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PNKP Polynukleotidkinase/-phosphatase

rpm Umdrehungen pro Minuten (revolutions per minute)

RT-gPCR Realtime quantitative PCR

SDS Natriumdodecylsulfat

SHM somatische Hypermutation

shRNA short hairpin RNA

SMUG1 Single-strand selective monofunctional Uracil-DNA-Glykosylase 1

SOB Super optimal broth

SSB Einzelstrangbruch (single-strand break)

ssDNA einzestrangige DNA (single-stranded DNA)

Switch/Sucrose non-fermenting-2’-Deoxyadenosin-5'-triphosphatase

Thymin
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1 Zusammenfassung

Zusammenfassung

Uracil ist eine der am haufigsten vorkommenden DNA-Basenmodifikationen, die Uber den
Mechanismus der Basen-Exzisions-Reparatur (BER) aus dem Genom entfernt wird. Im Verlauf der
Reparatur  dieser Lasion durch monofunktionelle  Uracil-DNA-Glykosylasen entstehen
apyrimidinische/apurinische Stellen (AP-Ldsionen) und Einzelstrangbriiche als sukzessive
Intermediate. Diese stehen nicht nur im Verdacht die Replikation der DNA zu beeintrachtigen,
sondern kénnen vermutlich auch eine Blockade der Transkription verursachen und damit eine

veranderte Expression des geschadigten Gens bedingen.

Ziel dieser Arbeit war es, den Einfluss von Uracil und dessen Exzision auf die Expression eines Gens zu
untersuchen. Hierflir wurden Reporter-Vektoren konstruiert, bei denen ein einzelnes Uracil im
transkribierten oder nicht-transkribierten DNA-Strang innerhalb des EGFP-Gens (Enhanced green
fluorescent protein) positioniert wurde. Dabei bildete Uracil entweder ein Basenpaar mit Adenin
(U:A) oder eine Fehlpaarung mit Guanin (U:G) aus. Nach Transfektion der modifizierten Vektoren in
humane Wirtszellen wurde die Expression des Reportergens mittels Durchflusszytometrie gemessen.
Um die Rolle einzelner Uracil-DNA-Glykosylasen, UNG1/2, SMUG1 oder TDG, zu untersuchen, wurde
des Weiteren deren Expression permanent mittels short hairpin  RNA in Hela-Zellen

herunterreguliert.

Die Ergebnisse zeigen, dass Uracil unabhangig davon, ob es mit Adenin gepaart oder mit Guanin eine
Fehlpaarung bildet, keine direkte Blockade der Transkriptions-Maschinerie auszulésen vermag. Dies
kann daraus geschlossen werden, dass die Expression des Reportergens der Uracil-enthaltenen
Vektoren im Vergleich zu den unmodifizierten Referenz-Vektoren kurze Zeit nach der Transfektion
unverandert ist. Erst mit zunehmender Inkubationszeit in den Wirtszellen konnte eine progressive
Abnahme der Transkription beobachtet werden, was die Vermutung nahelegt, dass die intrazellulare
Prozessierung der Lasion fir die verringerte Genexpression verantwortlich ist und dies woméglich
durch das Auftreten von Intermediaten der Basen-Exzisions-Reparatur erklart werden kann. In der
Tat bewirkte der Knockdown der BER-initiierenden UNG1/2 eine Verringerung des negativen Effektes
eines U:A-Basenpaares auf die Genexpression. Dass der Knockdown von SMUG1 oder TDG hingegen
keine Auswirkungen zeigte, beweist, dass UNG1/2 die Hauptglykosylase fiir die Exzision dieser Lasion
und der Ausléser der inhibierten Transkription in den Hela-Zellen darstellt. Der Zusammenhang
zwischen dem Mal des Ausschnitts einer DNA-Basenmodifikation im Verlauf der BER und einer
verringerten Expression des Reportergens konnte zudem am Beispiel von 5-Hydroxymethyluracil und
der Reparatur-einleitenden SMUG1-Glykosylase nachgewiesen werden. Im Falle einer U:G-

Fehlpaarung besaR keine der untersuchten Uracil-DNA-Glykosylasen einen Einfluss auf die Rate oder
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das AusmalR der mit der Zeit abnehmenden Genexpression. Dies lasst die Beteiligung einer anderen
Glykosylase oder eines anderen DNA-Reparatur-Mechanismus an der verringerten Genexpression
vermuten. Die Tatsache, dass die Starke der Gen-Suppression unabhangig davon war, ob Uracil im
transkribierten oder nicht-transkribierten DNA-Strang positioniert wurde, lasst die Mutmallung zu,
dass keine Blockade der elongierenden RNA-Polymerase, sondern vielmehr ein indirekter
Mechanismus der Ausloser fiir die verringerte Transkription ist. Dieser Mechanismus muss
unabhangig von der gut untersuchten transkriptionsgekoppelten Nukleotid-Exzisions-Reparatur (TCR)
erfolgen, da der Knockdown des CSB-Gens, das flir diesen Reparaturweg benétigt wird, keine
Auswirkungen auf die Inhibition der Genexpression der Uracil-enthaltenen Vektoren bewirkte.
Insgesamt liefert diese Arbeit neue Erkenntnisse (iber den Beitrag der einzelnen Uracil-DNA-
Glykosylasen zur Reparatur der DNA-Basenmodifikation Uracil in humanen Zellen. Des Weiteren kann
anhand der Daten ein indirekter Mechanismus bei der Hemmung der Genexpression und somit ein
Einfluss von Komponenten der Basen-Exzisions-Reparatur auf die Promotor-Aktivitdt des

transkribierten Gens vermutet werden.



3 Einleitung

1. Einleitung

1.1 Mechanismus und biologische Signifikanz der Basen-Exzisions-Reparatur

Die DNA ist fortwahrend chemischen Veranderungen ausgesetzt, welche ihre grundliegende Funktion
als Speicher der genetischen Information gefahrden. Ein Teil dieser Schaden beruht auf dem Einfluss
von Noxen aus der Umwelt, zu denen unter anderem Strahlung, Industriechemikalien sowie
Naturstoffe zahlen. Neben diesen exogenen Quellen stellen jedoch vor allem endogene Stoffe eine
Bedrohung fir die Integritdt der DNA dar. Diese reagieren mit der DNA und ein GroRteil der Schaden
resultiert aus Hydrolyse, Oxidation und Methylierung der DNA (Lindahl, 1993). Ein Beispiel flr eine
solche Reaktion stellt die hydrolytische Desaminierung von Cytosin dar, die zur Generierung von
Uracil in der DNA fihrt. Dieser Prozess findet schatzungsweise 70 — 200-mal pro Tag in jeder
menschlichen Zelle statt und hat somit einen groRen Anteil an der Schadigung des Genoms (Lindahl,
1993), (Kavli et al., 2007). Ebenso wie der spontane Zerfall der DNA, kénnen auch Enzyme
Veranderungen der normalen DNA-Struktur bedingen. Zum Beispiel haben DNA-Polymerasen dank
ihrer Korrekturfunktion zwar eine hohe Genauigkeit bei der Synthese des neugebildeten DNA-
Stranges, jedoch arbeiten auch sie nicht fehlerfrei. So wird von der Haupt-Polymerase der
menschlichen Replikation (Polymerase &) berichtet, dass sie bis zu einem Fehler pro 2 x 10°
Nukleotiden macht (Schmitt, Matsumoto & Loeb, 2009). Neben dem Fehleinbau der vier DNA-Basen
kénnen auch den DNA-Nukleobasen strukturell dhnliche Substanzen falschlicherweise in den
naszierenden DNA-Strang inkorporiert werden. Physiologisch relevant ist hier besonders der Einbau
von dUMP (2'-Deoxy-uridin-5-monophosphat), welcher zusammen mit der Desaminierung von
Cytosin die Hauptursache fiir das Vorkommen von Uracil in der DNA darstellt (Krokan, Drablos &
Slupphaug, 2002). Uracil und andere DNA-Lasionen kdénnen nicht nur zum Verlust von genetischen
Information fiihren, sondern auch deren korrekte Weitergabe durch die DNA-Polymerasen
beeintrachtigen und potentiell das Ablesen der Information der RNA-Polymerasen stoéren. In sich
teilenden Zellen kénnen die DNA-Schaden zu Mutationen filhren und damit die maligne Entartung
einer Zelle initiieren. Die Zelle besitzt jedoch zahlreiche hocheffektive und sehr spezifische DNA-
Reparatursysteme, die in der Lage sind, DNA-Schiaden zu erkennen und zu beseitigen. Die Basen-
Exzisions-Reparatur (BER) stellt dabei einen essentiellen Reparaturweg dar, der zahlreiche DNA-

Basenmodifikationen korrigiert.

1.1.1 Substrate und Mechanismus der Basen-Exzisions-Reparatur
Auf der Suche nach einem Enzym, das die DNA-Modifikation Uracil aus der DNA entfernt, entdeckte
Lindahl 1974 die Uracil-DNA-Glykosylase (UDG) von E. coli und damit die BER (Lindahl, 1974). Dieser

Reparaturmechanismus erkennt vornehmlich kleine DNA-Basenmodifikationen, die nur eine
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schwache Distorsion der DNA-Helix verursachen und typischerweise aus der Desaminierung,
Oxidation oder Methylierung der Basen hervorgehen. Aber auch die Produkte, die aus der
Depurinierung und Depyrimidierung entstehen, werden (ber die BER prozessiert. Dieser
Reparaturmechanismus ist evolutionar stark konserviert und sowohl in Prokaryoten als auch
Eukaryoten zu finden. In Saugetieren wird die BER durch eine von bisher 11 bekannten DNA-
Glykosylasen, welche eine Vielzahl an DNA-Basenmodifikationen spezifisch erkennen, initiiert (Jacobs
& Schar, 2012) (Tabelle 1-1). Diese Enzyme spalten die N-Glykosidische Bindung zwischen der DNA-
Basenmodifikation und dem C1-Atom der Deoxyribose hydrolytisch und entfernen so die Base aus
der DNA (Abbildung 1-1). Monofunktionelle Glykosylasen hinterlassen nach der Hydrolyse eine
apyrimidinische/apurinische Stelle (AP-Lsion) in der DNA. Das 5'-Ende dieser wird von der AP-
Endonuklease 1 (APE1l) eingeschnitten, so dass ein Einzelstrangbruch (SSB) mit einer Hydroxyl-
Gruppe am 3’-Ende und einer Desoxy-Ribosephosphat (dRP)-Gruppe am 5'-Ende entsteht. Die
letztgenannte wird von der Polymerase B mit ihrer dRP-Lyase-Aktivitdt entfernt, bevor die
Polymerase die entstandene Liicke in der DNA durch den Einbau eines Nukleosids am 3’-Ende wieder

schlieBt, wobei der unbeschadigte Strang als Matrizze dient (Svilar et al., 2011). Vollendet wird die

Reparatur durch die Ligasen | und Il (LIG1, LIG3), welche die beiden Enden miteinander ligieren.

Tabelle 1-1 DNA-Glykosylasen und ihre Substrate. 3-meA , 3-Methyladenin; 3-meG, 3-Methylguanin; 5-FU , 5-
Fluorouracil; 5-hmU , 5-Hydroxymethyluracil; 5-hU , 5-Hydroxyuracil; 7-meG , 7-Methylguanin; 8-oxoG/C/A , 8-
Oxo-7,8-dihydroguanin/-cytosin/-adenin; eC, 3,N4-Ethenocytosin; A, Adenin; B, Bifunktionell; C, Cytosin; CpG,
Deoxycytidin-Phosphat-Deoxyguanosin;, DHU , Dihydrouracil; FapyA , 4,6-Diamino-5-formamidopyrimidin;
FapyG , 2,6-Diamino-4-oxo-5-formamidopyrimidin; G , Guanin; M , Monofunktionell; MBD4, Methyl-CpG-
bindende Domdne 4 Protein; MPG, N-Methylpurin-DNA-Glykosylase; MUTYH, MutY-Homolog; OGG1, 8-Oxo-7,8-
dihydroguanin-Glykosylase; NEIL1/2/3, Nei-Endonuklease VllI-like 1/2/3; NTHL1, Nth-Endonuklease Ili-like 1;
SMUG1, Single-strand selective monofunctional Uracil-DNA-Glykosylase; T , Thymin; TDG, Thymin-DNA-
Glykosylase; Tg , Thyminglykol; U, Uracil; UNG1/2, Uracil-DNA-Glykosylase 1/2. Adaptiert aus (Krokan & Bjoras,
2013).

Enzym Mono-/Bi- Substrate
funktionell
UNG1/2 M U, 5-FU, Alloxan, 5-hU
SMUG1 M 5-hmU, U, 5-FU, €C
TDG M U und T gegenliber G, 5-hmU, 5-FU
MBD4 M U und 5-hmU in CpG-Kontext
MPG M 3-meA, 7-meG, 3-meG
0GG1 B 8-0x0G, FapyG
MUTYH M A gegenliber 8-oxoG/C/A
NTHL1 B Tg, FapyG, 5-hC, 5-hU
NEIL1, NEIL2 B Tg, FapyG, FapyA, 8-oxoG, 5-hU, DHU
NEIL3 B FapyG, FapyA
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Abbildung 1-1 Mechanismus der Basen-Exzisions-Reparatur. Adaptiert aus (Krokan & Bjoras, 2013).

Neben den monofunktionellen Glykosylasen gibt es bifunktionelle Glykosylasen, wie die 8-Oxo-7,8-
dihydroguanin-Glykosylase 1 (OGG1) und die Nei-Endonuklease VIllI-like 1 (NEIL1), die vornehmlich
oxidierte Basen erkennen. Neben der Abspaltung der ladierten Base katalysieren sie zudem durch
eine R-Eliminierung (OGG1) oder eine B, 6-Eliminierung (NEIL1) die Inzision des betroffenen DNA-
Stranges an der AP-Ldsion. Bei der B-Eliminierung bleiben ein ungesattigter Hydroxyl-Aldehyd (3-

trans-4-Hydroxy-2-pentenal-5-phosphat) am 3'-Ende und eine Phosphat-Gruppe am 5’-Ende zuriick
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(Svilar et al., 2011). Erst die APE1-katalysierte Bildung einer OH-Gruppe am 3'-Ende ermdglicht hier
die weitere Prozessierung durch die DNA-Polymerase. Eine Glykosylase, die eine B,5-Lyase-Aktivitat
besitzt, schneidet dagegen an beiden Seiten der AP-Lasion das Zucker-Phosphatriickgrat ein, so dass
die ungesattigte Desoxyribose direkt frei gesetzt wird. Die einzelstrangige DNA neben der so
generierte Liicke im DNA-Strang enthélt an beiden Enden eine Phosphat-Gruppe (Svilar et al., 2011).
Die Polynukleotidkinase/-phosphatase (PNKP) tibernimmt die Hydrolyse der Phosphat-Gruppe am 3'-
Ende und stellt so das Substrat fiir die DNA Synthese her (Abbildung 1-1).

Da auf dem bisher beschriebenen Reparaturweg lediglich ein Nukleotid in die Liicke des DNA-
Stranges eingebaut wird, spricht man von ,short-patch” BER. In einer weiteren Variante der BER, der
so genannten , long-patch” BER, werden dagegen mehrere Nukleoside eingefligt. Diesen findet man
hauptsachlich in proliferierenden Zellen und bendétigt Proteine der Replikation wie die DNA-
Polymerasen & und g, Proliferating cell nuclear antigen (PCNA), Flap-Endonuklease 1 (FEN1) und
Ligase I. Bei dieser Variante der BER werden 2 — 10 Nukleotide von der Polymerase 8, § oder € unter
Verdrangung des vorherigen Stranges in die Liicke eingebaut. Der vertriebene DNA-Strang wird von
FEN1 abgeschnitten, so dass Ligase | die Liicke verschlieBen kann (Abbildung 1-1). Welche der beiden
Varianten der BER zur Korrektur von DNA-Basenmodifikationen letztlich in der Zelle Anwendung
findet, ist von zahlreichen Faktoren abhangig, die nicht vollstéandig geklart sind. Allgemein geht man
davon aus, dass neben dem vorliegenden Schaden, die Reparatur-initiierende Glykosylase (Fortini et
al.,, 1999), der Zelltyp und der Zellzyklus sowie die Verfiigbarkeit von BER-Faktoren eine wichtige
Rolle spielen (Fortini & Dogliotti, 2007).

1.1.2 Bedeutung der Basen-Exzisions-Reparatur beim Schutz vor Mutationen

Hauptfunktion der BER ist der Schutz der Zelle vor der Akkumulation von DNA-Basenmodifikationen,
die durch Fehlpaarungen wahrend der DNA-Replikation zu Punktmutationen flihren kénnen. Sofern
solche Mutationen in Tumorsuppressor- oder Protoonkogenen auftreten, kénnen sie eine Entartung
der Zelle und somit die Krebsentstehung beglinstigen. Die essentielle Bedeutung der BER fiir die
Stabilitdt des Genoms lasst sich daran erkennen, dass der Verlust der Glykosylase-Aktivitat in der
Zelle oft mit einem erhoéhten Level an DNA-Ldsionen und einer gesteigerten Mutationsrate
einhergeht. Ein prominentes Beispiel fiir eine mutagene DNA-L&sion stellt Uracil dar. So konnte man
durch den Knockout der Uracil-DNA-Glykosylase (UDG) UNG1/2 (Uracil-DNA-Glykosylase 1/2) in
Mausen und aus ihnen entsprungenen Maus-Embryo-Fibroblasten (MEFs) stark erhohte Level an
Uracil in deren Genom feststellen (Nilsen et al., 2000), (Andersen et al., 2005), (Galashevskaya et al.,
2013). Auch in humanen Zellen konnte man eine Zunahme der Mutationen beobachten, sofern diese
mit einem UNG1/2-Inhibitor behandelt wurden (Radany et al., 2000). Durch die teilweise

Uberlappende Substrat-Spezifitdit der Glykosylasen (Tabelle 1-1) kann oftmals erst durch den
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Knockdown mehrerer Enzyme eine verstarkte Anhaufung von Mutationen beobachtet werden. So
konnte in den Ung'/'-MEFs eine erhdhte Rate an Mutationen entdeckt werden, dessen AusmaR durch
den Knockdown einer weiteren UDG, der SMUG1-Glykosylase (Single-strand selective
monofunctional Uracil-DNA-Glykosylase), gesteigert werden konnte (An et al., 2005). Die BER schiitzt
jedoch nicht nur vor der mutagenen Wirkung des Uracils sondern auch vor solchen, die durch andere
Basenmodifikationen verursacht werden. Untersuchungen in Mausen, denen die OGG1-Glykosylase
fehlte, ergaben eine Akkumulation der oxidativen Lasion 8-Oxo-7,8-dihydroguanin (8-oxoG) sowie
eine erhohte spontane Mutationsfrequenz in der Leber (Osterod et al., 2001), (Klungland et al.,
1999). Letztere ergibt sich aus dem fehlerhaften Einbau von Adenin gegeniber der
Basenmodifikation wahrend der DNA-Replikation. Beim gleichzeitigen Funktionsverlust von OGG1
und der MUTYH-Glykosylase (MutY-Homolog), welche das fehlerhaft gegeniiber 8-oxoG eingebaute
Adenin entfernt, konnte zudem eine erhohte Tumorinzidenz in Mausen beobachtet werden (Xie et
al., 2004), (Chan et al., 2009). Auf die grolRe Bedeutung von BER-Defekten bei der Krebsentstehung
weisen ebenso Untersuchungen im Menschen hin, bei denen in bestimmten Tumoren Mutationen
von Gene, die fir Proteine der BER codieren, nachgewiesen werden konnten. So besitzen 30 % aller
untersuchter menschlicher Tumore eine Mutation der Polymerase B, wahrend Mutationen der
MUTYH-Glykosylase mit Dickdarmkrebs in Verbindung gebracht werden (David, O'Shea & Kundu,
2007; Starcevic, Dalal & Sweasy, 2004).

1.1.3 Einfluss der Basen-Exzisions-Reparatur auf die Genexpression

Neben seiner enormen Bedeutung als Schutz vor Mutationen, spielt die BER auch bei der Regulation
der Genexpression eine wichtige Rolle. In Sdugetieren ist die spezifische Methylierung von Cytosin zu
5-Methylcytosin - (5-mC) in CpG-Dinukleotiden (Deoxycytidin-Phosphat-Deoxyguanosin) der
Promotor-Region eines Gens eine wichtige epigenetische Markierung, um die Expression dieses Gens
stillzulegen. Die Entstehung und Aufrechterhaltung eines korrekten DNA-Methylierungs-Musters sind
besonders (aber nicht nur) wahrend der Embryogenese wichtig (Li, 2002). Wahrend die Methylierung
der DNA in diesem dynamischen Prozess von Methyltransferasen katalysiert wird, gibt es Hinweise
darauf, dass die BER an der aktiven Demethylierung der DNA beteiligt ist. Zwar besitzt keine DNA-
Glykosylase in Sdaugetieren eine starke Aktivitat direkt gegenliber 5-mC, jedoch sehr wohl gegeniiber
Produkten, die aus der Oxidation und/oder Desaminierung dieser Basenmodifikation hervorgehen.
Die Oxidation von 5-mC kann von TET (Ten eleven translocation Methylcytosin-Dioxygenasen)
katalysiert werden und fiihrt zu den Produkten 5-Hydroxymethylcytosin (5-hmC), 5-Formylcytosin (5-
fC) und 5-Carboxycytosin (5-caC) (Abbildung 1-2). Von den beiden Letzteren ist bekannt, dass die
TDG-Glykosylase diese aus der DNA entfernen kann (Maiti & Drohat, 2011), (He et al., 2011). Eine
kritische Bedeutung dieses Mechanismus ist in Versuchen mit transgenen Mausen nachgewiesen, die

zeigten, dass die TDG-Glykosylase bei der Entwicklung des Embryos unverzichtbar ist (Cortazar et al.,
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2011), (Cortellino et al.,, 2011). Alternativ zu diesem Prozess kann 5-mC und auch dessen
Oxidationsprodukt 5-hmC von Mitgliedern der Familie der AID/APOBEC (Activation-induced cytidine
deaminase/Apolipoprotein B mRNA editing enzyme, catalytic polypeptide-like) aktiv zu Thymin und
5-hmU desaminiert werden. Das mit Guanin fehlgepaarte Thymin wird in dem vorliegenden
Sequenzkontext (CpG) vornehmlich von den Glykosylasen TDG und MBD4 erkannt, wahrend 5-hmU
groRtenteils iber die TDG- und SMUG1-Glykosylase prozessiert wird (siehe Kapitel 1.3). Uber die
eingeleitete BER kann auf diesem Wege eine aktive Demethylierung der DNA erfolgen (Abbildung 1-
2). Der Einfluss der BER an der epigenetischen Reprogrammierung wahrend der Embryogenese
kénnte auch die Tatsache erklaren, dass der Knockdown einiger wichtiger Komponenten dieses
Reparaturweges, wie AP-Endonuklease 1 oder Polymerase B, in Madusen embryonisch letal ist

(Friedberg & Meira, 2006), (Gu et al., 1994).
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Abbildung 1-2 Vermuteter Mechanismus der aktive DNA-Demethylierung durch die BER. TDG kann oxidierte
Derivate von 5-Methylcytosin (5-mC) wie 5-Formylcytosin (5-fC) und 5-Carboxycytosin (5-caC), welche durch
TET-Enzyme (Ten eleven translocation Methylcytosin-Dioxygenasen) synthetisiert werden, prozessieren. Ebenso
werden die APOBEC-Enzym-katalysierten Desaminierungs-Produkte von 5-mC und 5-Hydroxymethylcytosin (5-
hmC), welche Thymin und 5-hmU darstellen, von TDG und anderen Glykosylasen (SMUG1, MDB4) aus der DNA
herausgeschnitten. Uber die BER kann auf diesen Wegen eine aktive Demethylierung der DNA erfolgen. DNMT,
DNA-Methyltransferase. Adaptiert aus (Hashimoto et al., 2012).
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Die Beteiligung der BER an der Entfernung von epigenetischen Markierungen in Promotor-Regionen
ist ein sehr wichtiger Befund, jedoch nicht der einzige Mechanismus durch den die BER die
Expression von Genen beeinflussen kann. So haben Khobta und Mitarbeiter nachgewiesen, dass die
Reparatur von DNA-Basenmodifikationen innerhalb eines aktiv transkribierten Gens eine Inhibierung
der Expression auszuldsen vermag. In diesen Studien fiihrte die Exzision der Basenmodifikation 8-
oxoG durch die DNA-Glykosylase OGG1 zu einer verringerten Transkription eines Reportergens
(Kitsera et al., 2011), (Allgayer et al., 2013). Da es sich bei OGG1 um eine bifunktionelle Glykosylase
mit einer B-Lyase-Aktivitdt handelt, katalysiert sie neben der Abspaltung der geschadigten Base auch
gleich den Einschnitt des DNA-Stranges. Als moglicher Mechanismus wurde demnach eine Kollision
der transkribierenden RNA-Polymerase Il mit dem generierten Einzelstrangbruch vermutet. Die
Auswirkungen, die eine Prozessierung durch monofunktionelle Glykosylasen nach sich ziehen,
bleiben hingegen unbeantwortet. Eine der am haufigsten vorkommenden DNA-Ldsion, die zudem
Uber monofunktionelle Glykosylasen repariert wird, stellt Uracil dar. Diese Modifikation nimmt in

vielerlei Hinsicht eine Sonderstellung gegeniiber anderen Schaden der DNA ein.

1.2 Uracil in der DNA: Eine Quelle von Mutationen

Das Vorkommen von Uracil in der DNA beruht groRtenteils auf zwei Hauptmechanismen: dem
fehlerhaften Einbau von dUMP an Stelle von dTMP wahrend der DNA-Replikation und der spontanen
Desaminierung von Cytosin. Der Fehleinbau von Uracil geht von dUTP aus, von dem schlieSlich dUMP
in die DNA eingebaut wird, und beruht auf der hohen strukturellen Ahnlichkeit der Basen Thymin und
Uracil. Aufgrund dieser bedienen sich die DNA-Polymerasen beider Nukleotide als Bausteine zur
Synthese des neuen DNA-Stranges. Der Fehleinbau von Uracil statt des Thymins in die DNA fiihrt zur
Generierung von U:A-Basenpaarungen, bei der Uracil genau wie die reguldre Base ein Watson-Crick-
Basenpaar mit Adenin des Nachbarstranges ausbildet (Abbildung 1-3). Um den Einbau der
ungewdlinschten Base zu reduzieren, besitzt die Zelle jedoch dUTPasen, die dUTP hydrolysieren und
somit den Spiegel des Nukleotids niedrig halten. So findet man in den meisten Zellen zwischen 30 —
300-mal mehr dTTP als dUTP (Traut, 1994). Interessanterweise ist dUMP sowohl eine wichtige
Vorstufe zur Bildung von dUTP als auch bei der Thymidilat-Synthase katalysierten Synthese von dTTP.
Dies erklart die zytotoxische Wirkung von Uracil-Derivaten wie 5-Fluorouracil, welches eine

irreversible Hemmung der Synthase bedingt und bei der Krebstherapie Anwendung findet.

Der fehlerhafte Einbau von dUMP scheint in proliferierenden Zellen der Hauptprozess zu sein, durch
den Uracil ins Genom gelangt (Andersen et al., 2005). Da bei der Replikation die DNA-Polymerase
Adenin gegeniiber Uracil in den naszierenden DNA-Strang einfiigt, ist Uracil im U:A-Kontext nicht
direkt mutagen. Allerdings treten im Verlauf der Reparatur der Lasion Intermediate wie

apyrimidinische Stellen und Einzelstrangbriiche auf, die potentiell mutagene und zytotoxische
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Auswirkungen auf die Zelle haben kénnen (Loeb, 1985), (Loeb & Preston, 1986), (Boiteux & Guillet,
2004), (Yamtich et al., 2010).

H
H N ST Q H
’?N// A\N H N\>_\§—
--------------- —N U H
N=( O%Ny

Abbildung 1-3 Adenin (A) und Uracil (U) bilden ein reguldres Watson-Crick-Basenpaar aus. Adaptiert aus
(Varani & McClain, 2000).

Der zweite Hauptweg, auf dem Uracil in das Genom gelangen kann, ist die spontane Desaminierung
von Cytosin. Diese lasst sich durch die Instabilitat der Amino-Gruppe des C4-Atoms des Cytosins
erklaren, welche unter physiologischen Bedingungen Ilangsam hydrolysiert wird. Der
Hauptmechanismus dieser Reaktion liegt vermutlich in der Protonierung der Amino-Gruppe gefolgt
vom nukleophilen Angriff eines Hydroxyl-lons begriindet (Abbildung 1-4). Das entstandene Uracil
geht eine Fehlpaarung mit Guanin des Nachbarstranges ein, bei der lediglich zwei Wasserstoff-
Briicken-Bindungen zwischen beiden Basen ausgebildet werden (Abbildung 1-5). Da die DNA-
Polymerasen effizient Adenin gegeniiber Uracil bei der Replikation in den DNA-Strang einbauen,
kommt es ohne Reparatur der Lasion vornehmlich zu C:G zu T:A-Transitions-Mutationen (An et al.,
2005). Die grolRe physiologische Bedeutung dieser Mutation lasst sich daran erkennen, dass es die

haufigste Mutation in menschlichen Krebszellen darstellt (Greenman et al., 2007).
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Abbildung 1-4 Hydrolytische Desaminierug von Cytosin unter Bildung von Uracil. Adaptiert aus (Caulfield,
Wishnok & Tannenbaum, 1998).

Abbildung 1-5 Guanin (G) und Uracil (U) bilden eine Fehlpaarung mit nur zwei Wasserstoff-Briicken-Bindungen
aus. Adaptiert aus (Varani & McClain, 2000).

1.3 Uracil-DNA-Glykosylasen und die Basen-Exzisions-Reparatur von Uracil

Da Uracil groRtenteils ungewollt in der DNA auftaucht und besonders U:G-Fehlpaarungen eine
direkte Bedrohung fiir die Integritat des Erbgutes darstellen, wird Uracil durch die sehr effiziente BER
entfernt. In Sdugetieren sind vier verschiedene Uracil-DNA-Glykosylasen (UDGs), welche die Exzision
von Uracil aus der DNA katalysieren und damit die BER initiieren, bekannt: Uracil-DNA-Glykosylase
1/2 (UNG1/2), Single-strand selective monofunctional Uracil-DNA-Glykosylase (SMUG1), Thymin-
DNA-Glykosylase (TDG) und Methyl-CpG-bindende Domane 4 Protein (MBD4) (Tabelle 1-1). Diese
Enzyme besitzen verschiedene Substratspezifitat, katalytische Aktivitat, Lokalisationen in der Zelle
und Expressionsmuster wahrend des Zellzyklus, welche auf unterschiedliche Funktionen in der Zelle

schlieBen lassen.
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1.3.1 Uracil-DNA-Glykosylase 1/2 (UNG1/2)

Das UNG-Gen codiert sowohl fiir das mitochondriale UNG1- als auch das nukledare UNG2-Protein,
welche durch unterschiedliches SpleiBen und einen verdnderten Transkriptionsstart entstehen
(Nilsen et al., 1997). Beide besitzen die gleiche katalytische Domaéne, aber verschiedene N-terminale
Enden, welche fir die Interaktion mit Proteinen und damit auch fiir die zelluldre Lokalisation der
Enzyme verantwortlich sind. So gelangt UNG2 durch Interaktion mit PCNA und RPA an Stellen der
DNA-Replikation (Otterlei et al., 1999). Diese Beobachtung, sowie die erhohte Expression der
Glykosylase in der S-Phase (Haug et al., 1998) lassen vermuten, dass UNG2 fir die Entfernung des
wahrend der Replikation fehleingebauten Uracils verantwortlich ist. Dahingegen ist UNG1 die einzige
UDG, die in den Mitochondrien vorkommt (Akbari et al., 2008). Beide Enzyme entfernen Uracil aus
einzelstrangiger und doppelstrangiger DNA, sowohl wenn Uracil mit Adenin des Nachbarstranges
gepaart ist als auch wenn Uracil in einer Fehlpaarung mit Guanin vorliegt, und besitzen im Vergleich
zu den anderen UDGs eine sehr hohe Turnover-Rate. Durch Inaktivierung verschiedener UDGs mittels
Inhibitoren und spezifischer Antikérper konnte in Zellextrakten gezeigt werden, dass UNG2 die
hauptverantwortliche Glykosylase fiir die Prozessierung von Uracil aus U:A-Basenpaaren, als auch
U:G-Fehlpaarungen im Menschen ist (Kavli et al., 2002), (Kavli et al., 2005), (Visnes et al., 2008),
(Doseth et al.,, 2011), (Akbari et al., 2004). Erwdhnenswert ist zudem, dass auch andere
Basenmodifikationen, wie 5-Fluorouracil, von UNG2 erkannt und aus der DNA entfernt werden (Kavli

et al,, 2002).

Neben seiner Rolle bei der Protektion des menschlichen Genoms ist UNG2 auch fiir die Antikorper-
Diversitat des adaptiven Immunsystems von grolRer Bedeutung. So konnte gezeigt werden, dass
UNG-Knockdown-Mause nicht nur B-Zell-Lymphome entwickeln, sondern auch Uber eine gestorte
Antikorper-Bildung verfligen (Rada et al., 2002), (Nilsen et al., 2003). Die Antigen-aktivierten B-Zellen
exprimieren AID, ein Enzym aus der Familie der APOBEC-Proteine. Dieses katalysiert die Hydrolyse
von Cytosin und erzeugt damit gezielt Uracil in Immunglobulin-Regionen der DNA, welches von der
UNG2-Glykosylase prozessiert wird. Die Entfernung des generierten Uracils durch UNG2 spielt eine
wesentliche Rolle bei der Class switch recombination (CSR) und der somatischen Hypermutation
(SHM) von Antikorpern (Di Noia & Neuberger, 2007), (Jacobs & Schar, 2012). Die entstehenden
apyrimidinischen Stellen fiihren indirekt tGber eine BER, bei der eine fehlerbehaftete Polymerase
rekrutiert wird, oder direkt durch Replikation der DNA zu Mutationen. Auch die Prozessierung der
U:G-Fehlpaarung Uber die Mismatch-Reparatur (MMR), welche einen nahe gelegenen UNG2- und
APE1-generierten Einzelstrangbruch als Angriffspunkt bendtigt, ist mittels fehlerhaften DNA-Synthese
an der SHM beteiligt. Zudem fiihren die Einzelstrangbriiche, sofern sie nahe genug beieinander
liegen, zu Doppelstrangbriichen, die wiederum die CSR einleiten. Auch in Menschen mit mutiertem

UNG-Gen konnte eine Beeintrachtigung der CSR nachgewiesen werden (Imai et al., 2003).



13 Einleitung

Eine weitere wichtige Funktion UGbernimmt UNG2 in Zellen des Immunsystems als Waffe zur
Bekdampfung von viralen Infektionen (Sousa, Krokan & Slupphaug, 2007) (Abbildung 1-6). Nach
extensiver Desaminierung des Cytosins der viralen DNA durch APOBEC-Proteine in Immunzellen
entfernt die Glykosylase das generierte Uracil und leitet somit die APE1-katalysierte Degradierung
der viralen DNA-Replikate ein (Yang et al., 2007), (Stenglein et al., 2010). Ebenso kann UNG2 auch
den Abbau der Uracil-enthaltenenen viralen DNA, welche aus dem Fehleinbau von dUMP wéhrend

der Replikation des Virus hervorgeht, initiieren (Weil et al., 2013).

—UuU——u Uracil-haltige
Uu—uU— virale DNA

Degradierte
- virale DNA

Abbildung 1-6 Rolle der UNG2-Glykosylase bei der Bekdmpfung von viralen Infektionen. Durch den Fehleinbau
von dUMP widhrend der Replikation und der APOBEC-Enzym-katalysierten Desaminierung entsteht Uracil in der
viralen DNA. Dieses wird von UNG2 entfernt und damit die APE1-katalysierte Degradierung der fremden DNA in
den Immunzellen eingeleitet.

1.3.2 Single-strand selective monofunctional Uracil-DNA-Glykosylase (SMUG1)

SMUG1 wurde urspriinglich als UDG identifiziert, die Uracil selektiv aus einzelstrangiger DNA entfernt
(Haushalter et al., 1999). Spater bemerkte man jedoch, dass das Enzym in Sdugetieren auch an
doppelstrangiger DNA aktiv ist und Uracil sowohl aus U:A-Basenpaare als auch U:G-Fehlpaarungen
entfernen kann (Kavli et al., 2002). Die Abspaltung von Uracil wird in Anwesenheit der AP-
Endonuklease 1 stimuliert, so dass sich die Turnover-Rate in vivo moglicherweise nicht so stark von
UNG2 unterscheidet (Kavli et al., 2005). Versuche mit UNG-Knockout-Mausen lassen vermuten, dass
SMUG1 ein Backup flir UNG1/2 bei der Prozessierung von Uracil darstellt (Nilsen et al., 2001),
(Kemmerich et al., 2012). Ebenso konnte in MEFs gezeigt werden, dass beide Enzyme zur Pravention
von Mutationen benétigt werden und ihre Funktionen diesbeziiglich nicht redundant sind (An et al.,
2005). Trotz aller Vermutungen aus dem Maus-Model scheint SMUG1 nur geringfligig an der
Reparatur von U:G-Fehlpaarungen im Menschen beteiligt zu sein und wird hierbei womaoglich von
TDG Ubertroffen (Visnes et al., 2008), (Doseth et al., 2012). Da ihre Expression jedoch im Gegensatz
zu UNG1/2 keiner zellzyklisch-abhdngigen Regulation unterworfen ist, kbnnte ihr Beitrag bei der

Reparatur von Uracil in nicht-proliferierenden Zellen zum Tragen kommen. Die Anreicherung von



Einleitung 14

SMUG1 in den Nucleoli lasst eine wichtige Funktion in diesem Zellkompartiment vermuten (Kavli et
al., 2002). Dariber hinaus besitzt SMUG1 im Vergleich zu den Produkten des UNG-Gens eine breitere
Substratspezifitdat und entfernt neben Uracil und 5-Fluorouracil auch noch 5-Hydroxymethyluracil (5-
hmU), welches ein Oxidationsprodukt des Thymins darstellt (Boorstein et al., 2001), (Kavli et al.,
2002). In Mausen scheint SMUG1 sogar die einzige Glykosylase zu sein, die 5-hmU aus der DNA
entfernt (Kemmerich et al., 2012). Auch in menschlichen Zellextrakten werden 5-hmU und andere
oxidierte Pyrimidine, wie 5-Formyluracil und 5-Hydroxyuracil, wohl hauptsachlich von SMUG1
erkannt und prozessiert, selbst wenn diese Lasionen ebenso zu den Substraten von TDG und MBD4
gehoren (Masaoka et al., 2003), (Morera et al., 2012); (Rusmintratip & Sowers, 2000). Demnach
scheint die Hauptfunktion von SMUGL1 in der Exzision von oxidativen DNA-Basenmodifikationen zu

liegen, wahrend ihre Aktivitat gegentber Uracil im Menschen eher als Backup zu verstehen ist.

1.3.3 Thymin-DNA-Glykosylase (TDG)

TDG entfernt vornehmlich Thymin aus Fehlpaarungen mit Guanin und in abgeschwachter Form auch
aus Fehlpaarungen mit Cytosin und Thymin (Neddermann & lJiricny, 1993). Ebenso wie UNG2 wird
TDG durch den Zellzyklus reguliert, zeigt aber einen inversen Verlauf mit dem hochsten Proteinlevel
in der G1-Phase, wohingegen in der S-Phase kaum TDG vorhanden ist (Hardeland et al., 2007). Trotz
ihres Namens besitzt TDG jedoch eine hohere Aktivitat zu fehlgepaartem Uracil (U:G > U:C > U:T) als
zu Thymin und ist auch minimal bei U:A-Basenpaaren aktiv (Neddermann & lJiricny, 1994), (Waters &
Swann, 1998). Eine besondere Rolle bei der Exzision kommt der benachbarten Base zu. So
hydrolysiert das Enzym besonders gut fehlgepaarte Basen, die im CpG-Kontext vorliegen (Waters &
Swann, 1998). Auch 5-hmU sowie Oxidationsprodukte von 5-Methylcytosin (5-mC), wie 5-
Formylcytosin (5-fC) und 5-Carboxycytosin (5-caC) kann TDG aus der DNA entfernen (Rusmintratip &
Sowers, 2000), (Maiti & Drohat, 2011), (He et al., 2011). Diese Tatsachen lassen eine bedeutende
Rolle von TDG in der aktiven Demethylierung von CpG-Inseln vermuten, bei der die Desaminierungs-
Produkte von 5-mC oder dessen oxidierten Derivate via BER entfernt werden (Dalton & Bellacosa,
2012), (Kohli & Zhang, 2013) (siehe Kapitel 1.1.3). Neben seiner wichtigen Funktion in der Epigenetik
konnte gezeigt werden, dass TDG durch Interaktion mit Transkriptionsfaktoren die Transkription

beeinflussen kann (Um et al., 1998), (Missero et al., 2001).

1.3.4 Methyl-CpG-bindende Domane 4 Protein (MBD4)

MBD4, welche auch als Methyl-CpG-bindende Endonuklease 1 (MED1) bekannt ist, bindet wie TDG
an T:G- und U:G-Fehlpaarungen aus denen es Thymin und Uracil aus der DNA heraus schneidet. Wie
ihr Name schon verrat, besitzt MBD4 neben der Glykosylase-Domane noch eine Methyl-bindende
Doméne, weshalb es vornehmlich im CpG-Kontext aktiv ist (Hendrich et al., 1999), (Petronzelli et al.,

2000a). Da neben der T:G-Fehlpaarung auch 5-hmU:G von MBD4 erkannt wird, kdnnte es ebenso wie
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TDG bei aktiven Demethylierung von 5-mC beteiligt sein. Wahrend es ebenso wie UNG2, SMUG1 und
TDG 5-Fluorouracil ausschneidet, zeigt es keine Aktivitdt gegeniliber U:A-Basenpaaren und Uracil in
einzelstrangiger DNA (Petronzelli et al., 2000b). Dartber hinaus interagiert das Enzym mit MutL-
Homolog 1 (MLH1), einem Protein der Mismacth-Reparatur, was eine zuséatzliche Funktion in diesem
Reparatur-Prozess vermuten ldsst (Bellacosa et al., 1999). Durch seine niedrige enzymatische
Aktivitat gegeniber Uracil scheint MBD4 jedoch, wenn (iberhaupt, nur bei der BER dieser Lasion von
Bedeutung zu sein, wenn die DNA-Modifikation im CpG-Kontext auftritt (Krokan, Drablos &
Slupphaug, 2002) (siehe Kapitel 1.1.3).

1.4 Weitere Reparaturwege von Uracil in der DNA

Anders als bei der BER, die den Haupt-Reparaturweg von Uracil darstellt, kann diese Lasion auch
ohne den Einsatz einer DNA-Glykosylase aus der DNA entfernt werden, wenn sie eine Fehlpaarung
mit Guanin des Nachbarstranges ausbildet (Prorok et al., 2013). Es handelt sich dabei um die
sogenannten Nukleotid-Inzesions-Reparatur (NIR), einem konservierten Reparaturweg, der schon in
Archaeen und Bakterien zu finden ist. Bei diesem wird das Zuckerphosphat-Riickgrat am 5’-Ende des
geschadigten Nukleosids direkt von der AP-Endonuklease 1 gespalten (Ischenko & Saparbaev, 2002).
Das freie 3'-Hydroxyl-Ende erlaubt die fehlerfreie DNA-Synthese durch die Polymerasen wahrend der
Strang des verbleibenden 5'-terminalen Deoxy-Uridin-Monophosphates ein Substrat fir die FEN1-
Endonuklease darstellt. Uber diesen Reparaturmechanismus kdnnen neben Uracil auch zahlreiche

oxidative DNA-Schaden prozessiert werden (Ischenko & Saparbaev, 2002), (Gros et al., 2004).

Als Alternative zur BER konnte auch die Mismatch-Reparatur (MMR) als Backup bei der Entfernung
von Uracil aus der DNA einspringen. In Studien konnte gezeigt werden, dass bei Mdusen, bei denen
sowohl die BER von Uracil durch Knockout von UNG1/2 und SMUG1 als auch die MMR durch
Knockout von MSH2 gestort wurde, eine hohere Krebsinzidenz auftrat, als in Mausen, bei denen nur
ein Reparaturweg betroffen war (Kemmerich et al.,, 2012). Aufgabe der MMR ist es, Basen-
Fehlpaarungen, die wahrend der Replikation entstehen, zu erkennen und daraufhin die Entfernung
eines Teiles des DNA-Stranges inklusive der falschen Base als auch die fehlerfreie Resynthese der
DNA zu katalysieren. Zwar erkennen und binden die MMR-Proteine in zellfreien Versuchen die bei
der Replikation entstehenden U:G-Fehlpaarungen (Larson et al., 2005), (Wilson et al., 2005), jedoch
wird zur weiteren Prozessierung der Lasionen (iber diesen Reparaturweg ein Einzelstrangbruch oder
ein zweites Uracil in der Ndhe bendtigt (Schanz et al., 2009), (Larson, Bednarski & Maizels, 2008). So
scheint die Beteiligung der MMR an der Reparatur von U:G-Fehlpaarungen im Menschen vor allem in
den Immunglobulin-Regionen eine Rolle zu spielen, in denen massiv Uracil generiert wird (Jacobs &

Schar, 2012).
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1.5 Einfluss von Uracil auf die Transkription: Stand des Wissens und

unbeantwortete Fragen
DNA-Basenmodifikationen kénnen nicht nur die Integritat der DNA als Tragermaterial des Erbgutes
gefdhrden und so Mutationen in den Tochterzellen hervorrufen, sondern auch das Ablesen der auf
der DNA gespeicherten Informationen direkt beeintrachtigen (Khobta & Epe, 2012). Bei Lokalisation
der Lasion in Promotor-Regionen kann die Bindung von Transkriptionsfaktoren moduliert werden,
was in einer veranderten Expression des Gens resultiert. Dies konnte auch im Falle von Uracil bereits
nachgewiesen werden (Verri et al.,, 1990). Neben der Initiation kann auch die Elongation der
Transkription durch DNA-Modifikationen beeinflusst werden. Dabei handelt es sich vornehmlich um
sperrige, Helix-distorsierende Lasionen, die der RNA-Polymerase eine Uberwindung erschweren oder
ganz verhindern. Eine solche Blockade konnte bei den durch UV-Bestrahlung entstehenden
Cyclobutan-Pyrimidin-Dimere (CPDs) und 6-4-Photoprodukte (6-4-PP) nachgewiesen werden
(Donahue et al., 1994), (Selby et al., 1997), (Kathe, Shen & Wallace, 2004), (Mei Kwei et al., 2004),
(Tornaletti et al., 1997). Aus in vitro-Versuchen ist zwar bekannt, dass Uracil selbst keine Blockade
der RNA-Polymerase Il bewirken kann (Kuraoka et al., 2003), jedoch entstehen bei der BER dieser
Lasion Reparatur-Intermediate, wie AP-Lasionen und Einzelstrangbriiche (Abbildung 1-1), die
durchaus eine Elongation der Polymerase verhindern kdnnen (Tornaletti, Maeda & Hanawalt, 2006).
Ubereinstimmend damit konnte in Zellextrakten gezeigt werden, dass erst die Prozessierung von
Uracil eine Blockade der Transkription verursacht und hierfir wohl die generierten
Einzelstrangbriiche verantwortlich sind, welche einen klaren Block der RNA-Polymerase Il bewirken

(Kathe et al., 2004).

Es ist wichtig zu erwahnen, dass die bisher aufgezahlten Ergebnisse zu den Auswirkungen von Uracil
und der auftretenden Reparatur-Intermediate auf die Transkription aus zellfreien Studien
hervorgehen, welche das komplexe Zusammenspiel der unterschiedlichen Reparatur- und
Transkriptionsfaktoren nur unzureichend wiedergeben kdnnen. Eine effektive Methode, den Einfluss
von DNA-Schaden auf die Genexpression in den Zellen zu untersuchen, stellt der Host cell
reactivation Assay (HCR) dar. Bei diesem werden Reporter-Vektoren zunachst in vitro geschadigt, um
dann in die Zellen transfiziert zu werden. Bei blockierenden (z.B. UV-generierten) DNA-Ldsionen kann
so nach anfanglich verringerter Genexpression mit zunehmender Zeit durch die Reparatur dieses
Schadens eine Reaktivierung der Transkription beobachtet werden (Johnson & Latimer, 2005). Auf
dieser Methode beruhend konnte mit Vektoren, die Uracil enthalten, je nach Positionierung der
Lasion ein unterschiedlich starker Effekt auf die Expression eines Reportergens beobachtet werden,
der zwischen keinen Auswirkungen und einer deutlichen Inhibierung schwankte (Malyarchuk &

Harrison, 2005). Die Autoren vermuten, dass eine unterschiedlich schnelle Exzision oder Reparatur
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des Uracils hierfiir verantwortlich ist, welche je nach Sequenzkontext der Lasion variieren kann.
Dabei konnte eine langsame Reparatur durch die langere Verweildauer von Reparatur-Intermediaten
(und an der DNA gebundener Proteine) problematisch fiir die Transkription sein. Ob die Exzision von
Uracil aus der DNA durch die monofunktionellen UDGs jedoch tatsachlich Einfluss auf die Expression

eines Gens besitzt, bleibt bislang unbeantwortet.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde untersucht, welche Auswirkungen ein einzelnes Uracil und dessen
Exzision durch monofunktionelle DNA-Glykosylasen auf die Genexpression besitzen. Hierflir wurden
mit Hilfe einer neuen und sehr effizienten Methode Reporter-Vektoren konstruiert, bei denen ein
einzelnes Uracil, gepaart mit Adenin oder fehlgepaart mit Guanin, im transkribierten oder nicht-
transkribierten DNA-Strang innerhalb des EGFP-Gens positioniert wurde. Des Weiteren wurde die
Expression der Uracil-DNA-Glykosylasen UNG1/2, SMUG1 oder TDG permanent mittels short hairpin
RNA (shRNA) in Hela-Zellen herunterreguliert. Nach Transfektion der konstruierten Vektoren in die

Zellen wurde die Expression des Reportergens mittels Durchflusszytometrie gemessen.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate und Software

Gerat inklusive Software

Firma

Ort

Autoklav
Technoclav 50 6.0 bzw. 2.0

Brutschrank
CO2-Inkubator BB16, BB6060 02
und Hera-Cell

Coulter Counter
Z2 Coulter® Particle Count and Size
Analyzer
Destillationsapparatur
Destamat®
Durchflusszytometer
BD FACScalibur™ FACS System mit
CellQuest™ Pro Software
Geldokumentationssystem
Gel Doc 1000 mit Molecular Analyst®
Software
Molecular Imager® Gel Doc™ XR+ mit
Image Lab™ Software Version 3
Gelelektrophorese-Kammer
Agarose-Gele
SDS-PAGE: MGV 202
Inkubator
25D Incubator Shaker

Lichtmikroskop
Telaval 31

pH-Meter
PHM 62

Power Supply

Power Pac 300/Power Pac BasicTM
Realtime PCR Cycler

Lightcycler® 1.5 Real Time PCR

System mit Software Version 3.5.3
Schittler

Schiittler Labnet Orbit™ LS

Vortex Genie 2TM Vortex-Schiittler
Sonifizierer

Bachofer GM 70 HD ultrasonic processor
Spektrophotometer

Biowave S2100 Spectrophotometer

Nanodrop 2000 Spectrophotometer

Fedegari Autoclav SPA

Heraeus Instruments

Beckman Coulter Inc.

Heraeus Instruments

Becton Dickinson GmbH

Bio-Rad
Bio-Rad
Bio-Rad
C.B.S. Scientific

New Brunswick
Scientific

Zeiss

Radiometer

Bio-Rad

Roche Diagnostics

Labnet International Inc.
Bender & Hohbein AG

Bachofer GmbH

WPA
Thermo Scientfific

Albuzzo, ltalien

Hanau

Fullerton, U.S.A.

Hanau

Heidelberg

Hercules, U.S.A.

Hercules, U.S.A.

Hercules, U.S.A.
Del Mar, U.S.A.

New Jersey, U.S.A.

Oberkochen

Kopenhagen,
Danemark

Hercules, U.S.A.

Mannheim

Edison, U.S.A
Zirich, Schweiz

Reutlingen

Cambridge, U.K.
Waltham, U.S.A.
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Thermocycler/-block
Progene Thermocycler
Biometra® T Gradient Thermocycler
MJMini Personal Thermal Cycler
Thermoblock — Thermostat

Transferkammer
Mini Trans®-Blot Cell
UV-Lampe
UV-B Lampe TL20W/12RS
UV-C Hg-Niederdruck-Lampe (254nm)
Orginal Haman F1,15W,50Hz
und Photoverschluss Ibsar (DRP)
UV-Sensor
UV-B-Sensor

UV-Vis-Dosimeter, Luxmeter 110 mit
geeichtem GaP-Photoelement

Waagen
PB 3002, Delta Range, max. 3100 g
AG 245, max. 210 g

Wasserbad
Kéttermann Typ 3042

Zentrifuge
Eppendorf Centrifuge 5415D
Tischzentrifuge Galaxy Mini
Universal 320R Zentrifuge
Preparative Ultracentrifuge
OptimalLE-80K
Heraeus® Labofuge® 400R Zentrifuge

Techne
Biometra®
Bio-Rad

Gebr. Liebisch

Bio-Rad

Philips Licht

Dr. Grobel UV-Elektronik
GmbH
PRC Krochmann GmbH

Mettler Toledo
Mettler Toledo

Koéttermann

Eppendorf

VWR™ International

Hettich Zentrifugen

Beckmann Instruments
Inc

Heraeus Instruments

Cambridge, U.K.
Gottingen
Hercules, U.S.A
Karlsruhe

Hercules, U.S.A

Hamburg

Ettlingen

Berlin

Greifensee, Schweiz
Greifensee, Schweiz
Uetze-Hanigsen
Hamburg
Darmstadt
Tuttlingen

Palo Alto, CA, U.S.A.

Hanau

Software

Firma

Ort

OligoAnalyzer 3.1

Oligoengine 2.0 Software
ClustalW2 Software
Primer Designer 4 V4.1

Integrated DNA
Technologies

Oligoengine
EBI

Scientific & Educational
Software

Leuven, Belgien

Seattle, U.S.A.
Cambridge, U.K.
Cary NC, U.S.A.

siRNA Wizard 3.1 Invivogen Toulouse, Frankreich
2.1.2 Verbrauchsmaterialien und Hilfsmittel

Material Firma Ort
Baysilone-Paste Bayer AG Leverkusen

Coulter Counter Déschen Beckman Coulter Inc Fullerton, U.S.A.
Faltenfilter (Rotilabo®, Typ 601P) Carl Roth GmbH Karlsruhe
Glasgerate Schott Spezialglas GmbH Mainz

Gewebekulturschalen
mit Noppen (21, 58 und 143 cm?)

Greiner Bio-ONE

Frickenhausen
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Greiner-Réhrchen (15 und 50 ml)
Kryoréhrchen Nalgene®
Magnetische Platte
Nitro-Cellulose-Membran
Amersham Hybond-C Extra
Photofilm
Amersham Hyperfilm ECL
LucentBlue X-ray Film
Pipetten
Glas (Zellkultur)
Plastikpipetten BioPette A
(10, 20, 200 und 1.000 pl)
Pasteurpipetten
Pipettenspitzen
ohne Filter 10, 200, und 1.000 pl
ohne Filter 5 und 10 ml
mit Filter ART® 10, 200 und 1.000 pl
Pipettierhilfe
Pipetus®-akku
Platten
6-, 24- und 96-Well Bakterienplatten

ReaktionsgefalRRe
0,5,1,5und 2 ml
0,2 ml
Zellkulturflaschen (25, 75 und 125 cm?)

Greiner Bio-ONE
Nalge Nunc International

IBA GmbH
GE Healthcare

GE Healthcare
Biozym Scientific GmbH

Hartenstein
Labnet International

Hartenstein
Sarstedt

Hartenstein
Thermo Scientific

Hirschmann Laborgerate

Nunc GmbH & Co. KG
Greiner Bio-ONE

Sarstedt
Greiner Bio-ONE

Greiner Bio-ONE

Frickenhausen
Rochester, NY
Gottingen
Freiburg

Freiburg

Hessisch Oldendorf

Wirzburg
Edison, U.S.A.

Wirzburg
Nimbrecht

Wirzburg
Dreieich

Eberstadt

Wiesbaden
Frickenhausen

Nimbrecht
Frickenhausen

Frickenhausen

Zellschaber Sarstedt Niimbrecht
2.1.3 Chemikalien
Chemikalie Firma Ort
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)- Sigma-Aldrich GmbH Seelze
ethansulfonsaure (Hepes)
3-(N-Morpholino)-Propansulfonsdure (MOPS) Sigma-Aldrich GmbH Seelze
7-Nitroindol-2-carboxylsaure Alfa Aesar Karlsruhe
Acrylamid-/Bisacrylamid Lsg. (30 %) Carl Roth GmbH Karlsruhe
Rotiphorese® Gel 30 (37,5:1)
Agarose Invitrogen GmbH Karlsruhe
Albumin Fraktion V (BSA) (Protease-frei) Carl Roth GmbH Karlsruhe
Ammoniumpersulfat (APS) Carl Roth GmbH Karlsruhe
Bacto-Agar Hartenstein Wiirzburg
Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent Bio-Rad Hercules, USA
Bovines Serumalbumin (BSA) (Nuklease-frei) New England Biolabs GmbH Frankfurt
Brilliant Blue Sigma-Aldrich GmbH Seelze
Bromphenolblau Sigma-Aldrich GmbH Seelze
Chloroform Carl Roth GmbH Karlsruhe
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Diethylpyrocarbonat (DEPC)
Dimethylsulfoxid (DMSO)

Eisessig

Ethanol absolut

Ethidiumbromid 10 mg/ml
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
Formaldehyd (37 %)
Giemsa-Stain-Losung

Glycerol

Glycin

Hefeextrakt

[Iford Multigrad Developer

IlIford Rapid Fixer

Isopropanol

Kaliumchlorid (KCl)
Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO,)
Kanamycin

Magnesiumchlorid (MgCl,)
Manganchlorid (MnCl,)

Methanol

Natriumacetat

Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdeoxycholat
Natriumdihydrogenphosphat (NaH,PO,)
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydroxid (NaOH)

Orange G

Phenol

Phenol:Chloroform:lsoamyl (25:24:1)
Phenylmethyl-Sulfonylfluorid (PMSF)
Ponceau-Rot

3-Mercaptoethanol

Sulfosalicylsdure

Tetracyclin

Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Trichloressigsaure
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris)
Triton-X100

Trypton

Tween 20

Western Lightning®-ECL

Carl Roth GmbH

Carl Roth GmbH

Carl Roth GmbH

Carl Roth GmbH
Sigma-Aldrich GmbH
Carl Roth GmbH
Sigma-Aldrich GmbH
Sigma Aldrich

VWR™ International
Sigma-Aldrich GmbH
Life Technologies GmbH
HARMAN technology Limited
HARMAN technology Limited
Carl Roth GmbH

Carl Roth GmbH

Merck Millipore
Sigma-Aldrich GmbH
Life Technologies GmbH
Carl Roth GmbH

Carl Roth GmbH

Carl Roth GmbH

Carl Roth GmbH
Sigma-Aldrich GmbH
Merck Millipore

Carl Roth GmbH

Carl Roth GmbH
Sigma-Aldrich GmbH
Sigma-Aldrich GmbH
Sigma-Aldrich GmbH
Sigma-Aldrich GmbH
Sigma-Aldrich GmbH
Sigma-Aldrich GmbH

Sigma-Aldrich GmbH
Sigma-Aldrich GmbH
Carl Roth GmbH

Carl Roth GmbH

Carl Roth GmbH
Sigma-Aldrich GmbH
Sigma-Aldrich GmbH
Carl Roth GmbH
Perkin Elmer

Karlsruhe
Karlsruhe
Karlsruhe
Karlsruhe
Seelze
Karlsruhe
Seelze
Seelze
Darmstadt
Seelze
Darmstadt
Mobberley, U.K.
Mobberley, U.K
Karlsruhe
Karlsruhe
Darmstadt
Seelze
Darmstadt
Karlsruhe
Karlsruhe
Karlsruhe
Karlsruhe
Seelze
Darmstadt
Karlsruhe
Karlsruhe
Seelze
Seelze
Seelze
Seelze
Seelze
Seelze

Seelze

Seelze

Karlsruhe
Karlsruhe
Karlsruhe

Seelze

Seelze

Karlsruhe
Waltham, U.S.A.
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2.1.4 Enzyme, Inhibitoren und Marker

Enzym, Inhibitor und Marker Firma/Person Ort

Antarctic Phosphatase New England Biolabs GmbH Frankfurt
mit Puffer (10 x)

Bglil (10 u/pl) New England Biolabs GmbH Frankfurt

cOmplete mini Protease Inhibitor Cocktail Roche Diagnostics Mannheim

DNase | (1 u/ul)

Endonuklease Il (Nth) (10 u/pl)
mit Reaktionspuffer (10x)

Endonuklease IV

Endonuklease IV (10 u/pl)
HindlIl (15 u/pl)
Marker
DNA-Marker
GeneRuler 100 bp (Plus)
GeneRuler 1 kb
Lambda DNA/Hindlll
QuickLoad® 1 kb
Protein-Marker
PageRuler Prestained
Nb.BpulOl
mit Puffer R (10x)
mit Tango-Puffer (10x)
Nt.BpulOl
mit Puffer R (10x)
mit Tango-Puffer (10x)
Proteinase K
Ribolock™ RNase-Inhibitor (40 u/pl)
RNA-Ladepuffer (2x)
RNase A
T4 DNA Ligase (30 u/pl)
mit T4 DNA Ligase Puffer (10x)
T4 Polynukleotidkinase (10 u/pl)
Tfi DNA-Polymerase (5 u/pl)
mit Tfi PCR Reaktionspuffer (5x)
und MgCl,
dNTP-Mix

Uracil-DNA Glykosylase (5 u/ul)

Fermentas (Thermo Scientfific)
New England Biolabs GmbH

M. Pflaum bzw. C. Flohr und
I. Schulz

New England Biolabs GmbH
GE Healthcare

Fermentas (Thermo Scientfific)
Fermentas (Thermo Scientfific)
Fermentas (Thermo Scientfific)
New England Biolabs GmbH

Fermentas (Thermo Scientfific)
Fermentas (Thermo Scientfific)

Fermentas (Thermo Scientfific)

Carl Roth GmbH

Fermentas (Thermo Scientfific)
Fermentas (Thermo Scientfific)
Serva Electrophoresis GmbH
Fermentas (Thermo Scientfific)

Fermentas (Thermo Scientfific)
Life Technologies GmbH

Fermentas (Thermo Scientfific)
New England Biolabs GmbH

St. Leon-Rot (Dreieich)
Frankfurt

Mainz

Frankfurt
Freiburg

St. Leon-Rot (Dreieich)
St. Leon-Rot (Dreieich)
St. Leon-Rot (Dreieich)
Frankfurt

St. Leon-Rot (Dreieich)
St. Leon-Rot (Dreieich)

St. Leon-Rot (Dreieich)

Karlsruhe

St. Leon-Rot (Dreieich)
St. Leon-Rot (Dreieich)
Heidelberg

St. Leon-Rot (Dreieich)

St. Leon-Rot (Dreieich)
Darmstadt

St. Leon-Rot (Dreieich)
Frankfurt

2.1.5 Kits

Kit Firma Ort
Amicon® Ultra-0.5 Centrifugal Filter Devices 30k Merck Millipore Darmstadt
Direct-zol™ RNA MiniPrep-Kit Zymo Research Freiburg
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Effectene® Transfection Reagent
mit EC-Puffer und Enhancer

illustra GFX PCR and Gel Band Purification Kit
LightCycler® FastStart DNA Master™"* SYBR Green | Kit
Matra-A Reagent

Qiagen Plasmid Mega Kit

RevertAid™ First Strand cDNA Synthese Kit

RevertAid™ H Minus First Strand cDNA Synthese Kit

RNA Clean & Concentrator™-5
Zymo ZR RNA MiniPrep™'—Kit
ZR RNA MiniPrep™-Kit

Qiagen GmbH Hilden

GE Healthcare Freiburg
Roche Diagnostics Mannheim
PromoCell GmbH Heidelberg
Qiagen GmbH Hilden
Fermentas St. Leon-Rot
(Thermo Scientfific) (Dreieich)
Fermentas St. Leon-Rot
(Thermo Scientfific) (Dreieich)
Zymo Research Freiburg
Zymo Research Freiburg
Zymo Research Freiburg

2.1.6 Antibiotika, Puffer und Medien fiir die Zellkultur

Enzym

Firma/Person

Ort

DMEM High Glucose Medium

PAA Laboratories GmbH

(GE Healthcare)

DMEM ohne Phenolrot, ohne L-Glutamin PAA Laboratories GmbH
(GE Healthcare)

Fotales Rinder Serum Gold (FBS)

PAA Laboratories GmbH

(GE Healthcare)

Colbe (Freiburg)

Colbe (Freiburg)

Colbe (Freiburg)

Geneticin (G418)
L-Glutamin 200 mM

Penicillin

Puromycin
Sodium Pyruvat 100 mM

Streptomycin

Trypsin-EDTA in PBS

Sigma-Aldrich GmbH

PAA Laboratories GmbH
(GE Healthcare)

PAA Laboratories GmbH
(GE Healthcare)

Sigma-Aldrich GmbH
PAA Laboratories GmbH
(GE Healthcare)

PAA Laboratories GmbH
(GE Healthcare)

PAA Laboratories GmbH
(GE Healthcare)

Seelze
Colbe (Freiburg)

Colbe (Freiburg)

Seelze
Colbe (Freiburg)

Colbe (Freiburg)

Colbe (Freiburg)

2.1.7 Saugerzelllinien

Zelllinie Beschreibung Verdop- Herkunft
plungszeit
Csb™"™*  Spontan immortalisierte Maus- 18 Stunden A. Klungland (Department of

-MEF Embryo-Fibroblasten aus
Csb™/™ ‘M3usen

Molecular Biology, The National
Hospital, University of Oslo,

Norwegen)
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Csb™"™*  Spontan immortalisierte Maus- 22 Stunden
Oggl'/'— Embryo-Fibroblasten aus
MEF Csb™"/™'0gg17"-
Mausen
FB2-299 Primare humane Hautfibroblasten 24 Stunden
Hela Humane Cervix-Karzinom-Zellen 17 Stunden
LN428 shRNA lentiviral transduzierte -
Glioblastoma-Zellen mit
Knockdown des UNG-, SMUG1-
oder TDG-Gens
MRC-5 Menschliche SV40-transformierte -
VA1l Lungenfibroblasten
Wildtyp-  Spontan immortalisierte Maus- 17 Stunden
MEF Embryo-Fibroblasten aus Wildtyp-
(F11.1) Mausen

D. Barnes (Imperial Cancer Research
Fund, Clare Hall Laboratories, South
Mimms, Hertfordshire, U.K.)

T. Runger (Boston, U.S.A.)

R. J. Wiesner (Institut fir Vegetative
Physiologie, Universitat Koln)
Trevigen Inc. (Gaithersburg, U.S.A.)
AMS Biotechnology (Frankfurt)

NIGMS Human Genetic Cell
Repository, Coriell Institute for
Medical Research (Camden, New
Jersey, USA)

D. Barnes (Imperial Cancer Research

Fund, Clare Hall Laboratories, South
Mimms, Hertfordshire, U.K.)

2.1.8 Vektoren und Vektorgeriiste

Plasmid-
bezeichnung

Beschreibung

Herkunft

Invitrogen GmbH (Karlsruhe)

pcDNA3 Vermittelt Geneticin-Resistenz zur Selektion von
Klonen nach stabiler Transfektion der shRNA-
Expressions-Vektoren

pDsRed- Codierend fur DsRed-Monomer N1 als

Monomer N1 Transfektionsmarker

(pDsRed)

pEGFP-mODC-ZA
(pZA)

pEGFP-mODC-ZAJ
(pzZA))

pENTR/pSUPER+
(575-1)

Modifiziertes pEGFP-C3 mit zusatzlicher
invertierter ODC-Sequenz, codierend fiir
stabiles EGFP

Modifiziertes pEGFP-mODC-ZA mit stiller
Mutation innerhalb des Kanamycin-Resistenz-
Gens zur Beseitung einer Restriktions-
Schnittstelle

shRNA-Expressions-Vektor

Clontech Laboratories Inc.
(Saint Germain en Laye,
Frankreich)

Dr. A. Khobta (Mainz)
(Khobta et al., 2009)

J. Allgayer (Mainz)
(Allgayer et al., 2013)

Addgene (Cambridge, U.S.A.)

2.1.9 Vektoren mit definierten Modifikationen der Basen oder des Zuckerphosphat-Riickgrats

Plasmid-
bezeichnung

Beschreibung

Herkunft

3x 5hmU:A

8-0x0G:C

PEGFP-mODC-ZAJ mit drei 5-hmU:A-
Basenpaaren in der 5’-UTR des EGFP-Gens
PEGFP-mODC-ZA mit einem 8-0x0G:C-
Basenpaar innerhalb des EGFP-Gens

J. Allgayer (Mainz)

Dr. N. Kitsera (Mainz)
(Kitsera et al., 2011)
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G(N?)AAF pEGFP-mODC-ZAJ mit einem G(N?)AAF — Dr. N. Kitsera (Mainz)
Addukt in der 5'-UTR des EGFP-Gens (Kitsera et al., 2014)

G:C pPEGFP-mODC-ZA mit einem G:C-Basenpaar Dr. N. Kitsera (Mainz)
innerhalb des EGFP-Gens (Kitsera et al., 2011),
oder pEGFP-mODC-ZAJ mit einem G:C-Basenpaar (Kitsera et al., 2014)
in der 5-UTR des EGFP-Gens

SSB pTL-ZA mit einem Einzelstrangbruch (mit 3'-OH Dr. T. Lingg und Dr. D. Krimm
und 5’-Phosphat-Ende) innerhalb des EGFP-Gens  (Khobta et al., 2010b)

TT-CPD PEGFP-mODC-ZAJ mit einem TT-Dimer Dr. N. Kitsera (Mainz)

in der 5'-UTR des EGFP-Gens

(Kitsera et al., 2014)

2.1.10 Oligonukleotide

Alle verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma Eurofins MWG Operon aus Ebersberg
bezogen. Die Oligonukleotide zur Konstruktion der pEGFP-mODC-ZA-Vektoren mit einer spezifisch
positionierten Basenmodifikation oder fehlgepaarten Base im transkribierten oder nicht-
transkribierten DNA-Strang des EGFP-Reportergens sind in den Tabellen 2-19, 2-21 und 2-23 zu
finden. Die Reinigung der Oligonukleotide erfolgte mittels HPLC (High performance liquid
chromatography). Oligonukleotide, die bei PCR-Reaktionen (darunter auch quantitative Realtime-
PCR) angewandt wurden, sind aus Tabelle 2-2 und Tabelle 2-17 zu entnehmen. Die Oligonukleotide
zur Konstruktion des UNG1/2-, SMUG1-, TDG- und CSB-Knockdown-Expressions-Vektors sind in
Tabelle 2-7 wiedergegeben. Die Reinigung erfolgte mittels Reverse-Phase-Chromatographie und

entsprach dem HPSF-Grad (High purity salt free).

2.1.11 Puffer und Arbeitslosungen

Puffer und Arbeitslésung Zusammensetzung

BE,s-KCl 20 mM Tris-HCl
100 mM NaCl

15 mM EDTA

BEH-Puffer 10 mM Hepes pH 7,5
200 mM NacCl

1 mM EDTA

1 g Albumin Fraktion V
20 ml 0,1 % TBST

Blocking-Losung

0,25 g Brilliant Blue
45 ml H,0 dest.

45 ml Ethanol

10 ml Eisessig

Coomassie Brilliant Blue-Losung

DEPC behandeltes Wasser
(autoklaviert)

1 ml DEPC
ad 11 H,0 dest
Uber Nacht bei RT inkubieren
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DNA-Ladepuffer (6x)

Entfarbeldsung

Geneticin-Lsg.
(Filter sterilisiert,
Aliquote, -20°C)

Hepes 1M, pH 7,5
(Filter sterilisiert)

Kanamycin-Lsg.
(Filter sterilisiert,
Aliquote, -20°C)

Ladepuffer (6x)
(fiir SDS-PAGE)

Laufpuffer (5x)

LB-Medium 1x (2x)
(autoklaviert)

Lyse-Puffer
(kurz vor Verwendung
ansetzen)

PBSCMF pH 7,4 (1x)
(Phosphat-gepufferte

Salzlosung Mg**- und Ca**-

frei; autoklaviert)

Phosphatpuffer; pH 7,5

6 ml Glycerol

1,2 ml 50x TAE-Puffer
15 mg Orange G Pulver
2,8 ml H,0 dest.

450 ml H,0 dest.
450 ml Ethanol
100 ml Eisessig

100 mg/ml in 100 mM Hepes

11,9 g Hepes

40 ml H,0 dest.

pH auf 7,5 einstellen mit NaOH
ad 50 ml H,0 dest.

30 mg/mlin H,0O dest.

8 ml 1 M Tris-HCI, pH 6,8

2 g SDS

10 ml Glycerol

Spatelspitze Bromphenolblau
1,4 ml B-Mercaptoethanol

15,1 g Tris-HClI
94 g Glycin

25 ml 20 % SDS
ad 1| H,0 dest.

5(10) g Trypton

2,5 (5) g Hefeextrakt
5 g NaCl

pH 7,5 — 8 einstellen
ad 500 ml H,0 dest.

100 pl 1 M Tris-HCI (20 mM)

10 ul 0,5 M EDTA, pH 8 (1 mM)

250 ul 5 M NaCl (250 mM)

500 ul Protease-Inhibitor Cocktail 10x (1x)
4.140 pl H,0 dest.

137 mM NaCl
2,7 mM KCI

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

5 mM KH,PO,
50 mM NacCl
pH-Einstellung mit NaOH
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Ponceau-Rot-Losung (10x)

Protease-Inhibitor Cocktail (10x)

RIPA-Puffer
(radioimmuno precipitation
assay; lichtgeschitzt, 4°C)

RNase A-Lésung

Sammelgel

SOB-Medium
(Super optimal
broth-Medium)

Stop-Puffer

TAE-Puffer (50x)
(Tris-Acetat-
EDTA-LOsung)

TB-Puffer
(Filter sterilisiert, Lagerung
bei 4°C)

TBS (10x)
(Tris-geppufferte
Salzlésung; autoklaviert)

TBST 0,5 % (0,1 %)
(Tris-geppufferte Salzlésung
mit Tween 20)

TE-Puffer, pH 8
(Tris-EDTA-
Losung)

0,2 g Ponceau-Rot

3 g Trichloressigsaure
3 g Sulfosalicylsaure
ad 100 ml H,0 dest.

1 Tablette cOmplete mini Protease Inhibitor
1 ml H,0 dest.

50 mM Tris-HCI, pH 7,4

150 mM NaCl-Losung

1 % v/v Triton-X100

0,5 % w/v Natriumdeoxycholat
0,1 % w/v SDS

5 mM EDTA

1 mg/mlin H,0 dest.

6,85 ml H,0 dest.

1,7 ml Acrylamid-/Bisacrylamid Lsg. (30 %)
1,3 ml 1 M Tris-HCI, pH 6,8

50 pul 20 % SDS

100 pl 10 % APS

10 pl TEMED

0,5 % Hefe-Extrakt
2 % Trypton

10 mM NaCl

2,5 mM KCI

ad H,0 dest.
autoklavieren

10 mM MgCl,

10 mM MgSO,

6x DNA-Ladepuffer
1% w/v SDS

2 M Tris
3,4 M Eisessig
0,05 M EDTA (freie Saure)

10 mM MOPS
15 mM CaCl,
250 mM KClI

55 mM MnCl,

24,2 g Tris (200 mM)
87,8 g NaCl (1.500 mM)
pH 7,4 mit HCI (konz)
ad 1| H,0 dest.

100 ml TBS (10x)
5 (1) ml Tween 20
ad 1| H,0 dest.

10 mM Tris-HCl, pH 8
1 mM EDTA, pH 8
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Tetracyclin-Lsg.
(Aliquote,licht-
geschitzt, -20°C)

Topagar-Platten
(mit Kanamycin)

Towbin-Puffer

20 mg/ml in Methanol

4,5 g Bacto-Agar

300 ml LB-Medium (1x)

autoklavieren, leicht abkihlen lassen

30 ug/ml Kanamycin (Zugabe unter Flow)

3,03 g Tris

Transferpuffer

Trenngel 10 % (12 %)

14,4 g Glycin
1gSDS

200 ml Ethanol
ad 1| H,0 dest.

5,8 g Tris

2,9 g Glycin
200 ml Ethanol
ad 1| H,0 dest.

3,85 (3,25) ml H,0 dest.

3,4 (4) ml Acrylamid-/Bisacrylamid Lsg. (30 %)

2,6 (2,6) ml 1 M Tris-HCI, pH 8,8
50 (50) pul 20 % SDS

100 (100) pl 10 % APS

4 (4) ul TEMED

2.1.12 Antikérper

Ziel Bezeichnung Hersteller/Distributor Ort

UNG1/2 Mouse monoclonal UNG OriGene Technologies/ Rockville,
antibody: clone 2C12 AMS Biotechnologie GmbH U.S.A/Frankfurt

CsB Rabbit polyclonal CSB/ERCC6 Bethyl Laboratories/ Montgomery,
antibody: A301-354A Biomol U.S.A./Hamburg

TDG Rabbit polyclonal TDG antibody:  Thermo Scientific Dreieich
PA5-29140

SMUG1* Rabbit polyclonal SMUG1 OriGene Technologies/ Rockuville,
antibody: 312730 AMS Biotechnologie GmbH U.S.A/Frankfurt

SMUG1* Goat polyclonal SMUG1 OriGene Technologies/ Rockuville,
antibody: TA302931 AMS Biotechnologie GmbH U.S.A/Frankfurt

SMUG1* Rabbit polyclonal SMUG1 Santa Cruz Biotechnology Heidelberg
antibody: (H-55): sc-98849

Lamin Mouse monoclonal Lamin B1 Santa Cruz Biotechnology Heidelberg
antibody (119D5-F1):
sc-56143

3-Aktin Mouse monoclonal RB-Aktin Santa Cruz Biotechnology Heidelberg
antibody (C4): sc-47778

Maus Goat anti-mouse IgG-HRP: Santa Cruz Biotechnology Heidelberg
sc-2005

Ziege Donkey anti-goat IgG-HRP: Santa Cruz Biotechnology Heidelberg

sc-2020
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Hase Goat anti-rabbit IgG-HRP: Santa Cruz Biotechnology Heidelberg
sc-2004

*Keiner der verwendeten SMUG1-Antikorper konnte das Protein spezifisch detektieren.

2.2 Methoden

2.2.1 Grundlegende Techniken zum Arbeiten mit Zellen

2.2.1.1 Kultivierung von Zellen
Das Arbeiten mit Zellkulturen erfolgte stets an einer Sterilbank und unter Verwendung steriler
Losungen. Kultiviert wurden die Zellen in Brutschranken bei 37°C, einem CO,-Anteil von 5 % und bei

einer Luftfeuchtigkeit von 99 %.

Das Medium zur Kultivierung der Zellen bestand aus DMEM-Medium, welches zusatzlich 2 mM
Pyruvat, 2 mM L-Glutamin, 100 U/ml Penicillin und 100 mg/| Streptomycin enthielt. Im Falle der
Zellen, die aus menschlichem Gewebe stammen, wurde dem Medium noch 10 % v/v FBS hinzugefugt,
wihrend das Medium fur die Maus-Embryo-Fibroblasten mit 15 % v/v FBS versetzt wurde. Dem
Medium zur Kultivierung von Hela-Zellen, die stabil mit dem pENTR/pSUPER+-Vektor transfiziert
worden waren, wurde Geneticin (1.100 pg/ml) zur Aufrechterhaltung des Selektionsdrucks
hinzugegeben, wahrend fiir die lentiviral transduzierten LN428-Glioblastoma-Zellen Puromycin (1

pg/ml) verwendet wurde.

Bei Erreichen von Konfluenz wurden die Zellen umgesetzt. Hierflir wurden die adharenten Zellen
zweimal mit PBSCMF gewaschen und mit Trypsin im Brutschrank bei 37°C bis zum Abldsen inkubiert.
AnschlieBend wurde das Trypsin durch Zugabe von Medium inaktiviert, die Zellen vereinzelt und

verdlinnt in eine neue Zellkulturflasche ausgestreut.

Gezahlt wurden die Zellen in einem Z2 Coulter® Particle Count and Size Analyzer (Beckmann Coulter
Inc., Fullerton, U.S.A.), wobei sie zuvor nach Ablésung vom Flaschenboden ordentlich in Medium

resuspendiert worden waren.

2.2.1.2 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Zum Einfrieren der Zellen wurden diese nach der Ablésung mit Trypsin in frischem Medium
aufgenommen. Nach Zentrifugation (1.000 x g, 5 min, 4°C) wurde das Zellpellet in DMSO-haltigem
(10 % v/v) Medium aufgenommen, vorsichtig resuspendiert und zu mehreren Aliquoten auf
Kryorohrchen verteilt. Das Einfrieren der Zellen erfolgte zunachst fiir 2 Stunden bei -20°C, bevor sie

Uber Nacht bei -80°C gelagert und schlieRlich in flissigem Stickstoff deponiert wurden.
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Zur Rekultivierung der tiefgefrorenen Zelllinien wurden diese bei 37°C im Wasserbad aufgetaut, in
kaltem Medium aufgenommen und zentrifugiert (1.000 x g, 5 min, 4°C). Das Zellpellet wurde in
Medium resuspendiert und in eine 25 cm?®-Zellkulturflasche tbertragen. Am darauf folgenden Tag

wurde das Medium gewechselt oder die Zellen bei Erreichen von Konfluenz passagiert.

2.2.1.3 Erstellung einer Wachstumskurve

Zur Erstellung einer Wachstumskurve wurden je Zelllinie und Zeitpunkt 5 x 10* Zellen in Triplikaten
pro Vertiefung in 6-Well-Platten ausgestreut und bis zum entsprechenden Zeitpunkt (24, 48, 72 und
96 Stunden) kultiviert, wobei nach 48 Stunden das Medium gewechselt wurde. Zum jeweiligen
Zeitpunkt wurden die Zellen abgeldst und ihre Anzahl mittels Z2 Coulter® Particle Count and Size

Analyzer bestimmt.

2.2.1.4 Kolonien-Bildungsféhigkeit nach UV-C Bestrahlung

Der Clonogenic Survival Assay untersucht die Fahigkeit der Zellen nach UV-C Bestrahlung Kolonien zu
bilden. Die Versuche wurden je Zelllinie und Bestrahlungsdauer in Triplikaten und in Geneticin-freiem
Zellkulturmedium durchgefiihrt. Es wurden 100 oder 120 Zellen pro Vertiefung in 6-Well-Platten
ausgestreut und fir 4 Stunden weiter im Brutschrank kultiviert. Nach sorgfaltiger Abnahme des
Mediums erfolgte die Bestrahlung der Zellen mit einer UV-C-Lampe (Wellenldange 254 nm), deren
Intensitat durch ein Metallgitter abgeschwacht wurde, fir 15, 30, 60, 120 und 240 Sekunden. Die
Strahlendosis wurde mittels UV Dosimeter (Dr. Grobel UV-Elektronik GmbH) als Energiedosis
bestimmt und betrug 50 nA. Die bestrahlten Zellen wurden mit frischem Medium versetzt und fir 10
— 14 Tage kultiviert, wobei alle 2 Tage das Medium ausgetauscht wurde. Bei den nicht-bestrahlten

Kontrollen wurde statt einer Bestrahlung lediglich das Kulturmedium gewechselt.

Zum Nachweis der Kolonien wurden die Zellen mit 0,9 % w/v NaCl-L6sung gewaschen, fur 10
Minuten in Methanol fixiert und mit 1:10 verdiinnter Giemsa-Stain-Losung (Sigma Aldrich) 10
Minuten lang gefarbt. Nach Waschen mit Wasser und Trocknung an der Luft bei Raumtemperatur

konnten die Kolonien gezahlt werden.

2.2.1.5 Analyse der Proliferation und/oder des Uberlebens von Zellen in Gegenwart eines APE-1-
Inhibitors

Der Test, ob der APE1-Inhibitor 7-Nitroindol-2-carboxylsaure (Alfa Aesar, Karlsruhe) die Proliferation

und/oder das Uberleben der HelLa-Zellen beeinflusst, erfolgte analog der Transfektion in Gegenwart

des Inhibitors, nur dass statt des Transfektionsmixes 700 pl Medium zu den Zellen hinzupipettiert

wurde (siehe Kapitel 2.2.1.6.1). Nach 24-stiindiger Inkubation im Brutschrank wurden die Zellen mit

Trypsin abgel6st und im Z2 Coulter® Particle Count and Size Analyzer gezahlt.
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2.2.1.6 Transfektion von Plasmid-DNA in Séiugetierzellen

2.2.1.6.1 Transfektion von Plasmid-DNA in menschliche Zellen

Zur Transfektion der Expressions-Vektoren wurde das Transfektions-Reagent Effectene® (Qiagen)
verwendet. Dazu wurden 5 — 7 x 10° Hela-Zellen, 5,5 x 10° MRC5-Zellen, 2 x 10° FB2-299-Zellen oder
4 x 10° LN428-Zellen in eine Vertiefung der 6-Well-Platte ausgestreut und deren Medium 16 Stunden
spater gegen 1,6 ml frisches, auf 37°C vorgewarmtes Zellkulturmedium ausgetauscht, wobei die
Zellen 70 — 80 % Konfluenz aufwiesen. Bei der Zubereitung des Transfektions-Mixes wurden 800 ng
Plasmid-DNA (in 5 — 8 ul Loésung) mit 92 pl EC-Puffer und 3,2 pl Enhancer vermischt, kurz gevortext
und fiir 2 — 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Zugabe von 4,5 pl Effectene®-Reagent
wurde die Probe erneut gevortext (10 Sekunden) und bei Raumtemperatur inkubiert (5 — 10
Minuten). Der Transfektions-Mix wurde nun mit 600 pl warmen Zellkulturmedium gemischt,
tropfenweise auf die Zellen gegeben und durch leichtes Schwenken verteilt. Die Zellen wurden bis

zum Abl6sen im Brutschrank bei 37°C kultiviert.

Zur Transfektion in Gegenwart des APE1-Inhibitors 7-Nitroindol-2-carboxysaure (NCA) wurden 7 — 8 x
10° Hela-Zellen ausgestreut. Das vor der Transfektion der Zellen ausgetauschte Medium enthielt in
diesem Falle NCA (gelost in Methanol, Stammkonzentration 50 mM), so dass nach Zugabe des
Transfektions-Mixes die entsprechende Endkonzentration (0 — 1.000 uM) in den 6-Well-Platten

erreicht wurde. Als Losungsmittelkontrolle wurde reines Methanol verwendet.

2.2.1.6.2 Transfektion von Plasmid-DNA in Maus-Embryo-Fibroblasten

Die Transfektion von Maus-Embryo-Fibroblasten (MEF) erfolgte mit dem Matra-A Reagent
(PromoCell GmbH, Heidelberg). Hierzu wurden 2 — 2,2 x 10° MEF in eine Vertiefung der 6-Well-
Platten ausgestreut. Nach 16 Stunden wurde ein Plasmid-Mix, der 800 ng des konstruierten pEGFP-
mODC-ZA-Vektors und 1.500 ng des pDsRed-Plasmids in 30 ul BEH-Puffer enthielt, mit 170 pul reinem
DMEM-Medium (ohne Phenolrot) und 3 pl Matra-A Reagent versetzt und fiir 15 Sekunden lang
gevortext. Nach 20-min(tiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde dem Mix noch 2 ml warmes
Kulturmedium hinzugegeben und das bisherige Kulturmedium der Zellen gegen diesen Transfektions-
Mix ausgetauscht. Die 6-Well-Platten wurden daraufhin auf (bereits vorgewdrmte) magnetische
Platten im Brutschrank platziert und fiir 20 Minuten bei 37°C inkubiert, wobei nach 10 Minuten die 6-
Well-Platte um 180° gedreht wurde, um eine homogene Transfektion zu erzielen. Nach Ablauf der
Zeit wurden die Magnetplatten entfernt und die Zellen, bis zur Fixierung mit Formaldehyd, 24

Stunden nach der Transfektion kultiviert.
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2.2.2 Grundlegende Methoden zum Arbeiten mit Bakterien

2.2.2.1 Herstellung ultra-kompetenter Bakterien

Der in 15 %-igem Glycerol tiefgefrorene Bakterienstamm E. coli scs-8 wurde mit einer Pipettenspitze
angekratzt und mit dieser in ein Greiner-Rohrchen mit 2 ml 2x LB-Medium inklusive Tetracyclin (20
pg/ml) Gberfiihrt. Die Bakterien wurden unter standigem Schiitteln (200 rpm, 25D Incubator Shaker)
bei 37°C Uber den Tag kultiviert und die gesamte Bakteriensuspension benutzt, um 125 ml
Tetracyclin-haltiges (20 pg/ml) SOB-Medium in einem Schikane-Kolben anzuimpfen. Die Bakterien
wurden bei Raumtemperatur unter Schiitteln (200 rpm, 25D Incubator Shaker) weiter kultiviert, bis
die Suspension einen ODgy von 0,6 erreichte (nach ca. 16 Stunden). Nun wurde die Kultur unter
leichtem Schitteln fir 10 Minuten auf Eis gestellt, bevor sie in 50 ml Greiner-Réhrchen zentrifugiert
wurde (1.800 x g, 10 min, 4°C). Nach Losung des Bakterienpellets in 40 ml eiskaltem TB-Puffer wurde
fir 10 Minuten auf Eis inkubiert und erneut zentrifugiert (1.800 x g, 10 min, 4°C). Die Bakterien
wurden in 10 ml eiskaltem TB-Puffer aufgenommen, die Suspension mit DMSO versetzt (7 % v/v) und
fir 10 Minuten auf dem Eis inkubiert. Aliquote (0,5 — 1 ml) wurden auf Kryoréhrchen verteilt, in
flissigem Stickstoff Schock gefroren und bei -80°C gelagert. Diese Prozedur zur Herstellung

kompetenter Bakterien wurde von Inoue beschrieben (Inoue, Nojima & Okayama, 1990).

2.2.2.2 Transformation

Zur Transformation kompetenter Bakterien wurden 5 pl Plasmid-DNA (50 pg — 5 ng), codierend fiir
ein Antibiotikum-Resistenz-vermittelndes Protein, zu 95 ul kompetenter Bakterien gegeben und nach
30-mindtiger Inkubation auf Eis fur exakt 90 Sekunden in ein 42°C warmes Wasserbad platziert. Nach
sofortigem Transfer der ReaktionsgefdfSe auf Eis wurden die Bakteriensuspensionen nach 1 — 2-
minttigem Abklhlen zu 600 ul 2x LB-Medium gegeben und fiir 45 — 60 Minuten bei 37°C geschuttelt
(200 rpm, 25D Incubator Shaker). Das Ausplattieren erfolgte mit 50 — 100 pl der transformierten
Bakteriensuspension auf Agarplatten (mit 30 pg/ml Kanamycin fir die Plasmide pDsRed-Monomer
N1, pEGFP-mODC-ZA und pENTR/pSUPER+), wobei die Bakterien mit Glas-Kugeln auf der Platte
verteilt wurden. Die invertierten Platten wurden bei 37°C inkubiert und die Kolonien am nachsten

Tag gezahlt.

2.2.2.3 Mini- und Mega-Prdparation von Plasmid-DNA

Zur Mini-Praparation wurde die in 15 % (v/v) Glycerol eingefrorene Bakterienkultur mit einer
Pipettenspitze angekratzt, die Spitze in ein 50 ml Greiner-Réhrchen mit 5 ml 1x LB-Medium (mit 30
pg/ml Kanamycin fir die Plasmide pDsRed-Monomer N1, pEGFP-mODC-ZA und pENTR/pSUPER+)
geworfen und die Bakterien fir 16 Stunden (liber Nacht) bei 37°C geschuttelt (200 rpm, 25D

Incubator Shaker). Die Isolierung der Plasmid-DNA erfolgte mit dem ZR Plasmid Miniprep " -Classic
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(Zymo Research) nach dem Protokoll des Herstellers, wobei 10 mM Tris-HCI (pH 8) zur Elution der

DNA verwendet wurde.

Zur Mega-Praparation wurde nach Transformation eines Nanogramms der Plasmid-DNA eine
Bakterien-Kolonie mit einer Pipettenspitze gepickt und diese samt Spitze in ein 50 ml Greiner-
Réhrchen mit 3 — 5 ml 1x LB-Medium (mit 30 pg/ml Kanamycin) Gberfiihrt. Nach 8-stiindiger
Inkubation bei 37°C unter stiandigem Schiitteln (200 rpm, 25D Incubator Shaker) wurde 1 — 2 ml
dieser Kultur in einen Schikane-Kolben mit 500 ml 1x LB-Medium (mit 30 ug/ml Kanamycin) gegeben
und fiir 16 Stunden (lber Nacht) bei 37°C weiter geschiittelt (200 rpm, 25D Incubator Shaker). Zur
Aufarbeitung der Plasmid-DNA wurde das Qiagen Plasmid Mega Kit (Qiagen) nach den Angaben des
Herstellers verwendet. Nach Zugabe des Neutralisierungspuffers wurde aber lediglich fir 5 — 10
Minuten auf Eis inkubiert und das Lysat anschlieRend filtriert (Rotilabo®-Faltenfilter), bevor es auf die
Sadule aufgetragen wurde. Zur Elution wurden nur 16 ml des Puffers QF benutzt und
dementsprechend wurde auch das Volumen an Isopropanol zur Fallung auf 14 ml angepasst. Nach
Zentrifugation wurde mit 15 ml eiskaltem Ethanol gewaschen und die Luft-getrockneten Pellets in 2 —

3 ml 10 mM Tris-HCI (pH 8) oder TE-Puffer gelbst.
2.2.3 Grundlegende Methoden zum Arbeiten mit DNA

2.2.3.1 Phenolextraktion der DNA

Zur Extraktion der DNA wurde die Losung mit einer 10 % w/v SDS-Losung versetzt, so dass die
Endkonzentration in den Proben 0,1 % w/v SDS betrug. Es wurde ein dem Probenvolumen
entsprechendes Volumen an Phenol hinzugegeben und die Probe auf dem Vortexer 30 Sekunden
lang gut durchmischt. Nach Zentrifugation (5.000 x g, 2,5 min, Raumtemperatur) wurde die wassrige
Phase vorsichtig in ein neues Reaktionsgefall Uberfiihrt. AnschlieBend wurde die Extraktion ein
weiteres Mal mit Phenol:Chloroform:lsoamyl (25:24:1) und nochmal mit Chloroform wiederholt,

bevor die DNA prazipitiert wurde.

2.2.3.2 Prdzipitation der DNA mit Isopropanol

Zur Prazipitation der DNA wurde der DNA-haltigen Losung ein Zehntel des Eigenvolumens an
Natriumacetat (3 M, ph 5,2) und gleiches Volumen an Isopropanol oder 2,5-faches Volumen an
Ethanol hinzugefligt. Nach 6 — 8-maligem Invertieren der Proben wurde zentrifugiert (14.000 x g, 30
min, 4°C), das erhaltene Pellet mit 1 ml 70 % Ethanol gewaschen und erneut zentrifugiert (14.000 x g,
20 min, 4°C). Der Uberstand wurde verworfen und das DNA-Pellet nach Verdunsten des Alkohols an

der Luft (5 —15 min) in BEH- oder TE-Puffer gelost.
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2.2.3.3 Spektrophotometrische Quantifizierung der DNA

Die dsDNA wurde spektrophotometrisch (Biowave S$2100 oder Nanodrop 2000) anhand der
Absorption bei 260 nm quantifiziert (1 u (unit) A260 entspricht 50 ng/ul dsDNA) und mittels Agarose-
Gelelektrophorese analysiert. Das Verhaltnis von A,g0/Asgo diente zur Bestimmung der Reinheit der
Proben und lag zwischen 1,8 und 2,0. DNA-Proben wurden bei -20°C oder -80°C gelagert und nach

dem Auftauen stets auf Eis verwahrt.

2.2.3.4 Isolierung der DNA aus Zellen

Um DNA aus den transfizierten Zellen zu isolieren, wurde das Medium der in den 6-Well-Platten
befindlichen Hela-Zellen abgenommen, zweimal mit PBSCMF gewaschen und 350 pl des RNase
enthaltenen Qiagen Resuspensions-Puffers (aus dem Qiagen Plasmid Mega Kit) hinzugegeben. Nach
einminUtiger Inkubation bei Raumtemperatur wurden 350 ul einer 1 % w/v SDS-Lésung in TE-Puffer
hinzu pipettiert und die Zellen durch auf- und abpipettieren lysiert. Die viskose Losung wurde mit
Proteinase K (100 pg/ml) versetzt und fur 2 — 3 Stunden bei 50°C inkubiert. AnschlieBend erfolgte die
Phenolextraktion der DNA wie bereits beschrieben (siehe Kapitel 2.2.3.1), jedoch ohne dass erneut
SDS zu den Proben gegeben wurde. Zur Prazipitation der DNA wurde das 2,5-fache Volumen an
absolutem Ethanol verwendet, bevor nach der Zentrifugation und dem 70 % Ethanol-Waschschritt
(siehe Kapitel 2.2.3.2) das luftgetrocknete Pellet in 250 pl Wasser aufgenommen und die
Konzentration der Proben nach Verdiinnung in Wasser (1:5) spektrophotometrisch bestimmt. Vor
Quantifizierung der DNA mittels Realtime quantitativer PCR (siehe Kapitel 2.2.5) wurden die Proben

auf 50 ng/ul mit Wasser verdiinnt.

2.2.3.5 Agarose-Gelelektrophorese der DNA

Zur Analyse der DNA wurden 0,8 — 1,8 % w/v Agarose-Gele in 1x TAE-Puffer, der auch als Laufpuffer
diente, verwendet. Bei der elektrophoretischen Trennung von Plasmid-DNA, die durch die T4 DNA
Ligase ligiert worden war, wurde das Agarose-Gel sowie der 1x TAE-Puffer mit 0,5 pg/ml
Ethidiumbromid versetzt. Die Anwesenheit von Ethidiumbromid im Gel ermoglicht es
eingeschnittenen Plasmiden nach erfolgreicher Ligation die kovalent-geschlossene DNA-Form
anzunehmen. Diese Prozedur wurde bei allen Gelelektrophoresen angewandt, bei denen die
konstruierten pEGFP-mODC-ZA-Vektoren, in die synthetische Oligonukleotide eingebaut worden
waren, eingesetzt wurden (siehe Kapitel 2.2.8). Die Proben wurden vor dem Auftragen mit 6x DNA-
Ladepuffer (mit oder ohne 0,1 % w/v SDS) versetzt, wobei die DNA-Marker von Thermo Scientific
(GeneRuler 100 bp (Plus) DNA ladder; GeneRuler 1 kb DNA ladder; Lambda DNA/HindIll Marker) oder
NEB (QuickLoad® 1 kb DNA ladder) als Langenstandard dienten. Die Gele liefen 45 — 60 Minuten bei
80 — 100 Volt, bevor sie in Ethidiumbromid-haltigem TAE-Puffer (0,5 pug/ml) fir 30 Minuten geférbt

wurden, sofern sie nicht selbst Ehidiumbromid enthielten. Nach kurzem Waschen in entionisiertem
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Wasser wurde ein Bild aufgenommen (Molecular Imager® Gel Doc™ XR+ oder Gel Doc 1000) und mit
der Software (Image Lab™ oder Molecular Analyst®) analysiert. Bei der quantitativen Auswertung
wurde darauf geachtet, dass das Fluoreszenz-Signal der Banden nicht gesattigt war. Extraktion der

DNA aus einem Agarose-Gel

Zur Isolierung der DNA aus einem 0,8 %-igen Agarose-Gel, wurde ein kleines Aliquot der DNA in eine
einzelne Tasche gefiillt, wahrend der restliche Ansatz in zwei bis drei vereinte Taschen pipettiert
wurde. Nach einstlindiger Elektrophorese bei 80 — 100 Volt wurde der Teil des Gels, der den
praparativen Ansatz enthielt separat in 1x TAE-Puffer gelegt, wahrend das restliche Gel nach 30-
minUtiger Farbung mit Ethidiumbromid analysiert wurde. Anhand der Laufweite der zu isolierenden
DNA-Bande in dem Aliquot konnte die entsprechende Bande aus dem praparativen, ungefarbten Gel

mit einem Skalpell ausgeschnitten und die DNA extrahiert werden.

Die Extraktion des doppelt-verdauten pENTR/pSUPER+-Plasmids erfolgte mit dem illustra GFX PCR
and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare, Freiburg). Es wurde nach dem Protokoll des Herstellers
verfahren, wobei die Zentrifugationsdauer jeweils erhoht und mit geringerer Geschwindigkeit
durchgefiihrt wurde (1 min, 6.000 x g). Nach Elution der DNA in 10 mM Tris-HCI (pH 8) erfolgte die
Konzentrationsbestimmung der extrahierten Plasmid-DNA mittels Gelelektrophorese unter

Zuhilfenahme von DNA-Markern bekannter Konzentration.

2.2.3.6 Behandlung von DNA-Lésungen mit RNase A

Sofern die per Mini- oder Mega-Praparation gewonnene DNA-LOsung nach elektrophoretischer
Analyse noch RNA-Kontaminationen aufwies, wurde eine RNase-Behandlung durchgefihrt. Hierflr
wurde die DNA-L6sung mit RNase A (Serva Electrophoresis GmbH) versetzt (100 pg/ml) und fir 30

Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
2.2.4 Grundlegende Methoden zum Arbeiten mit RNA

2.2.4.1 |Isolierung der RNA aus Zellen
Zur Isolierung der RNA aus den Zellen, wurde entweder das Zymo ZR RNA MiniPrep""—Kit (Zymo
Research) oder Direct-zol™ RNA MiniPrep-Kit (Zymo Research) verwendet und nach dem Protokoll

des Herstellers verfahren.

Das Zymo ZR RNA MiniPrepTM—Kit wurde eingesetzt, wenn die mRNA-Expression eines Transgens
quantifiziert werden sollte. Dieses Kit eignet sich gut zur enzymatischen Eliminierung von DNA-
Kontaminationen, wobei die DNase |-Behandlung der Proben entweder auf der Saule fir 2 — 3
Stunden bei Raumtemperatur oder in einem Reaktionsgefal} fiir 5 Minuten bei 37°C erfolgte. Die in

20 pl Nuklease-freiem Wasser eluierte RNA wurde mittels Agarose-Gelelektrophorese auf ihre
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Integritat Gberprift und bei Unversehrtheit in komplementdre DNA (cDNA) umgeschrieben (siehe
Kapitel 2.2.4.2 und 2.2.4.3). Bei unvollstandigem DNase I-Verdau wurde dieser ein weiteres Mal nach
dem Pipettierschema in Tabelle 2-1 durchgefiihrt. Die Inkubationszeit betrug 5 Minuten bei 37°C und
die Aufarbeitung der RNA erfolgte mit dem RNA Clean & Concentrator™-5 (Zymo Research),
wodurch das Elutionsvolumen minimiert werden konnte. Dabei wurde nach der generellen Prozedur
des beiliegenden Protokolls gearbeitet, wobei an Stelle der Zymo-Spin™ IC Kolonne die Zymo-Spin™
IIC Kolonne verwendet und die RNA mit 20 pl Nuklease-freiem Wasser eluiert wurde. Erneut wurde
zunachst die Unversehrtheit der RNA mittels Agarose-Gelelektrophorese untersucht, bevor die RNA

in cDNA umgeschrieben wurde.

Beim Direct-zol™ RNA MiniPrep-Kit wurde kein DNase-Verdau durchgefiihrt, da in diesem Falle die
isolierte RNA ausschlieBlich dafiir verwendet wurde, die mRNA-Expression des SMUG1-Gens zu
bestimmen. Die geringfligige Menge an DNA-Kontamination war hierfiir vernachldssigbar. Die
isolierte RNA wurde mit 50 pul DNase/RNase-freiem Wasser von der Saule eluiert, die Konzentration
mittels Nanodrop 2000 bestimmt und die Integritdit der RNA in einem Agarose-Gel Uberprift.

AnschlieBend erfolgte die reverse Transkription der RNA.

Tabelle 2-1 Pipettierschema zum DNase |-Verdau der aus Zellen isolierten RNA.

Reagent Volumen
RNA-L6sung 18 ul
Nuklease-freies H,0O 2 ul
10x Reaktionspuffer + MgCl, 2,5 ul
DNase | (1 u/ul) 2 ul
Ribolock™ RNase-Inhibitor (40 u/ul) 1l
Gesamt 25 ul

2.2.4.2 Denaturierende Agarose-Gelelektrophorese der RNA

Die Integritat der aus den Zellen isolierten RNA wurde anhand einer Agarose-Gelelektrophorese
untersucht. Hierfir wurde analog zu der Agarose-Gelelektrophorese der DNA verfahren (siehe
Kapitel 2.2.3.5). Zum Ansetzten des 1 % w/v Agarose-Gels und des einfachen TAE-Puffers wurde
jedoch DEPC-behandeltes Wasser verwendet und 3 pl der RNA-Proben wurden mit gleichem
Volumen an 2x RNA-Ladepuffer versetzt und fiir 5 — 10 Minuten bei 70°C denaturiert, bevor sie auf
das Gel aufgetragen wurden. Der Marker wurde ohne Erhitzen mit dem 2x RNA-Ladepuffer
vermischt. Da der Ladepuffer bereits Ethidiumbromid enthielt, konnte auf eine Farbung des

gesamten Gels verzichtet werden.
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2.2.4.3 Reverse Transkription der RNA

Die reverse Transkription der RNA in cDNA erfolgte mit dem RevertAid™ First Strand cDNA Synthese
Kit (Thermo Scientific) oder dem RevertAid™ H Minus First Strand cDNA Synthese Kit (Thermo
Scientific). Dabei wurde nach dem Protokoll des Herstellers verfahren, wobei 2 — 5 pl (ca. 1 pg) der
aus den Zellen isolierten RNA-L6sung als Template dienten und der Random-Hexamer-Primer zur

Amplifizierung verwendet wurde.

2.2.5 Realtime quantitative PCR (RT-qPCR)

Die Realtime quantitative PCR wurde einerseits verwendet, um die DNA-Level der transfizierten
Vektoren und die mRNA-Expression des Reporter-Gens (EGFP und DsRed-Monomer) zu erfassen, und
andererseits, um die Expression des SMUG1-Gens zu ermitteln. Die Analyse der aus den Zellen
isolierten DNA und der in cDNA umgeschriebene RNA erfolgte mit dem LightCycler 1.5 unter

Verwendung des LightCycler FastStart DNA Master™"®

SYBR Green | Kit (beide Roche Diagnostics,
Mannheim) und der in Tabelle 2-2 angegebenen Primern. Zur Amplifizierung wurde pro Reaktion 11
pl eines fir alle Reaktionen angesetzten LightCycler-Mixes (Tabelle 2-3) in die Kapillaren vorgelegt
und mit 1 pl Probenlésung versetzt. Nach Zentrifugation (600 x g, 2 min, Raumtemperatur) wurden
die Kapillaren in das Karussel des LightCyclers gesetzt und nach dem Programm in Tabelle 2-4 mit

den zu den Primern gehorigen Anlagerungs- und Messungs-Temperaturen (T,,, und T,¢,) inkubiert.

Tabelle 2-2 Primer zur Quantifizierung der mRNA-Expressions- und DNA-Level des pEGFP-mODC-ZA- und
pDsRed-Monomer N1-Plasmids mittels Realtime quantitativer PCR.

Primer-  Templat/ Position  Sequenz (5' = 3') Tan®  Tacq.  Produkt-
Paar Zieltranskript  und (°C)  (°C) lange
Strang
PEGFP1  pEGFP-mODC- 739 (+) CTGACCCTGAAGTTCATCTG 65 88 200 bp
ZA 938 (-) GTCTTGTAGTTGCCGTCGTC
pEGFP2  pEGFP-mODC- 1153 (+) GACCACTACCAGCAGAACAC 65 88 216 bp
ZA 1368 (-) GCCTGTGCTTCTGCTAGGAT
pDsRed pDsRed- 701 (+) TCAAGGAGTTCATGCAGTTC 65 88 239 bp
Monomer N1 939 (-) GAAGGACAGCTTCATGTAGT
SMUG1 SMUG1 348%* (+) CAACTACGTGACTCGCTACT 60 84 218 bp
565* (-) CACCACTCACTTCTGACTGT
GAPDH GAPDH 1221* (+) AAGAGCACAAGAGGAAGAGA 60 86 158 bp

1378* (-) TTATTGATGGTACATGACAAG

! T.nn = Temperatur zum Anlagern der Primer an das DNA-Template
2 Tacq = Temperatur zur Messung der Fluoreszenz
* = Position ausgehend vom ersten Exon der mRNA
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Tabelle 2-3 Pipettierschema des LightCycler-Mixes fiir die Amplifizierung.

Reagent Volumen fiir n
Reaktionen

Master Mix 12ulxnx1,1
Nuklease-freies H,0O 3,44 pulxnx1,1
MgCl, (25 mM) 0,36 ulxnx1,1
Primer + (2 uM) 3ulxnx1,1
Primer — (2 uM) B3ulxnx1,1
Gesamt 1lpulxnx1,1

Tabelle 2-4 Programm der Realtime quantitativen PCR (T,p, und Toeq sind in Tabelle 2-2 zu finden).

Schritt Temperatur Zeit Option Funktion

1 95°C 10 min Initielle Denaturierung

2 95°C 10s Denaturierung

3 Tann 10s Anlagern der
Primer

4 72°C 15s Extension

5 Tacq 5s zu 2, 28-32x  Fluoreszenz-Messung
am Ende des Cyclus

6 65°C > 95°C 10 min Erstellung der
Schmelzkurve

7 40°C 30s 20°C/s Abkihlung

Nach einer anfanglichen 10-minitigen Aktivierung des Enzyms bei 95°C bestand ein PCR-Zyklus aus
der Denaturierung, dem Anlagern der Primer an das Templat, der Extension der DNA-Strange bei
72°C und der Fluoreszenzmessung. Um die Spezifitdt der Primer zu untersuchen, wurde zum
Abschluss jeder RT-gPCR eine Schmelzkurve erstellt, bei der die Temperatur langsam von 65 auf 95°C
unter standiger Messung der Fluoreszenz erhéht wird. Anhand der einbrechenden Fluoreszenz bei
steigender Temperatur konnte die Dissoziation der gebildeten dsDNA-Produkte verfolgt werden. Das
Auftreten von nur einem PCR-Produkt bei einer fir die GrofRe des Produktes erwarteten
Schmelztemperatur bewies die Spezifitit der verwendeten Primer. Zur Quantifizierung der
amplifizierten Produkte wurde fiir jede PCR manuell Fluoreszenz-Grenzwerte festgelegt, bei denen
das Amplifizierungssignal gerade aus dem Hintergrund hervortritt. Die Zyklus-Nummer, bei der die
Fluoreszenz der jeweiligen Probe diesen Grenzwert Uberschreitet, bezeichnet man als Zyklus-
Grenzwert (C;). Zur Erstellung einer Standardkurve wurden die Konzentration einer
Verdinnungsreihe (5 ng/ul — 50 pg/ul, in Duplikaten) der aus den transfizierten Zellen isolierten DNA
logarithmisch gegen die C;-Werte aufgetragen. Anhand dieser lasst sich die Anzahl der Kopien der

Proben (DNA wie mRNA) relativ zu dem Standard berechnen. Ein RNA-Aliquot, welches vor der cDNA-
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Synthese entnommen wurde, diente in den PCR-Reaktionen zur Kontrolle der Abwesenheit von DNA-

Kontaminierungen der Proben.

Zur Bestimmung des Einflusses der DNA-Modifikation auf die DNA-Level des konstruierten pEGFP-
mMODC-ZA-Plasmids in den Host-Zellen, wurde die DNA-Menge relativ zu der DNA, die aus den mit
unmodifizierten Vektoren transfizierten Zellen isoliert worden war, bestimmt. Um die Expression der
MRNA des EGFP-Gens in Bezug zur vorhandenen Plasmid-DNA zu setzen, wurde die cDNA (um den
Faktor 10 — 200 mit Wasser verdiinnt) relativ zu DNA-Standards, die aus dem selben Aliquot der
transfizierten Zellen stammte, quantifiziert. Die erhaltenen DNA- und cDNA-Werte wurden in
Relation zu den Werten gesetzt, die aus der Quantifizierung der DNA und cDNA des pDsRed-
Monomer N1-Vektors (interne Referenz) der selben Probe resultierten. Dadurch konnten
Ungenauigkeiten, die sich aus unausgewogener Transfektionseffizienz, DNA- und RNA-Isolierung und

Reverser Transkription ergeben, korrigiert werden.

Zur Bestimmung der Expression des SMUG1-Gens und des House-Keeping GAPDH-Gens wurden die
cDNA-Proben aus den jeweiligen Zelllinien und Klonen (verdiinnt um den Faktor 100 — 1.000 mit
Wasser) relativ zu cDNA-Standards, die aus der Kontroll-Zelllinie stammte, quantifiziert. Anschliefend
erfolgte die Berechnung der Anzahl an Kopien der SMUG1 mRNA in Relation zur Expression des

House-Keeping Gens (GAPDH) der jeweiligen Probe.

2.2.6 Western Blot

Mit Hilfe des Western Blot wurde der Knockdown des UNG-, TDG- und des CSB-Gens in Hela-Zellen
Uberpruft. Zur Extraktion der Proteine aus den Zellen wurde RIPA-Puffer verwendet und die Protein-
Konzentration spektrophotometrisch mittels Bradford-Assay bestimmt. Nach elektrophoretischer
Auftrennung der Proteine anhand ihrer GroRe wurden diese auf eine Membran Ubertragen und

mittels spezifischer Antikdrper nachgewiesen.

2.2.6.1 Extraktion der Proteine aus den Zellen

Zur Isolierung der Proteine aus den Zellen, wurden diese auf Platten ausgestreut und fir weitere 16
bis 48 Stunden kultiviert. Vor Erreichen von Konfluenz wurde das Nahrmedium abgenommen und
nach 2-maligem Waschen mit PBSCMF wurden die Zellen mit RIPA-Puffer (kurz zuvor mit 1 mM PMSF
versetzt, gelost in Isopropanol) benetzt und geschwenkt, so dass die gesamte Oberflache in Kontakt
mit dem Puffer kam (ca. 0,2 ml RIPA-Puffer pro 50 cm” Oberfliche). Nach 15-minditiger Inkubation
auf Eis unter leichtem Schwenken wurden die adhdrenten Zellen mit Hilfe eines Zellschabers
abgekratzt, das Lysat in ein ReaktionsgefaR Gberfiihrt und 30 Minuten auf Eis inkubiert. Das Lysat
wurde fir kurze Zeit zentrifugiert (10.000 x g, 10 min, 4°C) und vorsichtig in ein neues Reaktionsgefald

Uberfiihrt. Ein kleines Aliquot wurde zur Bestimmung der Proteinkonzentration (siehe Kapitel 2.2.6.2)
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1:100 und 1:1.000 mit Wasser verdiinnt und bis zur Verwendung wenig spater auf Eis gehalten. Der
Rest der Probe wurde mit dem cOmplete mini Protease Inhibitor Cocktail (Roche Diagnostics,

Mannheim) nach Angaben des Herstellers versetzt und bei -80°C gelagert.

2.2.6.2 Bradford-Assay

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurden 800 pl der Proben (1:100 bis 1:1.000 in Wasser
verdiinnt) sowie einer Blindprobe, die aus Wasser bestand, mit 200 ul des Bio-Rad Protein Assay Dye
Reagents (Bio-Rad, Hercules, U.S.A.) vermischt. Nach 10-minutiger Inkubation bei Raumtemperatur
wurde die Absorption bei 595 nm gemessen (Biowave S2100 Spectrophotometer). Eine BSA-

Verdiinnungsreihe in Wasser (0,78 — 25 ng/ul) diente als Kalibriergerade.

2.2.6.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Auftrennung der Proteine nach ihrer GroR3e erfolgte in einer denaturierenden SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese nach Laemmli (Laemmli, 1970). Elektrophorese-Kammern, Glasplatten zum
GieRen der Gele und sonstiges Zubehor wurden von C.B.S. Scientific (Del Mar, U.S.A.) bezogen. Fir
das grolSe CSB-Protein (168 kDa) wurde ein Trenngel mit 10 % Acrylamid verwendet, wahrend fiir das
UNG1/2- und TDG-Protein ein 12 %-iges Gel Anwendung fand. Die Pipettierschemata zum GieRen der
Trenn- und Sammelgele sind aus Tabelle 2-5 zu entnehmen. Vor dem Auftragen auf das Gel wurden
die Proben mit 6x Ladepuffer versetzt und fiir 10 Minuten im Wasserbad gekocht. Zur Detektion der
Proteine wurde jeweils 3 pg (UNG1/2) oder 20 ug (TDG und CSB) Proteinextrakt aufgetragen und der
PageRuler Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific) als Marker verwendet. Die Elektrophorese
erfolgte in 1x Laufpuffer zunachst bei 80 Volt und wurde beim Ubergang der Proteine in das Trenngel
auf 200 Volt erhoht. Nach 1,5 — 2,5 Stunden konnte die Auftrennung gestoppt, das Sammelgel
abgetrennt und das Trenngel auf eine Nitro-Cellulose-Membran Ubertragen werden (siehe Kapitel

2.2.64).

Tabelle 2-5 Pipettierschema zum Ansetzen der Polyacrylamid-Gele fiir die SDS-PAGE.

Reagent 10 % 12% Sammel-
Trenngel Trenngel gel

H,0 3,85 ml 3,25 ml 6,85 ml
30 % Acrylamid-Mix 3,4 ml 4 ml 1,7 ml
1 M Tris-HCl pH 8,8 2,6 ml 2,6 ml -

1 M Tris-HCl pH 6,8 - - 1,3 ml
20 % SDS 50 ul 50 ul 50 ul
10 % Ammoniumpersulfat 100 pl 100 pl 100 ul
Tetramethylethylendiamin 4l 4 ul 10 ul

Gesamt (ca.) 10 ml 10 ml 10 ml
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2.2.6.4 Ubertragung der Proteine auf eine Tréigermembran (Blotting)

Der Transfer der Proteine aus dem SDS-Polyacrylamid-Trenngel auf eine Nitro-Cellulose-Membran
(Amersham Hybond-C Extra, GE Healthcare, Freiburg) erfolgte in der Mini Trans®-Blot Cell (Bio-Rad,
Hercules, U.S.A.) nach dem Protokoll des Herstellers. Dabei wurde das Blotting-Papier GBO03 von GE
Healthcare und der Transferpuffer (fir die UNG1/2- und TDG-Glykosylase) oder der SDS-haltige
Towbin-Puffer (zum Transfer des CSB-Proteins) verwendet. Nach einstindiger Elektrophorese bei 100
Volt wurde die Membran kurz mehrmals mit entionisiertem Wasser gewaschen und zur Kontrolle
eines erfolgreichen Transfers wurden die Proteine fiir 5 — 10 Minuten mit Ponceau-Rot angefarbt, bis
deutliche Banden sichtbar wurden. Nach vorsichtigem Waschen mit Wasser wurde ein Bild
aufgenommen woraufhin die Membran griindlich mit Wasser gewaschen wurde und fir die
nachfolgende Immundetektion (siehe Kapitel 2.2.6.5) zur Verfligung stand. Das Gel wurde zur
Uberpriifung des vollstindigen Transfers der Proteine in einer Coomassie Brilliant Blue-Lésung
gefarbt und nach einstiindigem Schiitteln (Labnet Orbit™ LS, Labnet International Inc., Edison, U.S.A.)
bei Raumtemperatur mit Wasser gewaschen. Zur Entfernung der unspezifischen Blaufarbung des
Gels wurde dieses mit Entfarbelosung versetzt und erneut geschiittelt. Die Entfarbeldsung wurde
nach einer Stunde erneuert und das Gel fiir weitere 16 Stunden bis zur vollstandigen Entfarbung

inkubiert. Nach kurzem Waschen in Wasser konnte ein Bild aufgenommen werden.

2.2.6.5 Immundetektion

Vor dem spezifischen Nachweis der Proteine wurde die Membran zur Absattigung freier
Bindungsstellen mit einer Blocking-Lésung (5 % w/v BSA in 0,1 % v/v TBST) versetzt und fir eine
Stunde bei Raumtemperatur geschittelt. Nach dem Waschvorgang mit 0,5 % v/v TBST, der aus zwei
kurzen Waschschritten und drei langeren Inkubationen (15, 10 und 5 Minuten) unter Schitteln
bestand, wurde der primare Antikorper in 0,1 % v/v TBST (mit 1 % w/v BSA) auf die Membran
gegeben (Tabelle 2-6) und fiir 16 Stunden (Uber Nacht) bei 4°C geschittelt. Nach erneutem
Waschgang, analog zum vorherigen Schema, wurde die Membran mit dem sekundaren Antikérper in
0,1 % v/v TBST (mit 1 % w/v BSA) fur 1 Stunde bei Raumtemperatur geschwenkt. Die Waschschritte
wurden wiederholt, bevor die Membran ein letztes Mal kurz mit 0,1 % TBST gewaschen wurde. Als
Kontrolle, dass in jeder Spur gleiche Proteinmengen aufgetragen worden waren, wurden Antikorper
gegen R-Aktin und Lamin eingesetzt (Tabelle 2-6). Der R-Aktin-Antikdrper wurde zusammen mit dem
primdren UNG1/2-Antikérper in einer Inkubationslésung verwendet oder fand beim Nachweis des
TDG- bzw. CSB-Proteins erst nach Teilung der Membran auf Hohe von ca. 50 bzw. 70 kDa
ausschlieBlich flr die Halfte Anwendung, welche die Proteine mit niedriger Masse enthélt. Im Falle
von Lamin wurde zuerst TDG detektiert, bevor die Membran der Immunodetektion des Lamins

unterworfen wurde.



Material und Methoden 42

Zur Detektion des sekundaren Antikdrpers wurde in einer Dunkelammer gearbeitet. Es wurden 0,5
ml des Luminol-Reagenz mit 0,5 ml des Oxidations-Reagenz (Western Lightning®-ECL, Perkin Elmer,
Waltham, U.S.A.) vermischt und gleichmaBig auf der Membran verteilt. Nach 5-mintiger Inkubation
wurde die Membran nach Abtropfen der lberschiissigen Fllssigkeit in Frischhaltefolie eingewickelt
und mit der Proteinseite Richtung Photofilmpapier (Amersham Hyperfilm™ ECL, GE Healthcare,
Freiburg) in eine Entwicklerkassette fir 1 — 12 Minuten gelegt. Der Photofilm wurde entwickelt
(lIford Multigrad Developer, HARMAN technology Limited, Mobberley, England), fixiert (lliford Rapid
Fixer, HARMAN technology Limited, Mobberley, England), in entionisertem Wasser gewaschen und
letzten Endes ein Bild aufgenommen (Molecular Imager® Gel Doc™ XR+). Die Auswertung der

Bandenintensitaten erfolgte mit der Image Lab™-Software.

Tabelle 2-6 Primdre und sekunddre Antikérper zum Nachweis des UNG1/2-, SMUG1, TDG- und CSB-Proteins
sowie des [3-Actins und Lamins als Lade-Kontrolle.

Ziel Primarer Antikorper Optimale Sekundarer Optimale
Verdiinnung  Antikorper Verdiinnung

UNG1/2 Mouse monoclonal UNG 1:2.000 Goat anti-mouse 1:5.000
antibody: clone 2C12 IgG-HRP: sc-2005

CsB Rabbit polyclonal CSB/ERCC6 1:2.000 Goat anti-rabbit 1:1.000
antibody: A301-354A IgG-HRP: sc-2004

TDG Rabbit polyclonal TDG 1:100.000 Goat anti-rabbit 1:2.000
antibody: PA5-29140 IgG-HRP: sc-2004

SMUG1*  Rabbit polyclonal SMUG1 - Goat anti-rabbit -
antibody: 312730 IgG-HRP: sc-2004

SMUG1*  Goat polyclonal SMUG1 - Donkey anti-goat -
antibody: TA302931 IgG-HRP: sc-2020

SMUG1* Rabbit polyclonal SMUG1 - Goat anti-rabbit -
antibody: (H-55): sc-98849 IgG-HRP: sc-2004

Lamin Mouse monoclonal Lamin B1 1:200 Goat anti-mouse 1:1.000
antibody (119D5-F1): IgG-HRP: sc-2005
sc-56143

R-Aktin Mouse monoclonal B-Aktin 1:1.000 Goat anti-mouse 1:5.000

antibody (C4): sc-47778

IgG-HRP: sc-2005

*Keiner der verwendeten SMUG1-Antikérper konnte das Protein spezifisch detektieren.

2.2.7 Stabiler Knockdown des UNG-, SMUG1-, TDG und CSB-Gens in HelLa-Zellen mittels short
hairpin RNA

Zur Stilllegung der Expression des gewlinschten Gens in HelLa-Zellen wurde ein Vektor-basiertes short

hairpin RNA (shRNA)-Expressions-System, welches im Stande ist RNA-Interferenz in lebenden Zellen

zu induzieren, verwendet. Der gewdhlte pENTR/pSUPER+-Vektor (pEpS+) basiert auf dem pSUPER-
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Plasmid (Brummelkamp, Bernards & Agami, 2002), der zur Expression der shRNA unter der Kontrolle
des H1-Promotors entwickelt wurde. Potente shRNA-Sequenzen fiir beide Gene wurden Uber
verschiedene Algorithmen und Datenbanken (siRNA-Wizard 3.1 (Invivogen), Eurofins MWG Operon,
MISSION® shRNA (Sigma-Aldrich), Oligoengine) und bereits in der Literatur beschriebenen Sequenzen
erhalten. Es wurden zwei (UNG1/2 und CSB) bis drei (SMUG1 und TDG) spezifische shRNA-Sequenzen
zur Herunterregulation eines Gens eingesetzt, von denen jedoch im Folgenden nur diejenigen
aufgelistet sind, die den effizientesten Knockdown in den Zellen bedingten. Eine Ubersicht {iber alle
verwendeten shRNA-Sequenzen mit Quellenangaben ist im Anhang zu finden (siehe Appendix 1).
Durch Zusammenlagern und Phosphorylierung zweier synthetischer 64-mer Oligonukleotide wurden
die spezifischen shRNA-Inserts konstruiert, die in den Expressions-Vektor pENTR/pSUPER+ kloniert
wurden und fir die UNG1/2-, SMUG1-, TDG- oder CSB-spezifische shRNA codieren (Abbildung 2-1).
Die Klonierung erfolgte zwischen der Bglll- und HindllI-Schnittstelle und die Dephosphorylierung des
linearisierten Vektors durch die Antarctic Phosphatase sollte eine Religation des doppelt-verdauten

Plasmids, in die kein shRNA-Insert eingebaut wurde, in den transformierten Bakterien erschweren.

Die erhaltenen pENTR/pSUPER+-Vektoren mit den eingebauten shRNA-Inserts wurden zusammen
mit pcDNA3, der eine Geneticin (G418)-Resistenz enthilt, in HelLa-Zellen transfiziert. Nach einigen
Wochen unter Selektionsdruck wurden Zellextrakte aus den Klonen gewonnen und auf die

Expression des Ziel-Gens mittels Western Blot oder RTg-PCR untersucht.

T
O
—> (@ ) ——— (g: ) —
Bglll und Hindlll Antarctic -
Phosphatase o)
PENTR/pSUPER+
T4 DNA Ligase ~— ( 2 )
z @
-5 — =
2 = 90°C E:)

+ PNK

Abbildung 2-1 Einbau des shRNA-Inserts in den pENTR/pSUPER+-Vektor. Nach dem doppelten Verdau des
PENTR/pSUPER+-Plasmids mit den Endonukleasen Bglll und Hindlll und anschlieffender Dephosphorylierung
durch die Antarctic Phosphatase wurden die zusammengelagerten und durch die Polynukleotidkinase (PNK)
phosphorylierten shRNA-codierenden DNA-Oligonukleotide in den Vektor ligiert (T4 DNA Ligase).
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2.2.7.1 Klonierung der spezifischen shRNA-Sequenzen in den shRNA-Expressions-Vektor
PENTR/pSUPER+

2.2.7.1.1 Zusammenlagern synthetischer Oligonukleotide zum shRNA-Insert

Zur Konstruktion der shRNA-Inserts, die in den shRNA-Expressions-Vektor pENTR/pSUPER+
hineinkloniert werden sollten und fur die UNG1/2-, SMUG1-, TDG- oder CSB-spezifische shRNA
codieren, wurden zwei 64-nt oder 65-nt grolle, komplementdre DNA-Oligonukleotide (Tabelle 2-7)
zusammengelagert und phosphoryliert. Dazu wurden die Oligonukleotide in TE-Puffer geldst (200
MM) und in einem zweiten Schritt mit Wasser verdiinnt (20 uM). Zur Zusammenlagerung und
Phosphorylierung der beiden Oligonukleotide (Forward und Reverse) wurden je 150 pmol DNA in
Reaktionsansatzen zu je 50 pl (1x T4 DNA Ligase-Puffer) mit 5 u der T4 Polynukleotidkinase versetzt

(Tabelle 2-8 ) und nach dem Programm in Tabelle 2-9 inkubiert.

Tabelle 2-7 Oligonukleotide zur Konstruktion der UNG1/2-, SMUG1-, TDG- und CSB-Knockdown spezifischen
shRNA-Inserts. Aufgelistet sind nur die shRNA-Sequenzen mit denen der effizienteste Knockdown in den Zellen
erzielt wurde.

shRNA-Insert Oligonukleotid Sequenz (5’ - 3’)
UNGsh Forward GATCCCCGGGACAGGATCCATATCATTTCAAGAGAATG
ATATGGATCCTGTCCCTTTTTGGAAA
Reverse AGCTTTTCCAAAAAGGGACAGGATCCATATCATTCTCT
TGAAATGATATGGATCCTGTCCCGGG
CSBsh Forward GATCCCCGGAAGAAGCAAGGTTGTAATTCAAGAGATTA
CAACCTTGCTTCTTCCTTTTTGGAAA
Reverse AGCTTTTCCAAAAAGGAAGAAGCAAGGTTGTAATCTCT
TGAATTACAACCTTGCTTCTTCCGGG
TDGsh Forward GATCCGGGAACGAAATATGGACGTTCAACTCGAGTTGA
ACGTCCATATTTCGTTCTTTTTGGAAA
Reverse AGCTTTTCCAAAAAGAACGAAATATGGACGTTCAACTC
GAGTTGAACGTCCATATTTCGTTCCCG
SMUG1sh Forward GATCCGGCCAAGACAAAGCATGGGACATCTCGAGATGT
CCCATGCTTTGTCTTGGTTTTTGGAAA
Reverse AGCTTTTCCAAAAACCAAGACAAAGCATGGGACATCTC

GAGATGTCCCATGCTTTGTCTTGGCCG

Tabelle 2-8 Pipettierschema zur Konstruktion der shRNA-Inserts.

Substanz Volumen Endkonzentration
H,0 30,0 ul

Oligonukleotid Forward (20 uM) 7,5 ul 3 uM
Oligonukleotid Reverse (20 uM) 7,5 ul 3 uM

10x T4 DNA Ligase-Puffer 5,0 ul 1x

T4 Polynukleotidkinase (10 u/ul) 0,5 u 0,1 u/ul

Gesamt 50,0 ul
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Tabelle 2-9 Programm zur Konstruktion der shRNA-Inserts.

Schritt Temperatur Zeit Option

1 4°C oo

2 37°C 30 min

3 80°C 10 min

4 90°C 4 min

5 70°C 10 min

6 37°C 1 min Rate 0,1°C/s
7 4°C oo

2.2.7.1.2 Doppelverdau des shRNA-Expressions-Vektors

Zur Vorbereitung auf den Einbau der shRNA-Inserts in den pENTR/pSUPER+-Vektor, wurde dieser mit
Hilfe der Restriktions-Endonukleasen Hindlll und Bglll linearisiert und durch Zugabe der Antarctic
Phosphatase dephosphoryliert. Zunachst wurden drei Reaktionsansatze (ohne Enzym, Hindlll und
Bglll) zusammenpipettiert (Tabelle 2-10), welche dann weiter aufgeteilt wurden (Tabelle 2-11), bevor
das Programm des Verdaus gestartet werden konnte (Tabelle 2-12). Die Reaktion erfolgte in 2x
Tango-Puffer und einer Konzentration an pENTR/pSUPER+ von 24 ng/ul. Pro einem pg Plasmid-DNA
wurden 20 u Hindlll und 50 u Bglll verwendet. Ein Ansatz, bei dem pENTR/pSUPER+ nur mit einem
der beiden Enzyme (Hindlll oder Bglll) inkubiert wurde, diente zur Kontrolle des jeweiligen Verdaus.
Nach Inaktivierung von Hindlll (20 Minuten bei 65°C) wurde der Doppelverdau noch mit Antarctic
Phosphatase (10 u/ug Plasmid-DNA) und entsprechendem Puffer versetzt (Tabelle 2-13) und weiter
nach Tabelle 2-12 inkubiert.

Zur Analyse des Verdaus und zur Isolierung des doppelt-verdauten Vektors wurden die Proben
elektrophoretisch aufgetrennt. Dazu wurden die Proben nach erfolgter Reaktion mit 6x DNA-
Ladepuffer, der 1 % w/v SDS zum Inaktivieren des hitzestabilen Bglll enthielt, versetzt und auf ein 0,8
%-iges Agarose-Gel aufgetragen. Die Extraktion der DNA aus dem Gel erfolgte mit dem illustra GFX

PCR and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare, Freiburg) wie in Kapitel 2.2.3.5 beschrieben.

Tabelle 2-10 Pipettierschema zum Doppelverdau des pENTR/pSUPER+-Vektors durch die Restriktions-
Endonukleasen Bglil und Hindlll.

Substanz Ohne Enzym  Hindlll Bglll
H,O 24,6 ul 55,1 ul 37,5 ul
PENTR/pSUPER+ (130 ng/ul) 7,4 ul 18,5 pl 18,5 pl
10x Tango-Puffer 8,0 ul 20,0 ul 20,0 ul
Hindlll (15 u/pl) - 6,4 pl -
Bglll (10 u/pl) - - 24,0 pl

Gesamt 40 ul 100 pl 100 pl
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Tabelle 2-11 Aufteilung der Bglll- und Hindlll-Ansdtze.

Ansatz Hindlll/Bglll  Hindlll Bglil Ohne
Enzym
Ohne Enzym - 10 ul 10 ul 20 ul
Hindlll 90 ul 10 pl - -
Bglll 90 pl - 10 ul -
Gesamt 180 pl 20 ul 20 ul 20 ul

Tabelle 2-12 Programm zum Doppelverdau des pENTR/pSUPER+-Vektors durch die Endonukleasen Bglll und

Hindlll.
Schritt Temperatur Zeit Option
1 4°C oo
2 37°C 2h
3 65°C 20 min
4 4°C oo Zugabe Antarctic
Phosphatase
5 37°C 30 min
6 65°C 5 min
7 4°C oo

Tabelle 2-13 Pipettierschema zur Dephosphorylierung des doppelt-verdauten pENTR/pSUPER+-Vektors durch

die Antarctic Phosphatase.

Substanz Volumen End-

(ul) konzentration
Bglll/HindllI-verdauter pENTR/pSUPER+ 180,0
H,0 0,4
Antarctic Phosphatase Puffer 10x 21,0 1x
Antarctic Phosphatase (5 u/pl) 8,6 10 u/pg
Gesamt 210,0

2.2.7.1.3 Einbau des shRNA-Inserts in den doppelt-verdauten shRNA-Expressions-Vektor

Die Ligation des doppelstranging