oggl-2 und AS52-ogggpBimieren in
unterschiedlichem Ausmalle konstitutiv d@8GG1Gen Uber und weisen eine Neomycin-
Resistenz auf. Der Klon AS52-oggl-1 besitzt zwar eine Neomycin-Resistenz, hat aber kein
intakteshOGG1Gen. Mit der RT-PCR (s. Kapitel 4.2.10.1) konnte bei diesem Klon die
hOGGZ:Sequenz nicht nachgewiesen werden.

AS52vector-only
Der Klon 1, der aus der Transfektion von AS52-Zellen mit dem Plasmid pcDNA3.1(-)
hervorging (s. Kapitel 4.2.9). Neomycinresistente Kontroll-Zellinie.

BEAS-2B
Adharent wachsende humane Bronchialepithelzellen. Trypsininkubation bei 37°C fir etwa
zwei Minuten. Die Verdopplungszeit betragt etwa 18 h.

EM9 bzw. AA8-1

Adharent wachsendXRCC1ldefiziente (EM9) Ovarienzellen des Chinesischen Hamsters
(CHO-Zellen) (Thompson et al., 198Q) Die AA8-1-Zellen stellen den entsprechenden
Wildtyp dar. Die Trypsinbehandlung und die Verdopplungszeit entspricht derjenigen der
AA8-Zellen.
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F11.1 bzw. 1.2

Adhéarent wachsende, immortalisierte Fibroblasten-Zellinien wo@GGI1+/+)-Wildtyp-
Mausen (F11.1) bzwmOGGZ-/-)-knock-outMausen (1.2). Trypsininkubation bei 37°C fur

drei bis vier Minuten. Die F11.1-Zellen lassen sich nach dem Abldsen erst durch mehrmaliges
Auf- und Absaugen mit einer Pipette wieder vereinzeln. Die Verdopplungszeit betragt etwa

18 h.

HL60

In Suspension wachsende menschliche promyeloische Leukamie- Zellinie.

Bronchialtumor-Zellinien

Die untersuchten Bronchialtumor-Zellinien wurden vom HTG-Chirurgie-Labor (Prof. Oelert /
Dr. Moersig) des Universitatsklinikums Mainz folgendermafen charakterisiert:
Alle Linien wurden von Primartumoren ausgehend etabliert. LC-MZ-5, LC-MZ-6s, LC-MZ-

9s, LC-MZ-13s und NCI-H82 wachsen in Zellaggregaten in Suspensionskultur. Die Ubrigen
Zellinien bilden einen adh&renten Zellrasen.

Zellinie Zellteilungs- Bildung von foci
geschwindigkeit | im Softagar
1. NSCLC (non small cell lung cancer
1.1 Adenokarzinom: LC-MZ-8 mittel positiv
LC-MZ-9a sehr schnell positiv
LC-MZ-9s sehr schnell Suspensionszellen
LC-MZ-13a schnell positiv
LC-MZ-13s schnell Suspensionszellen
1.2 Plattenepithelkarzinom LC-MZ-6a schnell positiv
LC-MZ-6s schnell Suspensionszellen
LC-MZ-7 sehr langsam positiv
LC-Mz-11 sehr schnell positiv
1.3 GrolR3zeller LC-MZ-1 mittel positiv
LC-MZ-2 schnell negativ
LC-MZ-4 mittel positiv
1.4 solides Bronchialkarzinom LC-MZ-10 schnell positiv
2. SCLC (small cell lung cancer) LC-MZ-5 sehr schnell Suspensionszellen
NCI-H82 (aus USA) sehr schnell Suspensionszellen

RAW264.7 bzw. Rbcl2-14
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RAW264.7 und Rbcl2-14 sind adharent wachsende Mausmakrophagen-Zellen. Die
RAW264.7-Zellen stellen den Wildtyp dar und die Rbcl2-14-Zellen exprimieren konstitutiv
das menschlich8CL-2Gen Uber. Die Transfektanten besitzen eine Resistenz gegenuber
Neomycin. Trypsininkubation bei 37°C fur etwa zwei Minuten. Die Verdopplungszeit betragt
bei beiden Zellinien etwa 12 h.

4.2.3 Enzymatische GSH-Bestimmung

4.2.3.1 Prinzip

Zur Bestimmung des zellularen Gesamtglutathion-Spiegel ([GSH¥[6SSG]) wird die
Methode von Griffith (1985) herangezogen. Diese enzymatische Bestimmungsmethode
beruht auf folgendem Prinzip. Zunachst reagiert reduziertes Glutathion (GSH) mit DTNB
(5,5"-Dithio-(2-nitrobenzoeséaure)Ellman’s Reagens) nicht enzymatisch zu oxidiertem
Glutathion und TNB (5-Thio-(2-nitrobenzoesaure)). Des weiteren wird GSSG durch die
Glutathion-Reduktase unter Verbrauch von NADPH enzymatisch wieder zu GSH reduziert,
welches wieder mit DTNB reagieren kann. Daraus ergibt sich folgende Reaktionsgleichung:
GSH/ GSSG
DTNB + NADPH + H » 2 TNB + NADP
Glutathion-Reduktase

Hierbei sind die Konzentrationen von DTNB, NADPH und der Glutathion-Reduktase so

gewahlt, da3 die Reaktionsgeschwindigkeit dieser Gesamtreaktion linear proportional zur
Konzentration des Gesamtglutathions ist. Man verfolgt dabei die Bildung von TNB

spektrophotometrisch. Die Methode wird mittels GSH-Standards kalibriert.

4.2.3.2 Durchfiihrung

Zur Probenvorbereitung werden Zellen aus der logarithmischen Wachstumsphase verwendet.
Adhérent wachsende Zellen werden hierzu nach Waschen und Ablésen in kaltem PBSCMF
(4°C) aufgenommen und zentrifugiert (150 g, 8 min, 4°C). In Suspension wachsende Zellen
werden direkt aus ihrem Kulturmedium abzentrifugiert (150 g, 8 min, 4°C) und zweimal mit
kaltem PBSCMF gewaschen. Anschlie3end werden die so gewonnen Zellpellets in TCA-
Puffer mit einer Zelldichte von 1@ellen/ml aufgenommen und mittels eines Ultraschall-
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Homogenisators lysiert (35 W,x30 Impulse, 20 kHz). Anschlieliend werden die festen
Zellbestandteile abzentrifugiert (2°C, 10 min, 12000 U/min). Aliquots von 10 - 40 pl des
Uberstands werden sofort vermessen. Zu diesem Probenvolumen werden auf Raumtemperatur
temperierte 700 pl NADPH-Puffer, 100 pl DTNB-Farbstofflosung un®étst, in dieser
Reihenfolge bis zu einem Gesamtvolumen von 1.0 ml zugegeben. Nach Zugabe von 5 pl
Glutathion-Reduktaseldsung wird mit Hilfe einer 1000 pl Eppendorf-Pipette kraftig gemischt
und unmittelbar danach die Anderung der Absorption bei 412 nip)(8egen Luft in
Abhéangigkeit von der ZeitAA/At, tin min) gemessen. Der Gehalt an Gesamtglutathion
(J[GSH] + 2x[GSSG]) wird mit Hilfe einer Kalibriergeraden bestimmt. Zur Erstellung der
Kalibriergeraden vermif3t man 5 -30 pl einer 100 uM frisch angesetzten GSH-Standardlésung
(entsprechend 0.5 -3 nmol GSH).

424 Nachweis des Bcl-2-Proteins

Um die konstitutive Uberexpression des menschlidB€h-2 in der Transfektanten-Zellinie
Rbcl2-14 gegenuber den Kontroll-Mausmakrophagen RAW?264.7 zu demonstrieren, werden
Zell-Praparate beider Linien zunachst einer Proteinauftrennung und schlie3lich einem
hochspezifischenWestern Blotauf humanes Bcl-2-Protein unterzogen. Das Bcl-2-Protein
besitzt ein Molekulargewicht von 25 kDa.

42.4.1 Préaparation der Zellysate

Hierzu werden 48 h vor der geplanten Zellaufarbeitung jeweilsx05 Zellen der
RAW264.7- und Rbcl2-14-Zellen in Gewebekultur-Schalen (Durchmesser 10 cm) ausgesat.
Die Zellyse erfolgt dann nach Abziehen des Kulturmediums und Waschen mit PBSCMF
direkt mit je 500 pl Lysepuffer in den Gewebekultur-Schalen. Der Lysepuffer enthalt
verschiedene Protease-Inhibitoren, um einen vorzeitigen Proteinabbau in den Lysaten zu
verhindern. AnschlieBend werden die Lysate durch Zentrifugieren (2°C, 10 min,
12000 U/min) von den festen Zellbestandteile befreit. Je ein Aliquot des unverdinnten
Uberstandes der beiden Zellysate sowie eine 50-, 20- und 10-prozentige Verdunnung mit
H2Odest. des Rbcl2-14-Praparates werden durch Zugabe des gleichen Volurf#Ds-2
Auftragepuffer gemischt und durch Erhitzen fur 5 min auf 95°C denaturiert. Eine L6ésung mit
Markerproteinen (Sigma SDS-7 Dalton Mark Vi)Lwird ebenso mit 23DS-Auftragepuffer
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gemischt und auf die gleiche Weise behandelt. Die Proben sind nun bereit zur SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese.

4.2.4.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

42421 Prinzip

Die SDS-Polyarylamid-CGeldektrophorese (SDS-PAGE) dient zur Auftrennung von
Proteinen in Abhangigkeit ihrer Grol3e. Im allgemeinen wird zur Dissoziierung der Proteine
vor dem Auftragen auf das Gel das starke anionische Detergenz SDS in Verbindung mit
einem Reduktionsmittel und hoher Temperatur verwendet. Die denaturierten Proteine binden
das SDS und erhalten dadurch eine negative Ladung. Da die Menge an gebundenem SDS
proportional zum Molekulargewicht des Proteins und unabhéngig von seiner
Aminosauresequenz ist, wandern die SDS-Protein-Komplexe abhangig von der Gréf3e des
Proteins durch das Gel. Durch Verwendung von Marker-Proteinen mit bekanntem
Molekulargewicht ist deshalb eine Abschatzung der Molekulgré3e der zu untersuchenden
Proben mdglich.

4.2.4.2.2 Durchfihrung

Zur Herstellung des Trenngels werden die folgenden Losungen in der angegebenen
Reihenfolge zueinander gegeben und sorgféltig gemischt. 1.753@yddt, 3.75 ml
Acrylamidmix 30 % (Rotiporese Gel 30), 1.875 ml Tris (1.5 M, pH 8.8), 75.0 ul SDS

(10 %), 3.0 ul TEMED und 75.0 pl Ammoniumpersulfat (10 %). Fur die Trennung von
Proteinen mit 12 bis 43 kDa ist der Trennbereich eines 15-prozentigen Polyacrylamidgels
linear. Die Losung wird zwischen zwei Glasplatten bis ca. 1 cm unter die Zahne des
Gelkammes in die Gelapparatur gegossen. Die Losung wird vorsichtig mit Isobutanol
uberschichtet. Nach der Polymerisation des Gels (30-45 min) wird der fliissige Uberstand
vorsichtig entfernt und das Auftragegel dariibergeschichtet. Dazu werden der Reihe nach
1.7 ml HpOdest, 425 ul Acrylamidmix 30 % (RotiporeseGel 30), 315 ml Tris (1.00 M,

pH 6.8), 25.0 ul SDS (10 %), 2.5ul TEMED und 25.0 pl Ammoniumpersulfat (10 %)
zusammenpipettiert und nach jeder Zugabe griindlich gemischt. Die Losung wird direkt auf
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die Oberflache des Trenngels gegossen und der Gelkamm daraufhin sofort in die Flissigkeit
eingefuhrt. Nach der Polymerisation des Auftragegels wird der Kamm vorsichtig
herausgezogen. Die Gelkammern werden nun mit Kammerpuffer gefullt und die Geltaschen
mittels einer Pipette mit dem dariberstehenden Kammerpuffer gespult, um unpolymerisiertes
Acrylamid zu entfernen. Jetzt werden die einzelnen Geltaschen mit einem maximalen
Gesamtvolumen von 28 ul der zu analysierenden Proben, hier die Préaparationen aus 4.2.4.1
und dem gleich behandelten Langenstandard vorsichtig beschickt. Nicht bendtigte Geltaschen
werden mit dem gleichen Volumen SDS-Auftragepuffer gefullt. Die Apparatur wird mit dem
Netzteil verbunden und eine Spannung von 200 V angelegt (entsprechen ca. 50 mA). Nach
etwa 60 min, wenn die Farbstoffront das Ende des Separationsgels erreicht hat, ist die
Trennung beendet. Das Gel kann jetzt fir 4 h mit Coomassie-Blue-Farbeldésung auf einem
Schuttelpult gefarbt werden, wenn keWestern Blot(s. Kapitel 4.2.4.3.2) durchgefuhrt
werden soll. Zur Entfarbung des Gels wird die Farbeldsung abgegossen und durch frische
Entfarbeldsung ersetzt. Fur die Entfarbung des Gels auf einem Schittelinkubator bedarf es 24
bis 48 h, dabei mul3 die Entfarbelésung mehrmals ausgetauscht werden. Wenn das Gel
diskrete Proteinbanden und einen klaren Hintergrund zeigt, wird das Gel zur Auswertung auf
einem Leuchttisch mit einer Kombination aus einer digitalen CCD-Kamera, einem Computer
(Macintosh) und eines Bildanalyseprogramms (MolecularAriglystufgenommen und
gespeichert (Abb. 4.3).
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Abb.4.3  SDS-Polyacrylamid-Gel der Zellysate aus RAW264.7- und Rbcl2-14-Zellen.
Visualisierung durch Coomaasie-Blue-Anfarbur@pyr 1: Zellysat Rbcl2-14
(1:1 Verdunnung),Spur 2: Zellysat Rbcl2-14 (1:2 VerdUinnunggpur 3:
Zellysat Rbcl2-14 (1:5 Verdunnung)Spur 4. Zellysat Rbcl2-14 (1:10
Verdinnung),Spur 5: Protein-Langenstandard Sigma SDS-7 Dalton Mark
VII-L Zellysat, Spur 6: RAW264.7 (1:1 Verdinnung).

4.2.4.3 Proteintransfer {(Vestern Blo}, Detektion mit Antikdrpern

42431 Prinzip

Bei dieser Methode werden elekrophoretisch aufgetrennte Proteine aus einem Trenngel auf
einen geeigneten Tragerfilter Gbertragen. Das urspringliche Trennmuster der verschiedenen
Proteinmolekile bleibt dabei erhalten. Unter geeigneten Bedingungen bleiben sowohl die
Immunreaktivitat als auch die funktionelle Aktivitdt der Proteine erhalten. Somit ist
beispielsweise ein immunologischer Nachweis spezifischer Proteine mittels Antikbrpern nach
dem Transfer moglich.
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4.2.4.3.2 Durchfihrung

Zunachst wird ein auf die genaue GroRRe des Trenngels zugeschnittene Cellulosenitrat-
Membran durch Einweichen in Transferpuffer (Tourbin-Puffer) fur mindestens 15 min
aquilibriert. Dabei sind verbleibende Luftblasen auf der Membran durch zu abruptes
Einbringen in den Transferpuffer unbedingt zu vermeiden. Selbstverstandlicherweise werden
auch bei allen folgenden Arbeitsschritten Handschuhe getragen, um Verunreinigungen des
Gels und der Membranen zu vermeiden. Das Sammelgel (s. Kapitel 4.2.4.2.2) wird nun
ebenfalls nach Entnahme aus der Elektrophoresekammer fiir etwa 3 min in Transferpuffer
inkubiert. Des weiteren werden vier auf die GelgréRe zugeschnittene Lagen Blottingpapier
ausreichend lange in Transferpuffer getrankt. Nun stapelt man vorsichtig unter Vermeidung
von Luftblasen der Reihe nach zwei Lagen des getréankten Blottingpapiers, die aquilibrierte
Membran, das befeuchtete Sammelgel und schliel3lich nochmals zwei Lagen getrénktes
Blottingpapier auf die Anode des Transfergerates. Jetzt wird das Gerat durch vorsichtiges
Auflegen der Kathode und Geréatedeckel verschlossen. Es ergibt sich daher folgende
Anordnung:

-------------------------------------------- Kathode (-)
---------- 2x Blottingpapier --------
----------------- Gel

------------- Membran --------------

---------- 2x Blottingpapier --------
------------------------------------------- Anode (+)

Der Transfer erfolgt nun unter Anlegen einer Spannung von 15 V fir 15 min. Danach wird die
Blotmembran wieder entnommen. Das Sammelgel kann nun zur unspezifischen Anfarbung
aller Proteine mit Coomassie-Blue-Farbelbsung behandelt werden (s. Kapitel 4.2.4.2.2).

Der Transfer der Proteine auf die Cellulosenitrat-Membran wird Uberprift, indem die
Membran fur maximal 60 sec mit Ponceau S-Farbelbsung reversibel angefarbt, dokumentiert
und anschlieBend mit TBS-T wieder komplett vom Farbstoff befreit wird.

Nach gelungenem Transfer wird die Membran 1h lang auf dem Schittler in 5%
Trockenmilchpulver-haltigem TBS-T inkubiert, um spater unspezifische Bindungen des
Antikorpers an die Proteinmolekiile auszuschlieen (abzublocken). Danach wird die Membran
einmal fur 15 min und zwei weitere Male fur 5 min in TBS-T gewaschen. Nun wird die
Membran mit dem spezifischem Maus-Antikorper fur das menschliche Bcl-2-Protein in einer
Konzentration von 2 pg/ml in 5% Trockenmilchpulver-haltigem TBS-T fir 1 h auf dem
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Schuttler inkubiert. Im Anschlul3 werden die drei Waschschritte wiederholt, um nicht
gebundene Antikorper zu entfernen, und die Membran wird ein zweites Mal - jetzt mit
Phosphatase-gelabelten Anti-Maus-Antikérpern in 1:5000-facher Verdinnung - in 5%
Trockenmilchpulver-haltigem TBS-T fur 1 h auf dem Schdttler inkubiert.

Nach Durchfihrung der drei Waschschritte kbnnen jetzt diejenigen Proteinbanden detektiert
werden, an die zunachst der spezifische Bcl-2-Antikorper gebunden hat. Diese gebundenen
Antikorper wiederum werden schlieBlich durch den mit Phosphatase-konjugierten
Sekundéarantikérper in einer Enzymreaktion sichtbar gemacht.

Dazu wird die Membran fur 5 bis 10 min in einer Loésung von 10 pddst. und einer
SIGMA FAST™ BCIP/NBT-Tablette inkubiert. Nach ausreichend starker Farbentwicklung
(blau-violett) wird die Membran mit $Dgest. abgespllt undchlie3lich dokumentiert (Abb.

5.1).

4.2.5 Differenzierung und Stimulation der HL60-Zellen

Die Differenzierung der HL60-Zellen in Richtung Granulocyten erfolgt durch eine Inkubation
mit DMSO (Collins et al., 1979) Dazu werden Zellen aus der logarithmischen
Wachstumsphase in einer Konzentration vonx11%f Zellen pro ml Kulturmedium mit 1.3 %
DMSO-haltigem Kulturmedium fur 5 bis 7 Tage inkubiert. Nach drei Tagen erfolgt dabei ein
Austausch des DMSO-haltigen Kulturmediums. Der Verlauf der Differenzierung zu DMSO-
HL60-Zellen (granulocytenartigen Zellen) wird mit Hilfe des NBT-Reduktionstests verfolgt
(Harttig, 1991). Zur Kontrolle wird auch mit unbehandelten HL60-Zellen der NBT-
Reduktionstest durchgefihrt.

Dazu mischt man 200 ul Zellsuspension mit 200 pul NBT-Lésung Il. Danach gibt man 4 pl
PMA-LOsung zu, mischt und inkubiert fir 20 min bei 37°C. Die Inkubation wird durch
Einbringen in ein Eisbad abgestoppt und die Zellsuspension wird bei 1000 U/min (150 g) und
4°C zentrifugiert. Das so gewonnene Zellpellet wird in 5ul PBS resuspendiert und
unverzuglich am Mikroskop bei 400-facher Vergrof3erung ausgewertet. Es werden 500 Zellen
gezahlt, wobei Zellen mit blau-schwarzem Formazan-Niederschlag als NBT-positiv gewertet
werden.

Zur Stimulation deRespiratory Burstverden DMSO-HL60-Zellen (nach 7 Tagen in 1.3 %
DMSO-haltigem Kulturmedium) mit dem Tumorpromoter PMA (Phorbol-12-myristat-13-
acetat) behande{Floyd et al., 1986) Dazu werden die DMSO-HL60-Zellen bei 1000 U/min
(150 g) und 4°C abzentrifugiert und zweimal mit 10 ml HBSS gewaschen und in HBSS in
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einer Konzentration von 2&0° Zellen/ml eingestellt. Nun erfolgt die Zugabe der PMA-
Losung, so dal? eine PMA-Endkonzentration von 100 bzw. 500 nM resultiert. Es schlief3t sich
nun unmittelbar eine Inkubation fir 1 h bei 37°C an. Danach werden die Zellen bis zum
Aufgeben auf die Alkalische-Elutions-Apparatur auf Eis aufbewahrt.

4.2.6 Plasmidisolierung (pSVaypt, pPR 63, pPR 65)

4.2.6.1 Bakterienkultivierung

Da das pSVZyptPlasmid als Abkdommling des pBR322-Plasmids nur in einer geringen
Kopienzahl pro Bakterium vorliegt wird die Isolierung nach dem Protokoll fur ,low copy*-
Plasmide durchgefuhrt. Zur Anzucht der Bakterien werden 2.51 LB-Medium (Mega-
Praparation) mit 100 pg/ml Ampicillin in einem Schikanekolben Eitcoli "sure strain”
beimpft und Uber Nacht (ca. 14 h) bei 37°C und 200 U/min im Schuttelinkubator kultiviert.
Wenn die Zelldichte in der Bakteriensuspension eine optische Dicht von 1 bei 600 nm
(entsprechend ?Bakterien/ml) erreicht hat (Messung im Photometer als Absorption gegen
LB-Medium) werden die Zellen 15 min bei 6000 g und 4°C zentrifugiert. Das Medium wird
vom Zellpellet abdekandiert und verworfen. Mit 50 ml eiskaltem Resuspensionspuffer werden
die Zellen wieder komplett resuspendiert.

Die Plasmide pcDNA3.1(-) und pPR65 werden in einer Maxi-Praparation gewonnen. Dazu
werden jeweils 400 ml LB-Medium mit 100 pg/ml Ampicillin in einem Schikanekolben mit
dem entsprechendé&n coli DH5a beimpft und wie oben beschrieben tiber Nacht zur richtigen
Zelldichte kultiviert. Die durch Zentrifugieren gewonnen Zellpellets werden nach Dekantieren
des Mediums in jeweils 10 ml eiskaltem Resuspensionspuffer aufgenommen.

4.2.6.2 Plasmidisolierung und Reinigung

Zu den in Resuspensionspuffer suspendierten Bakterien wird fur die Zellyse ein gleiches
Volumen Lysepuffer zugegeben und durch finfmaliges Drehen der Zentrifugenrbhrchen auf
den Kopf innerhalb von 5 min bei Raumtemperatur gut gemischt. Hierbei muf3 beachtet
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werden, daR man das Lysat nur vorsichtig schwenkt und nicht vortext. Zu dieser schlierigen
Mischung gibt man wiederum ein dem Resuspensionspuffer entsprechendes Volumen
Neutralisationspuffer, dreht und kippt die L6ésung 5-6 Mal zur Mischung und inkubiert far 30
min auf Eis. Zur Trennung der Plasmide von chromosomaler DNA und den festen
Zellbestandteilen wird jetzt fir 30 min bei 13000 U/min (SS-34 Rotor: 20000 g) zentrifugiert.
Der Uberstand wird dann zur vollstandigen Abtrennung von resuspendierten Partikeln ein
zweites Mal fur 15 min unter den gleichen Bedingungen zentrifugiert. Danach wird der
gesamte Uberstand Uber eine mit QBT-Puffer &Aquilibrierte QIAGEN-tip-2500 (Mega-
Praparation) bzw. QIAGEN-tip-500 (Maxi-Praparation) S&ule gegeben. Bei diesem
Reinigungsschritt wird die Plasmid-DNA bei einer niedrigen NaCl-Konzentration am
Séaulenmaterial adsorbiert. AnschlielRend wéascht manxh@@ml bzw. 230 ml QC-Pulffer.

Die gewaschene Plasmid-DNA auf dem Saulenmaterial wird nun mit 35 ml bzw. 15 ml QF-
Puffer eluiert. Aus dem Eluat fallt man die DNA mit Isopropanol (0.7 Volumenanteile) und
zentrifugiert 30 min bei 4°C mit 15000 g. Der Uberstand wird dekandiert und verworfen.
Anschliel3end wird das DNA-Pellet mit 7 ml bzw. 5 ml 70-prozentigen Ethanol gewaschen,
10 min bei 4°C mit 15000 g zentrifugiert und der Uberstand vorsichtig dekantiert, ohne das
Pellet abzuloésen. Das DNA-Pellet wird fur etwa 10 min an der Luft getrocknet und in TE-
Puffer aufgenommen (400 pl bzw. 150 pl).

4.2.6.3 Konzentrationsbestimmung der Plasmid-DNA

Die DNA-Konzentration aus den Plasmidpraparationen aus 4.2.6.2 werden durch Messung der
Absorption im Spektralphotometer bei 260 nm (Absorptionsmaximum von DNA und auch
RNA) bestimmt. Hierzu gibt man beispielsweise 5 pl der zu vermessenden DNA-LOsung in
995 pl HOgest.in eine Halbmikro-Quarzkivette und mifdt die Absorption geggOddst.

Es gilt bei einer Schichtdicke von 1 cmyef= 1.0 50 pg/ml. Die Reinheit der DNA laRt

sich durch den Quotienten depgflA230 abschatzen. Das Verhaltnis gibt Aufschluld Uber den
Anteil an verbliebenem Protein in der Praparation. Das Absorptionsmaximum von Proteinen
liegt bei 280 nm. Ein Absorptionsverhaltnis von 1.7-1.9 gilt als rein. Liegt es aul3erhalb, muf3
die Praparation nochmals gereinigt werden. Die DNA-Konzentration &3t sich auch Uber einen
Fluoreszenz-Vergleich mit einer Probe bekannter DNA-Konzentration nach einer
Agarosegelelektrophorese abschéatzen.
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4.2.7 Enzymatische Schadensanalyse am pSygt Plasmid (Relaxations-Assay)

4.2.7.1 Prinzip des DNA-Relaxations-Assay

Die Methode nutzt aus, dal’ ein superhelikales DNA-Molekul (hier: das gpM2lasmid,

5.2 kbp) durch Auftreten eines Einzelstrangbruchs im Molekul in eine weniger kompaktere,
relaxierte Form dberfuhrt wird. In der Agarose-Gelelektrophorese konnen diese beiden
Formen aufgrund ihres unterschiedlichen Laufverhaltens leicht aufgetrennt werden. Die
Menge an relaxierter Form korreliert dabei mit dem Ausmalf3 einer DNA-Schadigung bzw. ist
in ungeschadigter Plasmid-DNA relativ gering. Mit Hilfe von Reparaturendonukleasen, wie
dem FPG-Protein, lassen sich zuséatzlich zu den bereits vorhandenen (,direkten®)
Einzelstrangbrichen enzymspezifische DNA-Modifikationen (bei FPG-Protein z.B.
8-Hydroxyguanin und AP-L&sionen) in Einzelstrangbriiche tberfihren und so ebenfalls in
diesem Assay sichtbar mach@tpe et al., 1988; Epe et al., 1993a:dpies geschieht durch
Inkubation der geschadigten Plasmid-DNA vor der Gelelektrophorese mit der entsprechenden
Reparaturendonuklease (Akb4,Tab. 2.2).



4. MATERIAL UND METHODEN 78
Basenexzisionsreparatur DNA-Relaxations-Assay
[aTuTla Talu] Basen-
LU e kation helikal EaTeals]
supernelikale
; ona SRS oooooog
¢ spezifische DNA-Glycosylase
i modifizierte Base
u v

oooo oo AP-Lasion Schadigung [ulalulul Tulu}
LICICICICICIEY CICICICICIET

¢ AP-Endonuklease
0 EE
LIQICICICICICT

1. Exonuklease
2. DNA-Polymerase
3. DNA-Ligase

oooooog
CIGICICICICICT

Strangbruch

'

Inkubation mit
Reparatur-
endonuklease

'

offene zirkulare
DNA

O

Abb. 4.4

4.2.7.2 Schadigung der DNA

Prinzip des DNA-Relaxations-Assays.

Die Schadigung des pS\fbt Plasmids erfolgt ink-Puffer mit einer DNA-Endkonzentration

von 50.0 ug/ml . Dazu inkubiert man die DNA 1 h bei 37°C in Gegenwart von SIN-1
(Endkonzentration: 5-500 uM). Nach Beendigung der Inkubation gibt man zur Fallung der
DNA das 2.5-fache Volumen Fallungslésung zur Reaktionsmischung und lagert die Proben
fur 30 min bei -20°C. Danach wird 10 min bei 12000 U/min zentrifugiert und die
Uberstehende Lésung vorsichtig abpipettiert. Nach Waschen mit 70-prozentigem Ethanol wird
nochmals abzentrifugiert und der Uberstehende EtOH entfernt. Nach einer Trockenzeit von
10 min wird die DNA zur Schadensbestimmung in (BRuffer entsprechend dem

Reaktionsvolumen (0.2 pg/20 ul) aufgenommen.
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4.2.7.3 Enzyminkubation

Das in BE-Puffer aufgenommene pS\pt Plasmid (0.2 pg/20pul) wird mit 10.0 pl
Enzyml6sung versetzt, durchmischt und 30 min bei 37°C im Wasserbad inkubiert. Hierzu
wird FPG-Protein in BE/BSA-Puffer in einer Endkonzentration von 1 pg/ml eingesetzt. Zur
Bestimmung der Einzelstrangbriche wird BESA-Puffer ohne Enzym zugesetzt. Danach
beendet man die Enzyminkubation durch Zugabe von 10 pl SDS-haltigem Auftragepuffer.

4.2.7.4 Schadensdetektion und Auswertung

Zur Auftrennung von superhelikaler, linearer und relaxierter Form der Plasmid-DNA wird
eine Horizontalgelelektrophorese in 1-prozentiger Agar¢Sambrook et al., 1989)
durchgefuhrt. Die Elektrophorese erfolgt bei 80 V und 200 mA fur etwa 90 min.

Im Anschlul3 wird das Gel fur 60 min bei Raumtemperatur auf einem Schuttelpult oder
alternativ tber Nacht bei 4°C in einer Ethidiumbromid-Lésung (500 pg/l) gefarbt. Nach der
Farbung konnen die DNA-Banden auf dem Gel bei UV-Licht (312 nm) detektiert werden.
Dazu wird das Gel zunachst mit Hilfe einer digitalen CCD-Kamera aufgenommen und
anschlieBend mit Hilfe eines Computers (Macintosh) und eines Bildanalyseprogrammes
(MolecularAnalys?) gespeichert (Abb. 4.5) und ausgewertet. Die einzelnen
Fluoreszenzkurven werden mit Hilfe des Bildanalysenprogrammes integriert und die Banden
jeder einzelnen Spur werden zueinander in Verhaltnis gesetzt.

— e == <«— reclaxierte Form

W . G — — . — <€— superhelikale Form

Abb. 4.5 Beispiel eines Agarosegels zur DNA-Schadensanalyse. Linker Teil: pSV2-
gptPlasmid ungeschadigt (Bahn 1 - 3 ohne und Bahn 4 - 6 mit
anschlieBender FPG-Enzyminkubation). Rechter Teil: p§wRlasmid
geschadigt mit 40 uM SIN-1 und anschlielender FPG-Enzyminkubation.

Die Anzahl der Strangbriche (,direkte” oder durch Reparaturendonukleasen uberflhrte) pro
Plasmid-Molekll kann nun folgendermalf3en errechnet werden. Wenn man erstens bei der
Verteilung der Strangbriche eine Poissonverteilung zugrundelegt, zweitens berucksichtigen
will, dalR ein zweiter Strangbruch in einem Molekidl zu keiner weiteren

Konformationsanderung fuhrt, und drittens die abgeschwéchte Fluoreszenz des
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Ethidiumbromid-Komplexes mit der superhelikalen Form (aufgrund der geringeren
Interkalation) korrigieren will, ergibt sich folgende Bezieh(bigyd et al., 1978)

B 142 x S
ssh = = sy R
ssly Gesamtzahl der DNA-Einzelstrangbriiche pro DNA-Molekul
S Fluoreszenzintensitat der superhelikalen Form der DNA
R Fluoreszenzintensitat der relaxierten Form der DNA
1.42 Korrekturfaktor, der die geringere Interkalation des Ethidiumbromids in

die superhelikale Form der DNA und daraus folgend eine schwéchere
Fluoreszenz der Bande beriicksichtigt.

Die Anzahl der direkt erzeugten Einzelstrangbriichen kann aus denjenigen Gelspuren
errechnet werden, auf denen Proben aufgetragen wurden, die nicht mit Enzymen behandelt
wurden. Um nun den Anteil der Strangbriiche, der erst durch die Inkubation mit der
Reparaturendonuklease erzeugt wurde, zu bestimmen, muissen die direkten
Einzelstrangbriiche wie folgt erst von der Gesamtzahl der Einzelstrangbriiche subtrahiert
werden.

ess = ssp - sshy
ess Zahl der Endonuklease-sensitiven Modifikationen pro DNA-Molekil
sshy Gesamtzahl der Einzelstrangbriiche
sshky Zahl der direkten Einzelstrangbriiche

Des weiteren mufd von jeder geschadigten Probe der ,Blindwert* (ungeschadigtes Plasmid)
abgezogen werden, um den eigentlichen Nettowert der Einzlestrangbriiche zu erhalten, der nur
durch das schadigende Agens hervorgerufen wurde. Der Schaden des ,Blindwerts“ folgt aus
der Tatsache, daf} die Plasmid-DNA zum einen von Anfang an nur zu etwa 95 % in
superhelikaler Form vorliegt und zum anderen durch die Enzyminkubation teilweise auch eine
unspezifische Endonuklease-Aktivitat auftritt.
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4.2.8 pSV2¢gpt-Plasmid-Transformation

4.2.8.1 Prinzip

Transformation bezeichnet allgemein die Aufnahme gereinigter DNA in Bakterien und héhere
Zellen. Unter normalen Bedingungen ist dies ein aul3erst seltenes Ereignis. Eine starke
Erhohung der Transformations-Effizienz wird durch eine physikalische Behandlung (z.B.
Elektroporation) und/oder eine chemische Behandlung (z.B. ,@4&€thode) erreicht.
Bakterienzellen konnen mit einer Ca®ehandlung in ein Stadium der Kompetenz gebracht
werden, d.h. sie sind bereit beispielsweise Plasmid-DNA aufzunehmen. Wenn man solche
kompetenten Bakterien in einer geeigneten Prozedur mit isolierter Plasmid-DNA mischt, kann
es also zur Aufnahme von Plasmiden in Bakterienzellen kommen. Entsprechend aufgebaute
DNA wird dann in Bakterienzelle repliziert, transkribiert und schlief3lich in das Protein durch
die Translation umgesetzt. Das Bakterium kann also die Fremd-DNA nutzen und erhalt
eventuell neue Fahigkeiten, auf die durch geeignete Zusatze im Kulturmedium selektiert
werden kann.

Mit Hilfe des hier im Folgenden beschriebenen Systems bestehend aus d@efrStamm

DT-2 und dem Plasmid pS\V@pt lassen sich Ausmalf? und Art an DNA-Schaden und daraus

in Bakterien entstandene Mutationsraten korrelief@shman & Davidson, 1984;
Richardson et al., 1987; Palombo & Dogliotti, 1989)Das 5.2 kbp grof3e Plasmid enthéalt
zum einen eine Sequenz, die fur efractamase kodiertamg) und so ein Wachstum in
ampicillinhaltigem Kulturmedium ermoglicht. Dies macht man sich bei der Bestimmung der
Transformationrate zu Nutze. Jede Kolonie auf einem ampicillinhaltigen Nahrmedium steht
fur ein Bakterium, das ein Plasmid aufgenommen hat. Zum anderen beinhaltet das Plasmid die
Erbinformation fur das bakteriellgpt-Gen, welches fur die bakterielle Xanthin-Guanin-
Phosphoribosyltransferase (XGPRT), einem Enzym des Reservestoffwechsels der
Purinsynthese, kodiert. DagptGenprodukt hat physiologischerweise die Funktion
Hypoxanthin und Guanin mit 5-Phosphoribosyl-1-diphosphat unter Abspaltung von
Diphosphat in Inosin- bzw. Guanosin-monophosphat umzusetzen. Ebenso kann es aber das
Purinanalogon, 6-Thioguanin (6TG), zu 6-Thioguanosin-monophosphat verstoffwechseln,
was letztendlich zu einer starken Behinderung der RNA-Synthese und damit der Protein-
Biosynthese flihrt. Der hier verwenddte colirStamm DT-2 besitzt kein intaktegpt-Gen.
Obwohl ergpt-defizient ist, ist dieser Stamm lebensfahig, weil er den Bedarf an Nukleotiden
mit Hilfe eines alternativen SynthesestoffwechselwegespdanoveSynthese, deckt. Dieser
Stamm kann demnach ohne Einschrénkung auf 6-Thioguanin-haltigen Nahrboden wachsen.
Hat nun eine Bakterienzelle dieses Bakterienstamms ein gdRlasmid aufgenommen

und wird auf 6-Thioguanin-haltigen Nahrboden kultiviert, fuhrt dies durch die ,Vergiftung*
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mit 6-Thioguanin zu einem stark eingeschrankten Wachstum. Zur Bestimmung der
Mutationsrate einer potentiell genotoxischen Verbindung wird nun das gfvasmid
geschadigt und anschliel3end in Bakterien transformiert. Ist eine ausreichend grof3e Zahl an
DNA-Modifikationen in der DNA des Plasmids und damit auch in dgptcodierenden
Sequenz vorhanden, kann es dann im Bakterium bei der Replikation des Plasmids im
Bakterium zu einer Fixierung des DNA-Schadens, einer Mutation, kommen. Wenn eine
solche Mutation in der Sequenz degptGens zu einem Ausfall oder einem nicht
funktionierenden Genprodukt fuhrt, kbnnen Bakterien an ihrem Wachstum auf Ampicillin-
und 6-Thioguanin-haltigem Nahrboden erkannt werden. Mutanten igpt&equenz weisen
wieder den Phanotygpt-defizienter Stamme auf. Aus der Kolonienzahl auf Ampicillin-und
6-Thioguanin-haltigem N&hrboden lal3t sich somit eine Mutationsrate bestimmen.

4.2.8.2 Préaparation von kompetenten BakterienK. coli DT-2)

Zur Herstellung kompetenter Bakterien werden in einem 2|-Schikanekolben 600 ml LB-
Medium (ohne Ampicillin) mitE. coli DT2 beimpft. Die Kultur wird bis zu einer optischen
Dichte von ORy, = 0.5 bis 0.8 bei 37°C und 200 U/min im Schuttelinkubator inkubiert. Im
Anschluf3 werden die Bakterien, die sich jetzt in der exponentiellen Wachstumsphase
befinden, fir 30 min auf Eis aufbewahrt und danach fir 10 min bei 4000 U/min (GS-3 Rotor)
und 4°C zentrifugiert. Nach Verwerfen des Uberstandes wird das Bakterienpellet in 240 ml
eiskalter, steriler 0.1 M CaglLosung resuspendiert und wieder fir 30 min auf Eis
aufbewahrt, wobei die Suspension wéahrend dieser Zeit dreimal gevortext wird. Die Bakterien
werden danach wie vorher abzentrifugiert und in 24 ml eiskalter, steriler 0.1 M-G&EDihg

mit 15 % Glycerol aufgenommen. Die Bakteriensuspension wird in Aliquots mit flissigem
Stickstoff schockgefroren und bei -70°C gelagert. Vor der weiteren Verwendung wird der
Titer (Uberlebensrate) der Bakteriensuspension bestimmt, indem man Verdiinnungen im
Bereich von 1 : 10bis 1 : 16 mit LB-Medium (ohne Ampicillin) ansetzt und davon jeweils
100 pl auf LB-Medium-Platten ausstreicht.

4.2.8.3 Herstellung von Nahrmedien-Platten (Hart-Agar)
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Um dem Medium eine feste Konsistenz zu verleihen wird zusatzlich zu den
Flussigmedienkomponenten vor dem Autoklavieren 15 g/l Bacto-Agar (Bottom-Agar)
zugesetzt. Nachdem das Medium auf 50°C abgekdhlt ist, gibt man alle notwendigen Ubrigen
Supplemente (s. Kapitel 4.1.6.11) hinzu und giel3t die Platten (20 ml/Platte)sofort aus. Dies
erfolgt entweder per Hand oder mit Hilfe einer PlattengielBmaschine. Es werden Petrischalen
mit 10 cm Durchmesser verwendet. Nachdem das Medium unterhalb von 30°C ausgehértet
ist, werden die Platten zur Vermeidung von Kondenswasserbildung umgedreht und kénnen
am nachsten Tag verwendet oder bei 4°C flr einige Tage gelagert werden.

Fir das beschriebene Testsystem werden drei verschiedene Plattenarten bendtigt: LB-Medium
fur die Bakterientiterbestimmung, M9-minimal-salt-Medium mit 100 pg/ml Ampicillin
(M9amp) zur Bestimmung der Transformationsrate und M9-minimal-salt-Medium mit
100 pg/ml Ampicillin - und  20.0 pg/ml (120 uM) 6-Thioguanin  (MS,eT1e) zur
Mutantenselektion.

4.2.8.4 pSV2gpt-Modifizierung

Um in diesem System eine Mutation zu generieren, benétigt man erfahrungsgemald eine 10-
bis 50-fach hohere Schadigung als es zur Detektion von Modifikationen im Relaxations-Assay
(s. Kapitel 4.2.7) notwendig ist. Dies leuchtet ein, da nur aus wenigen der induzierten DNA-
Modifikationen eine Mutation resultiert. Die induzierten FPG-sensitiven Modifikationen sind
bei hdheren Schadigungen daher nicht mehr mit dem Relaxations-Assay mef3bar.

4285 Transformation und Plattieren der Bakterien

Zunachst taut man schonend innerhalb 1-2 h ein ausreichend grofRes Aliquot kompetenter
Bakterienzellen bei 0°C auf. Danach werden am Boden eines 2 ml-Reaktionsgefaf3es 50 pl
Bakteriensuspension und 50 ng der jeweiligen Plasmidprobe (entsprechend 2 pl einer 25 ng/pul
Plasmid-DNA enthaltenden Probe) zusammenpipettiert. AnschlieRend vortext man kurz und
inkubiert alle Ansatze fir 30 min auf Eis. Darauf werden die Ansatze fir 90 sec bei exakt
42°C inkubiert und schlief3lich wieder fir 5 min auf Eis aufbewahrt. Zu jedem Ansatz wird
nun auf 37°C vortemperiertes LB-Medium zugegeben und fur 30 min bei 200 U/min und
37°C zur Expression der Antibiotikaresistenz inkubiert. Aus jedem Ansatz werden nun 50 pl
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fur die Bestimmung der Transformationsrate in ein separates Reaktionsgefald Gberfuhrt. Die
Gefal3e mit den verbleibenden 500 pl dienen der Bestimmung der Mutationsrate. Zu den
Ansatzen fir die Bestimmung der Transformationsrate gibt man 1.5 ml einer 45°C warmen
Mischung aus 2 Teilen LB-Medium und 1 Teil klargeschmolzenem Topagar, die 100 pg/ml
Ampicillin  enthalt, durchmischt gut und verteilt die Mischung unmittelbar danach
gleichmaRig unter raschem Schwenken auh/M9Platten. Analogerweise gibt man zu den
Anséatzen fir die Bestimmung der Mutationsrate 1.5 ml der gleichen Mischung, die aber neben
100 pg/ml Ampicillin zusétzlich noch 20 pg/ml 6-Thioguanin enthélt, durchmischt gut und
verteilt die Mischung ebenso auf M@ sreMutantenplatten. Nach dem Ausharten werden
alle Platten mit dem Deckel nach unten fur etwa 24 h bei 37 C im Brutschrank inkubiert.

4.2.8.6 Auswertung

Zur Ermittlung der Transformationsrate und Mutationsrate wird in jedem Versuch jeweils eine
Doppel- bzw. Vierfachbestimmung durchgefihrt. Die Zahl der gebildeten Kolonien auf
Transformanten- und Mutantenplatten wird durch Auszéhlen bestimmt und der jeweilige
Mittelwert berechnet. Die Mutationsfrequenz der jeweiligen Ansétze ergibt sich aus dem
Quotienten der entsprechenden Mutationsrate und der dazugehorigen Transformationsrate.

Mutanten /u g Plasmid

Mutationsf = .
utationsirequenz= Transformanten {1 g Plasmid
4.2.9 Transfektion der CHO-Zellinien AA8 und AS52 mithOGG1
4.2.9.1 Prinzip

Ebenso wie in Bakterienzellen (s. Kapitel 4.2.8.1) ist es moglich, fremde DNA in
eukaryontischen Zellen zur Expression zu bringen. Hierzu stehen mittlerweile eine Vielzahl
physikalischer und chemischer Methoden zur Verfugung. Stellvertretend sei hier nur die
apparativ sehr aufwendige Mikroinjektion in den Zellkern, die
Calciumphosphatprazipitations-Methode und die Transfektion mit Hilfe von Liposomen
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erwahnt. Prinzipiell wird noch zwischen transienter (voribergehender) und stabiler
(dauerhafter) Transfektion unterschieden. Ob eine Zelle transient oder stabil transfiziert wird,
hangt vom Untersuchungsziel des Experimentators ab. Bei der stabilen Transfektion wird die
eingeschleuste DNA in das Genom integriert und folglich mit diesem dauerhaft transkribiert
und repliziert. Die so entstandene neue Zellinie unterscheidet sich nur durch die Anwesenheit
des neuen DNA-Sticks von seinen Vorgéngern. Zur Erzielung einer stabil transfizierten
Zellinie ist allerdings eine Selektion Uber etwa 14 Tage auf eine mit der Fremd-DNA
erworbene Eigenschaft (z.B. Antibiotikaresistenz) notwendig. Bei der transienten
Transfektion liegt die Fremd-DNA zwar im Zellkern der Wirtszelle vor, ist aber nicht in ihr
Genom integriert. Voribergehend kann das DNA-Stuck jedoch fir etwa 12-72 h in der
Wirtszelle exprimiert werden. Beispielsweise bei Untersuchungen von regulatorischen
Genelementen kann die transiente Transfektion die Methode der Wal{KeemBrandt,

1993)

In dieser Arbeit wurden die CHO-Zellinien AA8 und AS52 stabil mit de@GG1Gen
transfiziert. Als Vektoren dienten die Plasmide pcDNA3.1(-) und pPR65 aus der
Plasmidpraparation aus 4.2.6. Das Plasmid pPR65 besteht aus dem pcDNA3.1(-)-Invitrogen-
Vektor und dem offenen Leseraster fur da®GGEIGen unter der Kontrolle des
Cytomegalovirus-Promoters. Das Plasmid pcDNA3.1(-) stellt den Leervektor (ohne das
hOGG1Gen) dar. Beide Plasmide tragen eine Neomycin-Resistenz, was eine Selektion der
Transfektanten mit Geneticin ermoglicht. Zur Transfektion wird das FuGENE™6-
Transfektionsreagens der Firma Boehringer Mannheim verwendet. Es besteht aus einer
Mischung von Lipiden und anderen Verbindungen in 80-prozentigem Ethanol und stellt eine
nicht-liposomale Formulierung dar. Zielsetzung der Transfektion ist die konstitutive
Uberexpression dégDGG1Gens in den CHO-Zellinien.

4.2.9.2 Durchfiihrung

Um die beiden CHO-Zellinien AA8 und AS52 zu transfizieren, wird zun&chst in
Vorversuchen diejenige Geneticinsulfat (G418)-Konzentration durch Zugabe zum
Kulturmedium bestimmt, die fir beide Wildtyp-Zellinien absolut toxisch ist.

Dann sat man zunachsxB) regelmaRig passagierte und sich in der logarithmischen
Wachstumsphase befindende Zellen in eine 60 mm-Zellkulturgewebe-Schale mit 5 ml des
entsprechenden Kulturmediums aus. 16-20 h spater werden die Zellen transfiziert. Dazu
mischt man jeweils 97 pl Kulturmedium mit 3 pl FUGENE™®6 Transfektionsreagens und
inkubiert fir 5 min bei Raumtemperatur. Diese Mischung gibt man tropfenweise zu 1 ul der
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entsprechenden DNA-L6sungen (1 pg Plasmid-DNA pro 1 p@dast), durchmischt durch
Antippen des Ro6hrchen und inkubiert far 15 min bei Raumtemperatur. Diese
Gesamtmischung wird tropfenweise zu den jeweiligen mit Kulturmedium gefillten
Gewebekultur-Schalen gegeben, durch Schwenken der Schalen gemischt und dann fir 24 h im
Brutschrank inkubiert. Die Zellen werden dann abgeldst und in einer Verdiinnung von 1:100
auf 100 mm-Schalen mit 10 ml Kulturmedium ausgeséat. Nach weiteren 24 h beginnt die
Selektion, indem das Kulturmedium durch frisches 800 pg/ml Geneticin enthaltendes Medium
ersetzt wird. Wahrend der folgenden 10 Tage wird das Kulturmedium (800 pg/ml Geneticin)
alle 2-3 Tage ausgetauscht. Schliel3lich isoliert man einzelne Zellklone, indem man sie mit
Hilfe von Klonierungsringen separat trypsiniert und zunéchst in 24-Loch-
Kulturgewebeschalen, danach in Zellkulturgewebeflaschen vermehrt.

4.2.10 Analyse der Transfektanten auhOGGZLExpression und Enzymaktivitat
des Genproduktes

Die Verifizierung der Transfektion und Charakterisierung des AusmafRes der Uberexpression
erfolgt mit unterschiedlichen Techniken auf RNA- und Proteinebene.

4.2.10.1 RT-PCR

Die Reverse-Transkriptions-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) ist eine Methode, um die
Expression des in die Zellen transfizierten Gens auf mMRNA-Ebene zu Uberprifen.

4.2.10.1.1 Prinzip

Voraussetzung der RT-PCR ist die Gewinnung der Gesamt-RNA des zu untersuchenden
Systems. Eine erfolgreiche RT-PCR setzt eine RNA-Isolierung von hoher Qualitat voraus.
Eine Verunreinigung mit RNasen und bei der Isolierung eingesetzten Chemikalien muf3
ausgeschlossen werden koénnen. In einer RNA-Gesamt-Praparation sind alle drei RNA-Arten,
transfer-RNA (tRNA), ribosomale RNA (rRNA) und messenger-RNA (mRNA), enthalten,
wobei die mRNA oder Boten-RNA nur einen Anteil von 1-2 % der gesamten RNA-
Praparation ausmacht. Die mRNA gibt jedoch Aufschlufl3 Gber diejenigen Gene, die im
Genom des untersuchten Organismus zur Expression gelangen. Ein Besonderheit fast aller
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MRNASs in tierischen und pflanzlichen Zellen ist, dal’3 sie neben der fir das jeweilige Gen
codierenden Nukleinsdure-Sequenz noch eine Kette bestehend aus 150-250 Adenin-
Nukleotiden am 3'-Ende (,PolyA-Schwanz*) tragen. Dies ermdglicht eine Hybridisierung der
unterschiedlichsten mRNA-Sticke mit Oligomeren, die aus 12-18 Desoxythymidinen
(Oligo(dT)) bestehen. Unter Anwesenheit einer Mischung der vier verschiedenen
Desoxyribonukleotiden und dem Enzym Reverse Transkriptase (RT) kommt es dann zur
sogenannten Erst-Strangsynthese. Im Idealfall wird hier jede mRNA des untersuchten
Organismus in die der mRNA komplementaren DNA-Kopie (cDNA) lUbersetzt.

Mit der so erhaltenen cDNA kann nun in einer Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) mit
genspezifischen Oligonukleotidprimern (GSP) nach dem Zielgen gesucht werden. Mit der
PCR lassen sich kleinste Mengen der Zielsequenz durch enzymatische Vermehrung eines
Sequenzabschnitts zwischen zwei Oligonukleotidprimern nachweisen. Dazu gibt man die GSP
im Uberschuf? unter Hybridisierungsbedingungen (etwa 70°C) zur DNA-Probe, damit sich die
GSP an die komplementéaren Zielsequenzen anlagern kénnen. Nun verknlpft eine DNA-
Polymerase die im Ansatz vorhandenen Nukleotide mit den 3'-Enden der Primer und
synthetisiert so komplementare DNA-Stréange. Diese werden bei 94°C denaturiert, um einen
erneuten Synthesezyklus durch Hybridisierung der GSP und den Oligonukleotiden
einzuleiten. Solche Zyklen - Denaturierung, Hybridisierung, DNA-Synthese - werden 20-50
mal wiederholt, was in einer Kettenreaktion ausgehend von einer kleinen Anzahl der
gesuchten DNA-Sequenz zu einer millionenfachen Amplifizierung des Zielgens fuhrt. Dieses
Produkt der PCR lafit sich dann leicht anhand eines mit Ethidiumbromid gefarbten
Agarosegels sichtbar machen. Die Lange des PCR-Produktes wird mit Hilfe von DNA-
Langenstandards bestimmt.

4.2.10.1.2 RNA-Praparation

Zur Praparation der Gesamt-RNA werden jewei$® Zellen der Zellinien AA8, AS52 und

der entsprechenden Transfektanten nach dem Ablésen und Aufnehmen in Kulturmedium
pelletiert. Im folgenden verfahrt man nach dem leicht modifizierten Protokoll des Rneasy-
Mini-Handbuch (2. Auflage, Méarz 1997, Firma QIAGEN). Alle Arbeiten werden bei
Raumtemperatur durchgefuhrt. Wahrend aller Arbeitsschritte werden zur Minimierung der
Kontaminationsgefahr durch RNA-degradierende Enzyme Handschuhe getragen.

Das jeweilige Zellpellet wird in 600 pl RLT-Lysepuffer aufgenommen und mit einer Pipette
so durchmischt, daf3 kein Klumpen mehr sichtbar sind. Das Lysat wird dann mittels einer
QIAshredder-Saule homogenisiert und mit 600 pl 70% Ethanol mittels einer Pipette gemischt.
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Das Probenvolumen wird in 2 gleichen Portionen auf eine Rneasy-mini-Spin-Saule gegeben
und diese Saule dann jeweils fur 15 sec bei 8000 g zentrifugiert. Dabei wird der Durchfluf3
jeweils ein zweites Mal auf die S&ule gegeben bevor er verworfen wird. Nun wird 700 pl
RW1-Waschpuffer auf die Saule gegeben, 5 min inkubiert und schlief3lich auch bei 8000 g fur
15 sec zentrifugiert. Nachdem die Saule auf ein neues 2 ml-Auffangefald gesetzt wurde, wird
jede Saule mit 500 pl RPE-Puffer durch Zentrifugieren unter den gleichen Bedingungen wie
oben gewaschen. Der Durchflufd wird verworfen und der Waschschritt wird wiederholt, wobei
man fur 2 min bei maximaler Geschwindigkeit zur vollstandigen Trocknung der Saule
zentrifugiert. Zum Schluld wird die Saule in ein sauberes 1.5 ml-Reaktionsgefald gesetzt, und
durch zweimaliges Eluieren mit 50 pl Rnase-freiem Wasser (jeweils 1 min bei 8000 g
zentrifugieren) wird die RNA von der Séaule gewaschen.

4.2.10.1.3 Charakterisierung der RNA-Praparation

Die RNA-Praparation wird dann mit Hilfe eines analytischen Gels auf die Unversehrtheit und
Reinheit der RNA untersucht. Dazu werden 2 pl jedes Ansatzes in einem 1-prozentigen
Agarosegel, das 500 ug/l Ethidiumbromid enthélt, aufgetrennt (EasyCast-
Gelelektrophoresekammer) und unmittelbar im Anschluf3 die Banden auf dem Gel bei UV-
Licht (312 nm) detektiert. Bei einer unversehrten und hochreinen RNA-Praparation sollten
dabei zwei scharfe Banden ribosomaler RNA detektiert werden konnen, wobei das Verhaltnis
der 28S-Bande (4.7 kb) zur 18S-Bande (1.9 kb) etwa 2:1 betragt (Abb. 4.6).

Des weiteren fuhrt man eine UV-photometrische Bestimmung des Quotienten der
Absorptionen bei 260 nm @A) und 280 nm (Agg) durch und berechnet mit Hilfe dengd

den ungefahren RNA-Gehalt (bei einer Schichtdicke von 1 cm gi#t=A1.00140 pg/ml) der
Proben (analog 4.2.6.3).
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Abb. 4.6 Beispiel eines aufgenommenen Agarosegels von RNA-Praparationen aus
den Zellen AS52, AS52-oggl-1 AS52-oggl-2 AS52-0oggl-3. und
AS52-0ggl-4.

4.2.10.1.4 DNA-Hydrolyse

Als nachstes werden die RNA-Proben bevor sie in der RT-PCR eingesetzt werden zur
Entfernung von Spuren genomischer DNA einer enzymatischen Hydrolyse der DNA

unterzogen.

Man gibt hierzu das Volumen der jeweiligen RNA-Praparationen, das 2 pg Gesamt-RNA
entspricht, in ein dinnwandiges 0.5 ml Reaktionsgefald. Dazu pipettiert man je 1 ul DNase |
(AU/ul) und 10-fach DNase-I-Reaktionspuffer und erganzt mit RNase-freiem Wasser auf
10 pl. Dieser Ansatz wird zunachst fir 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Danach gibt
man 1 pl EDTA-LOsung zu und inkubiert im PCR-Geréat bei 65°C fur 10 min, um die DNase

wieder zu inaktivieren.

4.2.10.1.5 Erststrangsynthese mit Hilfe der Reversen Transkriptase

Zur Erststrangsynthese werden die Anséatze zundchst 20k auf 11.8 pl ergénzt und mit

1 pl Oligo(dT)12-18 (0.5 pg/ul) versetzt. Danach werden sie fur 10 min bei 70°C inkubiert.
Jetzt gibt man zu jedem Ansatz 6.2 pl des vorbereiteten Master-Mix (je Ansatz: 2 ul 10-fach
PCR-Puffer, 2 pul DTT-L6sung, 1.2 pl Mg&Losung, 1 pl Nuleotid-Mix) und inkubiert die
Proben fur 5 min bei 42°C. Nun versieht man die Ansatze mit je 1 pl Reverse Transkriptase
(SUPERSCRIPT), inkubiert fur weitere 50 min bei 42°C und dann fir 15 min bei 72°C. Diese
Anséatze dienen als Matrizee(nplaté fur die sich anschlie3ende PCR.

4.2.10.1.6 Durchfiihrung der PCR

Die PCR zum spezifischen Nachweis der Sequenh@&G1Gens wird jeweils mit Hilfe
der beiden Primer-Paare OGG1/OGG2 und OGG3/0OGG4 durchgefihrt. Das Primer-Paar
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OGG1/0GG2 liefert ein Amplifikations-Produkt von 417 bp und das Primer-Paar
OGG3/0GG4 von 573 bp. Die Primer weisen folgende Sequenzen auf:

Primer OGG1: 5" GCTGGGCCTGGGCTATCGTG 3
Primer OGG2: 5" CTGCGCTTTGCTGGTGGCTCCTG 3
Primer OGG3: 5" TCCATCCCGTGCCCTCGCTCTG &
Primer OGG4: 5" GATGGCTCGGGCACTGGCACTCA 3

Die gelieferten Primer werden alle in autoklavierteOgts; zu einer Endkonzentration von
25 pmol/ul geldst.

Zunachst wird der Master-Mix fur die PCR angesetzt. Pro Ansatz mischt man 30.75 pl
autoklaviertes HOdest, 5.75 pl Glycerol 85 %, 5 ul 10-fach PCR-Puffer, 3 pl MgCl
Losung, 1 pl Nuleotid-Mix, je 1 pl Primer-Lésung von OGG1 und OGG2 oder OGG3 und
OGG4 (Volumen pro Ansatz 47.5 pl). 2 pl Protesr(plateaus 4.2.10.1.5) werden mit 47.5 pl
dieses bereiteten Master-Mix versetzt und fir 5 min bei 94°C inkubiert. Jedem Ansatz wird
nun 0.5 pl Tag-Polymerase zugefugt und die Ansatze 35 Wiederholungen folgenden PCR-
Programms unterzogen: 1 min 94°C, 1.5 min 63.5°C, 2 min 72°C. Nach abschlieRender
Inkubation fir 5 min bei 72°C kénnen die Ansatze untersucht oder bei -20°C bis zur
Untersuchung gelagert werden.

4.2.10.1.7 Charakterisierung der PCR-Produkte

Zur Charakterisierung der PCR-Produkte werden jeweils 5pul jedes PCR-Ansatzes
gelelektrophoretisch in einem 1-prozentigem Agarosegel aufgetrennt und mit Ethidiumbromid
angefarbt. Zur Abschatzung der MolekulgréRen der resultierenden Banden wird ein DNA-
Langenstandard mit bekannten Bandenlangen (pBR322-alul) aufgetragen.
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Abb. 4.7 Beispiel eines Agarosegels von Proben nach einer RT-PCR. Eingesetzt

wurden die PCR-Produkte der Zellinien AA8 (Spur 2), AA8-oggl-22 (Spur
4), AA8-0ggl-19 (Spur 5), AA8-09ggl-16 (Spur 6), AA8-0ggl-9 (Spur 7),
AA8-0ggl-1 (Spur 8) und pPR65-Plasmid-DNA (Spur 3) unter Verwendung
des Primer-Paares OGG3/0GG4. Auf Spur 1 ist der Langenstandard
(pPBR322-alu} aufgetragen. Das PCR-Produkt weist eine vorhergesagte
Lange von 573 bp auf.

4.2.10.2 Western Blot

Um sicher zu sein, daf3 die vorhanden mRNA auch in die entsprechende Aminosauresequenz
translatiert wird, werden die Zellen mit Hilfe défestern-BlofTechnik auch auf Proteinebene
untersucht (s. auch Kapitel 4.2.4.3). Diese Untersuchung wurde nach Versendung der
Zellpellets bestehend aus jex1®® Zellen von derArbeitsgruppe von P. Radicella
(Fontenay-aux-Rosesylurchgefuhrt.

Dazu werden die Zellpellets in 0.35 ml Lysepuffer (20 mM Tris-HCI pH 8.0, 1 mM EDTA,
250 mM NaCl, 2.5ug /ml AAL) resuspendiert. Die Zellsuspension wird mit einem
Ultraschall-Homogenisator aufgeschlossen und anschlief3end fiir 45 min bei 4°C und 85000 g
zentrifugiert. Im Uberstand wird der Proteingehalt nach Bradford bestimmt. Mit diesem
Uberstand werden déWestern Blotund auch die Enzymaktivitatstest (s. Kapitel 4.2.10.3)
durchgefuhrt.

Fiur denWestern Blotird ein 50 pg Protein entsprechendes Aliquot des Zellysat-Uberstandes
mit einer SDS-PAGE aufgetrennt und anschlieBend auf eine Nitrocellulose-Membran
transferiert. Die Detektion des hOggl-Proteins erfolgt mit einem polyklonalen Hasen-
Antikorper gegen das komplette Protédhérin, Radicella and Boiteux, unverdffentlicht)

Abb. 5.13 (oben) zeigt stellvertretend défestern Blotauf hOggl in parentalen AS52 und

dem Klon AS52-0gg1-2.

4.2.10.3 Enzym-Aktivitats-Tests im Gesamtzellextrakt
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In diesen Tests durchgefuhrt von der Arbeitsgruppe von P. Radicella (Fontenay-aux-
Roses) wird mittels spezifischer Substrate von Oggl-Proteidrdigtro-Enzymaktivitat in
Zellextrakten (aus 4.2.10.2) untersucht.

4.2.10.3.1 8-0x0G-Glykosylaseaktivitat

Hierzu verwendet man ein 34-mer Oligonukleotid, das in Position 16 ein einzelnes 8-oxoG
aufweist. Die Synthese erfolgte wie Girard et al. (1998) vor kurzem beschrieben wurde.
Folgende Sequenz wurde eingesetzt:

5-GGCTTCATCGTTATT(8-Ox0G)ATGACCTGGTGGATACCG-3'

Dieses Oligonukleotid wird am 5-Ende mit Hilfe vop P]-ATP und T4 Polynukleotid-
Kinase radioaktiv markiert. Def?P-markierte Strang wird mit einem komplementéren
Oligonukleotid hybridisiert, das an Position 16 ein Cytosin tragt.

Die jeweiligen Versuchsansatze (Endvolumen 16 ml) enthalten 50 fmolesarkierten
DNA-Doppelstranges und ein 3 ug Gesamt-Protein entsprechendes Volumen Zellextrakt in
NTE-Puffer (70 mM NaCl, 2 mM N&DTA, 25 mM Tris-HCI pH 7.6). Zur Bestimmung der
8-0x0G-Glykosylaseaktivitat werden diese Ansétze fur 30 min bei 37°C inkubiert und
anschlieBend auf einer denaturierenden SDS-PAGE (20 %, 7 M Harnstoff) analysiert.

Abb. 5.13 (Mitte) zeigt die 8-0xoG-Glykosylaseaktivitat im Zellextrakt stellvertretend fur die
parentalen AS52 und den Klon AS52-ogg1-2.

4.2.10.3.2 FAPY-Guanin-Glykosylaseaktivitat

Die FAPY-Guanin-Glykosylaseaktivitat wird bestimmt, indem man die FreisetzungHron
markiertem FAPY-Guanin aus einem niii-Methylmethansulfonat behandelten poly(dG-
dC)-Stuck mil3(Boiteux et al., 1990)

Abb. 5.13 (unten) zeigt die FAPY-Guanin-Glykosylaseaktivitat im Zellextrakt stellvertretend
fur die parentalen AS52 und den Klon AS52-0gg1-2.

4.2.11 AS52pt-Mutationstest
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Diese Methode ermdglicht die Identifizierung und Untersuchung mutagener Substanzen in
Zellkulturen der CHO-Zellinien AS52. Die Methode erlaubt daher durch den Vergleich von
Mutationsraten in AS52 undOGGZtransfizierten Klonen eine Aussage uber den Einfluf3
einerOGG-Uberexpression auf induzierte und spontane Mutationsraten.

42.11.1 Prinzip

Die AS52-Zellen wurden aus der CHO-K1-BH4-Zellinie durch Austausch des Saugergens
HPRT gegen das funktionell analoggptGen ausk. coli geschaffen. Dabei wurde das
hemizygoteHPRT-Gen auf dem X-Chromosom deletiert und statt dessen eine Kopipter
Sequenz in ein Autosom insertiert. Die AS52 besitzen daher nur autosomal eine einfache
Kopie des bakteriellegpt-Gens, das ebenso wie das HGPRT-Gen der Saugerzellen fir eine
Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyl-Transferase, ein Enzym des Reservestoffwechsels der
Purinsynthese, kodiert. Da d&s coltEnzym im Gegensatz zur Sduger-HGPRT nicht nur
Hypoxanthin, sondern auch Xanthin als Substrat im Wiederverwertungsweg benutzen kann,
wird es auch Xanthin-Guanin-Phosphoribosyl-Transferase (XGPRT) genannt. Neben der
physiologischen Funktion der HGPRT kann es das Purinanalogon 6-Thioguanin (6TG)
toxifizieren (s. Kapitel 4.2.8.1). Durch Zugabe von 6 TG zum Kulturmedium werden also alle
Zellen abgetdtet die ein unversehngsGen besitzen. Mit 6TG wird somit eine Selektion auf
solche Zellen moglich, die entweder spontan oder durch eine Behandlung mit einem Agens
eine Mutation imgptGen @pt’) erlitten haben, welche zu einem Funktionsverlust des
kodierten Enzyms gefuhrt ham vor Versuchsbeginn die Zellpopulation von spontan
entstandenergptMutanten zu befreien, kann mit der Zugabe des Fols&ure-Antagonisten
Aminopterin dieDe-noveSynthese von Nukleinsauren blockiert werden. Somit sterben alle
gpt-Mutanten ab, da sie den Ausfall d&e-noveSyntheseweges nicht mehr mit dem
alternativen Wiederverwertungsweg kompensieren kor{itémdall, 1984, 1986, 1989)
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4.2.11.2 Bestimmung induzierter Mutationshaufigkeiten

Zur Eliminierung spontanagptMutanten werden die AS52 und Transfektanten fur 5 Tage in
MPA (Cleansing Mediuin kultiviert. Danach werden pro Schéadigungsansatz @5 der
jeweiligen Zellen in 15 ml Recovery-Medium ausgesat und zur Regeneration fir 48 h im
Brutschrank kultiviert. Vor der Schadigung wird das Medium von den sich in der
logarithmischen Wachstumsphase befindenden Zellen abgenommen und die Zellen zweimal
mit je 10 ml PBSCMF gewaschen.

Schadigung mit Ro 19-8022 und sichtbarem Licht

Zur Schadigung versetzt man die am Boden der Zellkulturflasche festwachsenden Zellen mit
10 ml PBSCMF. Nun inkubiert man mit Ro 19-8022 unter Belichtung ftr 10 min bei 0°C mit
einer 1000 W Halogenlampe aus einer Distanz von 38 cm (entsprechend 166 kJ/m? im
Bereich 400-800 nm). AnschlieBend wird die schadigende Losung unverzuglich komplett
abgezogen, und man wascht zweimal mit je 10 ml PBSCMF-.

Schadigung mit Kaliumbromat

Zur Schadigung versetzt man die am Boden der Zellkulturflasche festwachsenden Zellen mit
10 ml 37°C warmem PBSCMF, in dem kurz vorher eine entsprechende Menge Kaliumbromat
(0O - 80 mM) gelost wurde. Daran schliel3t sich unmittelbar eine Inkubation fir 15 min bei
37°C im Brutschrank an. Im Anschluf3 verfahrt man ebenso wie bei der Schadigung mit
Ro 19-8022 und sichtbarem Licht beschrieben.

Danach werden die Zellen durch Zugabe von Trypsin/EDTA-LOsung vom Boden der
Zellkulturflasche abgelést, gezahlt und X18° Zellen wieder in 15 ml Routinemedium
ausgesat. Nach 4 Tagen wird jeder Ansatz nochmals abgelést und wied€f @é&llen fiir
weitere 3 Tage in Routinemedium kultiviert. Diese Woche in Routinemedium dient zum
Abbau noch vorhandengpt-Genprodukte vor Selektionsbeginn.

Jetzt werden pro Ansatz jeweilsx®® Zellen auf 5 100 mm-Gewebekultur-Schalen
(Mutantenplatten) in einem Gesamtvolumen von 10 ml Routinemedium ausgesat. Zusatzlich
plattiert man pro Ansatz je 200 Zellen auf 3 60 mm-Gewebekultur-Schalen (Titerplatten) mit
5 ml Routinemedium aus. Nach 2 h erschitterungfreier Inkubation im Brutschrank werden die
Mutantenplatten um 50 pl 6-Thioguaninlésung (resultierende Konzentration: 2.5 pg/ml)
erganzt. Alle Platten werden dann fur etwa 8 Tage im Brutschrank kultiviert.
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Zur Anfarbung der Kolonien wird das Medium abgegossen, die Platten mit 0.9 %
Natriumchlorid-Losung gespilt und die Kolonien mit Methanol fixiert. Jetzt werden die
Platten fur 15 min mit Giemsa-LAdsung gefarbt. Danach wird nicht gebundener Farbstoff durch
Spulen mit Wasser vorsichtig entfernt und die Kolonien der einzelnen Mutanten- und
Titerplatten nach dem Trocknen ausgezahlt. Die Anzahl der Mutanten Ditbéfebende
Zellen ergibt sich aus nachfolgender Beziehung:

@ Mutantenzahk 1000

Mutanten pro 1Diuberlebende Zellen =
@ Titerzahl

4.2.11.3 Bestimmung spontaner Mutationsraten

Zur Bestimmung der Spontan-Mutationsraten werden die verschiedenen Zellinien durch
Kultivierung fur 5 Tage in MPA-Medium von schon vor Versuchsbeginn vorhandenen
Spontanmutanten befreit und dann Uber langere Zeit unter exponentiellen
Wachstumsbedingungen in kontinuierlichen Zellkulturen weitergezichtet, wobei zu
verschiedenen Zeitpunkten die Anzahl der sich angehagpeMutanten bestimmt wird
(Glaab und Tindall, 1997)

Nach Kultivierung in MPA-Medium (,,Zeitpunkt 0) werden die Zellen abgeldst. Ein Teil der
Zellen wird sofort zur Bestimmung der Spontanmutanten ausplattiert und ein anderer Teil
wird zur weiteren Kultivierung direkt in Routinemedium (nicht erst in Recovery-Medium)
Uberfuhrt. Dabei wird der Ablauf des Mutationstest nach 4.2.11.2 (Bestimmung induzierte
Mutationsraten) nur in sofern abgewandelt, dal3 erstens pro Mutantenplatte zur Erh6hung der
Empfindlichkeit x10° Zellen ausplattiert werden, zweitens sowohl eine Schadigung als auch
eine zusatzliche Woche Kultivierung in Routinemedium vor dem Plattieren entféallt und
drittens bis zu Versuchsende immerfort ein Teil der Zellen in Routinemedium weiterkultiviert
wird. Zur Gewahrleistung der kontinuierlichen exponentiellen Wachstumsbedingungen
werden alle 2 oder 3 Tage die verschiedenen Zellinien passagiert, indem man nach dem
Ablésen jeweils 2 oderx@C Zellen in einer 175 chZellkulturgewebeflasche mit 30 ml
Routinemedium neu aussat. Zu diesen Zeiten wird entweder auch zur Bestimmung der
Spontanrate ein Teil der Zellen ausplattiert oder die gesamten Uberschissigen Zellen
verworfen.

Zur Auswertung der im Laufe der Zeit gewonnenen spontanen Mutationsraten der einzelnen
Zellinien wird die Anzahl der jeweiligen Spontan-Mutanten mit dem Zeitpunkt der
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Bestimmung korreliert. Wenn man die Mutantenrate einer Zellinie auf der Ordinate gegen den
Zeitpunkt der Bestimmung auf der Abszisse auftragt, erhalt man fur jede Zellinie eine Gerade,
deren Steilheit die Empfanglichkeit der einzelnen Zellinien gegenliber spontanen Mutationen
widerspiegelt. Die Zeitangaben der Bestimmungen der Spontanraten wird in Generationen
angegeben. Die Anzahl der Generationen wird durch die Zellzahlbestimmung beim
Passagieren bestimmt, wobei die ausgesate Zellzahl jeweils um den Faktor 0.89+0.07
(durchschnittlichePlating Efficiency korrigiert wird.

4.2.12 Bestimmung der Zelltoxizitat Cloning Efficiency)

In Routinemedium kultivierte Zellen aus der logarithmischen Wachstumsphase werden
genauso wie unter 4.2.11.2 beschrieben geschéadigt. Nach den Waschschritten werden die
Zellen ebenfalls abgelost, gezéhlt und dann 200-4000 Zellen in je 3 60 mm-
Gewebekulturschalen pro Ansatz mit 5 ml Routinemedium ausgeséat. Die Platten werden fur
8 Tage im Brutschrank kultiviert und dann wie unter 4.2.11.2 beschrieben gefarbt und
ausgezahlt. Zur Auswertung wird die durchschnittlich Anzahl der Kolonien des
Kontrollansatzes (unbehandelte Zellen) als 100 %-Wert (maximale Uberlebensrate)
angesehen. Die durchschnittlichen Kolonienzahlen der geschadigten Ansétze werden dazu in
Relation gesetzt.

4.2.13 Charakterisierung von Mutationen degpt-Gens in 6TG-resistenten AS52-
Zellen
4.2.13.1 Isolierung 6TG-resistenter AS52-Zellen

Zur Gewinnung 6TG-resistenter AS52-Mutanten-Klone verwendet man Zellkolonien der
Mutantenplatten aus dem ASHRt Mutationstest (s. Kapitel 4.2.11). Von jeder
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Mutantenplatte, die aus einer unabhangig geschadigten Zellpopulation stammen muf3, darf nur
eine Kolonie zur Auswertung herangezogen werden, um zu vermeiden, dald genetisch
identische Tochterzellen, die nur aus der Teilung einer Zelle stammen, untersucht werden. Es
werden sowohl Mutantenkolonien, die spontanen Ursprungs sind (s. Kapitel 4.2.11.3), als
auch durch Bromat-induzierte Mutanten (s. Kapitel 4.2.11.2), bei denen die
Mutationsfrequenz mindestens 4-fach Uber der der Kontrollen liegt, durch separates
Trypsinieren mit Klonierungsringen isoliert. Die Zellklone werden dann in 6TG-haltigem
Routinemedium (2.5 pg/ml) bis zu einer fir die DNA-Isolierung ausreichenden Zellzahl
vermehrt.

4.2.13.2 DNA-Isolierung

Jeweils %10° der einzelnen 6TG-resistenten Zellklone werden nach den Anweisungen des
,Handbuch fir QlAamp Blood Kits und QlAamp Tissue Kits* (QIAGEN, August 1998,
Seite 15f.) aufgearbeitet.

4.2.13.3 PCR und Aufreinigung der PCR-Produkte

Die isolierten DNA-Proben werden dann in Anwesenheit gptgenspezifischen Primern
(GSP) zur Vermehrung der in den Mutanten vorhandgpeB8equenz einer PCR unterzogen.

Dazu pipettiert man jeweils ein 1 ug DNA entsprechendes Volumen der Praparationen aus
4.2.13.2, 50 pl QIAGEN Master Mix, je 25 pmol eines GSP-Paares und autoklaviertes
H20gest. zu einem Endvolumen von 100 pl in einem dinnwandigen PCR-Reaktionsgefal}
zusammen. Die PCR wird jeweils mit Hilfe der beiden Primer-Paare For4/Rev4 und
For6/Rev6 durchgefihrt. Das Primer-Paar For4/Rev4 liefert ein Amplifikations-Produkt von
810 bp und das Primer-Paar For6/Rev6 von 888 bp. Die Primer weisen folgende Sequenzen
auf:
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Primer For4: 5 TCCCCTCGAACACTTTTT 3
Primer Rev4: 5" CTGGACGTCGAGGATTTC 3'
Primer For6: 5" AGACAGGCTTGCGAGATA 3
Primer Rev6: 5" CATGCGATACCAGTGAGG 3

Die Ansatze werden im PCR-Gerét zunachst 5 min bei 94°C inkubiert. Jedem Ansatz wird
0.5 pl Tag-Polymerase zugefiigt und die Anséatze 30 Zyklen folgenden PCR-Programms
unterzogen: 1 min 94°C, 1 min 58°C, 2 min 72°C. Nach abschlieRender Inkubation fur 5 min
bei 72°C und einer Abkihlphase konnen die Ansatze untersucht oder bei -20°C bis zur
Untersuchung gelagert werden.

Die Charakterisierung der Ansatze erfolgt wie in Kapitel 4.2.10.1.7 beschrieben.

Da in einigen Proben kein passendes PCR-Produkt detektiert werden konnte wird neben einer
Versuchswiederholung zusatzlich ein Experiment mit einem ,Uber-Kreuz-Primer-Paar®
(Rev4/For6: Amplifikations-Produkt von 947 bp) zur Uberprifung der Methode durchgefiihrt.
Die Wiederholungen bestatigten die jeweiligen Experimente. Bei Proben die kein passendes
PCR-Produkt liefern, ist daher mit groRer Wahrscheinlichkeit von grof3eren oder kompletten
Deletionen degptSequenz auszugehgrindall, 1989).

Um die PCR-Produkte in hochreiner Qualitat fur die Sequenzierung zur Verfigung zu haben,
werden sie in einer Aufreinigungsprozedur von Primern, Nukleotiden, Salzen und Polymerase
befreit. Hierzu behandelt man den PCR-Ansatz nach dem ,Protokoll fur den QIAquick PCR
Purification Kit bei Verwendung einer Mikrozentrifuge* (S. 19 f., QIAquick Spin Handbuch,
Méarz 1998, QIAGEN). Im Anschluf? wird die Qualitat und Ausbeute der Proben nochmals mit
einem Agarosegel Uberprift.

4.2.13.4 Sequenzierung dagpt-Sequenz

Zur Bestimmung der Veranderung in dgptSequenz werden die aufgereinigten PCR-
Produkte sequenziert. Die Sequenzierung erfolgt durch Frena GENterprised
(Gesellschaft fur Genanalyse und Biotechnologie mbH, Mainz) - unter der Leitung von
Dr. Hankeln - durch eine nicht-radioaktive DNA-Sequenzierung mittels vier mit
unterschiedlichen  Fluoreszenzfarbstoffen  gekoppelten  Didesoxynukleotiden  (Dye-
TerminatofJ) in  Kombination mit dNTPs. Als Primer dient Rev3
(5-CCAGAATACTTACTGGAAAC-3"). Die so erhaltenen DNA-Sequenzen werden mit der
bekannten Wildtyp-Sequenz verglichen. Abweichungen in der Nukleotidfolge von der
nativen, nichtmutierten Sequenz kénnen so als Mutation erkannt werden.
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4214 Mikrokerntest

4.2.14.1 Prinzip der Methode

Im Mikrokerntest wird der Einschlul3 von chromosomalen Fragmenten oder vollstandigen
Chromosomen in eine eigene, vom Hauptkern getrennte Kernmembran fluoreszenz-
mikroskopisch sichtbar gemacht. Untersuchungen zur Mikrokernfrequenz lassen sich in jeder
Zellart durchfihren, in der die Morphologie des Kerns eine Unterscheidung zwischen einer
Kerndeformation und einem Mikrokern zul&t und in der nicht Uberm&Rig haufig
fragmentierte oder apoptotische Kerne vorhanden sind. Mikrokerne kommen in den Zellen
verschiedenster Gewebe und Organismen spontan vor. Ihre Haufigkeit ist unter bestimmten
Umstanden jedoch erhdht (z.B. Prakanzerosen, Tumoren, nach Kontakt mit bestimmten
Xenobiotika). Zur Bestimmung der Mikrokernfrequenz werden suspendierte Zellen mit einer
Zytozentrifuge auf Objekttrager aufgebracht. Anschliel3end werden die Praparate mindestens
eine Stunde in Methanol bei -20°C fixiert. Die Farbung der Praparate erfolgt mit einem
Fluoreszenzfarbstoff (Bisbenzimid Nr. 33258). Bei der mikroskopischen Auswertung werden
Strukturen erfaldt, die erstens eine Grol3e von weniger als 1/4 des Zellkerns aufweisen,
zweitens deutlich getrennt vom Zellkern vorliegen und drittens eine dem Kern vergleichbare
Farbung aufweisen.

42142 Mikrokerninduktion mit Ro 19-8022 und sichtbarem Licht in AS52 und
Transfektanten

Pro zu schadigenden Ansatz werdenx@® Zellen der jeweiligen Zellinien in 25 ém
Zellkulturgewebeflaschen mit 5 ml Kulturmedium am Vortag der Schadigung ausgesat. Zur
Schadigung wird das Kulturmedium abgenommen, die Zellen zweimal mit je 5 ml PBSCMF
gewaschen und die Zellen am Boden der Zellkulturflasche mit 5 ml kaltem (4°C) PBSCMF,
das eine entsprechende Konzentration Ro 19-8022 enthélt, bedeckt. Die Ansatze werden nun
fur 10 min bei 0°C mit einer 1000 W Halogenlampe aus einer Distanz von 38 cm
(entsprechend 166 kJ/m? im Bereich 400-800 nm) bestrahlt. Um den EinfluR auf die
Mikrokerninduktion von Ro 19-8022 ohne Anregung durch Licht beurteilen zu kdnnen,
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werden AS52-Zellen in zusatzlichen Ansétzen einer analogen Schadigung mit Ro 19-8022
ohne Bestrahlung unterzogen (,Dunkelkontrolle®). AnschlieBend wird die schadigende
Losung unverziglich komplett abgezogen und die Zellen werden zweimal mit je 5 ml
PBSCMF gewaschen. Jetzt werden die Ansétze wieder mit je 5 ml Kulturmedium bedeckt und
zur Manifestation der Schéadigung fur 24 h im Brutschrank inkubiert. Nach dieser
Erholungsphase werden die Zellen abgelost und mit der Zytozentrifuge fur 5 min bei 1000
U/min auf fettfreie Objekttrager aufgeschleudert. Fir jeden Ansatz werden 6 Objekttrager
prapariert. Die auf der Glasoberflache anhaftenden Zellen werden dann zur Fixierung fur
mindestens 1 h in Methanol bei -20°C inkubiert. Die Farbung der Gesamt-DNA erfolgt mit
Bisbenzimid-Farbeldsung fir 3 min. Anschlie3end werden die Praparate dreimal fur 2 min mit
PBSCMF gewaschen und mit Eindeckmittel (EDL-2) fir die Fluoreszenzmikroskopie
eingedeckt. Zur Quantifizierung der Mikrokerne werden im Fluoreszenzmikroskop mit
Anregungsfilter 356 nm pro Ansatz jeweils dreimal 2000 Zellen ausgewertet.
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5. Ergebnisse

5.1 Untersuchung des Einflusses des Bcl-2-Proteins auf oxidative DNA-
Schaden und intrazellulare GSH-Spiegel

Die Rolle des Bcl-2-Proteins in der Regulation von ROS wird kontrovers diskutiert. Es gibt
sowohl Berichte tber prooxidati&teinmann, 1995)als auch antioxidative Eigenschaften
(Hockenbery et al., 1993; Kane et. al., 1998)s antiapoptotischen Bcl-2-Proteins

Um einen moglichen pro- oder antioxidativen Effekt des Bcl-2-Proteins bei der endogenen
und exogenen oxidativen DNA-Schadigung zu prufen, wurden Bcl-2-Uberexprimierende
Mausmakrophagen (Rbcl2-14) und deren Parental-Zellinie (RAW264.7) hinsichtlich ihres
Steady-State-Levels an FPG-sensitiven DNA-Modifikationen, ihrer Suszeptibilitdt gegentber
oxidativen Agentien und des GSH-Gehaltes charakterisiert.

5.1.1 Uberprufung der konstitutiven Uberexpression vorBCL-2

Zum Nachweis der konstitutiven Uberexpression des humB@&n2 in dem vonB. Briine
(Erlangen) zur Verfugung gestellten, stabil transfizierten Klon Rbcl2-14 gegenlber der als
Kontrolle dienenden parentalen Zellinie wurde éMestern Blotmit hochspezifischen
Antikdrpern gegeniber humanem Bcl-2-Protein durchgeftihrt. Wie Abb. 5.1 zeigt, ist im
unverdunnten Zellextrakt der Parentalzellen kein menschliches Bcl-2-Protein nachweisbar,
wohingegen selbst im 1:10 verdinnten Extrakt der transfizierten Zellen noch eine deutlich
detektierte Proteinbande zu erkennen ist.
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Abb. 5.1 Western Blatimmunologischer Nachweis des humanen Bcl-2-Proteins in den
Mausmakrophagen-Zellinien RAW264.7 und Rbcl2-14.

5.1.2 Bestimmung des Steady-State-Levels FPG-sensitiver DNA-Modifikationen

Die Auswirkungen eineBCL-2Uberexpression in Mausmakrophagen auf den Steady-State-

Level FPG-sensitiver DNA-Modifikationen wurde in unbehandelten Zellen der Parental-

Zellinie RAW264.7 und der Transfektanten-Zellinie Rbcl2-14 untersucht. Dadurch sollte ein

maoglicher Einflul3 durch das Bcl-2-Protein auf das FlieRgleichgewicht zwischen endogener
Generierung und Reparatur FPG-sensitiver DNA-Modifikationen erkannt werden. In Abb. 5.2
ist die jeweilige Anzahl der bestimmten DNA-Einzelstrangbriiche und FPG-sensitiver

Basenmodifikatonen dargestellt.
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Abb. 5.2  Steady-State-Level von DNA-Einzelstrangbriichen und FPG-sensitiven DNA-
Modifikationen in unbehandelten RAW264.7 und Rbcl2-14 (n = 5-6).
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Aus Abb. 5.2 ist zu ersehen, daR die UberexpressiorB@in2 in den Rbcl2-14-Zellen zu
keiner signifikanten Verdnderung der Steady-State-Level oxidativer DNA-Modifikationen
gegenuber den Kontrollzellen fihrt. In beiden Zellinien ist sowohl die Anzahl der DNA-
Einzelstrangbriche als auch die durchschnittliche Anzahl der FPG-sensitiven Modifikationen

annahernd gleich.

5.1.3 Suszeptibilitdtsvergleich zwischen Kontroll- undBCL-2-Uberexprimier-
enden Zellen

Nachdem in unbehandelten Zellen beider Zellinien kein Unterschied im Steady-State-Level
oxidativer DNA-Modifikationen entdeckt werden konnte, wurden die Zellen auf ihre
Empfanglichkeit von DNA-Schaden durch eine gezielte Behandlung mit oxidativ
schadigenden Agentien untersucht. Hierzu wurde unter definierten Bedingungen in den Zellen
ein zusatzlicher oxidativer DNA-Schaden zum einen mit Kaliumbromat, zum anderen mit
dem Photosensibilisator Ro 19-8022 und sichtbarem Licht induziert. Das Schadensausmal}
wurde bestimmt und ist vergleichend in Abb. 5.3 dargestellt.
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Abb.5.3 Anzahl an DNA-Einzelstrangbrichen und FPG-sensitiven DNA-
Modifikationen in RAW264.7 und Rbcl2-14, die durch eine Schadigung mit
Kaliumbromat (5 mM, 15 min, 37°C; linker Teil der Abbildung) bzw. mit
Ro 19-8022 (0.05 uM; rechter Teil der Abbildung) in Gegenwart von
sichtbarem Licht (166 kJ/m400-800 nm) induziert wurden (n = 3-4).
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In Abb. 5.3 ist zu erkennen, dal3 weder bei Induktion mit Kaliumbromat noch mit dem
Photosensibilisator ein signifikant unterschiedliches Ausmald an oxidativen DNA-Schaden in
den Mausmakrophagen-Zellinien resultiert. Bei beiden Agentien wurden jeweils wenige
DNA-Einzelstrangbriiche, aber jeweils etwa 200 % zusatzliche FPG-sensitive DNA-
Modifikationen gegeniber denen im Steady-State-Level vorliegenden induziert.

5.1.4 Bestimmung des Gesamt-GSH-Gehaltes

Da in den vorangegangenen Versuchen kein Einflu3 des Bcl-2-Proteins auf oxidative DNA-
Schaden festgestellt werden konnte, sollte untersucht werden, ob das Bcl-2-Protein den
Redox-Status der Zellen reguliert. Stellvertretend hierfir wurde in beiden Zellinien der
Gesamt-GSH-Spiegel bestimmt. Das Ergebnis der Untersuchung ist in Abb. 5.4 dargestellt.
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Abb. 5.4  Gesamt-GSH-Gehalt in RAW264.7 und Rbcl2-14 (n = 3).

Aus Abb. 5.4 geht hervor, dal3 der Gesamt-GSH-Gehalt in den Rbcl2-14-Zellen gegeniber
den Parental-Zellen zwar durchschnittiche um knapp 20 % erniedrigt ist, aber der
Unterschied ist auch hierbei nicht signifikant.
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5.2 Untersuchung des Einflusses der Zelldifferenzierung auf oxidative
DNA-Schaden

Zum Verstandnis der Entstehung oxidativer DNA-Schaden in menschlichen Zellen ist die
Fragestellung, ob die Zelldifferenzierung einen Effekt auf das Gleichgewicht der Entstehung
und Beseitigung von DNA-Schéden hat, von grol3em Interesse. Als Versuchsmodell diente in
dieser Arbeit die humane promyeloische Zellinie HL60, die durch eine Inkubation mit DMSO
zu granulocytenartigen Zellen differenziert werden k@rakeuchi et al., 1994; Takeuchi et

al., 1996)

5.2.1 Differenzierung von HL60-Zellen

Um sicher zu gehen, dal3 fir die nachfolgenden Untersuchungen die Zellen in ausreichender
Anzahl in differenziertem Zustand vorliegen, wurde das Testsystem zunachst im Hinblick auf
die optimale Inkubationszeit untersucht. Dazu wurden Zellkulturen der HL60-Zellen nach der
Inkubation in 1.3 % DMSO-haltigem Kulturmedium zu verschiedenen Zeitpunkten einem
NBT-Reduktionstest unterzogen. Dadurch kann der Anteil der zu granulocytenartigen Zellen
(DMSO-HL60) differenzierten Zellen bestimmt werden (s. Kapitel 4.2.5). In Abb. 5.5 ist der
zeitliche Verlauf der Zunahme des Anteils differenzierter Zellen dargestellt. Aus der
Abbildung ist ersichtlich, dal3 etwa ab dem 2. Tag der Inkubation mit DMSO die ersten
differenzierten Zellen auftreten und dann bis zum 6. Tag eine lineare Zunahme an
differenzierten Zellen verzeichnet wird. Nach dem 6. Tag kann nur noch ein schwécherer
Anstieg beobachtet werden.
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Abb.5.5 Anteil der im NBT-Reduktionstest angefarbten DMSO-HL60-Zellen nach
verschiedenen Inkubationszeiten in 1.3 % DMSO-haltigem Kulturmedium
(n=2).

5.2.2 Bestimmung der Steady-State-Level FPG-sensitiver DNA-Modifikationen
in HL60 und ausdifferenzierten DMSO-HL60

Zum Vergleich der Steady-State-Level oxidativer DNA-Schaden in undifferenzierten HL60
und ausdifferenzierten DMSO-HL60, wurde wiederum jeweils die Anzahl von DNA-
Einzelstrangbrichen und FPG-sensitiven DNA-Modifikationen in beiden Zell-Typen
bestimmt. Des weiteren wurde untersucht, ob sich die Steady-State-Level in den
granulocytenartigen DMSO-HL60 nach Stimulation mit dem Tumorpromoter PMA (Phorbol-
12-myristat-13-acetat) zur Freisetzung reaktiver SauerstoffspeRespifatory Burdt
verandern (s. Kapitel 2.1.3.4). Dazu wurden jeweils Zellkulturen der HL60-Zellen nach
siebentagiger Inkubation in 1.3 % DMSO-haltigem Kulturmedium mit 100 nM oder 500 nM
PMA fur 1h bei 37°C inkubiert, um anschlieRend wiederum die Anzahl von DNA-
Einzelstrangbrichen und FPG-sensitiven DNA-Modifikationen zu ermitteln.

Wie aus Abb. 5.6 hervorgeht, zeigt sich weder bei den unstimulierten DMSO-HL60-Zellen
noch bei den mit PMA angeregten DMSO-HL60-Zellen eine signifikante Veranderung in den
Steady-State-Leveln gegenuber den undifferenzierten HL60-Zellen. In allen vier untersuchten
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Fallen wird ein Steady-State-Level von durchschnittich etwa 0.25 FPG-sensitiven
Modifikationen pro 18bp nachgewiesen.
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Abb. 5.6  Steady-State-Level von DNA-Einzelstrangbriichen und FPG-sensitiven DNA-
Modifikationen in undifferenzierten HL60-Zellen, in ausdifferenzierten
DMSO-HL60-Zellen und in durch PMA stimulierten DMSO-HL60-Zellen
(n=23).

5.3 Untersuchung des Einflusses eineXRCC1-Defizienz in CHO-Zellen
auf oxidative DNA-Schéaden

DasXRCC1Gen -ray repair cross complementing groupkbdiert fur ein Protein, das an

der Reparatur von Einzelstrangbriichen beteiligt ist. Des weiteren wird von Interaktionen von
Xrccl mit einer Vielzahl anderer an der Reparatur beteiligten Proteinen berichtet (s. Kapitel
2.4.2.2), weshalb das Xrccl-Protein als sogenanntes Plattform-Protein bezeichnet wird. Um
eine Beteiligung des Xrccl-Proteins an der Reparatur von oxidativen DNA-Schaden zu
Uberprifen, wurden Versuche mit d¥RCCZdefizienten CHO-Zellinie EM9 und deren
Wildtyp-Zellen AA8-1 durchgefihrt.
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5.3.1 Auswirkungen der XRCCZ1-Defizienz auf den Steady-State-Level FPG-
sensitiver DNA-Modifikationen

Zunachst wurde die jeweilige Anzahl der DNA-Einzelstrangbriiche und FPG-sensitiven
Basenmodifikationen in unbehandelten Zellen beider Linien bestimmt. Dies sollte zeigen, ob
eine XRCC1Defizienz zu einer Veranderung des Fliel3gleichgewichtes zwischen endogener
Generierung und Reparatur FPG-sensitiver DNA-Modifikationen fuhrt. Wie aus Abb. 5.7
hervorgeht, ist der Steady-State-Level oxidativer DNA-Modifikationen o&CC1
defizienten EM9-Zellen gegeniiber dem der AA8-1-Wildtyp-Zellen unverandert.
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Abb. 5.7  Steady-State-Level von DNA-Einzelstrangbrichen und FPG-sensitiven DNA-
Modifikationen in unbehandelten AA8-1 und EM9 (n = 2-5).

5.3.2 Auswirkungen derXRCCZ1-Defizienz auf die Suszeptibilitdt gegeniber der
Induktion oxidativer DNA-Schéden

Daran anschlieRend wurde der Einflu} d&CC21Defizienz auf die Induktion oxidativer
DNA-Schaden untersucht. Hiezu wurden beide Zellinien einer Schadigung mit Ro 19-8022
und sichtbarem Licht unterzogen. Die Anzahl der induzierten DNA-Basenmodifikationen ist
fur beide Zellinien in Abb. 5.8 dargestellt.

Wahrend die induzierten FPG-sensitiven Basenmodifikationen in beiden Zellinien etwa 0.3
pro 10 bp betragen, kann bei der Anzahl der induzierten Einzelstrangbriiche XR@&D1
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defizienten EM9-Zellen eine 6-fache Erhohung (Signifikanz 0p005) gegeniiber den
Wildtyp-Zellen beobachtet werden.
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Abb. 5.8  Anzahl der DNA-Einzelstrangbriiche und FPG-sensitiven DNA-Modifikationen
induziert durch 0.03 pM Ro 19-8022 in Gegenwart von sichtbarem Licht
(166 kJ/ni; 400-800 nm) bei 0°C in AA8-1 und EM9 (n = 4-5).

Um zu Uberprifen, ob die Erhéhung der induzierten Einzelstrangbriiche mdglicherweise auf
unerwinschte, schnelle Reparaturvorgdnge nach der Schadigung (reparaturbedingte
Einzelstrangbriiche) — wenn die Zellen zum Trypsinieren fur kurze Zeit auf 37°C erwéarmt
werden — zurickgefuhrt werden kdénnen, wurden die Zellen fur die nachfolgenden Versuche
vor der Schadigung abgeltst. Die geschadigten Zellsuspensionen wurden dabei flr den
gesamten Zeitraum von der Schadigung bis zur Lyse der Zellen komplett bei 0°C oder 4°C
aufbewahrt. In Abb. 5.9 ist die Anzahl der induzierten DNA-Einzelstrangbriiche in beiden
Zellinien bei zwei unterschiedlich hohen Schadigungen mit Ro 19-8022 und sichtbarem Licht
in Suspension dargestellt. Auch hier zeigt sich wieder ein deutlicher Unterschied im
Schadensausmalld zwischen defizienten und Wildtyp-Zellen. Bei der niedrigen Ro 19-8022-
Schadigung ist die Anzahl induzierter Einzelstrangbriiche inX®R@Cz1defizienten EM9-

Zellen etwa 10-fach und bei der hoéheren Schadigung etwa 2-fach gegeniber den
Wildtypzellen erhdht. Diese Ergebnisse, bei denen die komplette Zellaufarbeitung bei 0°C
bzw. 4°C erfolgte, lassen die Mdglichkeit reparaturbedingter Strangbrtiche als Ursache einer
erhohten Anzahl von Einzelstrangbriichen als unwahrscheinlich erscheinen.
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Abb.5.9  Anzahl der DNA-Einzelstrangbriiche induziert in Suspension durch 0.05 pM
bzw. 0.15 uM Ro 19-8022 in Gegenwart von sichtbarem Licht (166 k40@-
800 nm) bei 0°C in AA8-1 und EM9 (n = 1).

5.3.3 Auswirkungen der XRCCZLDefizienz auf die Reparaturgeschwindigkeit
oxidativer DNA-Schaden

In den EM9- und AA8-1-Zellen wurde nach Induktion eines DNA-Schadens mit Ro 19-8022
und sichtbarem Licht der Verlauf der Reparatur des Schadens verfolgt, um eine Aussage Uber
die Bedeutung des Xrccl-Proteins bei der Reparatur oxidativer DNA-Schaden machen zu
konnen.

In Abb. 5.10 sind die Reparaturkinetiken der FPG-sensitiven Basenmodifikationen fir die
EM9- und AA8-1-Zellen dargestellt. Hierbei zeigt sich ein nahezu identischer Verlauf der
Reparaturkinetiken beider Zellinien. D¥RCC2Defizienz scheint keine Verschlechterung

der Reparatur FPG-sensitiver Basenmodifikationen zu bedingen.
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Abb. 5.10 Reparatur von FPG-sensitiven Basenmodifikationen in Kulturmedium bei 37°C
und 5% CQ. Die Schadensinduktion erfolgte durch 0.03 uM Ro 19-8022 in
Gegenwart von sichtbarem Licht (166 k3/Mm00-800 nm) bei 0°C in AA8-1
und EM9 (n = 2-3).

Bei der Betrachtung der parallel bestimmten Reparaturkinetiken der induzierten DNA-
Einzelstrangbriche, in Abb. 5.11 dargestellt, zeigt sich erstens wieder ein deutlich erhéhtes
Schadensausmald bei den EM9-Zellen und zweitens eine gegenuber den Wildtyp-Zellen
langsamere Reparatur der induzierten Strangbriche.
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Abb.5.11 Reparatur von induzierten DNA-Einzelstrangbriichen in Kulturmedium bei
37°C und 5% C@ Die Schadensinduktion erfolgte durch 0.03 uM Ro 19-8022
in Gegenwart von sichtbarem Licht (166 k3/#00-800 nm) bei 0°C in AA8-1
und EM9 (n = 2-3).

Um genauere Aussagen Uber den Verlauf der Einzelstrangbruch-Reparatur innerhalb der
ersten Stunde nach der Schadigung machen zu kénnen, wurden in beiden Zellinien
Reparaturversuche mit kiirzeren Reparaturzeiten durchgefihrt. Das Ergebnis dieser Versuche
ist in Abb. 5.12 gezeigt. Hier zeigt sich ebenfalls — neben dem hdéheren Ausgangsniveau — die
langsamere Reparatur der induzierten Strangbriche in den EM9-Zellen. Wahrend in den
Wildtyp AA8-1 die wenigen induzierten Einzelstrangbriche bereits nach 15 min behoben
sind, so ist in den EM9-Zellen nach 30 min noch etwa ein Drittel und nach 60 min noch etwa
ein Funftel der induzierten Strangbriiche vorhanden.
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Abb. 5.12 Reparatur von induzierten DNA-Einzelstrangbriichen in Kulturmedium bei
37°C und 5% CQ Die Schadensinduktion erfolgte durch 0.075 pM
Ro 19-8022 in Gegenwart von sichtbarem Licht (166 kJ460-800 nm) bei
0°C in AA8-1 und EM9 (n = 2-3).

5.4 Untersuchung des Einflusses der 8-oxoG-Glykosylase (Oggl) auf
oxidative DNA-Schaden

Nachdem im Menschen und nachfolgend auch in anderen S&ugetieren das Gen, das fur die
Reparaturglykosylase von 8-oxo®@GG1) kodiert, entdeckt und kloniert werden konnte

(Arai et al., 1997; Aburatani et al., 1997; Bjoras et al., 1997; Lu et al., 1997; Radicella et

al., 1997; Roldan-Arjona et al. 1997; Rosenquist et al., 1997; Tani et al., 1998jurde

damit eine eingehendere Untersuchung dieses Teils der Basen-Exzisions-Reparatur in
Saugerzellen (s. Kapitel 2.4.2.1.3) ermdglicht. Die Untersuchungen in diesem Kapitel wurden
zum einen in CHO-Zellinien, die stabil mit der humanen 8-oxoG-Glykosyle@& Gl
transfiziert wurden, zum anderen mit Mausefibroblasten-Zellinien bzw. priméren
Mausezellen, bei denen das analoge Mausegae®s(G) inaktiviert worden war Khock-

out), durchgefuhrt.
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54.1 Auswirkungen einerhOGG1Uberexpression in CHO-Zellen

54.1.1 AusmaR dehOGGL-Uberexpression in den transfizierten CHO-Zellen

Stabil transfizierte Klone der CHO-Zellinien AA8 und AS52 wurden, wie in Kapitel 4.2.9
beschrieben, hergestellt und mit verschiedenen Methoden auf Qualitat und Quantitat der
Uberexpression untersucht. Dazu wurde zunachst eine Vorauswahl der Transfektanten durch
eine RT-PCR-Charakterisierung durchgefuhrt. Daran anschlieBend wurden Gesamtzell-
extrakte der parentalen und ausgewahlten, transfizierten Zellen \laestern Blgt8-oxoG-
Glykosylaseaktivitats- und FAPY-Guanin-Glykosylaseaktivitatstests durch die
Arbeitsgruppe von P. Radicella (Fontenay-aux-Rosespnalysiert. Bezogen auf die
jeweiligen parentalen Zellen zeigten hierbei die Klone AA8-0gg1-19 und AS52-oggl1-2 (Abb.
5.13) in vitro eine etwa 10-fach hohere Enzymglykosylaseaktivitat gegeniber 8-oxoG.
Verschiedene andere Klone der beiden Zellinien wiesen in Abstufungen eine mittelstarke
Enzymaktivitat auf (Daten nicht gezeigt).

In Abb. 513 ist zu erkennen, dall im Gegensatz zu den parentalen AS52 im Klon
AS52-0gg1-2 humanes Oggl-Protein deutlich nachweisbar ist. Bei den Versuchen, bei denen
mit Hilfe Oggl-spezifischer Substrate die Enzymaktivitat in den Zellextrakten bestimmt
wurde, ist im transfizierten Klon eine deutlich erhdhte enzymatische Aktivitat erkennbar. Die
schwachere, aber deutlich detektierbare Enzymaktivitdt im Extrakt der Parental-Zellen ist
wahrscheinlich auf das in den CHO-Zellen vorhandene Hamsterhomolog des Oggl-Proteins
zurtckzufihren.
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Abb. 513 Expression vorhOGGLlin parentalen AS52 und dem Klon AS52-oggl-2. Die
Proteinextrakte beider Zellinien wurden analysiert auf hOggl-Protein durch
Western Blot(oberer Teil), auf 8-oxoG-Glykosylaseaktivitat (mittlerer Teil)
und FAPY-Guanin-Glykosylaseaktivitat (unterer Teil).

5.4.1.2 Auswirkungen der hOGGZ%Uberexpression auf den Steady-State-Level
FPG-sensitiver DNA-Modifikationen

Zunachst wurde in Parental-Zellen und Transfektanten durch die Bestimmung der Steady-
State-Level FPG-sensitiver DNA-Modifikationen untersucht, ob in Abhangigkeit des Grades
derhOGGZtUberexpression eine Veranderung des FlieRgleichgewichtes zwischen endogener
Generierung und Reparatur FPG-sensitiver DNA-Modifikationen beobachtet werden kann. In
Abb. 5.14 und Abb. 5.15 ist jeweils die Anzahl der DNA-Einzelstrangbriichen und FPG-
sensitiven Basenmodifikationen in unbehandelten Zellen dargestellt.
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Abb. 5.14 Steady-State-Level von DNA-Einzelstrangbriichen und FPG-sensitiven DNA-
Modifikationen in unbehandelten AA8-Parental-Zellen und den Transfektanten-
Klonen AAS8-oggl-1, AA8-0ggl-9, AA8-0ggl-16, AA8-oggl-19 und
AA8-0ggl-22 (n = 4-8).

Abb. 5.14 zeigt, dal3 sich zwischen den parentalen AA8-Zellen und ihren Transfektanten keine
Veranderung im Steady-State-Level oxidativer DNA-Modifikationen ergeben hat.

Wie in Abb. 5.15 zu sehen ist, bewirkt di®GG1Uberexpression auch in den AS52-Zellen
keinerlei signifikante Veranderung im Steady-State-Level oxidativer DNA-Modifikationen
gegenuber den Wildtyp- bzw. deactor-onlytransfizierten Zellen.
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Abb. 5.15 Steady-State-Level von DNA-Einzelstrangbriichen und FPG-sensitiven DNA-
Modifikationen in unbehandelten AS52-Parental-Zellen, AS&2tor-only
transfizierten Zellen und Zellen der Transfektanten-Klone AS52-oggl-2 und

AS52-0gg1-3 (n = 4-8).

54.1.3 Auswirkungen der hOGGZLUberexpression auf die Suszeptibilitat
gegenuber der Induktion oxidativer DNA-Schaden

Durch gleichartige Schadigungen der parentalen und transfizierten Zellinien mit Ro 19-8022
und sichtbarem Licht oder Kaliumbromat sollte untersucht werden, obh@e@G1:
Uberexpression einen EinfluR auf das AusmaR des induzierten DNA-Schadens hat. In den
folgenden Abbildung ist jeweils die Anzahl der DNA-Einzelstrangbriiche und der FPG-
sensitiven Basenmodifikationen dargestellt, die ausschliel3lich durch das schadigende Agens
erzeugt wurden. Dazu wurden also jeweils die in den unbehandelten Zellen vorliegenden

Modifikationen subtrahiert.
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Abb. 5.16 Anzahl der DNA-Einzelstrangbriiche und FPG-sensitiven DNA-Modifikationen
induziert durch 0.02 uM Ro 19-8022 in Gegenwart von sichtbarem Licht
(166 kJ/ni; 400-800 nm) bei 0°C in AS52-Wildtyp-Zellen, ASS2ctor-only-
transfizierten Zellen und den AS52-oggl-2 (n = 2-4).

Die durch Ro 19-8022 in Gegenwart von sichtbarem Licht induzierten DNA-Schéaden (Abb.
5.16 und Abb. 5.17) in den transfizierten Zellen unterscheiden sich nicht signifikant vom
Schadensausmalf in den Kontrollen. Bei der Schadigung werden jeweils hauptsachlich FPG-
sensitive Basenmodifikationen und wenige DNA-Einzelstrangbriiche generiert.

Die durch die Kaliumbromat-Schadigung induzierten Modifikationen in AS52-Zellen und
ihren Transfektanten unterscheiden sich ebenfalls nicht signifikant voneinander (Abb. 5.18).
Auch unter diesen Schadigungsbedingungen werden verhaltnismaRig wenige DNA-
Einzelstrangbriiche erzeugt.
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Abb. 5.17 Anzahl der DNA-Einzelstrangbriiche und FPG-sensitiven DNA-Modifikationen
induziert durch 0.03 pM Ro 19-8022 in Gegenwart von sichtbarem Licht
(166 kJ/n3; 400-800 nm) bei 0°C in AA8-Zellen und den Transfektanten-
Klonen AA8-oggl-1, AA8-0ggl-9, AA8-oggl-16, AA8-oggl-19 und
AA8-0gg1-22 (n = 3-5).
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Abb. 5.18 Anzahl der DNA-Einzelstrangbriiche und FPG-sensitiven DNA-Modifikationen
induziert durch Inkubation mit 20 mM Kaliumbromat fur 5 min bei 37°C in
AS52-Zellen und den Transfektantenzellinien AS52-0ggl-2 und AS52-0ggl-3
(n = 4-6).
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54.1.4 Auswirkungen der hOGGZXUberexpression auf die Reparatur-
geschwindigkeit oxidativer DNA-Schaden

Um den EinfluR dehOGGZ*Uberexpression auf die Reparaturvorgange in CHO-Zellen zu
untersuchen, wurden in verschiedenen Zellinien die Reparaturgeschwindigkeit nach Induktion
eines DNA-Schadens durch Ro 19-8022 und sichtbarem Licht oder Kaliumbromat bestimmt.
Zur Bestimmung der Reparaturkinetiken wird die vorhandene Anzahl FPG-sensitiver
Basenmodifikationen zu den verschiedenen Reparaturzeiten als prozentualer Anteil an dem
Schadensausmalfd zum Zeitpunkt O h (keine Reparatur) gegen die Reparaturzeit aufgetragen.
Bei allen Werten wird die Anzahl FPG-sensitiver Basenmodifikationen, die in unbehandelten
Zellen vorliegen (Steady-State-Level), subtrahiert. Auf die Reparatur der wenigen induzierten
Einzelstrangbriche wird im folgenden nicht naher eingegangen. Alle induzierten
Einzelstrangbriche waren nach spatestens 30 min komplett behoben.
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Abb. 5.19 Reparatur von FPG-sensitiven Basenmadifikationen in Kulturmedium bei 37°C
und 5% CQ. Die Schadensinduktion erfolgte durch 0.02 uM Ro 19-8022 in
Gegenwart von sichtbarem Licht (166 k3/m00-800 nm) bei 0°C in AS52-
Zellen und der Transfektantenzellinie AS52-0ggl-2 (n = 2-3).

Die Reparaturkinetik fir die AS52-Zellen und den Klon AS52-oggl-2 ist in Abb. 5.19
dargestellt. Hier zeigt sich, dal3 die induzierten FPG-sensitiven Modifikationenh@ @«
transfizierten Zellinie etwa 3-fach schneller als in den Wildtyp-Zellen repariert werden. Die
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Reparaturhalbwertszeit betragt in den parentalen AS52-Zellen etwa 2h, wohingegen sie im
Transfektantenklon AS52-o0gg1-2 etwa 30-45 min betragt.

In Abb. 5.20 ist eine entsprechende Reparaturkinetik fur die parentalen AA8-Zellen und den
dazugehorigen Transfektantenklon AA8-oggl-19 dargestellt. Auch hier werden in der
hOGGZuberexprimierenden Zellinie die FPG-sensitiven Modifikationen deutlich schneller
entfernt als in den parentalen Zellen. Die Diskrepanz in den Reparaturkinetiken ist jedoch
nicht ganz so deutlich wie in dem entsprechenden AS52-Zellpaar. Wahrend die parentalen
AA8 eine Reparaturhalbwertszeit von etwa 90 min aufweisen, liegt die
Reparaturhalbwertszeit in den AA8-0ggl1-19 bei etwa 30 min.
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Abb. 5.20 Reparatur von FPG-sensitiven Basenmodifikationen in Kulturmedium bei 37°C
und 5% CQ. Die Schadensinduktion erfolgte durch 0.03 uM Ro 19-8022 in
Gegenwart von sichtbarem Licht (166 k3/M00-800 nm) bei 0°C in AAS8-
Zellen und der Transfektantenzellinie AA8-0ggl1-19 (n = 2-3).



5. ERGEBNISSE 122

(00)
o

(@))
o
]

N
o
]

o
]

FPG-sensitive Modifikationen
nach 2 h Reparaturzeit [%]
I
o

< Grad der hOGG1-
++ Expression

++

AS52 !
AS52(v.0.) 1
AS52-0ggl-2
AA8 '
AA8-0ggl-9 +
AA8-0oggl-1 +
AA8-0ggl-19

Abb. 5.21 Relative Anzahl von FPG-sensitiven Basenmodifikationen nach 2 h Reparatur
in Kulturmedium bei 37°C und 5% GODie Schadensinduktion erfolgte durch
0.02 uM bzw. 0.03 uM Ro 19-8022 in Gegenwart von sichtbarem Licht
(166 kJ/mi; 400-800 nm) bei 0°C in parentalen AS52- und AA8-Zellen und
verschiedenen Transfektantenzellinien (n = 2-3).

Eine Zusammenfassung der 2 h-Reparaturwerte verschiedener Zellinien unter
Beriicksichtigung des Grades deDGGtUberexpression ist in Abb. 5.21 wiedergegeben.
Die Einstufung des Expressiongrades wurde schatzungsweise anhaidstem Blotsund

der Enzymaktivitatsmessungen im Zellextrakt durchgefuhrt (s. Kapitel 5.4.1.1). Wie die
Abbildung zeigt, kann man eine Korrelation zwischen den Raparaturraten und dem Grad der
Genexpression in den transfizierten Zellen feststellen.
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Abb. 5.22 Reparatur von FPG-sensitiven Basenmadifikationen in Kulturmedium bei 37°C
und 5% CQ. Die Schadensinduktion erfolgte durch Inkubation mit 20 mM
Kaliumbromat fur 5min bei 37°C in AS52-Zellen und den
Transfektantenzellinien AS52-ogg1-2 und AS52-oggl-3 (n = 2-3).

AS52-0ggl1-2

Nachdem in den vorangegangenen Reparaturexperimenten (Abb.5.19 bis 5.21) die
Schadensinduktion jeweils mit dem Photosensibilisator Ro 19-8022 und sichtbarem Licht
erfolgte, wurden in den in Abb. 5.22 dargestellten Experimenten die Induktion des DNA-
Schadens mit Kaliumbromat vorgenommen. In Abb.5.22 sind also die Reparatur-
geschwindigkeiten in AS52-Zellen und den dazugehotrigen Transfektanten nach Schéadigung
mit Kaliumbromat zusammengefal3t. Die Reparaturkinetiken im oberen Teil der Abbildung
zeigen ahnliche Verlaufe wie die der entsprechenden Zellinien nach Schadigung mit
Ro 19-8022 in Anwesenheit von Licht. Auch hier ist die Reparatur in dem s@EG1
Uberexprimierenden Klon AS52-0ggl-2 deutlich schneller als in den parentalen AS52-Zellen.
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Die Reparaturgeschwindigkeit des Klons AS52-oggl-3 liegt zwischen der parentalen und der
AS52-09gl-2-Zellen. Auch anhand der 3 h-Reparaturwerte (unterer Teil Abb. 5.22) kann
wiederum die Korrelation der Reparaturgeschwindigkeit mit dem Grad h@geG1
Expression gezeigt werden.

5.4.2 Auswirkungen einesnOGGZtAusfalls (knock-ouf in Mausezellen

Wahrend der praktischen Arbeiten zur vorliegenden Dissertationsschrift gelamgdahl

und Mitarbeitern die Herstellung von mOGGI1-/-)-knock-outMausen. Durch die
Bereitstellung von solcheknock-ouiTieren und daraus etablierten Zellinien wurde die
Bearbeitung der Fragestellung, was ein kompletter AusfallOfe&1-Gens fur die DNA in
Saugetieren bedeutet, ermoglicht.

54.2.1 Auswirkungen desmOGGZAusfalls auf den Steady-State-Level FPG-
sensitiver DNA-Modifikationen in Mausefibroblasten

Zu einer ersten Uberprifung, inwieweit der Steady-State-Level bei einem kompletten Wegfall
des OGGXGenproduktes beeinflut wird, wurde in den permanenten Zellinien F11.1
(mMOGG1+/+)-Wildtyp-Kontrollzellen) und 1.2 §OGGIX-/-)-knock-outZellen) die Anzahl

der DNA-Einzelstrangbriiche und FPG-sensitiven Basenmodifikationen bestimmt.
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Abb. 5.23 Steady-State-Level von DNA-Einzelstrangbriichen und FPG-sensitiven DNA-
Modifikationen in unbehandelten 1.2nQGGI1-/-)-knock-outZellen) und
F11.1 mOGGI+/+)-Kontrollzellen) (n = 5).

Wie aus Abb. 5.23 ersichtlich, ist in denOGGZX-/-)-knock-outZellen gegeniber den
Kontrollzellen die Anzahl FPG-sensitiver Modifikationen um etwa den Faktor 1.4 erhoht
(Signifikanz p< 0.005). Die Anzahl der DNA-Einzelstrangbriiche bleibt wahrenddessen
vollig unbeeinfluf3t.

5.4.2.2 Auswirkungen desmOGGZAusfalls auf den Steady-State-Level FPG-
sensitiver DNA-Modifikationen in primaren Mause-Hepatocyten

Um beurteilen zu konnen, inwieweit sich die Steady-State-Level der untersuchten
Méausezellinien mit denen priméarer Mause-Zellen decken, wurden durch Leberperfusion frisch
isolierte Hepatocyten (s. Kapitel 4.2.1.3.4) vomOGGI+/+)-Wildtyp-Mausen und
MOGGX-/-)-knock-outMausen untersucht. In einem Vorversuch wurden auf3erdem
Hepatocyten einer gentechnisch unverédnderten, jungen, maéannlichen Labormaus nach
Isolierung der Hepatocyten auf die gleiche Weise charakterisiert. In allen Proben wurden die
Anzahl der DNA-Einzelstrangbriiche (Daten nicht gezeigt) und FPG-sensitiven
Basenmodifikationen mit Hilfe der Alkalischen Elution bestimmt.
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Abb. 5.24 Steady-State-Level von FPG-sensitiven DNA-Modifikationen in frisch
isolierten und unbehandelten Hepatocyten edGG1+/+)-Wildtyp-Méausen,
mMOGG1-/-)-knock-outMausen und einer jungen, ménnlichen Maus. Jede der 4
Saulengruppen stellt einen Versuch dar (Isolierung der Hepatocyten und
jeweils parallele Bestimmung der DNA-Modifikationen in einem Alkalischen-
Elutions-Experiment) (n = 1).

In Abb. 5.24 kann deutlich erkannt werden, dal’ die in den Mause-Hepatocyten bestimmte
Anzahl an FPG-sensitiven Modifikationen stark variiert und in einem Bereich zwischen 0.1
und 0.7 Modifikationen pro fObp liegt. Dabei weisen die Hepatocyten de®GG1-/-)-
knock-outTiere deutlich hohere Werte als die der Wildtyp-Tiere auf. In Abb. 5.25 sind alle
Durchschnittswerte (ohne das junge mannliche Tier) graphisch dargestellt. Hieran zeigt sich,
dall die Steady-State-Level demOGGI-/-)-knock-outTiere gegenuber dem der
MOGGX+/+)-Wildtyp Tiere in diesem Zelltyp durchschnittlich um den Faktor 2.5 erhoht ist
(Signifikanz p< 0.005). Ein signifikanter geschlechtspezifischer Unterschied kann aus der
kleinen Datenzahl nicht abgelesen werden.
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Abb. 5.25 Durchschnittswerte (Abb. 5.24) der Steady-State-Level von FPG-sensitiven
DNA-Modifikationen (Netto) in frisch isolierten und unbehandelten
Hepatocyten vormOGG1+/+)-Wildtyp-Mausen undmOGGX-/-)-knock-out
Mausen (n = 2-4).

5.4.2.3 Auswirkungen desnOGGZXAusfalls auf die Suszeptibilitdt gegentber der
Induktion oxidativer DNA-Schéden

Eine Schadigung demOGG1-/-)-Zellinie (1.2) und dermOGGI+/+)-Kontrollzellinie
(F11.1) mit Ro 19-8022 und sichtbarem Licht sollte zeigen, ob der AusfaD@€&sL-Gens

die Induktion oxidativer DNA-Schaden beeinflul3t. Abb. 5.26 zeigt die Anzahl der induzierten
DNA-Modifikationen, wobei jeweils die Steady-State-Level der einzelnen Modifikationen
subtrahiert sind. Aus der Abbildung ist zu entnehmen, dal3 in beiden Zellinien etwa 0.3 FPG-
sensitive Basenmodifikationen pro®Ifp unter den gegebenen Bedingungen induziert werden
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und dald die Suszeptibilitat gegentiber der oxidativen DNA-Schaden durch den Ausfall des
OGGXGenproduktes unbeeinfluf3t bleibt.
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Abb. 5.26 Anzahl der DNA-Einzelstrangbriiche und FPG-sensitiven DNA-Modifikationen
induziert durch 0.03 pM Ro 19-8022 in Gegenwart von sichtbarem Licht
(166 kJ/m; 400-800 nm) bei 0°C in 1.2mOGGI-/-)-knock-outZellen) und
F11.1 mOGG1+/+)-Kontrollzellen) (n = 6).

5.4.2.4 Auswirkungen desmOGGZIAusfalls auf die Reparaturgeschwindigkeit
oxidativer DNA-Schaden

Da sich bei der Uberexpression deé©GG1Gens in CHO-Zellinien eine deutliche
Beeinflussung oxidativer DNA-Schaden erst beim Vergleich der jeweiligen
Reparaturgeschwindigkeiten zeigte, wurden die Mause-Zellinien ebenfalls hinsichtlich ihrer
Reparaturgeschwindigkeiten untersucht. Das Vorgehen war analog (s. Kapitel 5.4.1.4). Der
Schaden wurde durch eine Behandlung mit Ro 19-8022 und sichtbarem Licht in den
MOGGX-/-)-knock-outZellen (1.2) undnOGG1+/+)-Kontrollzellen (F11.1) induziert (Abb.

5.26). Daraufhin wurde der verbliebene Schaden zu verschiedenen Zeitpunkten bestimmt und
wie in Abb. 5.27 dargestellt gegen die Reparaturzeit aufgetragen. Die induzierten
Einzelstrangbriche waren in beiden Zellinien nach spatestens 30 min komplett repariert
(Daten nicht gezeigt.).
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Abb. 5.27 Reparatur von FPG-sensitiven Basenmodifikationen in Kulturmedium bei 37°C
und 5% CQ. Die Schadensinduktion erfolgte durch 0.03 uM Ro 19-8022 in
Gegenwart von sichtbarem Licht (166 k3/rd00-800 nm) bei 0°C in 1.2
(mOGGI1-/-)-knock-outZellen) und F11.1 MOGGI+/+)-Kontrollzellen)

(n =2-3).

Die Abb. 5.27 zeigt stark unterschiedliche Reparaturkinetiken. Wahrend in der Wildtyp-
Zellinie F11.1 die Anzahl der induzierten FPG-sensitiven Modifikationen nach etwa 2 h
halbiert ist, ist in derKnock-outZellinie 1.2 selbst nach 4 h Reparaturzeit noch keine
signifikante Reparatur der induzierten FPG-sensitiven Basenmodifikationen nachweisbar.
Aufgrund dieses Befundes wurden zuséatzlich zu spateren Reparaturzeitpunkten (8 h und 16 h)
die verbliebenen FPG-sensitiven Basenmodifikationen bestimmt. In Abb. 5.28 sind die
Reparturkinetiken der Abb. 5.27 um die jeweiligen 8 h und 16 h-Reparaturwerte beider
Zellinien erganzt. Da bei diesen langen Reparaturzeiten die ,Verdinnung“ der induzierten
FPG-sensitiven Basenmodifikationen durch die fortlaufende Zellteilung nicht mehr
unbertcksichtigt bleiben konnte, wurden die verbliebenen Modifikationen nach 8 h und 16 h
um die jeweilige Proliferationsrate korrigiert. Diese wurde in Parallelanséatzen durch
Zellzahlung bestimmit.
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Abb. 5.28 Reparatur von FPG-sensitiven Basenmadifikationen in Kulturmedium bei 37°C
und 5% CQ. Die Schadensinduktion erfolgte durch 0.03 uM Ro 19-8022 in
Gegenwart von sichtbarem Licht (166 k3/rd00-800 nm) bei 0°C in 1.2
(mOGGI1-/-)-knock-outZellen) und F11.1 nOGGI+/+)-Kontrollzellen)
(n=2-4).

Wie aus Abb. 5.28 ersichtlich, nimmt der induzierte Schaden nach 4 h in den Kontrollzellen
F11.1 weiter ab und ist nach etwa 8 h Reparaturzeit nahezu vollstandig repariert. Die Kinetik
derKnock-outZellinie 1.2 zeigt dagegen nach 8 h die ersten Anzeichen einer Reparatur FPG-
sensitiver Basenmodifikationen. Nach 16 h Reparaturzeit ist auch im@&G tknock-out
Zellen eine deutliche Reparatur zu verzeichnen. Der Schaden ist Kndek-outZellen zu
diesem Zeitpunkt auf durchschnittlich 30 % des Ausgangsschadens zurtickgegangen.

5.5 Untersuchung des Einflusses der 8-oxoG-Glykosylase (Oggl) auf
Mutagenese und Zelltoxizitat

Um herauszufinden, ob die wesentlich schnellere Reparatur von FPG-sensitiven
Basenmodifikationen in demOGG ttransfizierten CHO-Zellen auch mit einer Verminderung
induzierter und vielleicht auch spontaner Mutationen einhergeht, wurden AS52-Zellen und
verschiedene Transfektanten hinsichtlich ihrer MutationsratengptaLocus untersucht.
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Ebenso sollte auch der EinfluR de®GGtUberexpression auf die Zelltoxizitat in CHO-
Zellen bestimmt werden.

5.5.1 Mutagenitat und Zelltoxizitat induziert durch Ro 19-8022 und
sichtbares Licht

Da die Reparatur von durch Ro 19-8022 und sichtbarem Licht induzierten Modifikationen in

dem Klon AS52-oggl-2 gegeniiber den AS52 Wildtyp-Zellen sich als deutlich schneller

erwies, wurden mit diesem Zellpaar Mutationstests durchgefiihrt. Dabei wurden wesentlich
hohere Konzentrationen des Photosensibilisators Ro 19-8022 als bei der Ermittlung der
Reparaturgeschwindigkeiten eingesetzt. In Abb. 5.29 ist die Anzahl der induzierten

Mutationen imgpt-Locusfur beide Zellinien angegeben.
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Abb. 5.29 Induzierte gpt-Mutanten infolge einer Schadigung mit verschiedenen
Konzentrationen Ro 19-8022 in Gegenwart von sichtbarem Licht (166;kJ/m
400-800 nm) bei 0°C in AS52-Zellen und der Transfektantenzellinie
AS52-0gg1-2 (n = 2-8).

Wie aus Abb. 5.29 hervorgeht, lait sich in den Wildtyp-Zellen nur eine maximal 2-fache
Erhohung gegeniber der spontanen Mutationszahl mit den angegebenen Ro 19-8022-
Konzentrationen erzielen. Eine hohere Schadigung ist wegen der schnell ansteigenden
Zelltoxizitat (Abb. 5.30) nicht mdoglich. Zwar liegt die Mutationszahl dedGGZE
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Uberexprimierenden Zellinie unter der der Wildtyp-Zellen, es kann aber wegen der insgesamt
sehr niedrigen Erhohung der Mutationsraten keine klare Aussage uber den EinfD@BGter
Expression gemacht werden.
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Abb. 5.30 Induzierte Zelltoxizitdt GQloning Efficiency infolge einer Schadigung mit
verschiedenen Konzentrationen Ro 19-8022 in Gegenwart von sichtbarem Licht
(166 kJ/mi;  400-800 nm) bei 0°C in AS52-Zellen wund der
Transfektantenzellinie AS52-0ggl1-2 (n = 2-3).

Aus Abb. 5.30 kann abgeleitet werden, daR H@GGZIUberexpression zu keiner
signifikanten Veranderung der Zelltoxizitat des Photosensibilisators Ro 19-8022 fihrt. In
beiden Zellinien wird bei htheren Ro 19-8022-Konzentrationen als 0.6 uM ein starker Abfall
der Uberlebensraten verzeichnet.

5.5.2 Mutagenitat und Zelltoxizitat induziert durch Kaliumbromat

Da die Zahl der durch Ro 19-8022 induzierten Mutationen (s. Kapitel 5.5.1) nur sehr niedrig
war, wurden analoge Mutationstest mit AS52-Wildtyp-Zellen und dem Transfektantenklon
AS52-0ggl-2 auch nach Schadigung mit hohen Kaliumbromat-Konzentrationen bei 15-
minutiger Inkubation durchgefihrt. In Abb. 5.31 ist die Zahl der so induzierten Mutationen im
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gpt-Locusfur beide Zellinien angegeben. Durch die Kaliumbromat-Schéadigung konnten bei
geringerer Zelltoxizitat ein Vielfaches der bei der Ro 19-8022-Schadigung induzierten Anzahl
an gpt-Mutanten erzielt werden. Dabei wird flr beide Zellinien ein biphasischer Verlauf der
Mutationshaufigkeiten mit steigende Kaliumbromat-Konzentrationen vorgefunden. Im ersten
Kurvenviertel wird nur eine schwache Zunahme, im weiteren Verlauf eine starkere lineare
Zunahme der Mutantenzahl beobachtet. Die durchschnittiche Anzahl der induzierten
Mutanten in derhOGGZktransfizierten Zellinie liegt bei allen Konzentrationen unter der
Anzahl induzierter Mutanten in den Wildtyp-Zellen. Die Erniedrigung ist aber bei keiner
Kaliumbromat-Konzentration statistisch signifikant.

400
O  AS52 T
© = 300 ©® Ass20g91-2 o
=
a2 I
22 o L
- qC) 200 - o
Lo
8= 100 5
5Q L d
S5 r o -
°
O ? 1 1 1 1

0 20 40 60 80
Kaliumbromat [mM]

Abb. 5.31 Induzierte gpt-Mutanten infolge einer Schadigung mit verschiedenen
Konzentrationen Kaliumbromat fur 15 min bei 37°C in AS52-Zellen und der
Transfektantenzellinie AS52-0ggl-2 (n = 2-7).

In Abb. 5.32 ist der Verlauf der durch die Kaliumbromatschadigung bedingten Zelltoxizitat in
den beiden Zellinien wiedergegeben. Im Gegensatz zur Schadigung mit Ro 19-8022 ist mit
steigenden Kaliumbromat-Konzentrationen eine streng lineare Abnahme der Uberlebensrate
gegeben. Auch hier ist der Zelltoxizitats-Verlauf in den Wildtypzellen AS52h@@GZ
transfizierten Zellen nicht durch die verstarkte Genexpression beeinfluf3t.
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Abb. 5.32 Induzierte Zelltoxizitdt GQloning Efficiency infolge einer Schadigung mit
verschiedenen Konzentrationen Kaliumbromat fur 15 min bei 37°C in AS52-
Zellen und der Transfektantenzellinie AS52-0ggl-2 (n = 1-4).

55.3 Spontane Mutationsraten

In verschiedenen Zellinien wurde die zeitliche Zunahme spontgtdiutationen bestimmt,

um zu untersuchen, ob die erhéhte Oggl-Enzymaktivitdt eine verminderte spontane
Mutationsrate bedingt. Zu diesem Zweck wurden Zellkulturen der verschiedenen Zellinien
zunéchst durch die Kultivierung in eine@leansing Medium(MPA-Medium) von bereits
vorhandenengpt-Mutanten befreit (Zeitpunkt: O Generationen) und dann fir etwa 70
Generationen in Routinemedium kontinuierlich kultiviert (s. Kapitel 4.2.11.3). Zu
verschiedenen Zeitpunkten wurde dann in einem Teil der jeweiligen Zellkulturen durch
Selektion mit 6-Thioguanin (6TG) die Anzahl der spontan aufgetretenen Mutanten bestimmit.
In den beiden dargestellten Experimenten wurden pro Zellinie und Versuch jeweils zwei
unabhangige Zellkulturen untersucht (unabhangige Doppelbestimmung). Wie in den
Abbildungen 5.33 und 5.34 zu sehen ist, kann in allen Zellkulturen der verschiedenen
Zellinien eine lineare Zunahme dgpt-Mutanten beobachtet werden (s. auch Tab. 5.1 ). Die
Mutationsraten sind also konstant. Bei einem Vergleich der jeweiligen Werte der

Doppelbestimmungen zeigt sich auch eine hohe Reproduzierbarkeit der einzelnen
Mutationsraten.
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Abb. 5.33 SpontangptMutanten in AS52-Wildtyp-Zellen, AS52-0oggl-2, AS52-0ggl-3
und AS52 vector-onlytransfizierten Zellen nach verschiedenen Zeiten
(Genarationen) (jeweils Doppelbestimmung).

In Abb. 5.33 ist ein Versuch mit AS52-Wildtyp-Zellen, AS52-oggl-2, AS52-0ggl-3 und
AS52 vector-onlytransfizierten Zellen dargestellt. Wenn aus den Daten dieser Abbildung die
Geradensteigungen der einzelnen Zellinien mittels linearer Regression ermittelt werden, so
ergeben sich die in Tab. 5.1 angegebenen Werte. Dabei stellen die Geradensteigungen die
Mutationsfrequenzen ingpt-Locuseiner Millionen Zellen pro Generation der jeweiligen
Zellinie dar. Hierbei zeigt sich, daf} die Mutationsraten der b&X&@ 1-Uiberexprimierenden

Klone AS52-0ggl-2 und AS52-0ggl-3 signifikant unter der Mutationsrate der AS52-Wildtyp-
Zellen liegen. Ebenso liegt aber auch die Mutationsrate der &&&dr-onlytransfizierten

Zellen unter derjenigen der Wildtyp-Zellen. Eine Beeinflussung der Spontanmutationsraten
durch die OGG1-Uberexpression kann somit nicht abgeleitet werden.
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Zellinie Mutationsrate pro f@ellen
AS52 (w.t) 1.39 £0.07
AS52-0ggl-2 0.79 £ 0.05
AS52-0ggl-3 0.96 £ 0.04
AS52 (v.0.) 0.68 + 0.05

Tab. 5.1 Mutationsfrequenz igpt-Locusje Generation (entsprechend den Steigungen
der Geraden aus Abb. 5.33) in AS52-Wildtyp-Zellen, AS52-oggl-2,
AS52-0ggl-3 und AS5%ector-onlytransfizierten Zellen.

Um ausschlieBen zu koénnen, dal’ die reduzierten Mutationsraten dieser drei Transfektanten
auf die Supplementierung des Kulturmediums mit G418 (Geneticinsulfat), das zur Selektion
auf die mit der Transfektion erworbenen Neomycin-Resistenz eingesetzt wird, zurtickzufihren
ist, wurde das in Abb. 5.34 dargestellte Experiment durchgefuhrt. In diesem Versuch wurde
neben den AS52-Wildtyp-Zellen und dem Klon AS52-0ggl-3, auch der Klon AS52-oggl-1
eingesetzt, der zwar mit dem Plasmid pPR65 transfiziert wurde, aber — wiectbhe-only-
Kontrollzellen — nur die Neomycin-Resistenz und nicht d@GG1Gen exprimiert. Dazu
wurden jeweils zwei Zellkulturen des Klons AS52-oggl-1 wéhrend des gesamten Versuchs
mit und ohne G418 im Routinemedium kultiviert.
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Abb. 5.34 Spontane gptMutanten in AS52-Wildtyp-Zellen, AS52-oggl-3 und
AS52-0ggl-1 mit und ohne Geneticinzusatz (G418) im Routinemedium
(jeweils Doppelbestimmung).
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Das in Abb. 5.34 dargestellte Experiment, zeigt wieder eine in den AS52-Wildtyp-Zellen
deutlich hohere Mutationsrate als in den transfizierten Klonen AS52-oggl-3 und
AS52-0ggl-1. In Tab. 5.2 sind die dazugehdrigenGeradensteigungen angegeben, die sich
mittels linearer Regression aus den Daten zu Abb. 5.34 ergeben. Hieraus geht hervor, dal3 die
Geneticin-Zugabe in der Zeit des Versuchs keinen Einflu3 auf die spontane Mutationsrate hat,
da die Steigungen der Mutationsraten in den Zellkulturen mit und ohne Geneticinzusatz einen
annahernd gleichen Wert aufweisen. Des weiteren wird nochmals demonstriert, dal3 die
Spontanraten nicht mit dem Status @@GGLExpression korrelieren, da sowohl in allen
Zellkulturen deshOGGZtuberexprimierenden Klons AS52-oggl-3 als auch kWe&GE
inaktiven Transfektanten AS52-oggl-1 die Mutationsraten deutlich unter der Wildtyp-
Mutationsrate liegen.

Zellinie Mutationsrate pro f@ellen
AS52 (w.t) 1.77 £0.04
AS52-0ggl-3 0.76 £ 0.00
AS52-0ggl-1 (m. G418) 1.14 £0.05
AS52-0ggl-1 (0. G418) 0.92+0.16

Tab. 5.2 Mutationsfrequenz igpt-Locusje Generation (entsprechend den Steigungen
der Geraden aus Abb. 5.34) in AS52-Wildtyp-Zellen, AS52-oggl-3,
AS52-0ggl-1 (mit G418) und AS52-0ggl-1 (ohne G418).

5.6 Untersuchung des Einflusses der 8-oxoG-Glykosylase (Oggl) auf die
Bildung von Mikrokernen

Als weiterer Endpunkt oxidativer Schadigungen der DNA war die Beeinflussung der Bildung
von Mikrokernen durch da®DGGLGenprodukt von Interesse. Es sollte WOGGE
Uberexprimierende CHO-Zellen untersucht werden, ob in geschadigten Zellen eine
Veranderung der induzierten Mikrokernraten in Abhangigkeithf@&GZtStatus beobachtet
werden kann.
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5.6.1 Auswirkungen der hOGGL-Uberexpression auf die Induktion von
Mikrokernen

Um den EinfluR derhOGGZtUberexpression auf die Bildung von Mikrokernen zu
untersuchen, wurden in den Zellinien AS52 (Wildtyp), AS52-oggl-2, AS52-0ggl-3 und
AS52vector-only durch Schadigung mit Ro 19-8022 und sichtbarem Licht ein oxidativer
DNA-Schaden induziert. Eine Schadigung mit Ro 19-8022 ohne Licht (,Dunkelkontrolle®)
zeigte keine signifikante Erhdhung gegentber den Mikrokernraten in ungeschadigten Zellen
(Daten nicht gezeigt).
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Abb. 5.35 Anzahl von Mikrokernen pro 2000 Zellkernen 24 h nach Behandlung mit
0.0 uM, 0.1 uM bzw. 0.2 uM Ro 19-8022 in Gegenwart von sichtbarem Licht
(166 kJ/mi; 400-800 nm) bei 0°C in AS52-Wildtyp-Zellen, AS52-0oggl-2,
AS52-0gg1-3 und AS5%ector-onlytransfizierten Zellen (n = 2-3).

Wie aus Abb. 5.35 ersichtlich, wird durch die Ro 19-8022-Schadigung in allen Zellinien eine
deutliche Erhéhung der Mikrokernraten erzielt. Wahrend sich die Mikrokernraten der vier
Zellinien in den Kontrollwerten nur wenig unterscheiden, kann man bei der Schadigung mit
0.1 uM Ro 19-8022 einen deutlichen Unterschied zwischen AS52-oggl-2 undvAS62-

only beobachten. Hier werden im Klon AS52-oggl-2 durchschnittlich etwa 5®eictor-
onlyKlon 70 und in den beiden anderen Zellinien 60 Mikrokerne pro 2000 Zellkerne
verzeichnet. Bei der Schadigung mit 0.2 uM Ro 19-8022 wird nur noch in den Wildtyp-Zellen
mit durchschnittlich etwa 80 Mikrokernen pro 2000 Kerne und in dem Klon AS52-0gg1-2 mit
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65 Mikrokernen pro 2000 Kerne ein weiterer Anstieg der Mikrokernrate verzeichnet. Bei den
Transfektantenklonen AS52-oggl-3 und AS&2tor-only hingegen wird bei dieser
Konzentration eine leichtes Absinken der Mikrokernraten beobachtet. Alle drei
Transfektanten liegen damit statistisch signifikant unter der Mikrokernrate der Wildtyp-
Zellen. Da aber zwischen d&fector-onlyZellen und demOGGZLtuberexprimierenden Zellen

kein signifikanter Unterschied vorliegt, kann kein Zusammenhang zwischen dem Status der
OGGZXGenexpression und der Bildung von Mikrokernen abgeleitet werden.

5.7 Untersuchung verschiedener Bronchialkarzinom-Zellinien

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung von oxidativen DNA-Schaden in
Karzinom-Zellinien, die alle der Gruppe der Bronchialkarzinome angehdren. Zum einen war
es von Interesse die Bedeutung der oxidativen DNA-Schaden im Hinblick auf die Malignitéat
und den jeweiligen Tumor-Typ zu untersuchen, zum anderen wirl@@GtMutationen in
Lungentumoren berichtéChevillard et al., 1998) Deshalb ist auch die Untersuchung der
Aktivitdten des hOGGZ1Genproduktes in diesen Bronchialkarzinom-Typen von grol3em
Interesse.

5.7.1 Untersuchung der Steady-State-Level FPG-sensitiver DNA-
Modifikationen in Bronchialkarzinom-Zellinien

Zur Bestimmung der Steady-State-Level wurden in 13 verschiedenen Bronchialkarzinom-
Zellinien und einer immortalisierten Bronchialepithel-Zellinie als Kontrolle unter normalen
Kulturbedingungen die Anzahl an DNA-Einzelstrangbrichen und FPG-sensitiven DNA-
Modifikationen bestimmt. Die Bronchialkarzinome werden dabei nach histologischen
Kriterien in die beiden Haupttypen kleinzellige Bronchialkarzinome und nicht-kleinzellig
Bronchialkarzinome (Adenokarzinome, Plattenepithelkarzinome, solide Bronchialkarzinome,
Grol3zeller) eingestuft. Als Kontrolle diente die immortalisierte Bronchialepithel-Zellinie
BEAS-2B.

In Abb. 5.36 sind die Steady-State-Level dieser Zellinien, geordnet nach Gruppen,
wiedergegeben. Aus der Abbildung kann entnommen werden, dal} die Steady-State-Level der
FPG-sensitiven Basenmodifikationen der untersuchten Zellinien untereinander um etwa den
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Faktor 2 variieren. Der Groliteil der Zellinien weist etwa 0.2 FPG-sensitive Modifikationen
pro 1¢ bp, wie die Kontroll-Zellinie BEAS-2B, auf. Die Zellinien LC-MZ-9s
(Adenokarzinom), LC-MZ-1, LC-MZ-4 (beide Grof3zeller) und LC-MZ-10 (solides
Bronchialkarzinom) liegen mit durchschnittlich 0.3 FPG-sensitiven Modifikationen Sropl0
deutlich Gber dem Wert der Kontrolle. Ein fur die Bronchialkarzinom-Typen einheitlicher
Befund laf3t sich jedoch nicht ableiten.
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Abb. 5.36 Steady-State-Level von DNA-Einzelstrangbriichen und FPG-sensitiven DNA-
Modifikationen in  unbehandelten  Bronchialkarzinom-Zellinien  und
immortalisierten Bronchialepithel-Zellen (BEAS-2B; Kontrolle) (n = 2-3).

5.7.2 Bestimmung der 8-oxoG-Glykosylaseaktivitat in Bronchialkarzinom-
Zellinien

Zur weiteren Charakterisierung des Status der verschiedenen Bronchialkarzinome konnte in
einem Teil der Zellinien das Potential fur die 8-oxoG-Erkennung bestimmt werden. Zu diesem
Zweck wurden Zellextrakte der verschiedenen Zellinien mit einem 8-oxoG-enthaltenden
Oligomer inkubiert. Diese Untersuchungen wurden vonAdbeitsgruppe von P. Radicella
(Fontenay-aux-Rosesylurchgefiihrt (s. Kapitel 4.2.10.3.1).
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Wie aus Abb. 5.37 hervorgeht ist in allen untersuchten Bronchialkarzinomen eine Oggl-
Aktivitat nachweisbar. In den Zellinien LC-MZ-7 und LC-MZ-4 ist die schwachste
Enzymaktivitat und in den Zellinien LC-MZ-6a und LC-MZ-5 die starkste Enzymaktivitat
detektierbar. Eine Korrelation zwischen den Oggl-Enzymaktivitdten und den Steady-State-
Level FPG-sensitiver Modifikationen ist jedoch nicht ersichtlich.
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Abb. 5.37 Gegenulberstellung der  Steady-State-Level FPG-sensitiver DNA-
Modifikationen und der Oggl-Enzymaktivitat im Zellextrakt von
unbehandelten Bronchialkarzinom-Zellinien.
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5.8 Mutagenitat von oxidativen DNA-Schaden

Die sowohl in ungeschadigter als auch geschadigter DNA wahrscheinlich haufigste
vorkommende DNA-Modifikation ist das 8-0xoG (s. Kapitel 2.2), welches ein Substrat des
bakteriellen FPG-Proteins darstellt und mit Hilfe dieses Enzym auch experimentell
nachgewiesen werden kann (s. Kapitel 2.4.2). 8-oxoG ist bei der DNA-Replikation
zweifelsfrei mutager{Shibutani et al., 1991).Es fuhrt sowohl in Bakterie(Cheng et al.,

1992) als auch in Saugerzelle(Klein et al., 1992; Moriya, 1993) aufgrund von
Fehlpaarungen zu G:CT:A Transversionen.

In dieser Arbeit wurde die Mutagenitat oxidativer DNA-Schaden sowohl in Bakterien als auch
in Saugerzellen naher charakterisiert. Im bakteriellen System (s. Kapitel 4.2.8) wurde zellfrei
geschadigte pSVvgpt Plasmid-DNA in Bakterien transformiert, dort zur Replikation
gebracht, um anschlielend die Mutationsrate zu bestimmen und mit der Anzahl der
bestimmten DNA-Modifikationen zu korrelieren. Die so gewonnenen Erkenntnisse sollen eine
Abschatzung des Mutationsrisikos durch veranderte Steady-State-Level und Reparatur
oxidativer DNA-Schaden ermoglichen.

Im S&augerzell-System (s. Kapitel 4.2.11) wurdengipt-Locusder AS52-Zellen und deren
OGGZtransfizierten Klone (s. Kapitel 4.2.9) sowohl quantitative Untersuchungen der
spontanen als auch durch Kaliumbromat induzierten Mutationsraten unternommen (s. Kapitel
5.5.2 und 5.5.3). Daruberhinausgehend wurden 6TG-resistente Mutanten-Klone der AS52-
Zellen isoliert und durch Sequenzierung des mutationsbehafiptdrocusauch qualitativ
charakterisiert.

5.8.1 Mutagenitat von oxidativen DNA-Schaden in Bakterien

Die Mutagenitat von oxidativen DNA-Schéden im bakteriellen System wurde anhand der
Peroxynitrit-freisetzenden Verbindung SINTduchstein und Riederer, 1995pezeigt. Diese
Verbindung generiert neben DNA-Einzelstrangbriichen sehr selektiv hauptséachlich FPG-
sensitive Modifikationen (s. Kapitel 2.1.3.3), was auf ein mutagenes Potential der Verbindung
schlieBen &3t und der Anlal3 der hier durchgefiihrten Untersuchungen war.
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5.8.1.1 Modifizierung des pSVptPlasmids durch SIN-1

Zunachst wurde das Plasmid pSyf2 dem schadigenden Agens SIN-1 in verschiedenen
Konzentrationen ausgesetzt und anschlie3end die induzierten DNA-Modifikationen mit Hilfe
des Plasmid-Relaxations-Assays (s. Kapitel 4.2.7) und FPG-Enzym bestimmt. Das Ergebnis
dieser Schadigung ist in Abb. 5.38 dargestellt. Dabei zeigt sich deutlich, dafl3 sowohl die
induzierten Einzelstrangbriiche als auch die FPG-sensitiven DNA-Modifikationen linear mit
steigender Konzentration des schadigenden Agens ansteigen. Es werden jedoch bei gleichen
Konzentrationen SIN-1 mehr als doppelt so viele FPG-sensitive Modifikationen wie DNA-
Einzelstrangbriiche induziert. Da der Anstieg der FPG-sensitiven Modifikationen also deutlich
steiler ist, lassen sich die FPG-sensitiven Modifikationen im geschadigten Plasmid schon bei
100 pM SIN-1 mit dem Relaxations-Assay nicht mehr bestimmen.
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Abb. 5.38 Anzahl der DNA-Einzelstrangbriiche und FPG-sensitiven DNA-Modifikationen
in pSV2gpt Plasmid-DNA induziert durch verschiedene Konzentrationen
SIN-1 (37°C, 1h) (n = 3).

5.8.1.2 Untersuchung der Mutagenitat und Toxizitat von SIN-1 in Bakterien

Um nun die Mutagenitdt und Toxizitat von SIN-1 zu bestimmen, wurde die durch
verschiedene Konzentrationen SIN-1 geschadigte Plasmid-Digpt-aefiziente E. coli DT-2
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Bakterien transformiert und dort zur Replikation gebracht. Dieses System erlaubt es sowohl
die Transformationsfrequenz — aufgrund der Ampicillinresistenz der transformierten Bakterien
— als auch die Mutationsfrequenz — aufgrund der Resistenz gegentber 6TG und Ampicillin —
zu ermitteln (s. Kapitel 4.2.8.1). Da — wie bereits erlautert — mit dem Relaxations-Assay bei
den hohen SIN-1-Schadigungen die Anzahl FPG-sensitiver Modifikationen nicht mehr direkt
gemessen werden kann, wurde die angegebene Anzahl FPG-sensitiver Modifikationen pro
Plasmid durch Extrapolation der Geraden der FPG-Werte aus Abb. 5.38 rechnerisch ermittelt.
Bei der Darstellung der Toxizitat und Mutagenitat wurde auf der Abszisse die den jeweiligen
Schadigungen entsprechenden FPG-sensitiven Modifikationen aufgetragen. Die Abnahme der
Transformantenrate mit steigendem Schéadigungsausmal} der jeweils eingeschleusten Plasmid-
DNA wurde als Toxizitat der Schadigung definiert.

In Abb.5.39 ist die Toxizitat der SIN-1-Schadigung in Form der jeweiligen
Transformationsraten dargestellt. Die Transformationsrate gibt den Anteil der Transformanten
erzielt mit geschadigtem Plasmid gegentber der Transformantenzahl, die mit ungeschadigtem
Plasmid erzielt wird, an. Wie deutlich zu sehen ist, nimmt die Transformationsrate mit
zunehmender Anzahl induzierter FPG-sensitiver Modifikationen (extrapolierte Werte, s.0.)
schnell ab, wobei auffallig ist, daf3 bereits bei Schéadigungen unter 1 FPG-sensitiven
Modifikation pro Plasmid ein schnelles Absinken der Transformationsrate auf unter 60 %
erfolgt.
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Abb. 5.39 Transformationsrate der mit SIN-1-geschadigten pfpv2Plasmid-DNA
transformierten E. coli DT-2 Bakterien (n = 5).
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In Abb. 5.40 ist auf entsprechende Weise die Mutagenitat der SIN-1-Schadigung dargestellt.
Auf der Ordinate ist die Anzahl der Mutanten prd Teansformanten aufgetragen. Es ist zu
erkennen, daf} Mutationsfrequenz mit steigender Anzahl FPG-sensitiver Modifikationen linear
zunimmt. Wegen der starken Toxizitat der Schadigung konnten Mutationsraten nur bis etwa
2.8 FPG-sensitive Modifikationen pro Plasmid ermittelt werden.
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Abb. 5.40 Mutationsrate der mit SIN-1-geschadigten pgp2- Plasmid-DNA
transformierten E. coli DT-2 Bakterien (n = 3).

5.8.2 Mutagenitat von oxidativen DNA-Schaden in Sdugerzellen

Quantitative Untersuchungen zur Mutagenitat in Saugerzellen, die durch Kaliumbromat
induziert wurde oder spontan auftritt, wurden bereits in Kapitel 5.5.2 und 5.5.3 dargestellt.
Dort konnten in AS52-Zellen Mutanten aufgrund ihrer Resistenz gegenuber 6TG erkannt
werden. Da diese Resistenz auf eine MutatiorgptiLocusder Zellen zuriickzufuhren ist,
sollte nun durch Sequenzierung dgpt-Locus 6TG-resistenter AS52-Zellen auch eine
gualitative Aussage Uber die aufgetretenen Mutationen gemacht werden.
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5.8.2.1 Charakterisierung der durch Kaliumbromat induzierten Mutationen in
AS52-Zellen

Hierzu wurden 6TG-resistente Kolonien der AS52-Zellen, die durch Kaliumbromat induziert
worden waren (die induzierte Mutationsrate liegt mindestens 4-fach tGber der Untergrund-
Mutationsrate), gezielt isoliert, vermehrt und die aus den einzelnen Mutantenklonen
praparierte DNA hinsichtlich degpt-Locussequenziert. Die so gewonngpt-Gensequenzen
wurden mit der Wildtyp-Sequenz verglichen. Die Art der Veranderung gegenuber der
Wildtyp-Sequenz ist in Tab. 5.3 wiedergegeben. Die Lokalisierung dieser Mutationen sind
hinsichtlich ihrer Lage ingpt-Gen in Abb. 5.41 dargestellt.

Hierbei zeigt sich, daf} sich die detektierten Mutationen auf éfoeispotkonzentrieren, der

im gpt-Gen zwischen den bp 366-369 lokalisiert ist, und daf3 das Mutationsspektrum deutlich
von Deletionen dominiert wird. Die bei der Kaliumbromat-Schadigung erwartetenT@C
Transversionen spielen in diesen Experimenten mit einer relativen Haufigkeit von etwa 4 %
eine untergeordnete Rolle.

Mutationsart Anzahl
3b-Deletion 4
9b-Deletion 1
2b-Deletion 1

1b-Insert 1
GC- AT 1
GC-TA 1
TASAT 1
TA-GC 1
kein PCR-Produkt 13
keine Mutation 2

Tab. 5.3 Durch Kaliumbromat induzierte Mutationen in det-Sequenz von AS52-
Zellen. Die Basen des codierenden (nicht transkribierten) Stranges sind
unterstrichen.
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CCTATTTTC CCC TCG AAC ACT TTT TAA GCC GTA GAT AAA CAG GCT GGG
-40 -20

ACA CTT CAC ATG AGC GAA AAA TAC ATC GTC ACC TGG GAC ATG TTG CAG
1 20
(START)

ATC CAT GCA CGT AAA CTC GCA AGC CGA CTG ATG CCT TCT GAA CAATGG
40 60 80

—
AAA GGC ATT ATT GCC GTA AGC CGT GGC GGT CTG GTA CCG GGT GCG TTA
100 120

CTG GCG CGT GAA CTG GGT ATT CGT CAT GTC GAT ACC GTT TGT ATT TCC
140 160 180

+1
AGC TAC GAT CAC GAC AACCAG CGC GAG CTT AAAGTG CTG AAACGC GCA
200 220

-
GAA GGC GAT GGC GAA GGC TTC ATC GTT ATT GAT GAC CTG GTG GAT ACC
240 260

GGT GGT ACT GCG GTT GCG ATT CGT GAA ATG TAT CCAAAAGCG CACTTT
280 300 320

-3
-3
-2
- -3
--3
GTC ACC ATC TTC GCA AAA CCG GCT GGT CGT CCG CTG GTT GAT GAC TAT
340 360

A A G
GTT GTT GAT ATC CCG CAA GAT ACC TGG ATT GAA CAG CCG TGG GAT ATG
380 400 420

GGC GTC GTA TTC GTC CCG CCA ATC TCC GGT CGC TAA TCT TTT CAA CGC
440 459
(STOP)

Abb. 5.41 Verteilung der durch Kaliumbromat induzierten Mutationen igpe$equenz
von AS52-Zellen.

5.8.2.2 Charakterisierung von spontan entstandenen Mutationen in AS52-Zellen

Zu diesem Zweck wurden 6TG-resistente AS52-Zellen, die ohne jegliche schéadigende
Behandlung nach Standardprotokoll fur den A§p2/Mutationstest kultiviert wurden (s.
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Kapitel 4.2.11), analog Kapitel 5.8.2.1 aufgearbeitet und einer SequenzanalgpeGan
unterzogen. Dabei wurden die in Tab. 5.4 aufgefihrten Mutationen detektiert, deren
Verteilung imgptGen in Abb. 5.42 wiedergegeben ist. Auch hierbei zeigt sich — &hnlich wie
bei den durch Kaliumbromat induzierten Mutanten — die Haufung der Mutationen in einem
Hot Spot wobei wieder Deletionen das Mutationsspektrum dominieren.

Mutationsart Anzahl
3b-Deletion 3
1b-Deletion 1
6b-Deletion 1

GC-CG 1

GC-TA 1
kein PCR-Produkt 1
keine Mutation 4

Tab.5.4 Spontan aufgetretene Mutationen in gigFSequenz von AS52-Zellen. Die
Basen des codierenden (nicht transkribierten) Stranges sind unterstrichen.

CCTATTTTC CCC TCG AAC ACT TTT TAA GCC GTA GAT AAA CAG GCT GGG
-40 -20

ACA CTT CAC ATG AGC GAA AAA TAC ATC GTC ACC TGG GAC ATG TTG CAG
1 20
(START)
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ATC CAT GCA CGT AAA CTC GCA AGC CGA CTG ATG CCT TCT GAA CAATGG
40 60 80

AAA GGC ATT ATT GCC GTA AGC CGT GGC GGT CTG GTA CCG GGT GCG TTA
100 120

CTG GCG CGT GAA CTG GGT ATT CGT CAT GTC GAT ACC GTT TGT ATT TCC
140 160 180

AGC TAC GAT CAC GAC AAC CAG CGC GAG CTT AAAGTG CTG AAA CGC GCA
200 220

T
GAA GGC GAT GGC GAA GGC TTC ATC GTT ATT GAT GAC CTG GTG GAT ACC
240 260

GGT GGT ACT GCG GTT GCG ATT CGT GAA ATG TAT CCA AAAGCG CACTTT
280 300 320

--3
--3
-6
-1
GTC ACC ATC TTC GCA AAA CCG GCT GGT CGT CCG CTG GTT GAT GAC TAT
340 360

-3 C
GTT GTT GAT ATC CCG CAA GAT ACC TGG ATT GAA CAG CCG TGG GAT ATG

380 400 420
GGC GTC GTA TTC GTC CCG CCA ATC TCC GGT CGC TAA TCT TTT CAA CGC
440 459
(STOP)

Abb. 5.42 Verteilung der spontan aufgetretenen Mutationen inggeSequenz von
AS52-Zellen.
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6. Diskussion

6.1 Hat das Anti-Apoptose-Protein Bcl-2 Einflul auf die Regulation
reaktiver Sauerstoffspezies?

Anhand der BCL-2-Uberexprimierenden Mausmakrophagen-Zellinie (Rbcl2-14) und der
dazugehdrigen Wildtyp-Zellinie (RAW264.7) wurde die Bedeutung des antiapoptotischen
Proteins Bcl-AHockenbery et al., 1993; Kane et. al., 1993iir die Regulation des Redox-
Status der Zellen untersucht. Berichten zufolge soll Bcl-2 den programmierten Zelltod
(Apoptose) durch herabgesetzte Generierung von ROS verhindern k(i<erem et. al.,

1993) Im Gegensatz dazu wird auch von pro-oxidativen Effekten des Bcl-2-Proteins berichtet
(Steinman, 1994)

Nach Uberpriifung der Uberexpression (Abb. 5.1) wurde im genannten Zellpaar mit Hilfe der
Alkalischen Elution der Steady-State-Level an FPG-sensitiven Basenmodifikationen
bestimmt, der als ein Indikator flr den oxidativen Strel3 in Sdugerzellen angesehen werden
kann (Will et al., 1999) Dabei zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in den beiden
Zellinien  (Abb.5.2). Ebenfalls mit der Alkalischen Elution wurde ein
Suszeptibilitdtsvergleich gegenidber durch Kaliumbromat und durch den angeregten
Photosensibilisator Ro 19-8022 induzierten FPG-sensitiven Modifikationen vorgenommen
(Abb. 5.3). Auch hier ergab sich bei beiden Schadigungen kein Anzeichen fir einen pro- oder
antioxidativen Effekt deBCL-2Uberexpression. Als einen weiteren Indikator fur den Status
zellularen, oxidativen Stresses wurde der Gesamt-Glutathion-Gehalt in Zellextrakten beider
Zellinien bestimmt (Abb. 5.4). Hier zeigte sich ebenfalls kein statistisch signifikanter
Unterschied. Dieser Befund steht im Widerspruch zu Untersuchungefavenet al. (1993)

und Steinman (1994) bei denen durch stabile Expression B®L-2 in Nervenzellen ein 2-

bis 3-fache Erh6hung des Glutathiongehaltes gegentiber den Kontrollen erzielt wurde.

Die ermittelten Ergebnisse zeigen, daR es in den Mausmakrophagen durch die Uberexpression
der cDNA flr das Bcl-2-Protein zu keinem pro- oder antioxidativem Effekt bezuglich der
Schadigung der DNA kommt. Auch die Glutathionspiegel sind unbeeinfluf3t. Die steht im
Einklang mit Arbeiten, die zeigten, dal} das Bcl-2-Protein den Zelltod auch bei Abwesenheit
von ROS (hypoxischen Bedingungen) verhindern kgtmmizu et al., 1995; Jacobson et

Raff, 1995) Dies bedeutet, dal3 die reaktiven Sauerstoffspezies keine zentrale Rolle in der
Regulation der Apoptose spielen, sondern nur eine von vielen anderen Stimuli zur Einleitung
der Apoptose darstellen. Die in der Literatur beschriebenen protektiven, antioxidativen
Eigenschaften von Bcl-2 sind somit nicht primar auf Eigenschaften des Proteins selbst
zuruckzufiihren, sondern liegen vielmehr in der Verhinderung der Folgen der Apoptose durch
das Bcl-2-Protein begrindet. Die nachgewiesene Stabilisierung der Mitochondrien-Membran
durch Bcl-2(Susin et al., 1998¥uhrt daher wahrscheinlich indirekt zu einer antioxidativen
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Wirkung des Proteins, da es die unkontrollierte Freisetzung von ROS verhindert. Auf den
Steady-State-Level der oxidativen DNA-Modifikationen wirkt sich dies jedoch offensichtlich
nicht aus.

6.2 Zelldifferenzierung, Respiratory Burstund oxidative DNA-Schaden

Die Bestimmung der Steady-State-Level der oxidativen DNA-Schéaden in den
undifferenzierten, promyeloischen HL60-Zellen und in den ausdifferenzierten,
granulocytenartigen DMSO-HL60-Zelld@ollins et al., 1979)erbrachte keinerlei Anzeichen

fur eine durch die Differenzierung bedingte Veranderung der basalen Spiegel oxidativer
DNA-Schaden (Abb. 5.6). Des weiteren wurden die ausdifferenzierten, granulocytenartigen
DMSO-HL60-Zellen durch Stimulation mit dem Tumorpromoter PMA zur Freisetzung von
reaktiven Sauerstoffverbindungen anger@goyd et al., 1986) Bei beiden eingesetzten
Konzentrationen von PMA (100 nM und 500 nM) konnte keine signifikante Erhdhung der
Steady-State-Level FPG-sensitiver Basenmodifikationen beobachtet werden (Abb. 5.6). Dal3
der Hauptanteil der HL60-Zellen durch die DMSO-Behandlung zur Differenzierung zu
granulocytenartigen Zellen induziert worden war, konnte mit Hilfe des NBT-Reduktionstest
demonstriert werden (Abb. 5.5). Dieser Test beruht darauf, daf} die HL60-Zellen ebenfalls
nach Stimulierung mit PMA (500 nM) zur Freisetzung von ROS induziert werden und damit
an ihrer Zelloberflache NBT sichtbar zu Formazan oxidieren. Dies fuhrt zur Anfarbung der zu
granulocytenartigen Zellen ausdifferenzierten DMSO-HL60-Zellen und zeigt, dal3 die
Bedingungen zur Induktion deRespiratory Burstin dem hier geschaffenen Saugerzell-
System gegeben sind.

Die eigenen Befunde stehen jedoch im klaren Widerspruch zu Ergebnisséakearchi et

al. (1994)und Takeuchi et al. (1996) In diesen Arbeiten wurde in durch PMA stimulierten
DMSO-HL60-Zellen ein konzentrationsabhéngiger Anstieg von 8-oxodG in der DNA der
behandelten Zellen beschrieben. Die Analytik dieser Arbeiten beruht auf einer HPLC-
Methode mit elektrochemischer Detektion. Des weiteren zeigten die Autoren eine Korrelation
zwischen PMA-Stimulation und dem Auftreten von Wasserstoffperoxid und Superoxid-
Anionen, basierend auf Bestimmungen mit Dichlorofluorescindiacetat (DCFH-DA) und
Hydroethidin (HE). Aus diesen Untersuchungen in Verbindung mit confocaler Laser-Scan-
Mikroskopie schlossen die Autoren auf die intrazellulare Lokalisierung von
Wasserstoffperoxid und Superoxid-Anionen, welche schlie3lich nach Generierung von
Hydroxyl-Radikalenvia Fenton-Reaktion fur die oxidierten Guaninbasen verantwortlich sein
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sollen. Da die Anwesenheit von grol3eren Mengen der 8-oxoG-induzierenden, reaktiven
Verbindungen in diesen Arbeiten im Zellkern der stimulierten DMSO-HL60-Zellen nicht
zweifelsfrei gezeigt werden konnte, besteht die Moglichkeit, daf3 die nachgewiesenen ROS bei
der Probenvorbereitung fur die HPLC-Bestimmung zur artfiziellen Entstehung von
BasenmodifikationeiiPflaum et al., 1997)gefuihrt haben. Dies scheint bei der Durchflihrung

der in der vorliegenden Arbeit verwendeten Alkalischen-Elutions-Technik nicht der Fall zu
sein. Gestutzt wird diese Annahme durch einen Vergleich der in beiden Methoden bestimmten
absoluten Werte an 8-o0xoG bzw. FPG-sensitiven Modifikationen. Hierbei liegen die mit der
HPLC-Technik ermittelten Werte mehr als 20-fach Uber den mittels Alkalischer Elution
gemessenen Steady-State-Level.

Dies spricht dafur, daf3 in den HL60-Zellen sowohl die Ausdifferenzierung als auch eine
Stimulation zumRespiratory Burskzu keiner Erhéhung der eigenen Steady-State-Level fuhrt.
Ein mogliches Absinken der Steady-State-Level in den hier erzeugten, granulocytenartigen
Zellen als Folge eines verstarkten Schutzmechanismus zur Abwehr gegeniber der zelleigenen
Generierung von reaktiven Sauerstoffverbindungen konnte jedoch auch nicht beobachtet
werden.

6.3 Ist das Xrccl-Protein an der Reparatur von 8-0xoG beteiligt?

Xrccl wird als Plattform-Protein im Basen-Exzisions-Reparatursystem disKitidrota et

al., 1996) Neben der Bindung von Xrccl an DNA-LigdHe konnte auch eine direkte
Interaktion mit der DNA-Ligas@ gezeigt werder{Kubota et al., 1996) In dieser Arbeit
wurde untersucht, inwieweit Xrccl an der Reparatur von 8-oxoG beteiligt ist, und ob
gegebenenfalls eine Interaktion zwischen Xrccl und Oggl wahrscheinlich ist.

Dazu wurden zunéachst in deXRCCZldefizienten EM9-Zellen und den entsprechenden
Wildtyp-Zellen AA8-1 die Steady-State-Level oxidativer DNA-Schaden bestimmt (Abb. 5.7).
Dabei zeigte sich eine nahezu identische Anzahl an Einzelstrangbriichen und FPG-sensitiven
Basenmodifikationen. Auch die Reparatur von FPG-sensitiven Modifikationen, die durch den
angeregten Photosensibilisator Ro 19-8022 induziert wurden, erfolgte mit beinahe gleich
hoher Effizienz in beiden Zellinien (Abb. 5.10). Beim Suszeptibilitatsvergleich der durch den
Photosensibilisator induzierten DNA-Modifikationen wurde eine signifikant erhdhte Anzahl
von Einzelstrangbriichen detektiert, wohingegen die Anzahl der FPG-sensitiven
Basenmodifikationen ein vergleichbares Niveau aufwies (Abb. 5.8). Betrachtet man die
Reparatur der durch Ro 19-8022 und Licht induzierten Strangbriiche in beiden Zellinien (Abb.
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5.11 und 5.12) so zeigt sich, dal3 die Reparatur inXdRDCldefizienten Zellen wesentlich
langsamer als in den Wildtypzellen verlauft, bei denen schon nach ca. 15 min keine
Strangbriiche mehr nachweisbar sind.

Die Ergebnisse lassen keinen eindeutigen Schlufd zu, ob Xrccl an der Reparatur von 8-0xoG
beteiligt ist und ob eine Interaktion von Xrccl mit Oggl vorliegt. Fur eine Interaktion spricht
zum einen der Befund, daf® nur bei der Induktion von FPG-sensitiven Modifikationen durch
den angeregten Photosensibilisator ein Unterschied in der vorhandenen Strangbruchzahl
auftritt, wohingegen im Steady-State-Level kein Unterschied vorliegt. Ware nur die
Strangbruch-Reparatur als solche die Ursache fur die unterschiedlich schnelle Entfernung
dieses DNA-Schadens, dann wirde man erwarten, dal3 sich dies auch im Steady-State-Level
der Strangbriiche niederschliige. Zum anderen ist die Anzahl der bei der Schadigung mit
angeregtem Ro 19-8022 induzierten Einzelstrangbriche in den defizienten Zellen
aulBergewohnlich hoch, verglichen mit der erzielten Anzahl von Einzelstrangbriichen bei
gleichartigen Schadigungen in der CHO-Zellinie A®dIl, 1995). Diese Briiche kdnnten

als ,Reparaturbriiche” erklart werden, was bedeutet, dal3 die Strangbriiche aus FPG-sensitiven
Basenmodifikationen stammen wirden. Dagegen spricht jedoch, daf’ in den XRCC1-
defizienten und -profizienten Zellen eine etwa gleiche Anzahl von durch Ro 19-8022
induzierten FPG-sensitiven Modifikationen beobachtet wird. Es ist daher wahrscheinlicher,
dald die beobachtete unterschiedliche Zahl von induzierten Strangbrichen auf eine sehr
schnelle Strangbruch-Reparatur zurlckzufiihren ist, die in Wildtyp-Zellen auch bei
Temperaturen unter 4°C stattfindet, in den EM9-Zellen jedoch defekt ist.

Gegen eine Beteiligung von Xrccl an der Prozessierung oxidativer DNA-Schaden spricht die
Tatsache, dal} die Reparatur der FPG-sensitiven Basenmodifikationen in beiden Zellinien mit
gleicher sehr hoher Effizienz verlauft. SchlieBlich konnen die eigenen und berichteten
Befunde Uber eine verlangsamte Strangbruch-Reparatur inKR€IC1defizienten Zellen
(Zdzienicka et al., 1992; Churchill et al., 1991;Thompson et al., 1982)auch ohne die
Interaktion mit Oggl erklart werden. Der Ausfall von Xrccl und die dadurch bedingte
Defizienz an DNA-Ligaséll (Caldecott et al., 1995,Ljungquist et al., 1994)reichen aus,

um eine deutlich verschlechterte Strangbruch-Reparatur zu erklaren.

Eine Moglichkeit, die Hypothese einer Interaktion von Xrccl mit Oggl zu Uberprifen, wére
die Uberexpression vo@GG1 in XRCCzdefizienten Zellen. In einem solchen Zellsystem
mufite die Schadigung mit 8-oxoG induzierenden Agentien zur Entstehung grol3erer Mengen
an Strangbrichen nach kurzen Reparaturzeiten fihren, was sich in einer noch langsameren
Strangbruch-Reparatur in de@GGZl-uberexprimierenden un&KRCCZdefizienten Zellen
aulern mafite.
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6.4 Inwieweit schiitzt Oggl das Sauger-Genom vor oxidativen DNA-
Schaden?

Bei der Charakterisierung der durch Transfektion mit cDNA MOGG1entstandenen Klone

der CHO-Zellinien AS52 und AA8 konnte zweifelsfrei die stabile und konstitutive
Uberexpression von humane®GG1 in diesen Saugerzellsystemen demonstriert werden.
Dabei wurde in vitro eine maximal etwa 10-fach ho6here Enzymaktivitat in den
Gesamtzellextrakten gegeniber den Kontrollen festgestellt (Abb. 5.13).

Diese deutlich héhere Enzymaktivitat fuhrte jedoch in keinem der erzeugten Transfektanten
der beiden Zellinien zu einer Reduzierung der basalen Anzahl FPG-sensitiver Modifikationen
in jeweils unbehandelten Zellen (Steady-State-Level: Abb. 5.14 und 5.15). Das fehlende
Absinken der Steady-State-Level FPG-sensitiver Modifikationen lai3t sich zum einem dadurch
erklaren, dal® sich im Laufe der Evolution in allen Sdugetierzellen eine ausreichend hohes
Expressionsniveau an Oggl-Enzym zur Abwehr von DNA-Schéden durch oxidativen Stref3
ausgebildet hat. Ein ausreichendes Angebot an Oggl wirde bedeuten, dal3 das Ausmald der
OGGZLExpression nicht geschwindigkeitslimitierend fur die Reparatur endogen gebildeter
oxidativer DNA-Modifikationen ist. Eine andere Erklarungsmoglichkeit ist, daf3 die in
unbehandelten Zellen (d.h. ohne Schadensinduktion) nachgewiesenen oxidativen
Basenmodifikationen gar nicht dem Enzym zuganglich sind und sich das hd6here
Enzymangebot daher erst bei exogener Schadigung von Zellen bemerkbar macht. Des
weiteren wirde das Fehlen von notwendigen Mitspielern des Oggl-Enzyms bei dessen
alleiniger Uberexpression die ausbleibende Reduzierung des Steady-State-Levels erklaren. Als
Ursache des Befundes muf3ten grundsétzlich auch Melifehler wie die Bildung von artifiziellen
Basenmodifikationen wahrend der Zellyse oder eine unspezifische Erkennung des FPG-
Enzyms bei der Durchfuhrung der Alkalischen Elution diskutiert werden. Gegen einen
(hohen) artifiziellen Anteil an den Steady-State-Leveln, die durch die Alkalischen-Elutions-
Technik bestimmt werden, sprechen unter andéRflaum et al., 1997; Pflaum et al., 1999)

die Befunde, dal zum einen verschiedene Zellinien deutlich unterschiedliche Steady-State-
Level aufweisenWill et al., 1999; Will, 1999) zum anderen, dal} die gemessenen Werte
durch Zugabe antioxidativer Verbindungen (DMSO und Desferoxamin) wahrend der Zellyse
nicht reduziert werden (Daten nicht gezeigt).

Wahrend die Uberexpression vb@GG1in CHO-Zellen also keine erkennbare Reduzierung

der Steady-State-Level FPG-sensitiver Basenmodifikationen bedingte, konnte in den
Experimenten mit immortalisierten Fibroblasten vorOGGIX+/+)-Wildtyp-Mausen und
MOGGX-/-)-knock-outMausen als auch in frisch isolierten Hepatocyten dieser Tiere eine
Auswirkung auf den Steady-State-Level FPG-sensitiver Modifikationen gezeigt werden. In
den Fibroblasten wurde eine 1l.4-fache und in den Hepatocyten eine 2.5-fache relative
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Erh6éhung der Anzahl FPG-sensitiver Basenmodifikationen Klesck-outTyps gegenuber
dem Wildtyp beobachtet (Abb. 6.1).

o 0.8
o
(o]
O ~ 0,6- [
Z 3
=
c C
% %OA—
O = - |
©
& é 0,24 T
=
@)
= _

-[- +/+ -[- +/+
Fibroblasten He patocyten

Abb. 6.1  Durchschnittswerte der Steady-State-Level von FPG-sensitiven DNA-
Modifikationen (Netto) in immortalisierten Fibroblasten bzw. Hepatocyten von
mMOGG1-/-)-knock-outMausen undnOGG1+/+)-Wildtyp-Mausen (n = 5 bzw.
n=4).

Es stellt sich hierbei die Frage, wie die unterschiedlichen Erhéhungen in Fibroblasten und
Hepatocyten zu erklaren sind. Eine wahrscheinliche Erklarung ist, dal3 die vdllig
unterschiedlichen Proliferationsraten beider Zellpaare die entscheidende Bedeutung haben.
Wahrend die Fibroblasten-Zellinien schnell teilende Zellen darstellen (Verdopplungszeit
jeweils etwa 18 h), handelt es sich bei den isolierten Hepatocyten um Zellen, die bis zum
Zeitpunkt der Praparation fir ca. 12 Monate (Alter der Tiere bei der Leberperfusion) im
ausdifferenzierten Zustand ohne jegliche Zellteilung vorlagen. Wenn man nun davon ausgeht,
dal3 bei jeder Replikation in die Tochterstrange unversehrtes dGTP aus dem Nukleotid-Pool
der Zellen eingebaut wird, so wird die Anzahl der im gesamten Genom vorliegenden 8-oxoG-
Basen um 50 % ,verdinnt”. Es kommt somit durch die Verdiinnung der geschadigten Guanin-
Basen zu einer scheinbaren Reparatur der 8-oxoG-Basen mit einer Halbwertszeit von 18 h.
Dieser Verdunnungseffekt ist in den Hepatocyten nicht gegeben. Dort kann es wegen des
Defektes im OGG1-Gen zu einer Akkumulierung oxidativer DNA-Schaden im Genom der
Hepatocyten kommen. Dies kénnte zumindest teilweise die unterschiedlich starke
Auswirkung des OGGZXAusfalls in beiden Zellsystemen erklaren. Eine weitere
Erklarungsmoglichkeit ware die Postulation einer ,replikationsgekoppelten Reparatur”, in
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Anlehnung an die bekannte Kopplung der DNA-Reparatur an die Transkriggaosdtiption

coupled repair s. Kapitel 2.4.4). Eine solcher Reparaturmechanismus kénnte aufgrund der
deutlich unterschiedlichen Teilungsraten der beiden Zellsysteme die differierenden Steady-
State-Level plausibel erklaren. Ein weiteres Indiz daftr, dal3 eine replikatonsgekoppelte DNA-
Reparatur eine Rolle spielen kbnnte, ist, daf in Zellextrakterm@GG1knock-outTieren

in vitro keinerlei 8-oxoG-Glykosylaseaktivitat nachgewiesen werden kdtemgland et

al., 1999) wahrend in proliferierenden Zellen auch vomOGGZknock-ouTyp eine
deutliche Reparatur von FPG-sensitiven Basenmodifikationen demonstriert werden kann (s.
unten). Bislang gibt es jedoch nur vereinzelte Vermutungen Uber eine derartig gekoppelte
DNA-Reparatur (Foiani et al., 1998) Gestutzt wird die Hypothese der
sreplikationsgekoppelten Reparatur® durch jingste Berichte Uber eine postreplikative BER
unter der Beteiligung der Uracil-DNA-Glykosylase 2 (UNGBtterlei et al., 1999) Aus

beiden Uberlegungen heraus folgt nun zwangslaufig die weitere Frage, ob sich dann in den
stationar vorliegenden Hepatocyten mock-outMausen die Steady-State-Level an 8-oxoG

im Laufe des Lebens fortwahrend akkumulieren. Dies mufite der Fall sein, wenn neben OGG1
keine weiteren Reparaturenzyme existieren, die 8-oxoG aus dem S&ugergenom entfernen
konnen (s.u.).

Bei den Untersuchungen der Reparaturkinetiken konnte sowohl bei der Uberexpression von
hOGGL1lin CHO-Zellen als auch in denOGG tknock-outZellinie die Bedeutung dieses Gens

fur die Reparatur FPG-sensitiver Modifikationen verdeutlicht werden.

So konnte demonstriert werden, daR durch die Uberexpression eine bis zu 3-fach schnellere
Reparatur FPG-sensitiver Modifikationen erzielt wird (Abb. 5.19, 5.20 und 5.22) und zum
anderen der Grad der Uberexpression mit den erhthten Reparaturraten korreliert (Abb. 5.21
und 5.22). Die so fur die parentalen AS52 und AA8 bestimmten Reparaturraten ahneln dabei
kirzlich berichteten Reparaturkinetiken von FPG-sensitiven Modifikationen in verschiedenen
Nagerzellen und menschlichen Zellgpflaum et al., 1997; Kasai et al., 1986; Jaruga &
Dizdaroglu, 1996; Dally & Hartwig, 1997; Will et. al., 1998) Die Tatsache, daf3 in den
Transfektanten trotz einer etwa 10-fach hoheren Enzymaktivitat eine nur etwa 3-fach
schnellere Reparatur resultiert, kbnnte dafir sprechen, dald bei den Reparaturvorgéngen in den
Zellen ein oder mehrere zusatzliche Komponenten bei hohem Oggl-Angebot
geschwindigkeitslimitierend werden. Die Tatsache, dal? die Reparaturkinetiken in
Uberexprimierenden Zellen nicht biphasisch verlaufen, ist ein weiteres Indiz dafur, da’ die
meisten der induzierten FPG-sensitiven Basenmodifikationen auch Substrate des hOggl-
Enzyms sind.

Die Bestimmung der Reparaturgeschwindigkeiten in den immortalisierten Fibroblasten vom
MOGGI+/+)-Wildtyp und mOGGI1-/-)-knock-outTyp erfolgte in analoger Weise nach
Induktion eines DNA-Schadens durch Ro 19-8022. Auch hier zeigte sich die Suszeptibilitat
gegenuber dem Agens durch den Oggl-Status unbeeinflut (Abb. 5.26). Die
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Reparaturgeschwindigkeiten hingegen zeigten wiederum einen deutlichen Unterschied im
Reparaturvermbgen von 8-oxoG im Wildtyp gegeniber #@mock-outTyp. Wahrend der
Wildtyp eine Reparaturhalbwertzeit von etwa 4 h aufwies, konnte iKeck-outZellinie

nach 4 h noch gar keine signifikante Reparatur beobachtet werden. Erst nach 8 h und 16 h
machte sich auch in dédnock-outZellen eine Reparatur (Halbwertszeit ca. 16 h) bemerkbar
(Abb. 5.28). Auch dieser Befund legt wieder die Vermutung nahe, dal3 die Entfernung von 8-
oxoG aus der DNA mit Vorgangen bei der Replikation gekoppelt sein kénnten, denn erst bei
Reparaturzeiten von 8 h und 16 h, bei denen ein relativ gro3er Anteil der Zellen bereits wieder
eine Teilung vollzogen hat, macht sich in d@rock-outZellen eine Abnahme FPG-sensitiver
Basenmodifikationen bemerkbar (Die durch Zellteilung erfolgte Verdiinnung der induzierten
Schéden wurde durch die parallele Bestimmung der Verdopplungszeiten in beiden Zellinien
korrigiert). Welche Reparaturmechanismen dieser Abnahme in den ZelleiKnook-out

Typ zugrunde liegen ist unklar. Der Reparatureffekt kann jedenfalls nicht mit einer
transkriptionsgekoppelten Reparatur (TGQiReferential repaij erklart werden, da nur etwa

5 % des gesamten Genoms transkribiert werden, in den durchgefiihrten Versuchen aber die
Reparatur von etwa 50 % der induzierten oxidativen Schaden beobachtet wurde. Eine andere
Erklarungsmoglichkeit fur diese in dé&mock-outZellen beobachtete Reparatur ware, dald die
oxidativen DNA-Modifikationen von der Nukleotid-Exzisions-Reparatur (NER) erkannt
werden. Dafiir sprechen neuere Berichte Uber die Beteiligung des NER an der Reparatur von
8-0x0G (Reardon et al., 1997; Dianov et al., 1998 Andererseits gibt es Berichte, dal} die
NER bei der Reparatur von 8-o0xoG nur eine vernachlassigbare Rolle spielt. So fuhrte die
Erzeugung einer Mutation im NER-Systenvid) einesfpg/mut Y-defektenE. colrStamms

zu keiner signifikanten weiteren Erhéhung der spontanen Mutationsfre(\vagner et al.,

1997) Ebenso zeigte die Doppelmutama@dl4/ogglin S. cerevisiaekeine signifikante
Erh6éhung der spontanen Mutationsfrequenz bei Vergleich mit aggddefekten Stamm
(unveroffentlichte Daten, Boiteux & Radicella)

Um zu ergrinden, inwieweit die Replikation fir die Reparatur von FPG-sensitven
Modifikationen in denKnock-outZellen notwendig ist, muf3ten analoge Versuche in sich
nicht teilenden Zellen oder sich synchron teilendanck-outZellen durchgefuhrt werden.

Diese Ergebnisse unterstreichen insgesamt die Bedeutung von Oggl fur die Integritat der
DNA hinsichtlich der Beseitigung von 8-0xoG, verdeutlichen aber auch, dal3 in Saugerzellen
auch andere Reparaturmechanismen existieren missen, die an der Reparatur von 8-0xoG
beteiligt sind und alBack-upSystem wirken.
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6.5 OGG1lein Antimutator-Gen?

Da in jungster Zeit nach der Klonierung des huma@aG1lGens von Befunden uber
Tumore der Lungen, NierefChevillard et al., 1998)und des MagengShinmura et al.,
1998)berichtet wurde, in denen inaktivierende Mutationein@®GG1Gen vorlagen, wird die
Diskussion gefuhrt, ob da®GG1Gen als Reparaturgen der DNA als eine Art Tumor-
suppressorgen bzw. ,Caretaker-Genen* fungieren kdiuoieb, 1991; Radicella & Boiteux,

1998; Chevillard et al., 1998).Beispielsweise wird beim Ausfall der Geh&SH2 und
hMLH1, die ebenfalls an der DNA-Reparatur beteiligt sind (s. Kapitel 2.4.5), von einer
erhohten Rate maligner Transformationen beriqiishel et al., 1993; Modrich, 1994)

Als weitere biochemische und biologische Endpunkte wurde deshalb die EinfluBnahme des
OGGZXGenproduktes auf Zelltoxizitat, induzierte und spontane Mutagenese und die Induktion
von Mikrokernen bestimmt. Die Untersuchungen wurden in der CHO-Zellinie AS52 und
ihren transfizierten Klonen durchgefuhrt.

Bei der Induktion von Mutanten ingpt-Locus der AS52-Zellen und derOGGL
Uberexprimierenden Transfektanten mit Hilfe des angeregten Photosensiblisators Ro 19-8022
zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den AS52-Zellen und dem Kilon
AS52-0ggl-2. Die Untersuchungen erwiesen sich insofern als problematisch, daf3 durch die
Induktion in den Zellen keine mehr als 2-fach Gber dem Untergrund liegenden Mutationsraten
erzielt werden konnten (Abb. 5.29). Dies liegt in der hohen Zelltoxizitat der Schadigung
begriundet, welche hdchstwahrscheinlich auf andere zellulare Schaden als die Schadigung der
DNA zurtckzufiihren ist. Aus diesem Grunde war es nicht moéglich mehr als etwa 8 FPG-
sensitive Basenmodifikationen pro®18p in den Zellinien zu generieren. Jedoch deckt sich
dieser Befund mit den relativ niedrig ausfallenden Mutationsraten fur 8-oxoG (< 2 %), die von
Experimenten in Saugerzellen berichtet wer@dain et al., 1992; Le Page et al., 1998pie
ermittelten Zelltoxizitatskurven in beiden Zellinien erwiesen sich als sehr ahnlich (Abb. 5.30),
was wiederum ein Indiz fur einen DNA-unabhangigen Mechanismus der Toxizitat ist.

Die Induktion durch Kaliumbromat fiuihrt zu wesentlich hoheren Mutationsraten, die bis zu
25-fach uber den spontanen Mutationsraten lagen (Abb. 5.31). Aber auch hier ist kein
statistisch signifikanter Unterschied zwischen AS52 und d@@GlLtransfizierten Klon
nachweisbar, obgleich der transfizierte Klon durchschnittlich bei allen Konzentrationen
niedrigere Mutationsraten als die parentalen Zellen aufweist. Wahrscheinlich ist die
Mutagenitdt von Kaliumbromat bei hoheren Konzentrationen (> 20 mM) nicht auf FPG-
sensitive Basenmodifikationen sondern andere Modifikationen oder Einzelstrangbriiche (s.
Kapitel 6.7) zurtckzufuhren. Hinweise dafur sind die nicht lineare Dosis-Wirkungs-
Beziehung sowie Befunde, daf} der Schadigungsmechanismus von Kaliumbromat bei hoheren
Konzentrationen sich vermutlich von dem bei niedrigeren unterscheidet, was ein anderes
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Spektrum an Basenmodifikationen bediiBallmaier & Epe, 1995) Dieses Resultat a3t

auch vermuten, daf} die kanzerogene Wirkung von Kaliumbromat in Nagetieren demnach
nicht durch 8-oxoG verursacht wird. Die durch die Kaliumbromat-Schadigung bedingte Zell-
toxizitat stellt sich in den beiden Zellinien wiederum als nahezu identisch dar (Abb. 5.32).
Auch bei der Bestimmung der spontanen Mutationsraten konnte kein signifikanter Effekt der
hOGGZtUberexpression gezeigt werden (Abb. 5.33 und 5.34). Dies kann darin begriindet
sein, dal3 Oggl in den Zellen keinen geschwindigkeitsbestimmenden Faktor bei der Reparatur
von 8-oxoG darstellt, was auch die Bestimmung der Steady-State-Level FPG-sensitiver
Modifikationen vermuten liel3 (s. Kapitel 6.4). Wahrscheinlich ist jedoch, dafl3 oxidative
Modifikationen nur einen kleinen Beitrag zur spontanen Mutationsraigptrbocusleisten,

da das Mutationsspektrum kaum GCA Transversionen aufweist (s. Kapitel 5.8.2.2 und
Diskussion unter Kapitel 6.7). Die Tatsache, dal3 die Mutationsraten in allen Transfektanten —
auch demvector-onlytransfizierten Klon — signifikant gegenliber den parentalen AS52
erniedrigt sind, laf3t sich moglicherweise dadurch erklaren, daf3 wahrend der Selektion auf
stabil transfizierte Klone parallel gegen genomisch instabile und damit hypermutable
Zellklone selektiert wurde.

Fur diese Vermutung sprechen auch die Ergebnisse der durchgefuhrten Mikrokern-
Bestimmungen. Ahnlich wie bei der Bestimmung der Spontan-Mutationsraten ergab sich in
allen Transfektanten zumindest bei der Induktion mit 0.2 uM Ro 19-8022 und sichtbarem
Licht eine signifikant niedrigere Rate von Mikrokernen als in den parentalen AS52
(Abb. 5.35). Dies spricht ebenfalls fir die hohere genomische Stabilitdt der transfizierten
Klone. Es konnte jedoch keine signifikante Erniedrigung der induzierten Mikrokernraten in
Abhangigkeit de©GG1Uberexpression beobachtet werden.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, daR durch die Uberexpres$i@G®hin den
CHO-Zellen keine signifikante Erniedrigung von spontanen oder induzierten Mutationsraten
beobachtet wurde. Ebenso fiihrte die Uberexpression in diesem System zu keiner signifikanten
Veréanderung der durch oxidativ schadigende Agentien herbeigefiihrten Zelltoxizitat. Auch bei
der Induktion von Mikrokernen konnte Kkeine Korrelation zwischen induzierten
Mikrokernraten und dem Grad deOGGZIUberexpression erkannt werden. Die alleinige
Uberexpression vonOGG1scheint also in dem hier beschriebenen System keinen Schutz vor
gentoxischen Ereignissen und Mutationen zu bieten. Zur weiteren Bestimmung der Bedeutung
von OGG1 im Hinblick auf die Entstehung von Mutationen, missen Mutationstests in
OGGI(-/-)-knock-outZellen oder Tiere durchgefiihrt werden.

Erste Ergebnisse aus der Arbeitsgruppe von T. Lindahl zeigen, dal3 die spontane Mutationsrate
in den Hepatocyten voa@GG1(-/-)-knock-outMausen tatsachlich mehr als 2-fach hoéher ist als

in den Wildtyp-Mausen, wahrend in den schnell proliferierenden Spermatocyten keine
signifikanten Unterschiede gefunden wurdkhungland et al., 1999)
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6.6 Besitzen maligne Zellen Anzeichen erhdhten oxidativen Stresses?

In dieser Arbeit wurde eine Reihe von etablierten Bronchialkarzinom-Zellinien hinsichtlich
ihrer ~ Steady-State-Level FPG-sensitiver  Modifikationen  und  ihrer  8-0x0G-
Glykosylaseaktivitat untersucht. Gerade die Gruppe der Bronchialcarcinome ist
gekennzeichnet durch einen haufigen Verlust der Heterozygotie im Chromosomen-Bereich 3p
(Naylor et al., 1987; Yokota et al., 1987; Hibi et al., 19923uf dem dabOGG1Gen (3p25)
lokalisiert ist. Eine inaktivierende Mutation des einen verblieb@®@@1-Allels wirde somit

zu einem Funktionsverlust vadGG1fuhren, was mit einer Erh6hung von oxidativen DNA-
Schéaden und Mutationen einhergehen mufte. In 2 von 25 kleinzelligen Lungentumoren
wurden in den Untersuchungen vGhevillard et al. (1998) homozygote Punktmutation von
hOGG1- bedingt durch den Verlust eines Allels — und einen dadurch bedingter Ausfall der
Enzymaktivitat gezeigt.

Bei den hier untersuchten Bronchialkarzinom-Zellinien verschiedener Gruppen zeigen sich
gegenuber der als Kontrolle dienenden Bronchialepithel-Zellinie BEAS-2B keine statistisch
signifikante erhodhten Steady-State-Level FPG-sensitiver Basenmodifikationen (Abb. 5.36).
Die beiden untersuchten Kleinzeller-Linien besitzen den Kontrollen vollig &hnelnde Steady-
State-Level von durchschnittlich 0.2 Basenmodifikationen pfobp0 Bei der Bestimmung

der 8-0x0G-Glykosylaseaktivitat im Zellextrakt konnten in allen untersuchten Zellinien eine
deutliche Erkennung von 8-oxoG detektiert werden (Abb. 5.37, unten). Eine Korrelation der
Steady-State-Level mit den verschieden hohen Enzymaktivitaten konnte nicht erkannt werden.
In den hier durchgefuhrten Untersuchungen konnten keine zelltypabhangigen Veranderungen
im Steady-State-Level oxidativer Basenmodifikationen detektiert werden. Die relativ leichten
Erhohungen der verschiedenen Steady-State-Level konnten, unabhéngig von der Malignitat
der Zellinien, auf interindividuelle Unterschiede in den Spendern der Karzinome
zuruckzufiihren sein. Nach den oben beschriebenen Ergebnissen ist es aber selbst bei
vollstandigem Verlust der Oggl-Aktivitat nicht sicher, dal3 ein signifikanter Unterschied im
Steady-State-Level FPG-sensitiver Modifikationen detektiert werden konnte, da es sich bei
allen Bronchialkarzinomen um relativ schnell teilende Zellen handelt (mégliche Bedeutung
der Zellteilung: s. Kapitel 6.4). Auch die Etablierung und die Passagenzahl der Zellinien
stellen kritische Punkte im Hinblick auf die Originalitaét der untersuchten Proben dar.
Schlie3lich ist auch die Wahrscheinlichkeit nach den bisher vorliegenden Befunden
Mutationen im hOGGXGen in Tumoren zu finden nicht so hoch, daf® bei der hier
untersuchten Anzahl von Bronchialkarzinom-Zellinien davon ausgegangen werden kann,
Karzinomzellinien mit defekter Reparatur oxidativer DNA-Schéaden vorliegen zu haben.
Gestutzt wird diese Annahme wiederum durch eine ArbeitArain et al. (1997) in der bei
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Untersuchungen von 28 Lungentumoren in keinem der Tumore ein totaler AusfalGa&:F

Genexpression vorgefunden wurde.

6.7 Spontane und induzierte Mutagenitat als Folge von oxidativen DNA-
Schaden?

Zur Untersuchung der mutagenen Potenz oxidativer DNA-Modifikationen wurden in dieser
Arbeit sowohl Versuche in einem prokaryontischen System als auch in S&augerzellen
durchgefuhrt. Dabei wurden spontane und durch oxidativ schadigende Agentien induzierte
Mutationsraten ermittelt.

Bei den Versuchen im prokaryontischen System wurde Plasmid-DNA mit der Peroxynitrit-
freisetzenden Verbindung SIN-1 geschadigt und dann in Bakterien transformiert. In
Vorarbeiten(Ballmaier, 1997) konnte bei der Bestimmung eines Schadensprofils in PM2-
Bakteriophagen-DNA gezeigt werden, daf3 durch SIN-1 in zellfreier DNA etwa zehnmal mehr
FPG-sensitive als andere Endonuklease-sensitive Basenmodifikationen induziert werden. Die
ermittelte Anzahl FPG-sensitiver Modifikationen lag gut zweimal hoher als die induzierte
Anzahl an Einzelstrangbriichen. Die Schadigung der pgtRlasmid-DNA fuhrt zu einem
linearen Anstieg an FPG-sensitiven Modifikationen und Einzelstrangbriichen, wobei
wiederum gut doppelt soviel FPG-sensitive Modifikationen wie Einzelstrangbriiche bei den
selben Schadigungen generiert wurden (Abb. 5.38). Mit steigender Plasmidschadigung kann
nach Transformation der Plasmide in den Bakteriensté&mmoli DT2 sowohl ein rasches
Absinken der Transformationrate (Abb. 5.39) als auch ein lineares Ansteigen der
Mutationsrate (Abb. 5.40) beobachtet werden. Wenn man — wie in Abb. 5.40 — die Zahl der
generierten FPG-sensitiven Modifikationen mit der bestimmten Mutationsfrequenz korreliert,
kann abgelesen werden, dald die Induktion von 1 FPG-sensitiven Modifikation pro 5.2 kbp
(pro Plasmid) zusétzlich zum Untergrund etwd @* Mutanten generiert. Dies liegt um ca.

40 % unter dem entsprechend ermittelten Wert, der fur die Schadigung von Plasmid-DNA
durch Ro 19-8022 und sichtbarem Licht im gleichen System erzielt iMfitle 1999). Dies

zeigt, dal’ die durch SIN-1 generierten FPG-sensitive Modifikationen Mutationen induzieren,
aber nicht in dem Ausmald wie es bei der Schadigung mit Ro 19-8022 und sichtbarem Licht
der Fall ist. Dies ist hochstwahrscheinlich darauf zurtickzufuhren, dafd die durch die SIN-1-
Schadigung generierten FPG-sensitiven Modifikationen zu einem geringeren Anteil wie bei
der Schadigung mit dem angeregten Photosensibilisator Ro 19-8022 8-oxoG darstellen. Ein
weitere Moglichkeit ware, dal’ der bei der Extrapolation angenommene lineare Anstieg FPG-
sensitiver Modifikationen nicht gegeben ist. Im Ubrigen verhindert die schnell ansteigende
Toxizitat der SIN-1 Schéadigung die Induktion hoherer Mutationsraten.

Die durch Kaliumbromat und Ro 19-8022 induzierten als auch spontanen Mutationsraten in
den CHO-Zellen AS52 wurden bereits im Kapitel 666GG1 ein Antimutator-Gen?)
diskutiert. Im Folgenden soll nun auf die Qualitat der entstandenen Mutationen eingegangen
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werden, was auf der Basis gewonnener Sequenzierungsdatgptdeene verschiedener
Mutanten geschehen soll. Bei den induzierten Mutanten wurden zur Untersuchung nur durch
Kaliumbromat induzierte Mutationen sequenziert, da hier im Gegensatz zur Induktion durch
Ro 19-8022 und sichtbarem Licht eine mehrfach Gber dem Untergrund liegende Mutationsrate
gegeben war (vgl. hierzu Abb. 5.29 und 5.31). Die untersuchten, induzierten Mutantenklone
stammen aus Versuchen, bei denen die induzierten Mutationsraten mindestens 4-fach tuber der
Mutationsrate ungeschadigter Zellen (Kontrolle) lagen.

Bei den 26 untersuchten, durch Kaliumbromat induzierten Mutanten (6TG-resistente AS52)
ergaben die Sequenzierungen wider Erwarten keine Dominanz von Punktmutationen, sondern
das Vorherrschen von Deletionen (Tab. 5.3). Dabei werden Proben die mit verschggatenen
genspezifischen Primer-Kombinationen wiederholt kein zu erwartendes PCR-Produkt
lieferten als grofRere oder komplette Deletionen gietsGens angesehefMeng & Hsie,

1996) Somit stellen 19 der 26 Proben (73 %) Deletionsmutationen dar, die
hdchstwahrscheinlich nicht auf 8-oxoG zurtickzufiihren sind. Daneben wurden eine 1-Basen-
Insertions-Mutation und vier Punktmutationen detektiert, worunter nur eide%q aller
Proben) die von 8-oxoG typischerweise verursachte (@ Transversion war. Da die
untersuchten Mutanten aus Schéadigungen mit mindestens 40 mM Kaliumbromat
hervorgingen, wird somit aufgrund des detektierten Mutationsmusters die Vermutung gestutzt,
dal3 Kaliumbromat bei hoheren Konzentrationen einen anderes Spektrum an DNA-Schaden
generiert (Ballmaier & Epe, 1995) Die hohen durch Kaliumbromat induzierten
Mutationsraten konnten moglicherweise auf die Induktion von Strangbriichen zurtckgefuhrt
werden, was auch den hohen Anteil an Deletionen erklaren konnte. Beim Einsatz hoher
Konzentrationen von Natriumarsenit im ASg¢Mutationstest wird ebenfalls von einem bis

zu 67-prozentigen Anteil groRere Deletionen gpi-Gen berichte{fMeng & Hsie, 1996)

Dabei werden als mégliche Ursache Strangbriche und Fehler wahrend der DNA-Reparatur
diskutiert. Betrachtet man die Verteilung der durch Bromat induzierten Mutationen innerhalb
desgpt-Gens (Abb. 5.41), so wird augenfallig, dal3 sich alle kurzen Deletionen (2b- und 3b-
Deletionen) auf einen ganz schmalen Bereich (bp 366-369pptGen konzentrieren.
Tindall & Stankowski (1989) berichten ebenfalls von einem &hnlichidot Spotkleiner
Deletionen (bp 366-387) bei der Analyse von spontanen Mutationgptt@en von AS52-

Zellen. Auch in Mausezellen (A9I2-Zellen), in denen das bakterggeGen genomisch
integriert wurde, wird von dem gleichen Deletiddst-Spot bei der Analyse spontan
aufgetretener Mutanten bericht@shman & Davidson, 1987) Dies legt die Vermutung

nahe, dal3 der detektiet#®wt Spotunabhangig von einer Spezies und/oder unabhangig von der
Lokalisierung innerhalb des Wirtsgenoms ist.

Auf analoge Weise wurden in dieser Arbeit auch 12 spontan aufgetretene 6TG-resistente
AS52-Mutanten mittels PCR und Sequenzierung naher charakterisiert. Die Untersuchung der
relativ geringen Anzahl von 12 Proben lafit sicherlich keine statistisch exakten Aussagen zu,
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bestatigt aber in ihrer Tendenz die bereits erwahnten Befunde Uber die spontanen Mutationen
im gpt-Gen von AS52-Zellen und A912-Zelleigdall & Stankowski, 1989; Ashman &
Davidson, 1987) Die in Tab. 5.4 wiedergegebenen Ergebnisse zeigen, dafl3 6 der 12 (50 %)
Proben Deletionen und 2 der 12 (17 %) Proben Punktmutationen darstellen. Eine der
Punktmutationen ist eine G:CT:A Transversion, was einer relativen Haufigkeit von 8 %
entspricht. An der Verteilung der Mutationen im Genom (Abb. 5.42) zeigt sich wieder die
Konzentrierung aller drei 3b-Deletionen (30 %) iMot-SpotBereich beginnend bei
Basenpaar 366lindall & Stankowski (1989) berichten in ihren Untersuchungen spontaner
gptMutationen in AS52-Zellen von insgesamt 55 % (Experimentl) bzw. 61 %
(Experiment Il) relativem Anteil an Deletionen und von 31 % 3b-Deletionen mit
Lokalisierung imHot Spot Dies deckt sich mit den hier bestimmten Daten.

Beim Vergleich der hier bestimmten Mutationsspektren, die entweder durch Kaliumbromat
induziert wurden oder spontan aufgetreten waren, findet man eine hohe Ahnlichkeit der
Mutationsspektren. Beide Mutationsspektren zeichnen sich durch einen hohen Anteil an
Deletionsmutationen und einen geringen Anteil an Punktmutationen aus. Der geringe Anteil
an G:C- T:A Transversionen im Spektrum der induzierten Mutanten spricht entweder dafur,
dafd die bei hohen Konzentrationen induzierten FPG-sensitiven Basenmodifikationen nur zu
einem geringen Teil 8-0xoG sind oder dal3 die Besonderheit der zu Deletionsmutationen
neigenderHot-SpotRegion imgptGen eine Induktion anderer Mutationen erschwert bzw.
Uberdeckt.
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