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1. Einleitung und theoretischer Hintergrund

1.1 OGG1: Vom Reparaturenzym zum epigenetischen Regulator

Die Integritat der DNA ist wichtig, um eine stabile Vererbung sicherzustellen. Allerdings ist
die Stabilitat des Erbguts taglich durch exogene und endogene Faktoren bedroht. Die Gruppe
der exogenen Noxen ist sehr vielfdltig und umfasst neben Industriechemikalien (z.B.
Benzo[a]pyren), Naturstoffen (z.B. Aflatoxin B1) und Arzneistoffen (z.B. Temozolomid) auch
verschiedenen Formen der Strahlung (z.B. UV- oder lonisierende Strahlung) (Christmann et

al., 2016)(Eaton und Gallagher, 1994)(Roos, 2014)(Murphy, 1975).

Daneben stellen auch endogene Stoffe eine Gefahr fiir die Integritdt des humanen Genoms
dar, indem sie zu Oxidation, Hydrolyse oder Methylierung der DNA-Basen oder des DNA-
Riickgrats fuhren (Lindahl, 1993). Eine besondere Rolle kommt dabei reaktiven
Sauerstoffspezies (ROS) zu. Durch sie verursachte DNA-Basenmodifikationen kdnnen in eine
Mutation konvertiert werden und letztendlich Krebs auslosen. Aus diesem Grund ist es
wichtig, solche DNA-Basenmodifikationen rasch und fehlerfrei zu entfernen. Die haufigste
DNA-Basenmodifikation ist 7,8-Dihydro-8-Oxoguanin (8-oxoG), das sehr effizient erkannt
und aus der DNA entfernt werden kann. Den wichtigsten Reparaturweg stellt die durch 8-

Oxoguaninglycosylase 1 (OGG1) vermittelte Basenexzisionsreparatur (BER) dar.

Bis in die 2000er Jahre wurden die Schadensdetektion und -entfernung als Hauptaufgabe
dieses Enzyms angesehen. Dies danderte sich allerdings mit der Publikation von Mabley et al.
(2005). Darin wurde beschrieben, dass OGG1-defiziente Mause weniger ausgepragte
inflammatorische Reaktionen zeigen als Kontrolltiere. Mit der bis dato publizierten Rolle von
OGG1 als BER-Enzym lieRen sich diese Befunde jedoch nicht erkldaren. In der Folgezeit
veroffentlichten weitere Forschergruppen unterschiedliche Mechanismen, um die Rolle der
Glykosylase an der Transkriptionsinitiation zu erklaren. Nach der einen Theorie flihrt dies im
Zuge einer BER mit der Induktion eines Einzelstrangbruchs zum Chromatinremodelling. Nach
einer anderen Theorie fiihrt die bei der BER herausgeschnittene freie Base 8-oxoGua als
Guanosin-Exchange Factor (GEF) zur Aktivierung von kleinen GTPasen, die dann die

Signaltransduktion im Cytoplasma beeinflussen.
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In der vorliegenden Arbeit wird die Rolle von OGG1 bei der TGFp-vermittelten Epithelial-
mesenchymalen Transition (EMT) untersucht. Die EMT stellt einen komplexen
Differenzierungsprozess dar. Zwei typische Endpunkte, - die Induktion eines G1-Arrestes und
die Veranderung der extrazellularen Matrix (ECM) - wurden genauer betrachtet. In den

folgenden Abschnitten werden nun die Grundlagen der Arbeitshypothese naher ausgefiihrt.

1.2 Reaktive Sauerstoffspezies (ROS)

1.2.1 DNA-Basenmodifikationen durch Reaktive Sauerstoffspezies (ROS)

Bei der Induktion von DNA-Basenmodifikationen kommen ROS eine besondere Bedeutung zu
(Lindahl, 1993). Unter der Bezeichnung ROS werden stabile Verbindungen
(Wasserstoffperoxid), Radikale (z.B. Superoxid-Anion (O2") oder Hydroxylradikal (OH-)) und
Singulett-Sauerstoff zusammengefasst, die aus der sequentiellen Reduktion von Sauerstoff
hervorgehen (Halliwell, 2005). Wie in Abb. 1.1 dargestellt, verlauft die Reaktion ausgehend
von Sauerstoff Uber mehrere instabile Zwischenstufen (Superoxid-Anion, Wasserstoffperoxid

und Hydroxylradikal) zu Wasser.

e e+ 2 H e+ H' e+
0, — —— 0, — L H0, . 0 — , HO
-H,0

Abb. 1.1 Entstehung von ROS.

ROS entstehen zum einen als Folge von endogenen Prozessen und zum anderen aus
exogenen Quellen. Endogen entstehen ROS u.a. als Nebenprodukt der mitochondrialen
Atmungskette, bei der Immunabwehr und bei der Lipidperoxidation. Exogen werden ROS
durch Umweltgifte (z.B. Pestizide), Zigarettenrauch oder Strahlung generiert (Jablonska-

Trypuc et al., 2017).

Das Superoxidanionradikal stellt das erste Zwischenprodukt bei der Reduktion von
Sauerstoff zu Wasser dar. In wassriger Losung und neutralem pH-Wert zerfallt es spontan zu
Wasserstoffperoxid und Sauerstoff. Zusatzlich kann diese radikalische Zwischenstufe durch

das Enzym Superoxiddismutase (SOD) detoxifiziert werden (Fridovich et al., 1995).

Wasserstoffperoxid, das bei der Reduktion von Sauerstoff ebenfalls gebildet wird, ist zwar

reaktionstrage, aber sehr stabil. Zudem kann es Zellmembranen Uberwinden (Bienert et al.,
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2006). Im Zusammenspiel mit Ubergangsmetallen kann durch die Fenton-Reaktion bzw.
Haber-Weiss-Reaktion, die in Abb. 1.2 dargestellt ist, das sehr reaktive Hydroxylradikal
entstehen (Halliwell, 1996).

027+ Fe¥ > 0, + Fe?*
Fe?* + H,0, = OH- + OH" + Fe3* (Fenton-Reaktion)

027+ H,0, = OH- + OH" + O, (Haber-Weiss-Reaktion)

Abb. 1.2 Metallkatalysierte Entstehung von Hydroxylradikalen.

Wasserstoffperoxid kann, wie in Abb. 1.3 dargestellt, durch zwei Detoxifizierungssysteme
abgebaut werden. Neben dem Abbau, der durch das Enzym Katalase katalysiert wird,
existiert mit dem Glutathion-Peroxidase-System ein weiterer Abbauweg (Gaetani et al.,

1989).

ot H,0 +% 0,
(C

H,0, ﬁG" Yeat,

2 G5H

Glutathion- H,0
Reduktase
2 G55G
Abb. 1.3 Enzymatischer Abbau von H,0.

Das bereits erwdhnte Hydroxylradikal stellt zwar mit einer Halbwertszeit von 10 eine sehr
kurzlebige Verbindung dar, so dass keine enzymatische Detoxifizierung moglich ist. Aufgrund
der hohen Mobilitat von Wasserstoffperoxid kann das OH-Radikal aber nahezu uberall
gebildet werden und mit allen Makromolekiilen (Nukleinsduren, Lipide und Proteine) in
seiner unmittelbaren Umgebung reagieren. Durch die Reaktion mit DNA werden Einzel- und
Doppelstrangbriiche induziert (Halliwell und Aruoma, 1991).

ROS sind zwar teilweise recht kurzlebig, aber als starke Elektrophile in der Lage, mit

biologischen Makromolekilen zu reagieren. Dadurch tragen sie zur Kanzerogenese,
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inflammatorischen Prozessen und degenerativen Erkrankungen bei (Helfinger und Schroder

et al., 2018)(Hogg, 1998)(Niedzilska et al., 2016).

Daneben sind ROS aber vermutlich auch an der Signaltransduktion beteiligt. So ist unter
anderem die Entstehung von ROS im Rahmen der EMT gut bekannt (Herrera et al.,
2001)(Kim et al., 2006)(Zhang et al., 2010)(Ishikawa et al., 2014)(Kim et al., 2017). Als ROS-
Quelle werden NADPH-Oxidasen (z.B. NOX4) diskutiert (Carmona-Cuenca et al., 2008) Die

exakte Rolle von ROS in der Signallibertragung ist allerdings unklar.

Zudem ist bekannt, dass H;0, eine wichtige Rolle bei der Initiation der Transkription
zukommt, da ausgehend von oxidativen DNA-Basenmodifikationen eine partielle BER das
Chromatin fir die Transkriptionsmaschinerie zuganglich macht (Perillo et al., 2008)(Amente

et al., 2010).

Aufgrund der ambivalenten Rolle von ROS ist es somit flir Organismen wichtig, eine
Homoostase zwischen ROS-Bildung und ROS-Abbau aufrechtzuerhalten. Eine Dysbalance

zugunsten der Bildung wird als oxidativer Stress bezeichnet (Sies, 1991).

1.3 Oxidative DNA-Basenmodifikationen und BER

1.3.1 Oxidative DNA Basenmodifikation

Oxidative Basenmodifikationen entstehen durch den Angriff von ROS auf das Zucker-
Phosphat-Riickgrat der DNA oder die Basen. Dies hat unterschiedliche Basenmodifikationen,
AP-Lasionen, Einzel- und Doppelstrangbriichen oder DNA-Crosslinks zur Folge (Halliwell und
Aruoma, 1991). Eine Ubersicht einiger DNA-Basenmodifikationen ist in Abb. 1.4 dargestellt.
Die Gesamtzahl oxidativer Lisionen wird dabei auf 10* pro Tag und Zelle geschitzt (Lindahl,
1993). Aufgrund ihres geringen Redoxpotentials wird besonders haufig die Base Guanin

durch Elektrophile verandert (Cadet, 1999).
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Abb. 1.4. Oxidative Guanin-Modifikationen.

1.3.2 8-Oxo-guanin - die haufigste oxidativ gebildete DNA-Basenmodifikation

Als haufigste oxidative Guaninmodifikation entsteht 8-oxoG. Aber auch 2,6-Diamino-4-
hydroxy-5-formamidopyrimidine (FapyG) kann durch einen oxidativen Angriff auf Guanin
gebildet werden. Neben den bereits genannten existieren aber ca. noch 20 weitere

Oxidationsprodukte von Guanin (Neeley und Essigmann, 2006).

8-0x0G entsteht durch die ROS-vermittelte Oxidation von Guanin am Kohlenstoff 8 (Kanvah
et al., 2010). Es liegt in mehreren tautomeren Formen vor (McAuley-Hecht et al., 1994).
Obwohl 8-0xo0G eine recht stabile DNA Basenmodifikation darstellt, kann es weiter oxidiert
werden. Dabei entstehen die Hydantoin-Ldsionen Guanidinhydantoin (Gh) und
Spiroiminodihydantoin (Sp), die in Abb. 1.4 dargestellt sind.

8-0x0G kann, wie Guanin, eine Basenpaarung mit Cytosin eingehen, dariber hinaus ist es
aber auch eine Hoogsten-Basenpaarung mit Adenin moglich, indem es das
Basenpaarungspotential von Thymin nachahmt (Shibutani et al., 1991). Um dies zu

ermoglichen, wechselt 8-oxoG von der anti- in die syn-Konformation (McCauley et al., 2018).

Die Fehlpaarung mit Adenin verdndert die DNA-Helix sterisch nur wenig und entgeht
dadurch der Proofreadingfunktion der DNA-Polymerasen. Persistiert die Fehlpaarung, tGber
den nachsten Replikationszyklus hinaus, so verursacht dies eine G:C->T:A-Transversion

(Grollman und Moriya, 1993).
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Abb. 1.5 Umwandlung der pramutagenen Basenmodifikation 8-oxoG in eine Mutation und maogliche

Reparaturmechanismen. (Beard et al., 2010, verdndert)

Dadurch wird die pramutagene DNA-L3sion in eine Mutation konvertiert (vgl. Abb. 1.5)
(McAuley-Hecht et al., 1994). Die Spiegel von 8-0xoG konnen als Biomarker fiir das Ausmafd
von oxidativem Stress verwendet werden und sind dariiber hinaus Risikofaktor fiir diverse

Krankheiten (z.B. Krebs) (Valavanidis et al., 2009).

Neben der Schadigung von Guanin in der DNA, kann es durch ROS auch zur Schadigung von
dGTPs im zellularen Nukleotidpool kommen. Bei der Replikation kann es vorkommen, dass
gegenlber der Base Adenin zufallig ein 8-oxoG eingebaut wird (Batra et al., 2010). Aufgrund
der geringen sterischen Veranderung gegeniber der normalen Basenpaarung, kann es in

einer weiteren Replikation so zu einer A:T nach C:G-Transversion kommen (vgl. Abb. 1.6).

ROS
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dGTP ——— 8-0x0GTP ———— 8-0x0GMP + PP,

DNA- DNA- DNA-
—— A ——  Replikation —— Ao —— Replikation _ ¢ . Replikation —_ ¢ —
— _— ——
— T — 8-0x0GTP — 0 ) (5 m— B[ m— (5 —
. "
’ ’
s &
S’ k‘ S AT>C6
MUTYH M 5 ,¢ 0661 s 806 ,°  Transversion
’ I 7
o
s Y s
&
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Abb. 1.6 Entstehung einer Mutation ausgehend von 8-oxoG im Nukleotidpool und mogliche

Reparaturmechanismen. (Beard et al., 2010, verdandert)
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1.4 Basenexzisionsreparatur (BER)

1.4.1 Allgemeiner Mechanismus

Die BER stellt den grundlegenden Reparaturmechanismus zur Beseitigung von
Basenmodifikationen, die durch Oxidation, Alkylierung und Desaminierung verursacht
werden, dar. Der Reparaturweg ist evolutionar hoch konserviert und sowohl in Pro- als auch
in Eukaryoten beschrieben (lzumi et al., 2003). Zum ersten Mal wurde die BER 1974 von

Tomas Lindahl, in seiner Arbeit Gber die UNG-Glykosylase in E. coli beschrieben.

Fir die Schadenserkennung und -reparatur mittels BER werden vier Enzyme bendétigt: eine
Glykosylase, eine AP-Endonuklease oder eine AP DNA-Lyase, eine DNA-Polymerase und eine

DNA-Ligase (Robertson et al., 2009).

5' *
3I
NEILl—i/ l
5 HT 5'
3 | 3

DNA
Glykosylase

| %
APE1
PNKP\‘
5 dRP 5
(POLB)

. | .
3 (POLD/E) 5

l POLB l FEN1/ PCNA

5' 1 5! TT
, | ,

l poLB l LIGI/ PCNA
5' 5
3 ﬁ 3

l XRCC1/ LIGII Long patch BER

51

31

Short patch BER

Abb. 1.7 Uberblick iiber den short bzw. long patch-Mechanismus der Basenexzisionsreparatur. Weitere

Erlduterungen im Text.
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Die Reparatur lauft in finf aufeinanderfolgenden Schritten ab (Abb. 1.7). Im ersten Schritt
wird die schadhafte DNA-Base durch eine schadensspezifische DNA-Glykosylase erkannt.
Diese katalysiert die Spaltung der N-glykosidischen Bindung, so dass die beschadigte Base
entfernt wird (Scharer und lJiricny, 2001). Als Intermediat entsteht eine apurine/ apyrimidine
Stelle (AP-Stelle).

Monofunktionelle Glykosylasen prozessieren die AP-Stelle dahingehend, dass die AP-
Endonuclease 1 (APE1) die DNA 5' der AP-Lasion einschneidet (Robertson et al., 2009). Es
entsteht ein Einzelstrangbruch mit einem 5'-Desoxyribosephosphat (dRP) und einer 3'-
Hydroxylgruppe (Wood et al., 2001). Vor dem Einbau eines neuen Nukleotids entfernt die
dRP-Lyaseaktivitdit der Polymerase [3 (POLB) die 5'-Zuckerphosphatgruppe und baut
anschlieRend das korrekte Nukleotid ein (Matsumoto und Kim, 1995). Als Vorlage dient der
unbeschadigte DNA-Strang (Svilar et al., 2011). AbschlieBend versiegelt entweder Ligase |
(LIGI) oder ein Komplex aus Ligase Ill (LIGII) und XRCC1 das DNA-Riickgrat (Nash et al.,
1997a).

Bifunktionelle Glykosylasen besitzen neben der Glykosylasefunktion noch eine Lyaseaktivitat
(Nash et al., 1997b). Dadurch sind sie in der Lage, ebenfalls einen Einzelstrangbruch zu
induzieren, der sich allerdings 3' der AP-Lasion befindet (McCullough et al., 1999). Bei der B3-
Eliminierung entstehen am 3'-Ende ein ungesattigter Hydroxyaldehyd und am 5'-Ende eine
Phosphatgruppe (Svilar et al., 2011). Vor dem Nukleotideinbau wird der Zuckerrest am 3'-
Ende von der APE1 entfernt (Wallace et al., 1998). Der weitere Mechanismus ist dem der
monofunktionellen Glykosylasen analog. Bei einer [, d-Eliminierung, die einer
Schadenserkennung durch die Neil-Glykosylasen folgt, geschieht der Einschnitt beidseits der
AP-Lasion, das ungesattigte Hydroxyaldehyd wird freigesetzt und an beiden Seiten befindet
sich eine Phosphatgruppe (Das et al., 2006). Durch die Aktivitat der Polynukleotidkinase/-
phosphatase (PNKP) wird die bendtigte 3' OH-Gruppe generiert. Der weitere Weg erfolgt

analog dem bereits beschriebenen.

Von der hier beschriebenen short patch-Variante der BER ist die long patch-Variante zu
unterscheiden, bei der mehrere Nukleotide ausgetauscht werden (Matsumoto et al., 1999).
Diese Form der BER wird vor allem in proliferierenden Zellen beobachtet und bedient sich
einiger Enzyme des DNA-Replikationsprozesses (PCNA, FEN1 und RCF). Analog zum short
patch Weg wird auch hier die beschadigte Base schadensspezifisch durch eine DNA-

Glykosylase erkannt und entfernt. Anschliefend wird die resultierende AP-Stelle durch die
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APE1 prozessiert, so dass ein Einzelstrangbruch entsteht. In die resultierende Liicke baut
POLB das erste Nukleotid ein (Podlutsky et al., 2001). Durch den Einbau weiterer Nukleotide
durch Polymerase & (POLD) und unter Beteiligung von PCNA und RCF wird der urspriingliche
Strang verdringt. Der entstehende Uberhang (Flap) wird durch FEN1 entfernt und das
Riickgrat durch Ligase | (LIGI) versiegelt (Klungland und Lindahl, 1997).

1.4.2 Die Reparatur von 8-o0xoG

1.4.2.1 Schadenserkennung durch die 7,8-Dihydro-8-oxoguanin-DNA Glykosylase (OGG1)

Wie aus den bisherigen Ausfiihrungen hervorgeht, nehmen die DNA-Glykosylasen eine
Schlisselfunktion der BER ein, indem sie schadensspezifisch die Modifikation erkennen und
entfernen. Bisher sind 11 verschiedene Glykosylasen beschrieben, die schadensabhdngig
DNA-Basenmodifikationen erkennen und entfernen (vgl. Tab. 1) (Dianov und Hubscher,
2013). Dem Erkennen und Entfernen von 8-oxoG wird eine besondere Bedeutung
beigemessen. Die genannte  Basenmodifikation bzw. mit ihr  verwandte

Guaninmodifikationen (FapyG, Gh und Sp) stellen das Substrat mehrerer Glykosylasen dar.

Tab. 1 Humane DNA-Glykosylasen und ihre Substrate. (Krokan und Bjoras, 2013)

Glykosylase  Mono-/ Substrat
Bifunktionell

MBD4 M U (gepaart mit G), T (gepaart mit G), 5-hmU im CpG-
Kontext

MPG M 3meA, 7meG, 3meG, Hypoxanthin, EthenoA

MUTYH M A (gepaart mit 8-oxoG/C/G)

NEIL1 B Tg, FapyG, FapyA, 8-oxoG, 5-hU, DHU, Sp, Gh

NEIL2 B Analog NEIL1

NEIL3 B FapyG, FapyA, Sp, Gh (in ssDNA)

NTHL1 B Tg, FapyG, 5-hC, 5-hU

0GG1 B 8-0x0G (gepaart mit C), FapyG (gepaart mit C)

SMUG1 M 5-hmuU, U (gepaart mit A oder G), 5-fU, eC

TDG M U (gepaart mit G), T (gepaart mit G), 5-fC, 5-caC

UNG1/ M U (gepaart mit A oder G), 5-fU

UNG2

Die Tatsache, dass es sich bei 8-oxoG um eine pramutagene Lasion handelt, die durch eine
Replikation in eine Mutation Uberfiihrt werden kann, macht eine effektive Reparatur

notwendig. Um die Integritdt des Genoms sicherzustellen, existieren gleich mehrere
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Reparaturmechanismen, um 8-oxoG zu erkennen und zu entfernen. Die groite Bedeutung

kommt der OGG1-vermittelten BER zu (Larsen et al., 2004).

Neben dem genannten Schaden umfasst das Erkennungsspektrum von OGG1 noch mit
Cytosin gepaartes FapyG. Die besondere Bedeutung von OGG1 zeigt sich darin, dass es in
fast allen eukaryotischen Organismen vorkommt und evolutionar stark konserviert ist
(Aburatani et al., 1997)(Bjoras et al., 1997)(Lu et al., 1997)(Radicella et al., 1997)(Roldan-
Arjona et al., 1997)(Rosenquist et al., 1997). Zudem wird die Glykosylase in allen Geweben
exprimiert (Radicella et al., 1997). In Proykaryoten findet man mit Fpg ein funktionelles, aber

nicht strukturelles Homolog (Boiteux et al., 2017).

In humanen Zellen ist das fiir OGG1 kodierende Gen auf Chromosom drei lokalisiert und
kommt in zwei Splicevarianten vor: a- und B-OGG1 (Radicella et al., 1997). Die beiden
Formen unterscheiden sich in ihren unterschiedlichen C-Termini, der N-Terminus hingegen
ist weitgehend identisch (Radicella et al., 1997). Der verdanderte Carboxyterminus fihrt dazu,
dass man a-OGG1 vor allem im Nukleus und B-OGG1 in Mitochondrien findet (Nishioka et
al., 1999). Zudem fehlt der B-Form die Glykosylaseaktivitat und ihre Funktion ist unklar
(Hashiguchi et al., 2004).

OGG1 gehort zur Gruppe der bifunktionellen Glykosylasen, d.h. es besitzt neben der
Glykosylase- auch eine Lyaseaktivitat, der aber in vivo vermutlich keine Bedeutung zukommt
(Allgayer et al., 2016)(Boiteux et al., 2017). Die effektive Reparatur von 8-oxoG stellt flr
Zellen eine enorme Herausforderung dar. Pro Zelle gibt es recht wenige OGG1-Molekiile (ca.
50.000), um das Genom mit 10° bp zu scannen und zumal nur wenige 8-0xoG-
Modifikationen beobachtet werden. Dies entspricht etwa 10.000 8-oxoG-Modifikationen pro
nukledrem Genom (Epe, 2002)(Ohno et al., 2006). Zudem ist eine Paarung von 8-oxoG mit C

sterisch unauffallig und erschwert das Erkennen durch DNA-Glykosylasen.

Trotz dieser Erschwernisse ist die Schadensdetektion durch OGG1 hoch effizient.

Die Schadenserkennung lauft nach einem spezifischen, mehrstufigen Prozess ab (pinch-push-
plug-pull) (Stivers et al., 2004). An der Schadensstelle induziert OGG1 das Biegen und
Verdrehen der DNA (pinch). Im nachsten Schritt (push) interkaliert ein Aminosaurerest in die
DNA-Helix (push) und verdrangt dabei die modifizierte Base. Diesen Prozess bezeichnet man
auch als base flipping. Durch diesen Vorgang kann zwischen unmodifiziertem Guanin und 8-

oxoG unterschieden werden (Huffman et al., 2005). Durch die Interkalation wird zudem die
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veranderte Form der DNA-Helix stabilisiert (plug). Durch das base flipping gelangt die
schadhafte Base in das aktive Zentrum von OGG1 (pull), wo sie ggf. entfernt wird (Stivers et
al., 2004). Allerdings wird der Suchprozess von OGG1 als eher unprazise beschrieben. Dieser
Mangel wird durch die hohe Geschwindigkeit ausgeglichen. Das Enzym Uberprift mehrere

Millionen Basenpaare pro Sekunde (Banerjee et al., 2006)(Blainey et al., 2006).

1.4.2.2 h(MUYTH

Die DNA-Glykosylase hMUYTH ist ebenfalls in der Lage, 8-oxoG zu detektieren und so
Replikationsmutationen zu verhindern. Sie erkennt die Fehlpaarung 8-oxoG:A und entfernt
mit ihrer Adenin-Glykosylase-Aktivitdt das fehlerhaft eingebaute Adenin (Michaels und
Miller, 1992). Dies steht im Gegensatz zu den Ubrigen BER-Glykosylasen, die die modifizierte
Base, entfernen. Die MUTYH-vermittelte Reparatur findet nach einer Replikation statt und
verlauft Gber den long patch-Weg (Parlanti et al., 2002). Zwar beseitigt dieser Reparaturweg
das eigentliche Problem, das zu 8-oxoG oxidierte Guanin, nicht und es entsteht ein 8-oxoG:C-
Paar, aber dieses ist ein Substrat fir OGG1, das diese Fehlpaarung in einem weiteren

Suchprozess erkennt und entfernen kann (vgl. Abb. 1.6) (Lu et al., 2001).

1.4.2.3 MTH1/ MTH2

Im Nukleotidpool vorhandenes 8-oxoGTP stellt ebenfalls eine Quelle fiir 8-oxoG in der DNA
und somit fir Mutationen dar. MTH1, MTH2 und NUDTS5 sind in der Lage, durch ihre
Nukleosid-Triphosphatase-Aktivitat 8-oxodGTP in 8-OxodGMP und Pyrophosphat zu spalten
und es somit aus dem Nukleotidpool zu entfernen (Maki und Sekiguchi, 1992)(Sakumi et al.,
1993) (vgl. Abb. 1.6). Somit wird sichergestellt, dass keine modifizierten Guanine in die DNA
eingebaut werden (Hori et al., 2010). Allerdings kann das entstehende 8-oxoGMP in den
Zellen nicht recycelt werden, da es kein Substrat der Guanylatkinase ist (Hayakawa et al.,

1999).

1.4.2.4 Folgen einer OGG1-Defizienz in vivo

Es ist offensichtlich, dass das Fehlen oder eine Funktionsbeeintrachtigung von OGG1 nicht
ohne Folgen bleiben kann. So fiihrt das Fehlen von OGG1 in Hepatozyten von OGG17/
Mausen zu einem Anstieg der basalen 8-oxoG-Spiegel (Klungland et al., 1999)(Osterod et al.,

2001). Damit einhergehend steigt die Anzahl von G:C nach T:A-Transversionen, davon
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unberihrt bleibt allerdings die Tumorinzidenz (Klungland et al., 1999). Eine erhdhte
Tumorrate wird erst bei OGG1/ MUTYH-Doppelknockout-Mausen beobachtet. Darliber
hinaus zeigen die Tiere keine pathologischen Unterschiede zu Kontrolltieren (Seifermann

und Epe, 2017).

1.5 OGG1 als epigenetischer Regulator

Wie einleitend bereits erwahnt, kommt der DNA-Glykosylase OGG1 eine weitere wichtige
Funktion bei der Initiation der Transkription zu. Mit den Erkenntnissen zur BER, die bis zu
Beginn der 2000er Jahre publiziert waren, lieen sich die von Mabley et al. (2005)
beschriebenen Veranderungen der OGG1-defizientenTiere nicht erkldaren. In ihrer Arbeit
liefern die Forscher in drei verschiedenen inflammatorischen Modellen Belege, dass OGG1-
defiziente Tiere besser vor inflammatorischen Reaktionen geschiitzt sind, als OGG1-

profiziente Kontrolltiere (Mabley et al., 2005).

In einem ersten Modell wurde durch Lipopolysaccharid (LPS) eine systemische Inflammation
ausgelost und die Spiegel der Zytokine MIP1-a und TNFo. gemessen. Diese waren in den
0GG17- M&usen deutlich niedriger waren, das AusmalR der Inflammation war also deutlich
geringer.

In einem zweiten Modell wurde durch Behandlung mit MLDS (multiple low dose
streptomycin) Typ | Diabetes induziert. Bei den Knockout-Tieren wurden deutlich niedriger
Blutglukosespiegel gemessen, was auf eine geringere Diabetesinzidenz schlieRen |dsst. Damit
einhergehend war der Insulingehalt im Pankreas in den OGG1-defizienten Tieren hoéher.
Zudem waren die TNFa-Spiegel in den OGG17" Tieren erniedrigt.

In einem dritten Modell wurde durch die Behandlung mit Oxazolon eine
Kontakthypersensitivitdat ausgeldst. Als Reaktion akkumulierten Granulozyten in der
behandelten Hautpartie. Auch die Spiegel der inflammatorischen Zytokine TNFa, IL13 und
MIP1-a0 waren erhdht. In den OGG1-defizienten Tiere aber weniger stark ausgepragt als in

den Kontrolltieren.

Somit lieferten Mabley et al. Hinweise, dass OGG1l neben seiner Funktion als
Reparaturglykosylase eine weitere Aufgabe bei der Regulation der Transkription
inflammatorischer Gene hat. Eine mechanistische Erklarung ihrer Befunde lieferte die

Forschungsgruppe allerdings nicht.
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Inzwischen gibt es mehrere Publikationen, die eine Beteiligung von OGG1 an der
Genregulation zeigen. Die postulierten Mechanismen unterscheiden sich allerdings z.T.
erheblich voneinander. Gemeinsam ist ihnen allerdings, dass sie von der Induktion von
oxidativen DNA-Modifikationen ausgehen, die in einer ersten Annahme durch BER
prozessiert werden und letztendlichen zum Lockern der Chromatinstruktur fiihren und somit
Raum fir die Transkriptionsmaschinerie geschaffen wird. In einer zweiten Annahme bildet
die freie Base 8-oxoGua gemeinsam mit der Glykosylase einen Komplex, der als GEF kleine
GTPasen aktiviert.

Perillo et al. (2008) postulieren in ihrer Arbeit zur Estrogen vermittelten Transkription von
BCL2 eine neue Rolle von reaktiven Sauerstoffspezies. ROS und von ihnen induzierte
oxidative DNA-Schaden, allen voran 8-oxoG, sind an der Regulation der Transkription
beteiligt. Indem eine partielle BER, die von OGG1 eingeleitet wird, einen Einzelstrangbruch
induziert und die Aktivitat der Topoisomerase 2f3 zur Chromatinrelaxierung fihrt und somit
Platz fur den Transkriptionsinitiationskomplex schafft. Das Substrat der partiellen BER, die
mit dem intermedidren Einzelstrangbruch endet, wird durch die Aktivitdt der
Histondemethylase LSD1 bereitgestellt. Diese produziert bei der Demethylierungsreaktion
Wasserstoffperoxid, das 8-oxoG in der DNA induziert. Der gesamte Mechanismus ist in Abb.

1.8 dargestellt (Perillo et al., 2008).
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Abb. 1.8 LSD1-vermittelte Induktion von BCL2 nach Perillo et al. (2008). Weitere Erlduterungen im Text. (Li et
al., 2013, verdndert)

Amente et al. postulieren einen LSD1-BER-vermittelte Transkription von Myc-aktivierten
Genen NCL und CAD. Der Induktionsmechanismus ist in Abb. 1.9 dargestellt. Hierzu ist die
Demethylierung der Histonmarke H3K4me2 an Promotor und E-Box der beiden Gene
erforderlich. Der Mechanismus beginnt mit der Tamoxifen induzierten Myc-Aktivierung, die
dazu fiihrt, dass der Transkriptionsfaktor v.a. an die E-Boxen der beiden Gene bindet und bis
zum Ende der Signallibertragung dort gebunden bleibt. AnschlieBend wird LSD1 zum
upstream element (US), zur Transcription start site (TSS) und zur E-Box innerhalb des
codierenden Bereiches rekrutiert. Wahrend der Demethylierung ist 8-oxoG nachweisbar und
0OGG1 und APE1 sind an den gleichen Stellen aktiv. Nach Abschluss der Demethylierung

werden die BER-Proteine von der DNA gel6st (Amente et al., 2010).
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Abb. 1.9 LSD1-vermittelte Induktion von NCL bzw. CAD nach Amente et al. (2010). Weitere Erlduterungen im

Text. (Li et al., 2013, verdndert)

Die von Perillo und Amente et al. publizierten Mechanismen postulieren beide eine

Beteiligung der Histondemethylase LSD1 bzw. KDM1a. Dieses Enzym wurde im Jahr 2004 von

Shi et al. zum ersten Mal beschrieben. Die Forscher schreiben die Histondemethylase eine

Funktion als Corepressor der Transkription zu, indem sie in der Lage ist, die aktiven

Histonmarken H3K4mel/2 zu entfernen, wodurch ein Silencing induziert wird. Im

Zusammenhang mit dem Androgenrezeptor ist allerdings eine Demethylierung von

H3K9me1/2 moglich (Metzger et al., 2005).
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Mit LSD2 gibt es weitere Demethylase, die die gleiche Substratspezifitat wie LSD1 aufweist

(Karytinos et al., 2009). Allerdings ist die Sequenzhomologie zu LSD1 eher gering.

LSD1 besteht, wie in Abb. 1.10 zu sehen, aus drei Domanen. Einer katalytisch aktiven
Aminooxidasedomane, die eine Bindestelle fiir den Cofaktor FAD besitzt (Schmidt, 2007),
einer Towerdomane, die die Interaktion mit weiteren Komplexen (z.B. dem CoREST-
Komplex) ermoglicht (Chen et al., 2006)(Yang et al., 2006)(Hwang et al., 2011) und eine
SWIRM-Domane, die die Bindung zur DNA herstellt (Da et al., 2006)(Qian et al., 2005).

Wie Abb. 1.10 zu entnehmen, ist LSD2 LSD1 strukturell recht dhnlich. Allerdings weist sie
keine Towerdomdne auf, so dass keine Interaktion mit dem CoREST-Komplex moglich ist.
Auch die SWIRM-Domanen unterscheiden sich deutlich voneinander. (Shi et al., 2004).
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Abb. 1.10 Aufbau der Histondemethylasen LSD1 und LSD2. (Li et al., 2013, verdndert)

Dariber hinaus kann LSD1 auch wichtige Nichthistonproteine demethylieren, dazu gehoren
p53, E2F1, DNMT1 und Stat3 (Burg et al., 2015). Uber den Einfluss auf DNMT1, eine DNA-
Methylase scheint es zudem maglich zu sein, DNA- und Histonmodifizierung miteinander zu

verknipfen.

LSD1 ist in viele biologische Prozesse involviert und spielt entsprechend auch bei der
Entstehung und Progression von Krankheiten (z.B. Krebs) eine wichtige Rolle (Kooistra et al.,
2012). Die Bedeutung von LSD1 zeigt sich darin, dass es in vielen Tumoren hochreguliert und
eine Hemmung sich positiv auf die Krebsprogression auswirkt (Huang et al., 2012). Eine
wichtige Funktion nimmt die Histondemethylase zudem in der embryonalen Entwicklung ein,

da ein Knockout embryonal letal ist (Wang et al., 2007).
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Beim Prozess der EMT bewirkt LSD1 gemeinsam mit SNAI1 ein Gensilencing (Lin et al., 2010).
LSD1 kann aber auch die Induktion von Upstreamgenen z.B. durch TGFf oder Wnhnt,
kontrollieren (McDonald, 2011)(Huang et al.,, 2012)(Wu et al., 2012). TGFJ reduziert die
Anzahl reprimierender Histonmarken (z.B. H3K9me2) und vergroRert die Menge an
aktivierenden Histonmodifikationen (z.B. H3K4me3 wund H3K36me3). An diesen

Veranderungen ist LSD1 beteiligt (McDonald, 2011).

Der Demethylierungsprozess verlauft in mehreren Schritten (ber radikalische
Zwischenprodukte (Abb. 1.11). Im ersten Schritt wird die Aminogruppe des Lysinrestes
oxidiert und es entsteht ein Iminiumkation als Intermediat. Bei diesem Schritt wird FAD zu
FADH; reduziert. Beim notwendigen Recyclingprozess des FAD entsteht Wasserstoffperoxid
(Forneris et al., 2005)(Shi et al., 2004). Aus dem ersten Zwischenprodukt bildet sich zunachst
ein Hemiaminal, der spontan zum demethylierten Lysinrest und Formaldehyd zerfillt. Der

Mechanismus Uber LSD2 ist dhnlich (Karytinos et al., 2009).

CH, Ch; OH
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Abb. 1.11 Entstehung von H,0; als Nebenprodukt der Demethylierung von H3K9me2 durch LSD1.

Neben den beiden LSD1-vermittelten Mechanismen gibt es einen weiteren, der 2012 von
Boldogh et al. publiziert wurde (vgl. Abb. 1.12). Diese Hypothese geht ebenfalls von der
Induktion oxidativer DNA-Modifikationen aus, die mittels OGG1-BER entfernt werden. Im
Folgenden bindet allerdings die freie Base 8-oxo-7,8-Dihydroguanin (8-oxoGua) an die
Glykosylase OGG1, so dass ein stochiometrischer Komplex aus beiden entsteht. Dieser
Proteinkomplex weist eine hohe Bindungsaffinitdat zu kleinen GTPasen auf (z.B. Rho). Dabei
bewirkt die Bindung als GEF einen Guanosinaustausch und fihrt dabei zur Aktivierung der

GTPase, die ihrerseits Downstreamgene induzieren kann (Boldogh et al., 2012).
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Abb. 1.12 Ein stéchiometrischer Komplex aus OGG1 und der freien Base 8-oxoGua agiert als Guanosin-

Exchange Factor (GEF) und aktiviert dabei kleine GTPasen. (Seifermann und Epe, 2017, verdndert)

1.6 Epithelial-mesenchymale Transition (EMT)

1.6.1 Allgemeines

Die erste Beschreibung von der Umwandlung von Epithel- in Mesenchymzellen stammt von
E. Hay aus den 1980er Jahren (Hay et al., 1995a)(Hay et al., 1995b). Sie hat die
charakteristischen morphologischen Veranderungen im sich entwickelnden Primitivstreifen
von Hihnerembyronen beschrieben. Die geschilderte Umwandlung der Zellen wurde
zunachst als Epithelial-to-Mesenchymal Transition und spater lediglich als Epithelial-
mesenchymal Transition bezeichnet. Mit der EMT ist die Rickkonvertierung von

Mesenchym- in Epithelzellen als sog. Mesenchymal-epithelial-Transition (MET) verbunden.

Eine EMT geht mit charakteristischen Verdanderungen einher. Die Epithelzellen, die sonst
einer Basalmembran aufsitzen, verlieren ihre Zell-Zell-Kontakte und ihre sonst Ubliche apikal-
basale-Polaritat. Dartiber hinaus findet eine Reorganisation des Zytoskeletts statt, mit dem

Ziel, den Zellen migratorische Fahigkeiten zu verleihen, damit an anderen Orten im
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Organismus neue Epithelien entstehen kdnnen. Die beschriebenen morphologischen
Veranderungen werden durch eine genetische Reprogrammierung ausgeldst. Im Zuge
dessen werden epithelialen Gene (z.B. E-Cadherin) stillgelegt und mesenchymale Gene (z.B.
Fibronectin oder N-Cadherin) induziert. Aufgrund der Komplexitat der Veranderungen sind
am genetischen Reprogramming zahlreiche Transkriptionsfaktoren beteiligt. Dazu gehoren

Snail/2, Twist, ZEB1/2, FOXC2 oder FOXA1 (Lamouille et al., 2014).

Die Vorgdnge, die mit einer EMT verbunden sind, sind in Abb. 1.13 zusammenfassend

dargestellt.
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Abb. 1.13 Uberblick iiber EMT und MET.

Oft wird eine EMT durch die Umgestaltung der extrazelluldren Matrix begleitet, dies ist
wichtig fur die Initiierung und Progression einer EMT. Normalerweise findet die
Zellkommunikation Uber Integrine statt, die Informationen der ECM an die Zellen
Ubermitteln. Wenn allerdings eine EMT stattfindet, werden neue Informationen
ausgetauscht, so dass das Expressionsmuster der Integrine verandert wird. Es ist bekannt,
dass eine EMT u.a. durch das Zytokin TGF[3 ausgeldst wird (Miettinen et al., 1994). Dies zeigt
sich darin, dass eine Uberaktivierung des TGFB-Signalwegs mit Krankheiten (z.B. Fibrosen
oder Krebs) verbunden ist (Yan et al., 2017). In Tumoren kommt dem Zytokin allerdings eine
ambivalente Rolle zu. In frihen Stadien wirkt es, wie in Epithelzellen, als Repressor des
Zellzykluses, in fortgeschrittenen Stadien wird es allerdings vom Tumorsuppressor zum
Onkogen (Valcourt et al., 2005)(Heldin et al., 2009). Dem Zytokin kommt im Rahmen der
EMT | eine wichtige Rolle in der Embryogenese zu (Tosh und Slack, 2002)(Gotzmann et al.,
2004). Von diesem Typ werden noch zwei weitere EMTs unterschieden, die unter
pathologischen Bedingungen stattfinden. Typ Il findet bei Wundheilung und Fibrosen statt

und Typ Il bei der Metastasierung von Krebszellen (Moustakas und Heldin, 2016).
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Dieses Zytokin wurde in der vorliegenden Arbeit verwendet, so dass es daher im Fokus der

folgenden Ausfiihrungen liegt.

1.6.2 TGFf vermitteltes SMAD-abhiangiges Signaling

Eine Ubersicht Giber den SMAD-abhingigen Signalweg ist in Abb. 1.14 dargestellt. In einem
ersten Schritt bindet TGFf an Zelloberflaichenrezeptoren, die sog. Typ | und Typ II-
Rezeptoren. Beide besitzen eine intrinsische Serin-Threonin- und eine schwache
Tyrosinkinase-Aktivitat (ten Dijken und Hill, 2004). Nach Ligandenbindung bilden je 2 Typ I-
und Typ ll-Rezeptoren einen tetrameren Komplex und der Typ Il transaktiviert den Typ I-
Rezeptor durch Phosphorylierung einer konservierten Glycin-Serin-Glycin reichen Sequenz
(Souchelnytskyi et al., 1996). Dies fihrt zur Dissoziation des inhibierenden Proteins PKBP12
von Typ I-Rezeptor und damit zu seiner Aktivierung (Huse et al., 2001). Der aktivierte Typ |-
Rezeptor kann seinerseits das Signaling beeinflussen, indem er R-SMADs (SMAD2 und 3) am
carboxyterminalen SSXS-Motiv phosphoryliert (Adbollah et al., 1997)(Souchelnytskyi et al.,
1997). Genauer findet die Phosphorylierung an zwei Serinen innerhalb des Serin-X-Serin-
Motiv statt. Dabei steht das X fiur Valin oder Methionin (Hill, 2016). Die
Phosphorylierungsreaktion induziert die Dissoziation von SARA (SMAD anchor for receptor

activation) und SMAD?2 (Abdollah et al., 1997).

Nach ihrer Aktivierung bilden SMAD2 und 3 mit dem Co-SMAD SMAD4 einen Komplex,
translozieren gemeinsam in den Nucleus, binden entweder direkt oder indirekt Gber andere
Transkriptionsfaktoren an die DNA und beeinflussen so die Genexpression (Massague et al.,

2005)(Massague, 2012).
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Abb. 1.14 SMAD-abhingige TGFf-Signalkaskade.

Im inaktivem Zustand pendeln SMADs standig zwischen Nucleus und Cytoplasma (Xu et al.,
2002). Nach Ligandenbindung wird allerdings ein Import- bzw. Exportsignal benétigt (Chen
und Xu, 2010)(Hill, 2009)(Dai et al., 2009).

R-SMADs und SMAD4 haben zwei konservierte Domanen, die fir ihre Aktivitat wichtig sind:
die MH1- und die MH2-Domane. Beide sind durch einen prolinreichen Linker miteinander
verbunden. Die MH1-Domane ist hierbei fiir die DNA-Bindungen verantwortlich (Shi et al.,
1998) und die MH2-Doméane wird fir verschiedene Interaktionen (z.B. SMAD-Rezeptor,
SMAD-SMAD oder SMAD-Transkriptionsfaktor-Wechselwirkungen) bendétigt (Feng und
Derynck, 2005). Durch Analysen der Kristallstruktur wurde bestatigt, dass SMAD3 und 4 an
die palindromische Sequenz GTCTAGAC binden (Macias et al., 2015). Aus diesem Grund wird
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sie auch als SMAD-Bindung-Element (SBE) bezeichnet (Zawel et al., 1998). In Abwesenheit
von TGFf sind SMADs inaktiv und ihre MH1- und MH2-Domadne interagieren miteinander,
was eine Autoinhibierung zur Folge hat. Die Phosphorylierung fihrt zu einer
Konformationsanderung, die eine Interaktion der MH2-Domane mit den R-SMADs

ermoglicht (Hata et al., 1998)(Zhang et al., 1996).

Trotz ihrer Fahigkeit an DNA zu binden, ist die Affinitdt von SMADs zur DNA gering (Kd~1x10"7
M) bzw. fuar SMAD2 nicht vorhanden (Shi et al., 1998). Deshalb werden weitere
Transkriptionsfaktoren bendtigt, um eine hochaffine und hochspezifische DNA-Bindung
sicherzustellen. Die Bindung von SMADs an ein SBE in endogenen Promotoren ist in vivo fir
ein Signaling nicht ausreichend. Allerdings ist die Bindung von SMADs an mehrere SBEs in

raumlicher Nahe zueinander wohl ausreichend (Gomis et. al, 2006a).

In einigen Fallen werden Transkriptionsfaktoren bendétigt, um SMADs zur DNA zu leiten. In
anderen binden sie gemeinsam mit SMADs an Enhancer. SMADs selbst sind aber auch Ziel
von anderen Signalwegen oder weiteren Faktoren, wodurch eine zelltypspezifische Reaktion
moglich wird. Dariliber hinaus sind SMADs an der Aktivierung von EMT-typischen
Transkriptionsfaktoren (z.B. SNAI1) beteiligt (Hoot et al., 2008). Es ist sogar vorstellbar, dass
Uber die Zusammenarbeit von SMADs mit bestimmten Cofaktoren in Abhdngigkeit vom
Chromatinstatus, Entwicklungszustand oder Umweltbedingungen das  Signaling

entsprechend angepasst werden kann (Gomis et. al, 2006a).

In wenigen Fallen binden SMADs und Transkriptionsfaktoren gemeinsam an SBEs und
arbeiten bei der Induktion von Genen zusammen. Inzwischen sind viele
Transkriptionsfaktoren identifiziert, die mit SMADs zusammenarbeiten. So erfordert die
Induktion von CDKN1A/ p21 in humanen Keratinozyten neben SMAD2, 3 und 4 die
Transkriptionsfaktoren FOX01/3 und/ oder 4 (Seoane et al.,, 2004)(Gomis et al., 2006a).
Dariber hinaus werden die Adapterproteine AP1 und der Transkriptionsfaktor ETS1 benétigt
(Gomis et al., 2006b)(Seoane et al., 2004)(Koinuma et al., 2009). Vor einer Induktion von p21
muss allerdings Myc inaktiviert werden, dies geschieht u.a. durch die Bindung von E2F4 und

E2F5 an den Myc-Promotor (Gomis et al., 2006b)(Chen et al., 2002).

Zur Aktivierung von SNAI1 hingegen wird HMG2A bendtigt (Thualut et al., 2008). Daneben
interagieren auch Sp1 und Mitglieder der AP1-Familie mit SMAD2 und 3 (Feng und Derynck,

2005)(Ross und Hill, 2008). Durch das Zusammenspiel von verschiedenen
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Transkriptionsfaktoren ist es moglich, mehrere Signalwege miteinander zu verkniipfen. So
kann aktiviertes p53 mit SMAD2 und 3 interagieren und dariiber Redoxsignale mit TGF[3-

Signaling verbinden (Overstreet et al., 2014).

Interessant ist die Induktion von CDKN1B/ p15 durch TGFp. Hierbei soll das Zytokin eine
aktive Demethylierung des Promotors induzieren (Thillainadesan et al.,, 2012). Die
Transkription des Gens wird durch eine Methylierung des Promotors durch den CoREST-
Komplex sichergestellt (Laugesen und Helin, 2014). Daneben findet man ZNF217 und
DNMT3A am inaktivierten Promotor. TGF3 veranlasst nun die aktive DNA-Demethylierung
durch Entfernen von ZNF217, CoREST-Komplex und DNMT3A vom Promotor. Zudem werden
SMAD2/3, HAT CBP und TDG rekrutiert. Fir die Demethylierung wird die Desaminase-
Aktivitat von TDG und/ oder MBD4 postuliert. Vor dem Entfernen der Promotormethylierung
ist allerdings eine Prozessierung von 5-Methylcytosin (5-mC) in ein Substrat, das von einer
der beiden DNA-Glykosylasen erkannt werden kann, erforderlich. Grundsatzlich kommen
hierflir mehrere Reaktionen in Betracht. Es ist moglich 5mC durch AID oder APOBEC zu
Thymin zu desaminieren, was eine G:T-Fehlpaarung zur Folge hatte. Diese kann sowohl von
TDG als auch MBD4 erkannt und entfernt werden. Weiterhin ist es moglich 5-mC zu 5-
Hydroxymethylcytosin (5-hmC) mittels TET1-3 zu oxidieren. AnschlieBend kann 5-hmC zu 5-
Hydroxyuracil (5-hmU) desaminiert werden, was letztendlich zu einem 5-hmU:G-
Fehlpaarung fiihrt. Diese kann von TDG erkannt werden. Dariiber hinaus ist die Umwandlung
von 5-mC zu 5-Formylcytosin (5-fC) oder 5-Carboxycytosin (5-caC) moglich, die beide
ebenfalls von TDG erkannt und entfernt werden kénnen. Thillainadesan et al. zeigen in ihrer
Publikation, dass die Umwandlung von 5-mC in 5-hmC vor einer Aktivierung von p15

stattfindet.

Wie diese Beobachtung zeigt, sind bei einer EMT auch epigenetische Veranderungen zu
beobachten. So wird ein Anstieg von aktiven Histonmarken (H3K4me3 und H3K36me3) und

ein Riickgang von reprimierenden Histonmarken (z.B. H3K9me2) beobachtet.

Neben der Aktivierung ist es aber auch wichtig, das TGFp-vermittelte Signaling gezielt zu
beenden. Hierzu entfernen Phosphatasen die aktivierenden Phosphatgruppen von den R-
SMAD:s. Allerdings ist noch nicht aufgeklart, um welche Phosphatasen es sich handelt (Bruce
und Saptoka, 2012)(Lin, 2006). Parallel zu den R-SMADs werden auch sog. inhibitorische
oder I-SMADs aktiviert (v.a. SMAD7), die die Wirkung der R-SMADs antagonisieren, indem
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sie mit ihnen um die Bindung am Typ |-Rezeptor konkurrieren (Miyazono et al., 2000). Im
Gegensatz zu den R- und Co-SMADs fehlt ihnen die MH1-Domane (Heldin et al., 1997). Sie
werden ebenfalls durch TGFP aktiviert und fihren im Komplex mit Smurfl/2 zur
Rezeptorubiquitinylierung und zur degradativen Endocytose (Kavsak et al., 2000)(Ebisawa et
al., 2001). Fir die Kontrolle der basalen SMAD-Spiegel ist das Enzym SMURF zustandig (Zhu
et al.,, 1999). I-SMADs sind aber auch am TRAF6-Signaling bzw. der Aktivierung der MAP-
Kinase Kaskade beteiligt (Mazars et al., 2001).

1.6.3 SMAD-unabhangiges Signaling

Durch die Bindung von TGFf3 an die Zelloberflachenrezeptoren werden neben dem SMAD-
abhéangigen Signalweg auch SMAD-unabhangige Wege induziert. Dazu gehoren u.a. ERK1/2,
JNK, p38, Pi3-Kinase und Rho GTPasen (Moustakas und Heldin, 2005).

Die Aktivierung von ERK1/2 verlauft, wie in Abb. 1.15 zu sehen, iber die Aktivierung von SHC
durch den Typ-I-Rezeptor. Anschliefend bindet ein Komplex aus GRB2 und SOS1 an SHC und
wirkt als GEF fiir Ras, so dass Erk schlieflich Gber die Ras-Raf-MEK-Kaskade aktiviert wird
(Lee et al., 2007). ERK hat verschiedene Funktionen im TGF[-Signaling. Es inaktiviert durch
Cleavage den Typ-I-Rezeptor (Liu et al., 2009). Zudem kann es den SMAD-Linker von SMAD3
phosphorylieren und dadurch die durch SMAD3-vermittelte Transkription vermindern
(Matsuura et al., 2005). Dies geschieht durch den Riickgang des nukledren Transports
(Kretzschmer et al., 1997). Auch die tbrigen SMADs kdnnen durch ERK beeinflusst werden
(Saha et al., 2001)(Uchida et al., 2001). Dartber hinaus beschreiben Zavadil et al. (2001)
einen Einfluss von ERK1/2 auf ca. 80 TGFp-induzierte Gene. Zusammenfassend kommt
ERK1/2 eine wichtige Rolle beim Ldsen von Zellverbindungen und der Zellmigration zu

(Hartsough et al., 1995)(Frey et al., 1997)(Papageorgis et al., 2011).
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Abb. 1.15 TGFB-vermittelte Induktion der MAP-Kinase ERK1/2 und deren modulierender Einfluss auf die

Genexpression. (Zhang, 2017, verdndert)

Die Aktivierung der beiden anderen MAP-Kinasen, JNK und p38, beginnt mit einer
Komplexbildung von TRAF6 und den TGF(-Rezeptoren, wodurch die Kinase TAK1 aktiviert
wird (Sorrentino et al., 2008)(Yamaguchi et al., 1995). TAK1 aktiviert als MAPKKK MKK4 um
JNK (Hocevar et al., 1999) und MKK3 oder MKK6 um p38 zu aktivieren (Sorrentino et al.,
2008). Durch eine Phosphorylierungsreaktion werden die genannten MAP-Kinasen aktiviert
(Yamashita et al., 2008)(Sorrentino et al., 2008). In Abb. 1.16 ist eine Darstellung tber die
Aktivierung der genannten MAP-Kinase zu sehen. Darlber hinaus ist die Aktivierung von p38
und JNK tber RhoGTPasen moglich, allerdings ist der Mechanismus unbekannt (Edlund et al.,
2002)(Minden et al., 1995). Die phosphorylierte JNK ist in der Lage, mit c-Jun einen
Bestandteil des Transkriptionsfaktors AP1 zu aktivieren (Verrecchia et al., 2001)(Santibanez,

2006), der mit den R-SMADs wechselwirken kann (Zhang et al., 1998).
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Neben einer MAP-Kinase Aktivierung kann TAK1 auch NFxB aktivieren, da es IKKa
phosphorylieren kann (Wang et al., 2001). Eine Aktivierung von NFkB kann auch von der
GTPase ROCK ausgehen, was ebenfalls TAK1 aktiviert, die ihrerseits IKKp phosphoryliert (Kim
et al., 2014). Zudem ist eine Stimulierung des NFkB-Signalings tGber den Pi3K-Weg moglich
(Yeh et al., 2008). Uber den NFkB-Signalweg ist eine Regulierung von Apoptose, Migration
und EMT moglich (Sorrentino et al. 2008)(Adhikari et al., 2007)(Heldin et al., 2009)(Zhang et
al.,, 2013). In Keratinozyten verldauft die Regulierung von Proliferation und Differenzierung

Uber den genannten Signalweg (Descargus et al., 2008).
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Nucleus o - K |—) und Metastasierung
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Abb. 1.16 TGFB-vermittelte Induktion der MAP-Kinase p38 und JNK sowie NFkB und deren modulierender

Einfluss auf die Genexpression. (Zhang, 2017, verandert)

Einige TGFB-vermittelte morphologischen Verdnderungen (z.B. die Reorganisation des
Zytoskeletts, die Zellpolaritdat und die Zellmigration) werden Uber die Rho-like Familie der
kleinen GTPasen reguliert (Jaffe et al., 2005). Das Zytokin kann sehr schnell ein Signaling Uber

RHOA und CDC42/ RAC1 induzieren, das unabhdngig von SMAD2/3 ist und zur
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Actinpolymerisierung und der Bildung von Stressfasern fuhrt (Bhomwick et al., 2001)(Edlund

et al., 2002).

1.6.4 TGFB-vermittelte EMT-typische Endpunkte

1.6.4.1 Induktion eines G1-Arrestes

In den 1980er Jahren wurde publiziert, dass TGFf3 in epithelialen Zellen die Zellproliferation
unterbinden kann (Tucker et al., 1984)(Silberstein und Daniel, 1987). Das Zytokin kann den
Zellzyklus auf unterschiedliche Art und Weise beeinflussen. Zum einen ist eine Verlangerung
der G1-Zeit (Massague, 1990) und zum anderen ist eine Arretierung der Zellen in der spaten

G1-Phase beschrieben (Shipley et al., 1986)(Coffey et al., 1988).

Die molekulare Steuerung des TGFp-vermittelten Zellzyklusarrestes erfolgt durch ein
komplexes Netzwerk verschiedener Transkriptionsfaktoren und Zellzyklusproteine (CDKs und

Cycline). In Abb. 1.17 ist das Zusammenspiel der unterschiedlichen Faktoren dargestellt.
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Abb. 1.17 TGF induziert einen G1-Arrest. (Donovan und Slingerland, 2000, verédndert)

Der Zellzyklus wird durch CDKs gesteuert, die durch Cycline aktiviert und durch CDK-

Inhibitoren gehemmt werden (Abb. 1.18). Der Ubergang von der G1- zur S-Phase wird durch

D-Cycline, E-Cycline und Cyclin-A-assoziierte CDKs bewirkt. E- und D-Cycline-CDKs tragen zur

Phosphorylierung des Rb-Proteins bei, das in der spaten G1-Phase zur Induktion von Genen

der E2F-Familie fiihrt, die zum Ubergang in die S-Phase benétigt werden.
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Abb. 1.17 Uberblick iiber die Zellzyklusphasen und der Cyclin-CDK-Komplexe.

CDKs werden durch Cdc25 Phosphatasen reguliert und erst durch die Dephosphorylierung
von CDK2 vollstandig aktiviert. CDK-Inhibitoren kommt eine wichtige Rolle zu, da sie CDK2

und CDK4 spezifisch hemmen kénnen.

Ein wesentlicher Inhibitor von CDK4 ist z.B. p15. Er gehort der INK4-Familie an. Ein Verlust
dieses Proteins tragt mit zum TGFf induzierten Verlust des G1-Arrestes in Krebszellen bei.
Eine weitere wichtige CDK-Inhibitorfamilie (KIP-Familie) umfasst p21, p27 und p57. lhr

Erkennungsspektrum ist wesentlich breiter als das von p15.

In Abhangigkeit ihrer Position im Zellzyklus reagieren Zellen entweder mit einem sofortigen
Stopp des Zellzyklus in der G1-Phase oder sie beenden den Zyklus noch und arretieren dann

in der genannten Phase.

Die Induktion eines Zellzyklusarrestes verlauft Gber zwei verschiedene Mechanismen (Abb.
1.17). Uber einen Mechanismus induziert TGFf die CDK-Inhibitoren p15, p21 und p27 (Datto
et al., 1995)(Polyak et al., 1994)(Sandhu et al., 1997). In Epithelzellen wird beispielsweise
p15 verstarkt exprimiert und es kommt zur Ausbildung von p15-CDK4/6 Komplexen, die die
Bildung von CyclinD1-CDK4/6 Komplexen verhindern, die eine Progression des Zellzyklus

sicherstellen (Sandhu et al., 1997). TGFf} verhindert aber auch die Bildung der Komplexe aus
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CyclinE-CDK2 und CyclinA-CDK2 durch p21 und p27 (Reynisdottir et al., 1995)(Reynisdottir
und Massague, 1997).

Uber einen weiteren Mechanismus verhindert das Zytokin die Zellzyklusprogression durch
die Hemmung von c-Myc und 1D1/2/3 (Inhibitor of DNA binding protein 1/2/3) (Pietenpol et
al., 1990)(Norton et al., 2000). In proliferierenden Zellen verhindert c-Myc durch die Bindung
von MIZ1 an die Promotoren von pl5 und p2l1 deren Transkription (Seoane et al.,
2001)(Staller et al., 2001). Auch die Suppression von ID-Genen tragt zum Zellzyklusstopp bei,
da die ID-Proteine mit dem Rb-Protein (Retinoblastom) interagieren und es inhibieren.

Dadurch ist ein Ubergang in die S-Phase nicht langer méglich (Lasorella et al., 2000).

1.6.4.2 TGFpinduziert die Expression von p21

In der vorliegenden Arbeit wird der Fokus auf das Zellzyklusgen p21 (CDKN1A) gelegt. Seit
Jahrzehnten ist bekannt, dass p21 durch den Tumorsuppressor p53 aktiviert werden kann.
An der TGFB-induzierten Aktivierung scheint p53 allerdings nicht beteiligt zu sein (Datto et
al., 1995a). Vielmehr ist beschrieben, dass p21 recht schnell durch den SMAD-Pathway
aktiviert wird (Pardali et al., 2005). Dies belegen Arbeiten mit SMAD4-defizienten Zellen
(Gomis et al., 2006a). Dartiber hinaus werden die SMAD-Cofaktoren FOXO1, 3 und/ oder 4
bendtigt. Wie bereits erwahnt, wird p21 durch c-Myc in einem inaktiven Zustand gehalten,
so dass dessen Repression einer p21-Induktion vorgeschaltet ist. Darliber hinaus wird der
Transkriptionsfaktor Spl fiir die Aktivierung von p21 benétigt (Datto et al,
1995b)(Moustakas und Kardassis, 1998)(Pardali et al., 2000)(Seoane et al., 2004). Daneben
ist eine Induktion von p21 lber RAS, MEKK1 und ERK beschrieben (Hu et al., 1999)(Kivinen
und Laiho, 1999). Es gibt auch Publikationen, die eine Beteiligung von p53 am SMAD-
abhangigen TGFB-Signaling zeigen (Overstreet et al., 2014)(Cordenonsi et al., 2003). In
Keratinozyten ist zudem ein Weg liber PKCa beschrieben (Sakaguchi et al., 2004). Dabei ist

diese Kinase fir die Rekrutierung von Sp1 zustandig (Pardali et al., 2000).

Eine veranderte Expression von CDK-Inhibitoren wird in verschiedenen Krebsarten berichtet.
So ist ein Verlust von p21 in fortgeschrittenen Brustkrebsstadien beschrieben und geht mit

einen schlechten Patientenprognose einher (Jiang et al., 1997)(Tsihlias et al., 1998).
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1.6.5 TGFB-induzierte Veranderung der extrazellularen Matrix (ECM)

1.6.5.1 Aufbau der ECM

Unter dem Begriff ECM wird die Gesamtheit der Makromolekiile, die sich auRerhalb der
Plasmamembran befinden, zusammengefasst. Die Molekiile werden von den umgebenden
Zellen synthetisiert und anschlieBend sezerniert. lhre Funktion besteht darin, den
umgebenden Zellen sowohl strukturelle als auch biochemische Unterstiitzung zu geben.
Konkret bestehen ihre Aufgaben in der Zelladhdsion, Zell-Zell-Kommunikation und
Differenzierung. Grundsatzlich besteht die ECM aus zwei Komponenten: der Grundsubstanz
und den Fasern. Der faserige Anteil wird hauptsachlich durch Kollagenfasern gebildet. Ihre
Aufgabe ist es, den Zellen strukturelle Unterstiitzung zu geben. Daneben gibt es noch Elastin,
das einem Gewebe Elastizitdt verleiht. Die Grundsubstanz wird aus Proteoglykanen gebildet.
Es handelt sich hierbei um Polysaccharide, die mit Proteinen verbunden sind. Aufgrund ihrer
negativen Ladung binden positiv geladene lonen an sie und Wasser folgt osmotisch. Zudem
sind sie in der Lage, Botenstoffe (z.B. Wachstumsfaktoren) in der ECM zu binden und
dadurch Einfluss auf das intrazelluldre Signaling zu nehmen. Zudem gibt es auf der

Oberflache fast aller Zellen Rezeptoren, die in Kontakt mit der ECM stehen.

Fibronectin ist ein wichtiges Glykoprotein in der ECM, das als I6sliches Dimer im Plasma oder
als unl6sliches Dimer oder Multimer auf Zelloberflaichen und in der ECM vorkommt. Die
I6sliche Form spielt eine wichtige Rolle bei der Blutgerinnung und Wundheilung. Es wirkt sich
positiv auf die Wundheilung aus, da es in Fibringerinnsel eingelagert wird und die Anheftung
von Keratinozyten oder Immunzellen erleichtert. Die unldsliche Form wird in die ECM
eingelagert und verbindet Kollagenfasern mit anderen Komponenten der ECM bzw. stellt
Uber Integrine den Kontakt zu Zellen her. Darliber hinaus kann es auch als Adhasionsmolekiil

fungieren, sogar eine Beteiligung bei der Anheftung von Metastasen wird diskutiert.

Auch bei Wachstums und Differenzierungsprozessen spielt Fibronectin eine grofSe Rolle. Ein
Knockout des Proteins ist embryonal letal (George et al., 1993). Es wird in vielen Zellen und
Geweben exprimiert. Das Glykoprotein ist ein Dimer aus zwei ca. 250 kDa grolien
Untereinheiten, die nahe am C-Terminus lber Disulfidbriicken miteinander verbunden sind.
Fir Fibronectin sind viele Splicevarianten beschrieben, dies gilt insbesondere fir die

unl6sliche Form (Pankov und Yamada, 2002).
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1.6.5.2 TGF B vermittelte Induktion von FN1

Fibronectin kann in in vitro-Experimenten durch die Behandlung mit TGFf} induziert werden.

Die Aktivierung von FN1 verlauft hierbei direkt iber SMADs (Itoh et al., 2003)(Isono et al.,
2002)(Kowanetz et al., 2004). Zunachst war man davon ausgegangen, dass die Induktion von
FN1 nur SMAD-unabhangig, Gber JNK verlauft (Hocevar et al., 1999). Dies wurde inzwischen
aber eindeutig widerlegt. Zudem ist eine Beteiligung von p38 und ERK1/2 an der Induktion
von Genen, die am Remodelling der ECM beteiligt sind, beschrieben. Dies betrifft v.a. das
Losen von Zellverbindungen z.B. Tight junctions (Yu et al., 2002)(Zavadil et al., 2001). Neben
dem Transkriptionsfaktor Snail sind noch weitere Transkriptionsfaktoren (z.B. TWIST1,
FOXC2 und FOXA1) an der Induktion beteiligt (Lamouille et al., 2014). Zudem sollen ROS an
der Induktion des Glykoproteins beteiligt sein (Ishikawa et al.,, 2014). Wie bereits

beschrieben, ist auch in diesem Fall der Zelltyp von Bedeutung (Hough et al., 2012).

Daneben existiert eine weitere Hypothese zur Induktion von FN1, wonach die p65-
Untereinheit von NFkB mit PARP1 den Transkriptionsfaktor SNAI1 bei der Induktion von FN1
unterstitzen (Stanisavljevic et al.,, 2011). Dariber hinaus postulieren Jagadeeshan et al.
(2015), dass die p21-aktivierte Kinase 1 (PAK1) mit NFkB gemeinsam an den FNI1-Promotor

bindet und die Transkription initiiert.
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1.17 Zielsetzung

Die TGFp-induzierte EMT stellt einen wichtigen biologischen Prozess dar, der in der
Organogenese von groRer Bedeutung ist. Allerdings kdnnen Signalwege, die eine EMT zur
Folge haben, auch im adulten Organismus aktiviert werden z.B. bei der Wundheilung,
Fibrose und Metastasierung von Krebszellen. Das Wissen tGber EMT-auslosende Signalwege
liefert wichtige Erkenntnisse um den komplexen Prozess zum einen besser zu verstehen und

zum anderen gezielt therapeutisch eingreifen zu konnen.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den Einfluss der DNA-Glykosylase OGG1 bei der TGFf3-
vermittelten Induktion der EMT zu untersuchen. Als Modellsystem wurde eine OGG1-
defiziente HaCaT-Zelllinie etabliert. Zwei, flir EMT charakteristische Endpunkte wurden fir
die Untersuchungen ausgewahlt: die Induktion eines G1-Arrestes und die Verdnderung der
ECM. Um die Rolle von OGG1 am TGFf-vermittelten Signaling untersuchen zu kdénnen, sollte
gezielt in die Signalibertragung eingegriffen und die Folgen auf die Expression der

genannten Markergene ausgewertet werden.
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2 Material
2.1 Gerdte
‘ Gerat

Autoklav: Technoclav 50 6.0 bzw. 2.0

‘ Hersteller
Fedegari Autoclav SPA,

Albuzzo (1)

Destillationsapparatur: Destamat®

Heraeus, Hanau

DNA Fluorometer Modell TKO 100

Hoefer Scientific, San

Francisco (USA)

Durchflusszytometer: BD LSRFortessa

Becton Dickinson, Heidelberg

Feinwaage: AG 245, max. 210 g

Mettler Toledo, Columbus

(USA)

Fraktionssammler:
Ultrorac 2070 Il
MM 10, Neolab 4 mit Zeitnehmer SM 999

Pharmacia/ LKB, Uppsala (S)

Neolab, Heidelberg

Geldokumentation: Molecular Imager Gel Doc XR+

Bio-Rad, Miinchen

Gelelektrophorese-Apparatur

Bio-Rad, Miinchen

Glaspipetten (5 und 10 ml)

Hartenstein, Wirzburg

Inkubator: Hera Cell 150

Heraeus, Hanau

Kolbenhubpipetten (BioPette A)

Labnet International, Edison

(USA)

Lichtmikroskop: Telaval 31

Zeiss, Oberkochen

Mikrowelle: Micromat

AEG, Frankfurt am Main

Neubauer-Zadhlkammer

Hecht-Assistent, Sondheim

pH-Meter: PHM 62

Radiometer, Kopenhagen

(DK)

Pipettierhilfe: Accu-jet pro

Brand, Wertheim

Realtime PCR Cycler: Lightcycler 1.5 Real Time PCR System

Roche Diagnostics,

Mannheim

Schittler: Labnet Orbit LS

Labnet International,

Spannungsquelle: Power Pac 300/ Power Pac BasicTM

Bio-Rad, Miinchen
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pH-Meter: PHM 62

Radiometer, Kopenhagen

(Danemark)

Scanner fir Objekttrager: Panoramic Desk 1.15 SP

3D Histech Ltd, Budapest (H)

Spektrophotometer: Biowave S2100

WPA, Cambridge (GB)

Spektrophotometer: Nanodrop 2000

Thermo Scientfific, Waltham

(USA)

Sterilarbeitsbank: Lamin Air HB 2448

Heraeus, Hanau

Thermocycler: Biometra T Gradient Thermocycler

Biometra, Gottingen

Tiefkihler (-20°C)

Liebherr, Ochsenhausen

Tiefkhler (-80°C)

Thermo Fischer, Waltham

(USA)

Tischzentrifuge: Galaxy Mini

VWR, Darmstadt

Transferkammer: Mini Trans®-Blot Cell

Bio-Rad, Miinchen

Vortexer: Vortex Genie 2TM

Bender & Hobein, Bruchsal

Waage: PB 3002, Delta Range, max. 3100 g

Mettler Toledo, Columbus

(USA)

Wasserbad: Kottermann Typ 3042

Kottermann, Uetze-Hanigsen

Zentrifuge: Eppendorf Centrifuge 5415D

Eppendorf, Hamburg

Zentrifuge: Universal 320R Zentrifuge

Hettich, Tuttlingen

Zentrifuge: Labofuge 400R Zentrifuge

Heraeus, Hanau

Zelltank

Tec-lab, Konigstein/Taunus

2.2 Software

‘ Software

BD FACSDIVA Software V8.0.1.

Hersteller

BD Biosciences, Heidelberg

Citavi 6.0

Swiss Academic Software GmbH, Wadenswil (CH)

FlowlJo 10.2

FlowJo, LLC, Ashland (USA)

OligoAnalyzer 3.1

Integrated DNA Technologies, Leuven (B)

Image Lab Software Version 6.0

Bio-Rad, Miinchen

Lightcycler Software Version 3.5.3

Roche, Mannheim

Panoramic Scaner Control Software

3D Histech Ltd., Budapest (H)
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2.3 Verbrauchsmaterialien
‘ Material

Coulter Counter Doschen

Hersteller

Beckman Coulter, Brea (USA)

Einmalspritzen

BD Biosciences, Heidelberg

FACS-Analyseréhrchen

Sarstedt, Nimbrecht

Faltenfilter (Rotilabo, Typ 601P)

Carl Roth, Karlsruhe, Karlsruhe

Filterspitzen ART 10pl

Thermo Scientific, Waltham (USA)

Filterspitzen 20, 200 bzw. 1.000 ul

Biozym, Hessisch Oldendorf

Glasgerate

Schott Spezialglas,

Kryoréhrchen Nalgene (2 ml)

Nunc, Roskilde (DK)

Lightcycler Kapillaren

Roche Diagnostics, Mannheim

Hybond-C Extra

Membranfilter:  Isopore = membrane | Merck Millipore, Darmstadt
filters 2 um TTTP
Nitrocelluosemembran: Amersham | GE Healthcare, Solingen

Parafilm

Pechiney, Menasha

Photofilm: Amersham Hyperfilm ECL

GE Healthcare, Solingen

Pasteurpipetten

Hartenstein, Wirzburg

Pipettenspitzen: 10, 200, und 1.000 pl

Sarstedt, Nimbrecht

Pipettenspitzen: 5 bzw. 10 ml

Hartenstein, Wirzburg

Pipettierhilfe Pipetus®-akku

Hirschmann Laborgerate

ReaktionsgefaRe: 0,5, 1,5 und 2 ml

Sarstedt, Nimbrecht

PCR-Reaktionsgefale 0,2 ml

Greiner Bio-ONE, Frickenhausen

Spritzenfilter: Minisart Syringe Filter

Sartorius, Gottingen

Whatmanpapier

GE Healthcare, Little Chalfont (UK)

Zellkulturflaschen (25 und 75 cm?)

Greiner Bio-ONE, Frickenhausen

Zellkulturplatten (6-well, 24-well)

Nunc, Roskilde (DK)

Zellkulturschalen (6, 10 bzw. 25 cm)

Greiner Bio-ONE, Frickenhausen

Zellschaber

Sarstedt, Nimbrecht

Zentrifugenréhrchen (15 und 50 ml)

Greiner Bio-ONE, Frickenhausen
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2.4 Chemikalien
‘ Chemikalie

Aktivkohle

Hersteller

AppliChem, Darmstadt

Baysiolone-Paste

Bayer, Leverkusen

2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-

ethansulfonsaure (Hepes)

Sigma-Aldrich, Seelze

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

Carl Roth, Karlsruhe

Agarose

Invitrogen, Darmstadt

Albumin Fraktion V (BSA) (Protease-frei)

Carl Roth, Karlsruhe

Ammoniumpersulfat (APS)

Carl Roth, Karlsruhe

Bacto-Agar

Hartenstein, Wirzburg

Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent

Bio-Rad, Miinchen

Bisbenzimid (Hoechst No. 33258)

Sigma-Aldrich, Seelze

Brilliant Blue

Sigma-Aldrich, Seelze

Bromphenolblau

Sigma-Aldrich, Seelze

Diethylpyrocarbonat (DEPC)

Carl Roth, Karlsruhe

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Carl Roth, Karlsruhe

Eisessig

Carl Roth, Karlsruhe

Eosin B

Carl Roth, Karlsruhe

Ethanol absolut

Carl Roth, Karlsruhe

Ethidiumbromid 1 mg/ml

Sigma-Aldrich, Seelze

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)

Carl Roth, Karlsruhe

Glycerol

VWR International, Radnor (USA)

Glycin

Biomol, Hamburg

IIford Multigrad Developer

Harman technology Limited, Knutsford (UK)

IIford Rapid Fixer

Harman technology Limited; Knutsford (UK)

Isopropanol

Carl Roth, Karlsruhe

Kaliumchlorid (KCI)

Carl Roth, Karlsruhe

Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PQa)

Merck Millipore, Darmstadt

Magnesiumchlorid (MgCl,)

Life Technologies, Darmstadt
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Methanol

Carl Roth, Karlsruhe

Natriumacetat

Carl Roth, Karlsruhe

Natriumchlorid (NaCl)

Carl Roth, Karlsruhe

Natriumdeoxycholat

Sigma-Aldrich, Seelze

Natriumdihydrogenphosphat (NaH,PQ4)

Merck Millipore, Darmstadt

Natriumdodecylsulfat (SDS)

Carl Roth, Karlsruhe

Natriumhydroxid (NaOH)

Carl Roth, Karlsruhe

Phenylmethyl-Sulfonylfluorid (PMSF)

Sigma-Aldrich, Seelze

Ponceau$S

Sigma-Aldrich, Seelze

Pufferlésungen (pH 6, 7, 10, 12, 13)

Carl Roth, Karlsruhe

R-Mercaptoethanol

Sigma-Aldrich, Seelze

Salzsdure (HCI)

Carl Roth, Karlsruhe

Sulfosalicylsaure

Sigma-Aldrich, Seelze

Tetraethylammoniumhydroxid

Merck, Darmstadt

Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Carl Roth, Karlsruhe

TGFB Tebu Biotech, Offenbach
Titriplex Il Carl Roth, Karlsruhe
Titriplex 11l Carl Roth, Karlsruhe

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris)

Carl Roth, Karlsruhe

Triton-X100 Sigma-Aldrich, Seelze
Trizol Thermo Fisher Scientific, Darmstadt
Tween 20 Carl Roth, Karlsruhe

Western Lightning®-ECL

Perkin Elmer, Waltham (USA)

Xylol

Carl Roth, Karlsruhe
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2.5 Inhibitoren

Inhibitor

Konzentration

Stamml6sung

Arbeits-

konzentration

Hersteller

Pargylin LSD1 50 mMinHO |2,5mM Biomol, Hamburg
10 mM in Selleckchem, Houston
OGL-002 LSD1 50 uM
DMSO (USA)
10 mM in
U-0126 ERK 10 uM Biomol, Hamburg
DMSO
30 mM in
SP600125 JNK 30 uM Sigma-Aldrich, Seelze
DMSO
50 mM in
BSO Glutathion 5mM Biomol, Hamburg
Medium
10 mM in
PDTC NFkB 10 uM Sigma-Aldrich, Seelze
Ethanol
N-
ROS-Fanger 100 MM in H,O | 1 mM Sigma-Aldrich, Seelze
Acetylcystein
10 mM in
PD169316 p38 10 uM Sigma-Aldrich, Seelze
DMSO
8-oxoGuanin- | 8-oxoGuanin- 1mg/mlin2 M
1 uM in PBS Sigma-Aldrich, Seelze
HCI HCI NaOH
10 mM in Selleckchem, Houston
GKT 137831 NOX4 10 uM
DMSO (USA)

2.6 Enzyme und Marker

Enzym Hersteller

cOmplete mini Protease Inhibitor Cocktail

Roche Diagnostics, Mannheim

DNase | (1U/ul)

Thermo Fisher Scientific, Darmstadt

DNA-Marker: GeneRuler 100 bp (Plus)

Thermo Fisher Scientific, Darmstadt

Proteinase K

Carl Roth, Karlsruhe

Protein-Marker: PageRuler Prestained

Thermo Fisher Scientific, Darmstadt

RNA-Ladepuffer (2x)

Thermo Fisher Scientific, Darmstadt
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Ribonuklease A (RNAse A)

Serva Electrophoresis, Heidelberg

Tfi DNA-Polymerase (5 U/pl)
mit Tfi PCR Reaktionspuffer (5x)
und MgCl,

dNTP-Mix

Thermo Fisher Scientific, Darmstadt

2.7 Kits
‘ Kit

Direct-zol RNA MiniPrep-Kit

‘ Hersteller

Zymo Research, Freiburg

Effectene Transfection Reagent

mit EC-Puffer und Enhancer

Qiagen, Hilden

LightCycler FastStart DNA MasterP'YS SYBR Green | | Roche Diaghostics, Mannheim

Kit

RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthese Kit | Thermo Fisher Scientific, Darmstadt

ROTI Kit fiir Flow Cytometry EdU-Click 488 Carl Roth, Karlsruhe

2.8 Puffer und Medien fiir die Zellkultur

Material

DMEM High Glucose Medium

Hersteller

Thermo Fisher Scientific, Darmstadt

Fotales Rinder Serum (FCS)

Thermo Fisher Scientific, Darmstadt

Geneticin (G418)

Biochrom, Berlin

L-Glutamin 200 mM

Thermo Fisher Scientific, Darmstadt

0,25 % Trypsin-EDTA in PBS

Biochrom, Berlin
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2.9 Sdugerzelllinien

\ Zellinie Beschreibung Medium \ Bezugsquelle

HaCaT Humane Keratinozyten | DMEM AG Fusenig
(Empfangerzellen fir KD- | +10% FCS (von AG
Plasmid) +2% Glutamin Dietrich,

Mainz)

HaCaT pEpS (Klon P2) | Humane Keratinozyten | DMEM Tina M.
(mit  Leervektor stabil | +10% FCS Sommer, AK
transfiziert) +2% Glutamin Prof. Epe

+750 ug/ml G418 | (Mainz)

HaCaT pEpS-0GG1 Humane Keratinozyten DMEM Tina M.

(Klon 14) (mit 0GG1 shRNA- | +10% FCS Sommer, AK
codierendem Plasmid | +2% Glutamin Prof. Epe
stabil transfiziert) +750 ug/ml G418 | (Mainz)

2.10 Vektoren und Vektorgeriiste

Vektor Aufgabe ‘ Hersteller

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

PENTR/pSUPER+ shRNA-Expressions-Vektor Addgene, Cambridge

(575-1) (USA)

pSH-OGG1-K2 shRNA-Vektor mit 0OGG1-Knockdown- | Julia Allgayer (AK Prof.
Sequenz (Allgayer al. 2013) Epe)

Eine Vektorkarte des shRNA —Expressionsvektor pENTR/pSUPER+ befindet sich im Anhang |

ebenso die fiir die shRNA codierende DNA-Sequenz.
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2.11 Primer

Alle eingesetzten Primer wurden mit Hilfe des Tools Primer-Blast konzipert und mit der
Software Oligo Calc: Oligonucleotide Properties Calculator
(http://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.html) bzw. OligoAnalyzer 3.1
(https://eu.idtdna.com/calc/analyzer) Uberprift. AbschlieBend wurden die erhaltenen
Sequenzen mit dem Basic local alignment searching tool (BLAST) gegen die Nucleotide
selection (BLASTn) abgeglichen. Die Oligonukleotide wurden von der Firma Eurofins MWG
GmbH (Ebersberg) bezogen. Die lyophilisierten Primer werden in sterilem TE-Puffer zu einer
Stammlésung von 200 uM gel6st. Zur weiteren Verwendung wurde eine Arbeitslésung von 2

UM mit sterilem Wasser hergestellt, die bei -20°C gelagert wurde.

 Ziel Sequenz 5’ 3’ ' Tann ' Tacq Zyklenzahl

hCDKN1A | Forward | GCAGACCAGCATGACAGATTT 58 85 28
Reverse | TGCCCAGCACTCTTAGGAAC

hFN1 Forward | TGACCAGCAACACCGTGAC 60 84 28
Reverse | GGAAGATCCAGGTACTGTGG

hSDHA Forward | AGATCCGAGAAGGAAGAGGC 61 87 32
Reverse | TGTAGTTGGTGGGAATGCCG

hTBP Forward | TCCCTCCCCCSTGACTCC 61 84 31
Reverse | GGACTGTTCTTCACTCTTGGC

2.12 Primare Antikoérper

Ziel Verdinnung Hersteller

ACTB 1:2.000 mAb | Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg
0GG1 1:10.000 mAb | Abcam plc, Cambridge (GB)

2.13 Sekundare Antikorper

Ziel Verdiinnung ' Hersteller
Goat anti-rabbit IgG-HRP 1:2.000 Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg
Goat anti-mouse IgG-HRP 1:2000 Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg
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2.14 Puffer und Arbeitslésungen
2.14.1 Fiir die Zellkultur

\ Puffer \ Zusammensetzung
PBS/CMF pH 7,5 (autoklaviert) 137 mM NaCl
(CMF: Calcium und Magnesium- | 2,7 mM KCI
Frei 6,5 mM NazHPO4
1,5 mM KHzPO4
PBS (Losung I+Losung 11)
Losung | (pH 7,4) 2mM KH2PO4
54 mM KClI
274 mM NaCl
13 mM NaHPO4*2 HzO
Losung Il 1,8 mM CaCl,*2H,0
1mM MgCl,*6H,0
TGFp Stocklosung 2 pg/ml 10 ug TGFpB

in 3 M Citronensaure und BSA

2.14.2 Fiir die Arbeit mit Nukleinsduren

2.14.2.1 Fiir Agarosegele

\ Puffer \ Zusammensetzung
Ladepuffer fiir Agarosegele 60% (v/V) Glycerol
40% (v/v) TAE (6-fach)
0,3 pg/ul Orange G
50x TAE-Stock pH 7,8 242 g Tris
(einstellen mit Essigsadure) 57,1 ml Eisessig
146¢ EDTA
ad 11 H,0
TE-Puffer pH 8,0 10 mM 1 M Tris
1mM 0,5M EDTA
2.14.2.2 Fiir Alkalische Elution
\ Puffer \ Zusammensetzung
BE1-Puffer pH 7,5 20 mM Tris
(einstellen mit HCI), autoklaviert 100 mM NaCl
1mM 1 mM Titriplex Il
Bisbenzimid-Stockldsung 0,15 mM Bisbenzimid (in H,0)
DNA-Standard 200 pg/ml Kalbsthymus-DNA,
in BE1-Puffer pH 7,5
Elutionspuffer pH 12,1-12,2 | 20 mM Titriplex Il
(einstellen mit TEAH)
Lysepuffer pH 10 2% SDS
(mit 10 N NaOH einstellen) 100 mM Glycin
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2 Material
20 mM Titriplex 111
Lysepuffer mit Proteinase K 40 mg Proteinase K
100 ml Lysepuffer pH 10
0,1 M Phosphatpuffer pH 6| 87,8 mM NaH;PO4
(autoklaviert) 12,2 mM NazHPO4
0,1 M Phosphatpuffer pH 7,2 |28 mM NaH;PO4
(autoklaviert) 72 mM NazHPO4
0,1 M Phosphatpuffer pH 7,2 mit | 28 mM NaH;PO4
Bisbenzimid (autoklaviert) 72 mM Na;HPO4
1% (v/v) Bisbenzimid-Stockldsung
Waschpuffer pH 10 20 mM Titriplex Il
(einstellen mit 10 N NaOH)
2.14.3 Fiir die Arbeit mit Proteinen
\ Puffer \ Zusammensetzung
10% APS 100 mg APS
ad 1 mlH20
Blockinglosung 2,5g BSA
ad 50 ml mit TBST
Blottingpuffer 200 ml 5x Laemmli-Stockldsung
400 ml Methanol
ad 2l H,O
Elektrophoresepuffer 200 ml 5x Laemmli-Stockldsung
10 ml 10% SDS
ad 11H,0
5x Laemmli-Stock 0,25 M Tris
1,92 M Glycin
ad 11H,0
100 mM PMSF 175 mg PMSF
10 ml Isopropanol
10x Ponceau$S 2g Ponceau S
30g Trichloressigsaure
30g Sulfosalicylsaure
ad 11 H,0
Ripa-Puffer 50 mM Tris-HCl pH 7,4
150 mM NaCl
1% (v/v) TritonX-100
0,5% (w/v) Natriumdeoxycholat
0,1% (w/v) 20% SDS
5mM EDTA
ad 25 ml H;O (im Dunkeln
aufbewahren)
20% SDS 10g SDS
Ad 50 ml H,0
SDS-Sammelgel 8,8 ml H,O
1,5 ml 0,5 M Tris (pH 6,8)
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2 Material
1,5 ml Acrylamid/ Bisacrylamid (37,5:1)
120 ul 20 % SDS
120 pl 10 % APS
12 pl TEMED
SDS-Trenngel (10 %) 11,4 ml H,0
6 ml 1,5 M Tris (pH 8,8)
6 ml Acrylamid/ Bisacrylamid (37,5:1)
120 ul 20 % SDS
120 ul 10 % APS
12 pl TEMED
10 x TBS 80g Tris
242¢ NaCl
ad H,Oto 11, pH 7,6 mit
HCI
1x TBST 100 ml 10 x TBS
2 ml Tween 20

ad 11H,0
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3 Methoden

3.1 Arbeit mit Zellen

3.1.1 Kultivierung von Zellen

Die Kultivierung der eukaryotischen Zellen erfolgte in entsprechenden Zellkulturgefaflen in
entsprechendem Medium in einem Inkubator bei 37°C und 5% CO; in wassergesattigter

Atmosphare.

Das Passagieren der adhdrent wachsenden HaCaT-Zellen erfolgte in subkonfluentem
Zustand. Hierzu wurde das Medium restlos entfernt und einmal mit PBSCMF gewaschen.
Wegen der ausgepragten adhdrenten Eigenschaften wurden die Zellen 12 Minuten mit
PBSCMF/ 0,05% EDTA bei 37°C inkubiert. Das Ablosen der Zellen wurde durch die Zugabe
von Trypsin (0,25% w/v in PBS) erreicht. Zuletzt wurden die HaCaT-Zellen sorgfiltig in
Zellkulturmedium resuspendiert und nach der Bestimmung der Zellzahl in der Neubauer-

Zihlkammer in einer entsprechenden Dichte ausgestreut (31,19x103/cm?).

Zur Kryokonservierung wurden exponentiell wachsende Zellen verwendet. Sie wurden wie
bereits beschrieben abgeldst und in frischem Medium aufgenommen. Anschliefend wurden
sie in einer Zentrifuge bei 1.200 rpm 5 Minuten sedimentiert. Der Uberstand wurde
verworfen und das Sediment in 1,8 ml Einfriermedium (bestehend aus 1:10 Medium und
DMSO) aufgenommen und in Kryoréhrchen Uberfiihrt. Diese wurden in einer mit
Isopropanol gefiillten Einfrierbox auf -80°C abgekiihlt. Zur langfristigen Aufbewahrung

wurden die Kryorohrchen nach 24 Stunden in flissigen Stickstoff Gberfiihrt.

Um kryokonservierte Zellen kultivieren zu kénnen, wurden diese schrittweise mit 5 ml 37°C
warmem Medium aufgetaut und in ein Zentrifugenrohrchen Gberfihrt. Bei 1.200 rpm
wurden die Zellen 5 Minuten sedimentiert, anschlieBend wurde das Pellet in frischem
Medium resuspendiert und in eine 25 cm?-Zellkulturflasche Gberfuhrt. Nach 24 Stunden
wurden die Zellen, sofern eine ausreichende Konfluenz gegeben war, passagiert und mit
G418 versetzt.

Alle etablierten Zelllinien wurden mit dem Mykoplasma-Detektions-Kit regelmafig auf eine

Kontamination mit Mykoplasmen entsprechend der Angaben des Herstellers untersucht.
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3.1.2 Generierung einer 0GG1-defizienten HaCaT-Zelllinie

Zur Generierung einer OGG1-defizienten HaCaT-Zelllinie wurde das von Allgayer et al. (2013)
beschriebene Plasmid verwendet. Das Plasmid, das die entsprechende DNA-Sequenz der
OGG1-shRNA tragt, basiert auf dem pENTR/pSUPER+ Vektor von Addgene, in den die
entsprechende shRNA-Sequenz kloniert wurde (Campeau et al., 2009). Der Vektor basiert
auf dem pSuper-Vektor, der unter der Kontrolle des Polymerase-Ill H1-RNA Promotors steht
und ein siRNA-3hnliches Transkript produziert, das in einer RNA-Interferenz-Reaktion die
Expression von Gene spezifisch und effizient herunter regulieren (Brummelkamp et al.,
2002). Im Falle von OGG1 wurde die shRNA-Sequenz so gewahlt, dass sie in allen bekannten

OGG1-Splicevarianten enthalten ist (vgl. Anhang I).

24 Stunden vor der Transfektion wurden 600.000 Zellen je Well einer 6-well Platte
ausgestreut. Unmittelbar vor der Transfektion wurde das Medium gegen 1,5 ml frisches
Medium ausgetauscht. Zur Transfektion wurden 700 ng des Plasmids, das die shRNA-
Sequenz tragt mit pcDNA3-Vektor (mit dem G418-Gen) im Verhéltnis 1:10 gemischt. Das
G418-Gen vermittelt die Resistenz gegenliber dem Antibiotikum Geneticin (G418), das zur
Selektion der Klone verwendet wurde. AnschlieRend wurde der Ansatz mit 92 ul EC-Buffer
und 3,2 pl EC-Enhancer versetzt. Danach wurde die Losung kurz gevortext und fir 2-5
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurde dem Ansatz 4,5 pl Effectene
Transfektionsreagenz zugegeben. Der Ansatz wurde 10 Sekunden gemischt und fiir 5-10
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden 600 pl frisches Zellkulturmedium
hinzu pipettiert und dann tropfenweise auf die Zellen gegeben. Nach vier Stunden wurde das
Medium gewechselt und nach weiteren 20 Stunden wurden die Zellen nach dem Protokoll in
Kapitel 3.1.1 passagiert und in eine 143 cm?-Schale Uberfiihrt. Das Medium wurde zur
Selektion der Zellen mit 750 pg/ml mit Geneticin versetzt. Die Zellen wurden unter
Selektionsdruck weiterkultiviert, bis einzelne Kolonien zu erkennen waren. Das Medium

wurde dabei alle zwei Tage erneuert.

Sobald einzelne Kolonien detektiert werden konnten, wurde das Medium entfernt und zwei
Mal mit PBSCMF gewaschen. Um eine Kreuzkontamination der Zellklone zu verhindern,
wurde jeweils ein 0,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefals, von dem Deckel und Boden entfernt
worden waren, und dessen Rand mit Glycerol benetzt worden war, um den Zellklon herum
auf den Boden der Zellkulturschale aufgesetzt und festgedriickt. Somit wurde ein separater

Raum fiir das Ablosen des jeweiligen Zellklons geschaffen. Nachdem die Zellen, wie unter
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3.1.1 beschrieben, abgelost worden waren, wurden sie zunachst in ein Well einer 24 well-
Platte Uberfiihrt und unter Aufrechterhaltung des Selektionsdrucks weiterkultiviert. Nach
Erreichen der Konfluenz wurden die Zellen schrittweise in eine 25 cm?- und danach in eine
75 cm?-Zellkulturflasche Gberfihrt. Nachdem die Klone in den mittleren Zellkulturflaschen
nahezu konfluent waren, wurde ein Teil der Zellen in zwei Aliquoten eingefroren. Der Rest
wurde, um Gesamtzellextrakte fir die immunhistochemische Analyse des Proteingehaltes
von OGG1lherstellen zu kénnen, in 10 cm-Schalen ausgestreut und nach Erreichen einer fast
vollstandigen Konfluenz mit RIPA-Puffer geerntet. Das weitere Vorgehen ist in Kapitel 3.2.3

beschrieben.

3.1.3 Behandlung der Zellen
3.1.3.1 Behandlung mit TGFf
Die Behandlung der Zellen mit TGF3 erfolgte durch Zugabe der Substanz in das Medium.
Hierfir wurde eine Stammldsung (2 pg/ml TGFB in 3 M Zitronensdure gemaR den Angaben
des Herstellers) hergestellt, aliquotiert, in flissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur
Verwendung bei -80°C gelagert wurde. In der Regel wurden die Zellen fiir 4 h mit 4 ng/ml

TGFf behandelt. Ausnahmen bilden jeweils die Zeit- bzw. Konzentrationsreihen.

3.1.3.2 Behandlung mit Inhibitoren bzw. TGFf3
Zur Behandlung der Zellen mit Inhibitoren wurde die Substanz in das Zellkulturmedium
gegeben. Zuvor wurde eine Stammldsung hergestellt, die in Abhangigkeit von der Substanz

bei -20 bzw. -80°C gelagert oder frisch angesetzt wurde.

Die Inkubation der Zellen mit den Inhibitoren erfolgte fiir 60 Minuten im Warmeschrank. Zur
Glutathion-Depletion wurden die Zellen 24 Stunden mit BSO vorinkubiert. Danach wurde das
Medium entfernt und durch ein Gemisch aus Inhibitor und TGFf ersetzt. Anschliefend

wurden die Zellen fiir 4 Stunden weiterkultiviert.

3.1.3.3 Behandlung mit Kaliumbromat
Zur Behandlung der Zellen mit Kaliumbromat wurde das Medium der Zellen entfernt und die
Zellen zwei Mal mit PBSCMF gewaschen. Anschlielend erfolgte die Zugabe von

Kaliumbromat in PBS I+ll. Die Schadigung der Zellen erfolgte fiir 15 Minuten bei 37°C. Nach
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Ende der Inkubation wurde die Kaliumbromatlésung entfernt und die Zellen zwei Mal mit
PBSCMF gewaschen. Nach Zugabe von Zellkulturmedium, erfolgte die Reparatur der
induzierten Schaden bei 37°C. Nach Ablauf der Reparaturzeit wurde das Zellkulturmedium
bzw. unmittelbar nach der Behandlung (0 h-Wert) wurden die Zellen wie in Kap. 3.1.1
beschrieben abgelost, die Zellzahl in der Neubauer-Zdhlkammer bestimmt und unverziglich

auf die Anlage zur Alkalische Elution aufgebracht.

3.1.4 Bestimmung des Proliferationsfaktors

Um den Einfluss einer Substanz auf das Proliferationsvermogen festzustellen, wurde die
Veranderung des Proliferationsfaktors analysiert. Hierzu wurden die Zellen in einer Dichte
von 31,19x103/cm? in 6 cm-Schalen ausgestreut. Nach 24 Stunden erfolgte eine Behandlung
mit 4 ng/ml TGFP. AnschlieBend wurden die Zellen weitere 24 bzw. 48 Stunden mit der
Substanz inkubiert. Nach 24 Stunden wurde das Medium gegen frisches TGFB-haltiges

ausgetauscht.

Um Vergleichswerte zu erhalten, wurden parallel unbehandelte Zellen kultiviert. Um einen
Ausgangswert (to) zu haben, wurden unbehandelte Zellen alle 24 Stunden abgel6st (vgl.
3.1.1) und in der Neubauer-Zdhlkammer die Zellzahl/ Milliliter bestimmt. Nach Ablauf der
festgelegten Inkubationszeit wurde mit den weiteren Ansatzen analog verfahren. Der
Proliferationsfaktor errechnet sich aus dem Quotienten aus der mittleren Zellzahl t24 bzw. tas

und der mittleren Zellzahl to.

3.1.5 HE-Farbung der Zellen zur Dokumentation der Induktion von EMT

Um zu zeigen, dass HaCaT-Zellen in der Lage sind, EMT zu durchlaufen, wurden die Zellen in
10 cm-Schalen ausgestreut, die einen gereinigten Objekttrager enthielten. Nach 24 Stunden
wurden die Zellen, wie unter 3.1.3.1 beschrieben, mit TGF3 behandelt. Dieses wurde alle 24
Stunden gegen frisches TGFP-haltiges Medium ersetzt. Nach Ablauf der Inkubationszeit
wurde das Medium entfernt und die Zellen mit PBSCMF gewaschen. AnschlieRend wurden
die Zellen auf dem Objekttrager zehn Minuten bei 4°C mit reinem Ethanol fixiert. Danach
wurde der Objekttrager in verschiedenen Badern inkubiert. Die Reihenfolge bzw. Dauer sind

Tab. 2.1 zu entnehmen.
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Tab. 2.1 Arbeitsschritte einer HE-Farbung

\ Nr. Losung Dauer [Minuten]
1 Xylol 5
2 Xylol 5
3 100% Isopropanol 1
4 100% Isopropanol 1
5 96% Isopropanol 0,5
6 70% Isopropanol 0,5
7 VE-Wasser stehend | 1
8 Hamalaun (1:10) 6
9 Leitungswasser 1,5
10 0,1% HCIl-Ethanol Kurz eintauchen
11 FlieBend wassern 5
12 0,5% Eosin B 3
13 Leistungswasser 1,5
14 96% Ethanol 3
15 100% Ethanol 1
16 100% Ethanol 1
17 Xylol 1
18 Xylol 5

Anschliefend wurden die Zellen auf den Objekttrdgern mit dem Schnelleindeckmittel

Entellan unter Deckgldschen eingebettet und die Auswertung erfolgte am Panoramic Desk

1.15 SP1.

3.2 Arbeit mit Nukleinsduren

3.2.1 Arbeiten mit RNA

3.2.1.1 Isolierung von RNA

Die Isolierung von RNA erfolgte in einem Zwei-Schritt-Verfahren. In einem ersten Schritt

wurden die Zellen mit Trizol geerntet. Hierzu wurde das Zellkulturmedium riickstandslos

entfernt und 950 ml Trizol auf die adhadrenten Zellen gegeben. Durch mehrfaches

Uberspiilen mit dem Reagenz wurden die Zellen vom ZellkulturgefiR geldést und in ein

Eppendorf-Gefald Gberfuhrt. Bis zur weiteren Verwendung wurden die Proben bei -80°C

gelagert.

In einem zweiten Schritt erfolgte die Isolierung der RNA. Hierzu wurde das Directzol-RNA

Mini prep Kit entsprechend der Angaben des Herstellers verwendet. Allerdings wurden zur

Elution nur 30 pl RNAse-freies H,0 eingesetzt. Die Lagerung der RNA erfolgte bei -80°C.
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3.2.1.2 Uberpriifen der RNA-Integritdt

Nach der Isolierung der RNA wurde ihre Konzentration am Nanodrop bestimmt. Zudem
wurde die Reinheit der Nukleinsdure anhand der Quotienten 260/ 280 und 260/ 230
beurteilt. Um ihre Integritadt zu beurteilen, wurde die isolierte RNA mittels Gelelektrophorese
aufgetrennt. Hierzu wurde ein 1%iges Agarosegel hergestellt. Vor dem Auftragen der Proben
wurden diese mit 2x RNA-Ladepuffer gemischt und 5 Minuten bei 65°C denaturiert. Die
Elektrophorese erfolgte unter Verwendung von TAE-Puffer bei 80 V fiir eine Stunde.

AnschlieRend wurde das Vorhandensein der 18 bzw. 28 s rRNA-Banden kontrolliert.

3.2.1.3 Reverse Transkription
Um RNA als Ausgangsmaterial flir PCR-Reaktionen einsetzen zu konnen, ist ein
Uberschreiben in cDNA erforderlich. Hierzu wurde das RevertAid First Strand cDNA Synthesis

Kit eingesetzt. Zur Synthese wurden 2 ug RNA und die Random Hexamer Primer eingesetzt.

Das Vorgehen erfolgte gemall den Angaben des Herstellers. Allerdings wurde das Enzym
einzeln in jeden Ansatz gegeben. Als Kontrollen wurden fir jede cDNA-Synthese zwei
weitere Ansdtze hergestellt. In einem wurde Wasser anstelle des Enzyms zugegeben (NoRT)

und im anderen Ansatz wurde RNA durch Wasser (NTC) ersetzt.

3.2.1.4 Optimierung der PCR-Bedingungen
Vor dem Einsatz in einer Realtime-PCR wurden alle Primer in einer konventionellen
Endpunkt-PCR getestet. Ziel war es, zum einen die optimale Annealingtemperatur zu

ermitteln und zum anderen die AmplifikatgrofRe zu Gberprifen.

Hierzu wurden mehrere Ansatze hergestellt und die optimale Annealingtemperatur mittels

Temperaturgradienten ermittelt.

In einem ersten Schritt wurde der folgende Ansatz (Mix 1) hergestellt (Tab. 2.2):
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Tab.2.2 Zusammensetzung Mix 1

\ Komponente Volumen/ Ansatz
5-fach Platinum Tfi reaction buffer Sul
MgCl, (50mM) 0,75 ul
dNTP Mix (10mM each) 0,5 ul
H>0 11,25 ul
Gesamt 17,5 pl

Dieser Mix wurde mit den beiden Primern und der Tfi DNA Polymerase wie folgt zu Mix 2

gemischt (Tab. 2.3):

Tab. 2.3 Zusammensetzung Mix 2

\ Komponente Volumen/ Ansatz
Mix 1 17,5 ul
Primer forward (2uM) 2,5 ul
Primer reverse (2uM) 2,5 ul
Tfi DNA Polymerase (5U/pl) 0,5 ul
Gesamt 23 ul

Der Mix 2 wurde mit 2 pl Template cDNA versetzt und einer PCR-Reaktion unterworfen. Das

PCR-Programm ist in Tab. 2.4 dargestellt. Fir jedes Primerpaar wurden verschiedene

Annealingtemperaturen getestet.

Tab. 2.4 PCR-Programm fiir Endpunkt-PCR

Schritt  Temperatur Dauer [Minuten]

1 94°C 2

2 94°C 0,5

3 Temperaturgradient (55, 60 und |1
65°C)

4 70°C 1

5 30x Wiederholung der Schritte 2-4

6 70°C 10

Aufgrund der erwarteten FragmentgréBe von 150-300 bp wurden die Amplifikate auf ein

1,8%iges Agarosegel aufgetragen und in 1x TAE-Puffer 45 Minuten bei 80 V aufgetrennt. Zur

Visualisierung wurde das Agarosegemisch mit Ethidiumbromid versetzt. Die Dokumentation

erfolgte mit Hilfe des GelDoc1000 und der Software ImageLab 6.0.
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3.2.1.5 Quantitative Realtime-PCR (qRT-PCR)

Die gRT-PCR beruht auf dem herkdmmlichen PCR-Dreischritt aus Denaturierung, Annealing
und Elongation. Als Erweiterung zu einer konventionellen Endpunkt-PCR erlaubt sie aber
eine Quantifizierung der Amplifikate wahrend des PCR-Zyklus in Echtzeit. Hierzu werden,
nach Abschluss jedes PCR-Dreischrittes, Fluoreszenzmessungen durchgefiihrt. Die Starke der

Fluoreszenz nimmt proportional mit der Menge des PCR-Amplifikates zu.

Durch die Zugabe eines interkalierenden DNA-Farbstoffes (z.B. SYBRGreen) und der Analyse
seiner Emission ist zum einen die Quantifizierung der DNA-Menge in der Reaktion (absolute
Quantifizierung) und zum anderen der Einfluss einer Behandlung auf die Genexpression

(relative Quantifizierung) moglich.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Methode der relativen Quantifizierung (*2Ct) gewahlt.
Als interkalierender Farbstoff wurde SYBR Green | verwendet. Zur Verwendung der “ACt-
Methode ist eine gleichbleibende PCR-Effizienz wichtig. Diese wurde mit Hilfe einer
Standardgerade ermittelt. Hierzu wurde eine Probe ausgewahlt (HaCaT pEpS-OGG1 TGF( 4h)
und 1:10, 1:100 und 1:200 mit Wasser verdinnt. Alle weiteren Proben wurden 1:25 mit

Wasser versetzt.

Die Analyse der Genexpression erfolgte mit Hilfe des Light Cyclers 1.5 und der
entsprechenden Geratesoftware. Zu diesem Zweck wurde folgender Mastermix (Tab. 2.5)

hergestellt:

Tab. 2.5 Zusammensetzung Mastermix fiir gRT-PCR

Komponente Volumen/ Ansatz \

10x SYBR Green®'Ys Mix 1,2 ul
H>0, nukleasefrei 3,6 ul
MgCl, 0,36 ul
Primer forward 3ul
Primer reverse 3ul
Gesamt 11,16 pl

10 pl des Mastermix wurden in die Light Cycler Kapillaren vorgelegt und mit 2 pl cDNA
versetzt. Nach Zentrifugation (600 x g, 1 Minute) wurden die Kapillaren in das Gerat
eingesetzt und die Reaktion gestartet. Hierzu wurde das folgende PCR-Programm verwendet

(Tab. 2.6):
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Tab. 2.6 PCR-Programm fiir qRT-PCR

\ Schritt Temperatur \ Dauer [Sekunden]
1 95°C 600
2 95°C 10
3 Tan 10
4 72°C 15
5 Tacq 5
6 Wiederholung der Schritte 2-5 (Anzahl
abhangig von Primer)
7 65°C = 95°C (0,1°C-Schritten 600
8 40°C 30

Zur Bestimmung der Akquisitionstemperatur wurde im ersten Lauf mit unbekannten Primern
die Akquisitionstemperatur bei 72°C belassen, was dem Temperaturoptimum der
eingesetzten DNA-Polymerase entspricht. Nach Analyse der Schmelzkurven wurde die

primerspezifische Messtemperatur festgelegt.

Als interne Kontrolle bzw. zur Normierung wurden das Housekeeping-Gen TATA-Binding
Protein (TBP) verwendet. Um eine Beeinflussung durch TGF[3 auszuschliefen, wurde seine
Expression im Verhéltnis zur Succinyldehydrogenase A (SDHA) untersucht (vgl. Anhang llI).

Die Analyse der Genexpression erfolgt als Doppelbestimmung (Ausnahmen: NoRT und NTC).

3.2.2 Arbeiten mit DNA

3.2.2.1 Analyse der Zellzyklusverteilung mittels Durchflusszytometrie

Um den prozentualen Anteil der Zellen in den vier Zellzyklusphasen analysieren zu kénnen,
wurde vor der durchflusszytometrischen Analyse eine Alexa Fluor 488/ PI-Farbung

durchgefihrt.

Zu diesem Zweck wurden die Zellen in einer Dichte von 31,19x103/cm? in 6 cm-Schalen
ausgestreut und mit TGFB behandelt. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde das Medium
rickstandslos entfernt und frisches Medium mit 10 uM 5-Ethynyl-2'-deoxyuridine (EdU)
zugegeben. Die Inkubation erfolgte fiir 60 Minuten bei 37°C. Wahrend dieser Zeit wird EdU
bei der Replikation als Thymidinanalog zuféllig in die DNA eingebaut. Anschlieend wurde
das Medium abgenommen und die Zellen, wie unter 3.1.1 beschrieben, abgelost.
Nachfolgend wurden die HaCaT-Zellen 5 Minuten bei 1.000 rpm sedimentiert. Zur Fixierung

und Permeabilisierung wurde das Pellet in 1 ml Methanol/Aceton-Gemisch (7:3)
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resuspendiert und zuerst 3 Minuten bei -20°C inkubiert und danach 3 Minuten bei 1.000 rpm
4°C abzentrifugiert. Das Zellsediment wurde in 1ml PBSCMF gel6st und 4 Minuten bei 1.000
rpm abzentrifugiert. Dieser Vorgang wurde 2x wiederholt. AbschlieBend wurden die Zellen in

PBSCMF gelost und bis zur Farbung bzw. Messung bei 4°C aufbewahrt.

Die Alexa Fluor 488 Farbung wurde gemalR den Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Bei
der Reaktion wird der Farbstoff Alexa Fluor 488 liber eine Click-Reaktion unter Katalyse von
Kufersulfat an EdU gebunden.

Nach der Farbereaktion wurde ein RNAse-Verdau durchgefiihrt, um eine selektive Farbung

der DNA mittels Pl zu gewahrleisten. Hierzu wurde der folgende Ansatz hergestellt (Tab. 2.7):

Tab. 2.7 Losung fiir RNAse-Verdau

\ Komponente Volumen/ Ansatz
PBS 1000 pl
FCS 2 ul
RNAse (10 mg/ml) 7,2 ul

Der Verdau erfolgte bei 37°C unter Abschluss von Licht fir 15 Minuten im Wasserbad.
Anschliefend wurden die Proben 5 Minuten bei 1.000 rpm abzentrifugiert und das Pellet in
300 ul PBSCMF gelost. Bis zur Messung wurden die Proben auf Eis gelagert. 15 Minuten vor
der Messung wurden 5 pl der Pl-Farbelosung zugegeben. AnschlieBend wurden pro Ansatz

10.000 Zellen am Durchflusszytometer LSR Fortessa gemessen.

Zur Bestimmung des Anteils der Zellen, die sich in der S-Phase des Zellzyklus befinden, wurde
die Flache des Spannungspulses (Area) von Alexa Fluor 488 im griinen Fluoreszenzkanal
gemessen. Der Farbstoff wurde mit dem blauen Laser (488 nm) angeregt und emittiert bei

525 nm.

Zur Bestimmung der Zellen, die sich in der G1- bzw. G2/M-Phase des Zellzyklus befinden,
wurde die Fluoreszenz von Propidiumiodid im gelben Fluoreszenzkanal gemessen, wobei die
Anregung des Farbstoffs bei 561 nm erfolgte. Propidiumiodid weist ein Emissionsmaximum
bei 617 nm auf. Zur Auswertung wurde die Fluoreszenzintensitit in beiden Kanalen
gegeneinander aufgetragen. Die Angabe der Intensitdt erfolgte in einer einheitslosen,

logarithmischen Skalierung.
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Zur Kalibrierung des Gerates wurden jeweils Zellen verwendet, die nur mit Alexa Fluor 488
oder Propidiumiodid gefarbt worden waren. Die Auswertung erfolgte mit der Software
FlowJo 10.2. Um die prozentualen Verteilung der Zellen auf die einzelnen Phasen des
Zellzyklus bestimmen zu koénnen, wurde ein Spidergate bestehend aus vier variablen
Quadranten verwendet. Die Zellpopulationen verteilen sich folgendermaRRen auf die

Quadranten: Q1 — G1-Zellen, Q2+Q3 — S-Zellen, Q4 — G2-Zellen.

3.2.2.2 Alkalische Elution

Das Verfahren der alkalischen Elution wurde von Kohn et al. (1976) als sehr sensitive
Methode zum Nachweis von DNA-Einzelstrangbriichen beschrieben. Der Methode liegt das
Prinzip, dass einzelstrangige DNA in Abhangigkeit von ihrer Ldnge mit unterschiedlicher

Geschwindigkeit von einem Polycarbonatfilter eluiert, zugrunde.

Im Jahr 1994 publizierten Epe und Hegler, dass die Nachweismethode durch einen
zusatzlichen Schritt, die Inkubation mit DNA-Reparaturenzymen, geeignet ist, um DNA-
Basenmodifikationen zu detektieren. Durch die Behandlung mit Reparaturenzymen werden
oxidative DNA-Basenldsionen in Strangbriiche Uberfiihrt. So ist es moglich, durch die
Inkubation mit FPG die Ldsion 8-0xoG in DNA-Einzelstrangbriiche zu konvertieren und damit
quantifizieren zu kénnen. Die Nachweisgrenze liegt bei etwa 0,05 Lisionen/10° bp. Das

Prinzip des Versuches ist in Abb. 2.1 dargestellt.
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Abb. 2.1 Prinzip der Alkalischen Elution. (Von der Lippen, 2013)

3.2.2.2.1 Versuchsaufbau und Vorbereitung

Die Anlage besteht aus 20 Vorratsbehaltern mit einem Fassungsvermdégen von 25 ml. Am
unteren Ende der GefaRRe befindet sich ein Frittenboden, auf den ein Polycarbonatfilter
(PorengroRe: 2 um) aufgelegt wird. Die Vorratsgefille konnen in ein temperierbares

Wasserbad abgesenkt werden.

Die Zellsuspension wurde von oben in die GefaRe gegeben und mittels Mehrkanalpumpe
durch die VorratsgefiaRe, Filter, Frittenbdden und einen Dialyseschlauch in AuffanggefaRRe
gepumpt. Nach Abschluss der Enzyminkubation bzw. den abschlieBenden Waschschritten,
wurden die AuffanggefdRe gegen einen, mit Reagenzglasern bestlickten, Fraktionssammler

ausgetauscht.

Vor dem Auftragen der Zellen wurde die Anlage zwei Mal mit 2,5 ml kaltem PBSCMF gesplilt

und die Vorratsgefalle in das 4°C kalte Wasserbad abgesenkt.

3.2.2.2.2 Durchfiihrung
Pro Ansatz wurden 3,5 Mio. Zellen ausgestreut und 24 h spater mit 4 ng/ml TGF3 oder 4 mM

KBrOs behandelt. Im Falle von TGF3 wurden die Zellen fiir 8 h inkubiert. Die Behandlung mit
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KBrOs erfolgte wie in 3.1.3.3 beschrieben. Anschliefend wurden die Zellen gemall dem
Protokoll in Kapitel 3.1.1 dargestellt abgelost und die Zellzahl mittels Neubauer-Zahlkammer
bestimmt. Hierbei werden pro Ansatz jeweils eine Million Zellen in drei Spuren aufgetragen:
eine Spur dient dem Bestimmen der Einzelstrangbriiche und sie anderen beiden Spuren der
Bestimmung der Fpg-sensitiven Lasionen als Doppelwert. Nach dem Auftragen wurde die
Zellsuspension durch die Anlage gepumpt und die Zellen bleiben auf dem Polycarbonatfilter
zurlick. AnschlieBend wurde zwei Mal mit je 3 ml kaltem PBSCMF gesplilt, um Mediumreste
zu entfernen. Wahrend des zweiten Waschschritts wurde das Wasserbad auf 25°C erwarmt
und ab einer Temperatur von 15°C wurde mit der Lyse der Zellen begonnen. Hierzu wurden
je 2 ml Lysepuffer mit maximaler Pumpgeschwindigkeit durch die Anlage gepumpt. Danach
wurden 5 ml Lysepuffer, der mit 400 mg/I Proteinase K versetzt worden war, innerhalb von
90 Minuten durch die Anlage gepumpt. Nach Abschluss der Zelllyse wurde sieben Mal mit je

5 ml BE1-Puffer gewaschen und das Wasserbad auf 37°C erwarmt.

Fir die anschlieBende Enzyminkubation mit Fpg wurden 2 ml Enzymldsung in die
VorratsgefalRe gegeben. Davon wurde 1 ml mit maximaler Geschwindigkeit durch die Anlage
gepumpt. Der Rest der Lésung (1 ml) wurde innerhalb von 50 Minuten durchgepumpt.
Nachfolgend wurden die verbliebenen Pufferreste entfernt und es wird zwei Mal mit je 5 ml

BE1-Puffer und 1 Mal mit Waschpuffer bei maximaler Pumpgeschwindigkeit gespiilt.

Im nachsten Schritt wurden die AuffanggefaRe gegen den mit Reagenzglasern bestiickten
Fraktionssammler ausgetauscht. Bevor die 11-stlindige Elution gestartet wurde, wurden die
Vorratsgefalle bis zum oberen Rand mit Elutionspuffer gefillt. Aufgrund des zu erwartenden
geringen Schadensausmalies wurde eine langsame Elution durchgefiihrt. Die Elutionszeit hat
Einfluss auf die Anzahl der detektierbaren Lasionen. Mit der genannten ,langsamen Elution”
uber 11 Stunden kénnen max. 0,9 Lisionen/10° bp detektiert werden. Wird hingegen ein
hoheres Schadensmall erwartet, wird eine ,,schnelle Elution” durchgefiihrt, mit der 0,9-3
Lisionen/10° bp detektiert werden konnen. Bei einer schnellen Elution verkiirzt sich die
Elutionsdauer auf 54 Minuten. Das bedeutet, dass der Fraktionssammler im Falle einer

langsamen Elution alle 120 Minuten vorschiebt.

Nach Abschluss der Elution wurden die Reste des Elutionspuffer, die sich noch in den
VorratsgefaBen befinden, in die 6. Fraktion gepumpt. Anschliefend wurden die Filter und

Frittenbdden ausgebaut und mit dem Eluat der 6. Fraktion in Coulter Counter-Ddschen
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gegeben und die DNA auf dem Filter wurde Uber vier Stunden bei 60°C unter Schitteln

gelost.

Zur Auswertung wurde das Volumen der librigen Fraktionen bestimmt und nach Ende der 4-
stlindigen Inkubation wurde das gleiche Volumen aus der 6. Fraktion entnommen und in
Reagenzglaser Uberfihrt. Die Neutralisierung der Ansatze und damit Hybridisierung der
DNA-Doppelstrange erfolgte durch die Zugabe von Phosphatpuffer pH 6 im Verhaltnis 1:1.
Nach einer 15-minitigen Inkubation wurde Phosphatpuffer pH 7,2 zugegeben, der zuvor mit
1,5 uM Bisbenzimid versetzt worden war. Wahrend der anschlieenden 15-minitigen

Inkubation interkalierte der Farbstoff in die DNA-Doppelstrange.

3.2.2.2.3 Auswertung

Vor der Messung der Proben wurde das Fluorimeter zundchst mit einer Blindprobe aus
(Phosphatpuffer pH 6 und pH 7,2 mit Bisbenzimid im Verhaltnis 1:2 geeicht. AnschlieRend
wurde die Fluoreszenz der zellfreien Spur gemessen, um es spater von den zugehorigen
Fraktionen zu subtrahieren. Danach wurden die Proben gemessen. Hierbei ist die Summe
der Fraktionsintensitaten einer Spur proportional der DNA-Menge. Somit ist es moglich, zu
bestimmten Zeiten, die durch die jeweiligen Fraktionen reprasentiert werden, den relativen

DNA-Anteil auf dem Filter im Verhaltnis zur Gesamt-DNA anzugeben.

Die relative DNA-Menge wurde halblogarithmisch gegen die Zeit aufgetragen. Der Anstieg
der sich daraus ergebenden Gerade ist proportional zum Anteil der Einzelstrangbriiche. Dies

setzt allerdings eine zufallige Verteilung der Einzelstrangbriiche in der DNA voraus.

Die Bestimmung der absoluten Menge der Einzelstrangbriiche bzw. Fpg-sensitiven Lasionen

ist nach der folgenden Formel ebenfalls moglich:

SSB + RE = m+(-2,24+109)

RE: Fpg-sensitive Ldsionen; m: mittlere Steigung der Geraden; 2,24: Faktor fiir langsame Elutionen

In den Spuren ohne Fpg ist RE=0 und es wird die Anzahl der Einzelstrangbriiche erhalten. Zur
Quantifizierung der Fpg-sensitiven Lasionen wurden die Einzelstrangbriiche von den Werten

der Fpg-Spuren subtrahiert.
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3.2.3 Arbeiten mit Proteinen

3.2.3.1 Herstellung von Gesamtzellextrakten

Die Zellen wurden in 10 cm-Schalen in einer Dichte von 31,19x103/cm? ausgestreut und wie
unter 3.1.3 beschrieben behandelt und entsprechend der festgelegten Inkubationszeit

kultiviert.

Danach wurde das Medium von den Zellen riickstandslos entfernt und einmal mit PBSCMF
gewaschen. Danach wurden 200 ul RIPA-Puffer auf die Zellen gegeben und diese 15 Minuten
auf einer Schittelplatte auf Eis inkubiert. Anschlieend wurden die Zellen mit einem
Zellschaber vom Boden der Zellkulturschale abgelost und die Zellsuspension in
EppendorfgefdlRe Uberfiihrt. Diese wurden 20 Minuten auf Eis gelagert und anschlieRend bei
10.000 rpm (4°C) abzentrifugiert. Das Pellet wurde verworfen und vom Uberstand wurden
22 ul fir die Bradford-Messung aliquotiert. Der Rest wurde mit Proteaseinhibitor vermischt,

aliquotiert und bei -80°C gelagert.

3.2.3.2 Konzentrationsbestimmung nach Bradford

Zur Bestimmung des Proteingehaltes wurde die Methode nach Marion M. Bradford
(Bradford, 1976) verwendet. Als Kalibriergerade diente eine BSA-Verdiinnungsreihe in
Wasser (0,78 —25 ng/ul). Als Blindwert wurde eine Wasserkontrolle verwendet. Die Proben
wurden in den Verhaltnissen 1:100 und 1:1.000 mit Wasser verdlinnt. Zur Messung wurden
die Verdiinnungen mit 200 pl Bradford-Reagenz versetzt und 5 Minuten bei RT im Dunkeln
inkubiert. Danach wurde die Absorption bei 595 nm gemessen. Die Bestimmung erfolgte in

Doppelwerten.

3.2.3.3 Diskontinuierliche SDS-Page und Blotten

Vor der Auftrennung der Proben wurden jeweils 10 ug Protein mit 4x RotiLoad versetzt und
mit Wasser auf ein finales Volumen von 30 ul eingestellt. AnschlieRend wurden die Proben
bei 95°C fur % Minuten denaturiert und anschlieBend auf das Polyacrylamid-Gel
aufgetragen. Zur GrofBenbestimmung der Proteinbanden wurde zusatzlich eine Proteinleiter
aufgetragen. In Abhangigkeit vom Molekulargewicht des Zielproteins 10%-ige Gele
verwendet. Die Proteine wurden fiir 45 Minuten bei 60 V (im Sammelgel) bzw. fiir eine 60

Minuten bei 140 V (im Trenngel) aufgetrennt.
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Anschliefend wurden die Proteine auf eine Nitrocellulosemembran geblottet. Hierzu
wurden Gel, Membran, Whatmanpapiere und Schwamme 15 Minuten in Transferpuffer im
Kihlschrank &dquilibriert. Danach wurde ein Sandwich aus den genannten Komponenten
hergestellt, in eine Blottingkassette verpackt und eine Blottingkammer eingesetzt. Der
Proteintransfer wurde bei 100 V fir 60 Minuten durchgefiihrt. Anschlieend wurde das
Blotting-Sandwich demontiert und die Membran zur Uberpriifung eines erfolgreichen
Transfers mit 1x Ponceau-Rot gefarbt. AnschlieBend wurde sie 5 Minuten mit TBST

gewaschen und in 5% BSA/TBST fur 90 Minuten h bei RT geblockt.

3.2.3.4 Antikérper-Inkubation und Detektion

Die Inkubation der Primarantikorper erfolgte bei 4°C (iber Nacht auf einem Rollschiittler. Am
darauffolgenden Tag wurden die Membran 3 x 10 Minuten mit TBST gewaschen und
anschlieRend 90 Minuten im Sekundéarantikorper inkubiert. Danach wurde abermals 3x10

Minuten mit TBST gewaschen.

Die Immundetektion erfolgte mittels Chemilumineszenzreaktion. Hierzu wurde die Membran
mit 2 ml ECL-Reagenz fiur 2 Minuten im Dunkeln inkubiert, sodass das Luminol mit der
Horseradish Peroxidase (HRP) reagieren konnte. AnschlieBend wurde der Blot in eine
Rontgenfilmkassette Uberfiihrt und der Film belichtet. Die Belichtungszeit wurde
entsprechend des Antikorpers gewahlt und lag zwischen 0,5-5 Minuten. Die Dokumentation

und Quantifizierung erfolgte mit dem Gel Doc 1000 und der Software Image Lab™.

3.3 Statistik

Die statistischen Berechnungen wurden mit dem Programm Graphpad prism v5.0
durchgefiihrt. Fir den Vergleich von zwei Mittelwerten wurde der Student’s t-Test
eingesetzt. Hierbei wurde ein ungepaarter, zweiseitiger T-Test mit Welch-Korrektur zur
Beriicksichtigung der Annahme einer unterschiedlichen Varianz durchgefiihrt. Zur Angabe
der Signifikanz wurde eine Einteilung nach den folgenden Wahrscheinlichkeiten (p-Wert)
vorgenommen:

* 0,01 < p < 0,05 statistisch signifikant

** 0,001 < p < 0,01 statistisch sehr signifikant

*** p < 0,001 statistisch hoch signifikant
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Im Falle der Proliferationsanalyse und der Zeitabhangigkeit wurde zusatzlich eine
multifaktorielle Varianzanalyse (ANOVA) mit anschlieBendem Post-hoc-Test durchgefiihrt.

Die Einteilung des Signifikanzniveaus erfolgte analog zum Student’s t-Test.
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4 Ergebnisse

4.1 Verifizierung des 0GG1 Knockdown

4.1.1 Immunhistochemischer Nachweis des 0GG1-Knockdowns

Um den Einfluss der DNA-Glykosylase OGG1 auf den Prozess der EMT untersuchen zu
kénnen, wurde eine stabil transfizierte HaCaT Knockdownzelllinie etabliert. Hierzu wurde das
in Allgayer et al. (2013) beschriebene Plasmid verwendet und zusammen mit dem pcDNA3.1
Vektor, der das Geneticinresistenzgen tragt, in HaCaT-Zellen transfiziert (vgl. 3.1.2). Nach
mehrwochiger Selektion mit Geneticin wurden OGG1-defiziente Klone gepickt und die
Expression der Glykosylase immunhistochemisch und funktionell mittels Alkalischer Elution

analysiert (vgl. Abb. 3.1).

HaCaT Kontrollzellen/ OGG1 KD Zellern

WT con OGGEL #14 0OGEGE1 #11
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Abb. 3.1 Verifizierung des 0GG1-Knockdowns in HaCaT-Zellen mittels Western Blot.
(A) Expression des Proteins OGG1 in Gesamtzellextrakten von HaCaT-Zellen (Wildtyp- (WT), Kontroll- (con) und
0GG1 KD-Klonen #14 und #11) mittels Western Blot (vgl. 3.2.3). Als Ladekontrolle diente ACTB. reprasentative

Aufnahme. (B) Restproteingehalt von OGG1 in den genannten HaCaT-Zelllinien.

Im Western Blot zeigt sich, dass die Expression von OGG1 in beiden untersuchten
Knockdown-Klonen deutlich geringer ist, als in der lediglich mit dem Leervektor
transfizierten Kontrollzelllinie (con). Der Vergleich mit untransfizierten HaCaT-Zellen (WT)

zeigt, dass sich die Transfektion mit dem pENTR/pSUPER+ Vektor nicht nachteilig auf die
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Expression von OGG1 auswirkt. Die Auswertung der Bandenstirke ergab einen
Restproteingehalt von ca. 40% in Klon 14 und von ca. 45 % in Klon 11. Aufgrund des
geringeren Restproteingehaltes wurde Klon 14 fir die weiteren Analysen ausgewahlt. Im

Folgenden wird dieser Zellklon nur noch als Knockdown-Zelllinie bezeichnet.

4.1.2 Funktioneller Nachweis des 0GG1-Knockdowns

Nachdem auf Proteinebene der Knockdown von OGG1 gezeigt wurde, wurde Uberprift, ob
dieser auch einen funktionellen Knockdown zur Folge hat. Hierzu wurden die beiden
Zelllinien mit 4 mM fir 15 Minuten in Kaliumbromat geschadigt und ihr Reparaturvermogen
mittels Alkalischer Elution nach unterschiedlichen Reparaturzeiten analysiert. Durch diese
Behandlung wurden oxidative DNA-L3sionen in der DNA induziert, die durch das Enzym Fpg

in Strangbriiche Uberfiihrt werden.

Die so entstandenen DNA-Fragmente eluieren mit unterschiedlicher Geschwindigkeit vom

Membranfilter und werden fraktioniert gesammelt (vgl. 3.2.2.2).

In der Abb. 3.2 sind die Anzahl der verbliebenen Fpg-sensitiven Lisionen pro 10® Basenpaare
gegen die Reparaturzeit aufgetragen. Als Vergleichsgrundlage dienen Zellen, die unmittelbar
nach der Schadigung auf die Alkalische Elution aufgetragen wurden (0 h-Wert). Die Angabe

der verbliebenen Lasionen erfolgt in Prozent dieser 0 h-Werte.

Nach vierstiindiger Reparaturzeit zeigt sich, dass die Kontrollzellen die induzierten DNA-
Lasionen reparieren. Die Zahl der Fpg-sensitiven Lasionen nimmt (ber die gesamte
Beobachtungsdauer kontinuierlich ab. Nach 16 Stunden sind noch etwa 50% der Lasionen
vorhanden. In den KD-Zellen hingegen nimmt der Prozentsatz an verbliebenen Schaden in
den ersten vier Stunden sogar zu. Sowohl nach vier als auch nach acht Stunden ist die Anzahl
der Fpg-sensitiven Lasionen in den KD-Zellen signifikant hoher als in den Kontrollzellen. Nach
16 Stunden ist schlieRlich ein Riickgang der Fpg-sensitiven Ldsionen in beiden Zelllinien zu

erkennen.

Insgesamt kann festgehalten werden, dass der Anteil an Fpg-sensitiven Ldsionen in den
Kontrollzellen zu allen untersuchten Zeitpunkten geringer ist als in den Knockdown-Zellen.
Aufgrund der Ergebnisse von Western Blot und Alkalischer Elution kann der Knockdown der
DNA-Glykosylase OGG1 in den HaCaT-Zellen sowohl auf Proteinebene als funktionell als

erfolgreich angesehen werden.
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Abb. 3.2 Verifizierung des 0GG1-Knockdowns in HaCaT-Zellen mittels Alkalischer Elution.
Reparatur von HaCaT Kontroll- und OGG1-defizienten Zellen nach Schadigung mit 4 mM Kaliumbromat fir 15
Minuten bei 37°C in PBS nach den angegebenen Reparaturzeiten mittels Alkalischer Elution (vgl. 3.2.2.2). Die

Reparatur erfolgte in Vollmedium. (n=3). MW4SD.

4.2 TGF induziert in HaCaT-Zellen EMT-typische morphologische Veranderungen

Eine gut untersuchte und haufig verwendete Methode um EMT zu induzieren, ist die
Behandlung mit dem Zytokin TGFP (Miettinen et al., 1994). Es ist aber auch publiziert, dass
einige Zelllinien eine EMT nur teilweise durchlaufen oder die Angaben zum Ansprechen auf
die Zytokinbehandlung sind widersprichlich. Fir die Versuche wurden HaCaT-Zellen
ausgewabhlt, da diese sehr gut auf TGF3 ansprechen und den Prozess vollstandig durchlaufen
konnen (Nicholas und Hill, 2003). Wie unter Kapitel 1.6 beschrieben, induziert die
Behandlung mit dem Zytokin TGF[3 eine umfassende Verdanderung der Zellarchitektur, um
Zellen migratorische Fahigkeiten zu verleihen. Um einen Eindruck von der Rolle der DNA-
Glykosylase OGG1 an diesem Prozess zu gewinnen, wurden die Art und Weise und das

Ausmal des zelluldren Rearrangements mikroskopisch beurteilt.
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Abb. 3.3 TGF induzierte morphologische Verdanderungen in HaCaT-Zellen.
TGFB-induzierte morphologische Verdnderungen nach Behandlung mit 4 ng/ml TGF fiir 0, 24, 48 und 72 h in
HaCaT Kontroll- und OGG1 KD-Zellen (vgl. 3.1.5). Die Aufnahme bzw. Analyse erfolgte mittels Panoramic Desk

1.15 SP1. reprasentative Aufnahmen.

In Abb. 3.3 sind beide Zelllinien sowohl unbehandelt als auch nach Behandlung mit TGFf3
dargestellt. In unbehandeltem Zustand weisen beide Zelllinien das fir HaCaT-Zellen typische
sternformige Aussehen auf (Boukamp et al., 1988). Zudem wachsen sie in kleineren
Aggregationen, was dem Verhalten von Keratinozyten auch entspricht. Nach 24-stiindiger
Inkubation mit dem Zytokin sind in beiden Zelllinien kaum morphologische Unterschiede
auszumachen. Erst nach einer Inkubationszeit von 48 Stunden beginnt sich die Zellform der
HaCaT-Zellen zu verandern. Sie erscheinen nun lang gestreckt und der Zellverband erscheint
weniger dicht gepackt. Diese Effekte sind in den OGG1-defizienten Zellen besonders
ausgepragt. Nach 72-stiindiger Behandlung mit TGF hat sich die Veranderung der
Zellmorphologie weiter fortgesetzt. Der Zellverband erscheint noch aufgelockerter und die
Zellen sind spindelféormig. Die beschriebenen Verdanderungen sind fast ausschlieflich in den

0GG1 KD Zellen zu beobachten.

Die Ergebnisse zeigen somit, dass beide Zelllinien die EMT-typischen morphologischen
Veranderungen durchmachen koénnen. Da die Knockdown-Zellen die zelluldren
Veranderungen deutlicher zeigen, kann man schlieBen, dass sich der verminderte Gehalt der
Reparaturglykosylase positiv auf den Prozess der EMT auswirkt. Allerdings erlauben diese

Resultate lediglich eine erste Abschatzung.
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4.3 Einfluss der Reparaturglykosylase OGG1 auf den TGFf} induzierten G1-Arrest

Wie einleitend beschrieben, stellt die EMT einen komplexen Prozess dar, der mit einer
Vielzahl von genetischen Verdnderungen verbunden ist, die sich in einer verdanderten
Morphologie und Physiologie dulRern. Darliber hinaus ist bereits lange bekannt, dass die in
vitro-Behandlung mit dem Zytokin TGFP einen Zellzyklusarrest in der G1-Phase bewirkt
(Tucker et al.,, 1984)(Silberstein und Daniel, 1987). Die Charakterisierung des
Zellzyklusarrestes erfolgte erstens durch Bestimmen der Zellproliferation, zweitens mittels

Durchflusszytometrie und drittens durch die Expressionsanalyse des Gens p21.

4.3.1 Einfluss von TGFP und OGG1 auf die Zellproliferation

Zunachst wurde eine Analyse des Proliferationsverhaltens der HaCaT-Zellen in Abhangigkeit
von TGFPB durchgefihrt. In Abb. 3.4 wurde die Dauer der Zytokinbehandlung gegen den
Proliferationsfaktor aufgetragen. Dieser Faktor ergibt sich aus dem Verhaltnis der Zellzahlen

vor bzw. nach der TGFf -Behandlung.

In unbehandelten HaCaT-Zellen verdoppelt sich die Zellzahl, ungeachtet ihres Genotyps, alle
24 Stunden. Eine TGFB-Behandlung hat in beiden Zelllinien einen antiproliferativen Effekt zur
Folge. Eine multifaktorielle Varianzanalyse (2-Way ANOVA) ergab, dass der Einfluss von
TGFf auf die Proliferation als hoch signifikant bewertet (p<0,0001). Der Einfluss von OGG1
ist allerdings statistisch nicht signifikant. Eine statistisch signifikante Interaktion der beiden

Faktoren ist nicht zu beobachten.
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Abb. 3.4 Einfluss von OGG1 Knockdown und Zytokinbehandlung auf die Proliferation in HaCaT-Zellen.
Proliferationsfaktor von HaCaT Kontroll- und OGG1-defizientenZellen nach 24 bzw. 48 h mit bzw. ohne (UT)
TGFp -Behandlung. Der Proliferationsfaktor ergibt aus dem Verhdltnis der ausgestreuten und zum Zeitpunkt t

gezahlten Zellen (vgl. 3.1.4). (n=3). MW4SD.

4.3.2 Einfluss von TGFf und OOG1 auf die Zellzyklusverteilung

Wie bereits erwahnt, lassen die Ergebnisse der mikroskopischen Beurteilung eine Beteiligung
von OGG1 an der Induktion der EMT durch TGF vermuten. Auch die Resultate der
Proliferationsanalyse stitzen diesen Verdacht. Um das verdnderte Proliferationsverhalten
aber besser charakterisieren zu kdnnen, wurde die Veranderung der Zellzyklusphasen mittels

Durchflusszytometer untersucht.

Die Ergebnisse dieser Untersuchung sind in Abb. 3.5 dargestellt. Ohne TGFB-Behandlung
befinden sich unabhangig vom Genotyp die meisten Zellen in der S-Phase (Quadrant 2 und
3). Nach acht Stunden Zytokinbehandlung zeigt sich in beiden Zelllinien, dass die Zellen
gleichmaRiger auf die Quadranten verteilt sind. Erst nach 24 Stunden zeigt sich ein deutlicher
G1-Arrest der Kontroll- und OGG1 KD-Zellen. Die meisten Zellen befinden sich zu diesem

Zeitpunkt im ersten Quadranten.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass in HaCaT-Zellen nach 24 Stunden ein
deutlicher G1-Arrest beobachtet werden kann. Die Frage nach einer Beteiligung von OGG1

bleibt offen.
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Abb. 3.5 Einfluss von TGF auf den Zellzyklus in HaCaT-Zellen.
Zellzyklusverteilung in HaCaT Kontroll- und OGG1-defizienten Zellen nach Behandlung mit 4 ng/ml TGFB nach
den angegebenen Inkubationszeiten mittels Durchflusszytometer (vgl. 3.2.2.1). Doppelfarbung mit EdU-

Alexa488 und Propidiumiodid. (n=2).

4.3.3 Einfluss von TGFf3 und OGG1 auf die Expression von p21

Wie die Ergebnisse der Proliferationsstudie und der durchflusszytometrischen Analyse
zeigen, ist eine Beteiligung von der Glykosylase OGG1l an der Induktion eines
Zellzyklusarrestes moglich. Eine Antwort auf die Frage nach einer Beteiligung des genannten
DNA-Reparaturenzyms auf die Transkriptionsinitiation kann aber nur eine
Expressionsanalyse liefern. Hierzu wurde der Einfluss von OGG1 auf die Expression von p21

unter verschiedenen Bedingungen mittels gRT-PCR analysiert.

4.3.3.1 Einfluss der Behandlungsdauer auf die Expression von p21
In einem ersten Versuch wurde der Einfluss von OGG1 bzw. TGFf auf die Expression von p21

in Abhdngigkeit von der Behandlungsdauer untersucht.

Die Ergebnisse zeigen, dass die Expression von p21 mit steigender Behandlungsdauer

zunimmt. Die Expression erhoht sich in den Kontrollzellen nach achtstiindiger TGFf3-
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Inkubation auf etwa das Vierfache, in den OGG1 Knockdown-Zellen auf das Elffache. Eine 2-
Way ANOVA Analyse ergab, dass die beiden Faktoren ,TGFB“ und ,,0GG1“ einen hoch
signifikanten Einfluss auf die Expression von p21 haben (jeweils p<0,0001). Darliber hinaus
ist die Interaktion zwischen den beiden genannten Faktoren statistisch signifikant (p=0,02).
Das bedeutet, dass sich beide Faktoren gegenseitig beeinflussen und gemeinsam auf die

Expression von p21 wirken.

Interessanterweise ist bereits ohne Zytokin-Behandlung, ein Unterschied der p21-Expression

zwischen den beiden Zelllinien vorhanden, der sich als statistisch hoch signifikant erweist.

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass sich die Anwesenheit der DNA-Glykosylase OGG1
negativ auf die Expressionsstdrke von p21 auswirkt und TGFf3 das genannte Gen zeitabhangig
induziert. Der beschriebene Versuch wurde ebenfalls mit dem KD-Klon 11 durchgefiihrt und
die Ergebnisse entsprechen sich (vgl. Anhang V).
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Abb. 3.6 Zeitabhangige Expression von p21 in HaCaT-Zellen.

Relative mRNA Expression von p21 (ber der Expression von TBP in HaCaT Kontroll- und OGG1 KD-Zellen nach
Behandlung mit 4 ng/ml TGFf fir die angegebenen Zeiten mittels gRT-PCR (vgl. 3.2.1.5). Die Ergebnisse der
unbehandelten Kontrollen und der 4 h-Werte wurden (ber alle durchgefiihrten Experimente gemittelt. Die
Normalisierung erfolgte auf die unbehandelte Kontrollprobe. Die Ergebnisse der direkten

Vergleichsbestimmung sind in Anhang Il dargestellt. MW+SD.

4.3.3.2 Einfluss der TGF -Konzentration auf die Expression von p21
Die Ergebnisse in Abb. 3.7 zeigen, dass die Behandlung der Zellen mit 1 ng/ml TGF( die
Expression von p21 in beiden Zelllinien verdoppelt. Eine weitere Erhéhung der Konzentration

flhrt allerdings nicht zu einer starkeren Induktion des Zellzyklusgens. Dariiber hinaus zeigt
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sich, dass der negative Einfluss der DNA-Glykosylase OGG1 unabhangig von der eingesetzten

Konzentration ist.

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass der beschriebene Effekt von OGG1 bereits bei

geringer Konzentration gesattigt und unabhangig von der eingesetzten Konzentration ist.
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Abb. 3.7 Konzentrationsabhangige Expression von p21 in HaCaT-Zellen.

Relative mRNA Expression von p21 (ber der Expression von TBP in HaCaT Kontroll- und OGG1 KD-Zellen nach
Behandlung mit O, 1, 2, 4, 8 und 16 ng/ml TGFP fir 4 h mittels gRT-PCR (vgl. 3.2.1.5). Die Ergebnisse der
unbehandelten Kontrollen und der 4 h-Werte wurden (ber alle durchgefiihrten Experimente gemittelt. Die
Ergebnisse der direkten Vergleichsbestimmung sind in Anhang lll dargestellt. Die Normalisierung erfolgte auf

die unbehandelte Kontrollprobe. MW+SD.

4.3.3.3 Einfluss von reaktiven Sauerstoffspezies auf die Expression von p21

4.3.3.3.1 Einfluss von TGF [ auf die steady-state level oxidativer Lésionen

In Kapitel 1.5 wurde die von Perillo et al. postulierte Hypothese vorgestellt, wonach die
Histondemethylase LSD1 beim Demethylierungsprozess von H3K9 Wasserstoffperoxid als
Nebenprodukt erzeugt und dadurch 8-oxoG in den Promotorsequenzen von Genen, die lber

den Estrogenrezeptor reguliert werden, generiert.

In der Literatur ist zudem beschrieben, dass TGF3 ROS induzieren kann. Eine Einflussnahme
auf den ROS-Status durch Antioxidantien (z.B. N-Acetylcystein) oder Oxidantien (z.B. H20,)
zeigen allerdings abhangig vom Zelltyp unterschiedliche Wirkungen auf die Genexpression

(Kim et al., 2006)(Ishikawa et al., 2014)(Gorowiec et al., 2012).
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Bevor Expressionsstudien mit ROS-beeinflussenden Agentien durchgefiihrt wurden, wurde
zunachst das Ausmall der durch TGFf induzierten oxidativen DNA-Modifikationen

untersucht.

Hierzu wurden die globalen Spiegel von Einzelstrangbriichen und FGP-sensitiven Lasionen in
unbehandelten und TGFB-behandelten Zellen mittels Alkalischer Elution gemessen (vgl.

3.2.2.2).

In Abb. 3.8 sind die basalen und durch TGFJ induzierten Einzelstrangbriiche bzw. Fpg-

sensitiven Lasionen in den Kontroll- bzw. OGG1-defizienten HaCaT-Zellen dargestellt.

Die Ergebnisse zeigen, dass die Behandlung mit TGFP in keiner der beiden Zelllinien eine
signifikante Erhohung der Spiegel von Einzelstrangbriichen und Fpg-sensitiven
Basenmodifikationen wie 8-0xoG in der Gesamt-DNA bewirkt. Eine eventuelle Generierung
von ROS durch TGFp fiihrt also bestenfalls ganz lokal zu einer oxidativen DNA-Schadigung.
Das ,negative” Ergebnis ist wegen der hohen Empfindlichkeit der eingesetzten

Nachweismethode (alkalische Elution) besonders bemerkenswert.
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Abb.3.8 DNA-Einzelstrangbriiche und Fpg-sensitive Ldsionen in HaCaT-Zellen vor bzw. nach der Behandlung
mit TGF(.

Einzelstrangbriiche und Fpg-sensitive Lasionen in HaCaT Kontroll- und OGG1-defizienten Zellen unbehandelt
bzw. nach TGFB-Behandlung (4 ng/ml) fur 8 Stunden bei 37°C mittels Alkalischer Elution (vgl. 3.2.2.2). Die

Werte im Diagramm sind als Lasion pro 10% Basenpaare dargestellt. (n=4). MW=SD.

Um eine mogliche DNA-schadigende Wirkung durch TGFB-Behandlung noch empfindlicher

nachweisen zu konnen, wurde versucht, die Menge an ROS durch die Depletion von
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Glutathion zu erhohen, also das Abfangen der endogen gebildeten ROS durch eines der

wichtigsten zelluldren Antioxidantien zu verhindern (vgl. Kapitel 1.2).

Wie der Abb. 3.9 zu entnehmen, fiihrt die Vorbehandlung mit BSO weder basal noch in den
TGFB-behandelten Zellen zu einer erhdhten Zahl an Einzelstrangbriichen oder Fpg-sensitiven

Lasionen. Abermals besteht kein Unterschied zwischen den Genotypen.

Es kann somit festgehalten werden, dass die Behandlung mit dem Zytokin TGFf in beiden
Zelllinien zumindest global hochstens in einem sehr geringen Ausmal? Fpg-sensitive Lasionen

(einschlielRlich 8-0xo0G) induziert.
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Abb.3.9 Einfluss einer Glutathiondepletion auf DNA-Einzelstrangbriiche und Fpg-sensitive Lasionen in HaCaT-
Zellen vor bzw. nach TGF3-Behandlung.

Einzelstrangbriiche und Fpg-sensitive Lasionen in HaCaT Kontroll- und OGG1 KD-Zellen unbehandelt bzw. nach
TGFpB Behandlung (4 ng/ml) fiir 8 Stunden bei 37°C unter Glutathionhemmung mittels Alkalischer Elution (vgl.
3.2.2.2). Die Zellen wurden vor der TGF3-Behandlung mit 5 mM BSO fiir 24 h vorinkubiert. (n=4). MWzxSD.

4.3.3.3.2 Einfluss von N-Acetylcystein (NAC) auf die Expression von p21

Mit den nachfolgend beschriebenen Untersuchungen sollte geklart werden, ob sich ROS auf
die Induktion von p21 auswirken. Dazu wurde der Einfluss einer Vorbehandlung der Zellen
mit dem Antioxidans (ROS-Fanger) NAC einerseits und dem Glutathion-Synthese-Hemmer

BSO andererseits auf die TGF-induzierte Expression von p21 analysiert.

In einem dritten Versuchsblock wurde der Einfluss von NOX4 als ROS-Quelle auf die
Induktion des Zellzyklusgens p21 untersucht. In Publikationen wird diesem Enzym eine

Schliisselfunktion bei der ROS-Generierung durch TGF3 zugeschrieben (vgl. Kapitel 1.2).
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Die Ergebnisse mit NAC sind in Abb. 3.10 dargestellt. Es zeigt ein Unterschied zwischen den
beiden Zelllinien in den unbehandelten Zellen und der Positivkontrolle (vierstiindige TGF[3-
Behandlung). Allerdings zeigt die Vorinkubation mit dem ROS-Fanger weder in den Kontroll-
noch in den OGG1-defizienten Zellen einen signifikanten Einfluss auf die, durch TGFf
induzierte Expression von p21. Entsprechend bleibt der auf der Abwesenheit von OGG1

basierende Unterschied zwischen den Zelllinien erhalten.
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Abb. 3.10 Einfluss von NAC auf die Expression von p21 in HaCaT-Zellen.

Relative mRNA Expression von p21 (ber der Expression von TBP in HaCaT Kontroll- und OGG1 KD-Zellen nach
Inkubation mit 4 ng/ml TGFB fir 4 h unter Abfangen von ROS mittels gRT-PCR(vgl. 3.2.1.5). Die Zellen wurden
fiir 4 h mit 1 mM NAC bei 37°C vorinkubiert. Die Ergebnisse der unbehandelten Kontrollen und der 4 h-Werte
wurden Uber alle durchgefiihrten Experimente gemittelt. Die Ergebnisse der direkten Vergleichsbestimmung

sind in Anhang Il dargestellt. Die Normalisierung erfolgte auf die unbehandelte Kontrollprobe. MWSD.

4.3.3.3.3 Einfluss von Buthioninsulfoximin (BSO) auf die Expression von p21
Wie bereits ausgefihrt, stellt Glutathion ein wichtiges ROS-Detoxifizierungssystem dar (vgl.
Kapitel 1.2). Eine Depletion sollte demnach zu einem umgekehrten Effekt wie ein

Antioxidans bzw. ROS-Fanger fiihren.

Wie die Ergebnisse in Abb. 3.11 zeigen, bleibt die Glutationdepletion sowohl in den
Kontrollzellen als auch in den OGG1-defizienten Zellen ohne Einfluss auf die Expression von
p21. Entsprechend fihrt die BSO-Behandlung nicht zur Nivellierung des OGG1-abhdngigen

Unterschieds zwischen den Zelllinien.

Aus den Versuchen kann somit gefolgert werden, dass die intrazellularen Spiegel von

Antioxidantien keinen Einfluss auf die Expression bzw. Induktion von p21 haben.
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Abb. 3.11 Einfluss von BSO auf die Expression von p21 in HaCaT-Zellen.

Relative mRNA Expression von p21 lber der Expression von TBP in HaCaT Kontroll- und OGG1 KD-Zellen nach
Behandlung mit 4 ng/ml TGF fur 4 h unter Hemmung der Glutathion-Synthese mittels qRT-PCR (vgl. 3.2.1.5).
Die Zellen wurden fiir 24 h mit 5 mM BSO bei 37°C vorbehandelt. Die Ergebnisse der unbehandelten Kontrollen
und der 4 h-Werte wurden Uber alle durchgefiihrten Experimente gemittelt. Die Ergebnisse der direkten
Vergleichsbestimmung sind in Anhang Il dargestellt. Die Normalisierung erfolgte auf die unbehandelte

Kontrollprobe. MW=SD.

4.3.3.3.4 Einfluss von NOX4 auf die Expression von p21

In der Literatur wird NOX4 als Quelle fir TGFp -induzierte ROS genannt (Carmona-Cuenca et
al., 2008). Zudem wird der Einfluss von ROS auf die Genexpression von FN1 gezeigt
(Boudreau et al., 2012). Um eine Beteiligung des Enzyms NOX4 an der Regulation der
Expression von p21 in HaCaT-Zellen zu Uberprifen, wurden in beiden HaCaT-Zelllinien das

Enzym mit dem spezifischen Inhibitor GKT 137831 gehemmt.

Die Ergebnisse des Versuchs sind in Abb. 3.12 dargestellt. Danach hat die Behandlung mit
dem Inhibitor keinen signifikanten Einfluss auf die TGFfB-induzierte Expression von p21.
Dariber hinaus zeigen die Ergebnisse, dass die Verwendung von DMSO als Lésungsmittel fiir
den Inhibitor die Expressionsstarke zwischen den beiden Zelllinien einander annahert. Ein
Vergleich zwischen Proben mit bzw. ohne DMSO als Lésungsmittel zeigt keinen Unterschied

(vgl. Anhang II).

Aufgrund dieser Resultate scheint das Enzym NOX4 als ROS-Quelle keine bedeutende Rolle

flir die hier untersuchte Genregulation zu spielen.
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Abb. 3.12 Einfluss von GKT137831 (NOX4-Inhibitor) auf die Expression von p21 in HaCaT-Zellen.

Relative mRNA Expression von p21 lber der Expression von TBP in HaCaT Kontroll- und OGG1 KD-Zellen nach
Behandlung mit 4 ng/ml TGFB fir 4 h unter Inhibierung von NOX4 mittels gRT-PCR (vgl. 3.2.1.5). Die Zellen
wurden fir 1 h mit 10 uM GKT137831 bei 37°C vorbehandelt. Die Ergebnisse der unbehandelten Kontrollen
und der 4 h-Werte wurden Uber alle durchgefiihrten Experimente gemittelt. Die Ergebnisse der direkten
Vergleichsbestimmung sind in Anhang 1l dargestellt. Die Normalisierung erfolgte auf die unbehandelte

Kontrollprobe. 0,05 % DMSO unter allen Bedingungen. MW=SD.

4.3.3.4 Einfluss der Histondemethylase LSD1 auf die Expression von p21

Wie in der Einleitung (Kapitel 1.5) beschrieben, wurde der Einfluss von OGG1 auf die
Genexpression in einigen Fallen auf eine gezielte (locus-spezifische) Oxidation der DNA durch
die Histondemethylase LSD1 erklart. Es stellt sich somit die Frage, ob dieser Mechanismus
auch fiir das TGF-vermittelte Reprogramming von Epithelzellen gilt und LSD1 somit einen
Einfluss auf die oben beschriebene (zumindest teilweise OGG1-abhadngige) p21-Induktion
hat. Aus diesem Grund wurden zwei verschiedene LSD1-Inhibitoren, Pargylin und OGL-002
verwendet. LSD1 besitzt eine Monoaminoxidasefunktion und kann somit durch Pargylin, das
ein unspezifischer MAO-Hemmer ist, inhibiert werden (Burg et al., 2015). OGL-002 ist ein

weiterer, deutlich spezifischerer LSD1-Inhibitor (Liang et al., 2013).

Wie die Resultate in Abb. 3.13 zeigen, wird sowohl in den unbehandelten Zellen als auch in
den Positivkontrollen (vierstiindige TGFp-Behandlung) ein signifikanter Unterschied
zwischen den beiden HaCaT-Zelllinien beobachtet. Dariiber hinaus wirkt sich die Behandlung
mit Pargylin ganz erheblich auf die Expression von p21 aus. Durch die Hemmung der

Histondemethylase kommt es zu einer signifikanten Erhéhung der TGFf vermittelten
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Induktion von ca. dreifach auf achtfach. In den OGG1-defizienten HaCaT-Zellen hat Pargylin
hingegen keinen Einfluss auf die Induktion von p21 durch TGFB. Der Vergleich der beiden
LSD1-gehemmten Zelllinien zeigt, dass die Hemmung des Enzyms LSD1 den Einfluss der
0OGG1-Defizienz vollkommen aufhebt. Somit hat LSD1 nur bei Anwesenheit von OGG1 einen

Einfluss auf die Transkription von p21.
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Abb. 3.13 Einfluss des LSD1-Inhibitors Pargylin auf die Expression von p21 in HaCaT-Zellen.

Relative mRNA Expression von p21 (ber der Expression von TBP in HaCaT Kontroll- und OGG1 KD-Zellen nach
der Behandlung 4 ng/ml TGF unter Hemmung von LSD1 mittels qRT-PCR (vgl. 3.2.1.5). Die Zellen wurden fir 1
h mit 2,5 mM Pargylin bei 37°C vorbehandelt. Die Ergebnisse der unbehandelten Kontrollen und der 4 h-Werte
wurden Uber alle durchgefiihrten Experimente gemittelt. Die Ergebnisse der direkten Vergleichsbestimmung

sind in Anhang Il dargestellt. Die Normalisierung erfolgt auf die unbehandelte Kontrollprobe. MW+SD.

Um dieses Ergebnis zu verifizieren, wurde mit OGL-002 ein weiterer LSD1-Inhibitor
eingesetzt. Die Resultate sind in Abb. 3.14 dargestellt. Bei Verwendung dieses Hemmstoffs
erhoht sich die TGFp-vermittelte Induktion von p21 in den Kontrollzellen signifikant von
dreifach auf sechsfach. Der auf der Abwesenheit von OGG1 beruhende

Expressionsunterschied zwischen den beiden Zelllinien wird wiederum nivelliert.

Somit verifizieren diese Ergebnisse die mit Pargylin erhaltenen und eine Beteiligung der
Histondemethylase LSD1 kann als gesichert angesehen werden. Zusammenfassend hat LSD1
in Anwesenheit von OGG1 eine hemmende Wirkung auf die Expression von p21. LSD1 und
0OGG1 sind offensichtlich epistatisch in einen gemeinsamen Prozess der Genregulation

involviert.
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Abb. 3.14 Einfluss des LSD1-Inhibitors OGL-002 auf die Expression von p21 in HaCaT-Zellen.

Relative mRNA Expression von p21 iber der Expression von TBP in HaCaT Kontroll- und OGG1-defizientenZellen
nach der Behandlung mit 4 ng/ml TGFp unter Hemmung von LSD1 mittels qRT-PCR (vgl. 3.2.1.5). Die Zellen
wurden fur 1 h mit 50 uM OGL-002 vorinkubiert. Die Ergebnisse der unbehandelten Kontrollen und der 4 h-
Werte wurden (ber alle durchgefiihnrten Experimente gemittelt. Die Ergebnisse der direkten
Vergleichsbestimmung sind in Anhang Il dargestellt. Normalisierung erfolgt auf die unbehandelte

Kontrollprobe. 0,05 % DMSO unter allen Bedingungen. MW=SD.

4.3.3.5 Einfluss von 8-oxoGua auf die Expression von p21

Wie einleitend in Kapitel 1.5 beschreiben, gibt es neben den Hypothesen von Perillo und
Amente et al. eine weitere, LSD1-unabhangige Theorie. Boldogh et al. postulieren, dass die
freie Base 8-oxoGua, nachdem sie mittels BER aus der DNA entfernt wurde, an OGG1 bindet
und als Guanosin-Exchange Factor (GEF) agiert und dadurch Ras/Raf-Signalwege aktiviert. Da
diesen MAP-Kinase-Wegen auch im Prozess der EMT eine Rolle als SMAD-Modulator
zukommt (Moustakas und Heldin, 2005).

Es ist wichtig zu (Uberprifen, ob der beschriebene Mechanismus bei der
Transkriptionsregulation von p21 ebenfalls eine Rolle spielt. Deshalb wurden beide Ziellinien
mit der freien Base 8-oxoGua vorbehandelt. Nach der Theorie von Boldogh et al. sollte
exogen zugesetztes 8-oxoGua ebenso wie endogen generiertes den Ras/Raf-Signalweg

induzieren (Boldogh et al., 2008).

Die Ergebnisse in Abb. 3.15 zeigen, dass der basale und in den Positivkontrollen

beschriebene Unterschied zwischen den beiden Zelllinien zu beobachten ist. Aber die
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Vorbehandlung mit 8-oxoGua hat keinerlei Einfluss auf die Expression von p21. Diese
Beobachtung ist unabhangig vom Genotyp der Zellen.
Es kann somit ein Einfluss von 8-oxoGua auf die Induktion des Zellzyklusgens p21

ausgeschlossen werden.
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Abb. 3.15 Einfluss von 8-oxoGua auf die Expression von p21 in HaCaT-Zellen.

Relative mRNA Expression von p21 Uiber der Expression von TBP in HaCaT Kontroll- und OGG1-defizientenZellen
nach der Behandlung mit TGFB (4 ng/ml) unter Zugabe von 8-oxoGua (1 pM, 1 h) mittels gRT-PCR (vgl. 3.2.1.5).
Die Zellen wurden fir 1 h mit 1 uM 8-oxoGua bei 37°C vorbehandelt. Normalisierung erfolgt auf die

unbehandelte Kontrollprobe. MW%SD. (n=3).

4.3.3.6 Einfluss der MAP-Kinasen auf die Induktion von p21

Fir die Induktion von p21 ist ein SMAD-abhangiger Signalweg publiziert (Datto et al., 1995b).
Allerdings benotigen SMAD-Transkriptionsfaktoren akzessorische Faktoren, da ihre
Bindungsaffinitat zur DNA gering ist. Als mogliche Cofaktoren bei der Induktion von p21
werden FOX01/3 und/ oder 4 genannt (Gomis et al., 2006a). Eine Beteiligung weiterer
Faktoren wird aber diskutiert. In Betracht kommen beispielsweise durch MAP-Kinasen
aktivierte Transkriptionsfaktoren wie AP1, denen ohnehin eine modulierende Funktion im

SMAD-Signaling zugeschrieben wird (vgl. Abb. 1.14 und 1.15).

Um eine mogliche Beteiligung der MAP-Kinasen an der TGF-vermittelten Induktion von p21
in HaCaT-Zellen zu Uberpriifen, wurde jede MAP-Kinase einzeln mit einem spezifischen

Inhibitor gehemmt.

Fiir die MAP-Kinasen wird unabhangig vom eingesetzten Inhibitor bereits ein Unterschied in

den unbehandelten Zellen und den Positivkontrollen beobachtet. Fiir die MAP-Kinase p38
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zeigt sich ein schwacher positiver Effekt der genannten MAP-Kinase auf die Expression von

0,05

p21, der allerdings unabhangig vom Genotyp und somit OGG1 ist (vgl. Abb. 3.16).
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Abb. 3.16 Einfluss von PD169316 (p38-Inhibitor) auf die Expression von p21 in HaCaT-Zellen.

Relative mRNA Expression von p21 (ber der Expression von TBP in HaCaT Kontroll- und OGG1 KD-Zellen nach
der Behandlung mit 4 ng/ml TGFB unter Hemmung von p38 mittels gRT-PCR (vgl. 3.2.1.5). Die Zellen wurden
flir 1 h mit 10 uM PD169316 vorinkubiert. Die Ergebnisse der unbehandelten Kontrollen und der 4 h-Werte
wurden Uber alle durchgefiihrten Experimente gemittelt. Die Ergebnisse der direkten Vergleichsbestimmung
sind in Anhang Il dargestellt. Normalisierung erfolgt auf die unbehandelte Kontrollprobe. 0,05 % DMSO unter
allen Bedingungen. MW+SD.

Nach Vorinkubation mit einem Inhibitor der JNK wird in der OGG1-Knockdown-Zelllinie, nicht
jedoch in den Kontrollzellen, eine Erhéhung der TGFB-vermittelten p21 Expression
beobachtet (vgl. Abb. 3.17). Dies wiirde bedeuten, dass die INK-Hemmung einen Einfluss auf
die OGG1- unabhangige Induktion von p21 (in den OGG1-defizienten Zellen) hat. Die OGG1-
abhangige (in den Kontrollzellen) bleibt unbeeinflusst. Neben LSD1 wéare somit auch die JNK
an der OGG1l-abhangigen Regulation der p21-Expression beteiligt. Eine eindeutige Aussage
Uber eine Beteiligung der JNK ist allerdings nicht moglich, da der beobachtete Unterschied

statistisch knapp unterhalb des Signifikanzniveaus von 0,05 bleibt.
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Abb. 3.17 Einfluss von SP600125 (JNK-Inhibitor) auf die Expression von p21 in HaCaT-Zellen.

Relative mRNA Expression von p21 lber der Expression von TBP in HaCaT Kontroll- und OGG1 KD-Zellen nach
Inkubation mit 4 ng/ml TGFp fur 4 h unter Hemmung der JNK mittels qRT-PCR (vgl. 3.2.1.5). Die Zellen wurden
fir 1 h mit 30 uM SP600125 bei 37°C vorbehandelt. Die Ergebnisse der unbehandelten Kontrollen und der 4 h-
Werte wurden (ber alle durchgefiihnrten Experimente gemittelt. Die Ergebnisse der direkten
Vergleichsbestimmung sind in Anhang Il dargestellt. Normalisierung erfolgt auf die unbehandelte

Kontrollprobe. 0,05 % DMSO unter allen Bedingungen. MW=SD.

Fur die dritte MAP-Kinase, ERK1/2, sind die Ergebnisse eindeutig. Die Enzymhemmung bleibt

in beiden Zelllinien ohne Einfluss auf die Expression des Zellzyklusgens (vgl. Abb. 3.18).
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Abb. 3.18 Einfluss von U-0126 (ERK-Inhibitor) auf die Expression von p21 in HaCaT-Zellen.

Relative mRNA Expression von p21 (iber der Expression von TBP in HaCaT Kontroll- und OGG1-defizienten
Zellen nach der Behandlung mit 4 ng/ml TGFf3 unter Hemmung von ERK1/2 mittels gRT-PCR (vgl. 3.2.1.5). Die
Zellen wurden fir 1 h mit 10 uM U-0126 bei 37°C vorbehandelt. Die Ergebnisse der unbehandelten Kontrollen
und der 4 h-Werte wurden Uber alle durchgefiihrten Experimente gemittelt. Die Ergebnisse der direkten
Vergleichsbestimmung sind in Anhang Il dargestellt. Normalisierung erfolgt auf die unbehandelte

Kontrollprobe. 0,05 % DMSO unter allen Bedingungen. MW=SD.

Zusammenfassend kann aus den Ergebnissen gefolgert werden, dass p38 einen positiven,
aber OGG1- unabhangigen Einfluss auf p21 ausiibt. Fir die beiden anderen MAP-Kinase ist

der Einfluss gering oder nicht vorhanden.

4.3.3.7 Einfluss von NF kB auf die Expression von p21
Neben dem Transkriptionsfaktor AP1 ist auch NFkB in der Lage, den SMADs als Hilfs-
Transkriptionsfaktor zu dienen. Zudem ist beschrieben, dass NFkB als Non SMAD-Signalweg

Einfluss auf die EMT nehmen kann (Kapitel 1.6.3).

Zur Analyse des Einflusses von NFkB auf die Induktion von p21 wurde der
Transkriptionsfaktor in seiner Aktivitdat durch den Inhibitor Pyrrolidindithiocarbamat (PDTC)

gehemmt.

Wie Abb. 3.19 zu entnehmen, scheint die Verwendung von Ethanol als Loésungsmittel zur
Folgen zu haben, dass die zuvor beobachteten Unterschiede in den unbehandelten Zellen

und den Positivkontrollen aufgehoben werden. Darliber hinaus hat die Hemmung von NFkB
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aber weder in den Kontroll- noch in den OGG1-defizienten Zellen einen signifikanten Einfluss

auf die Induktion des Zellzyklusgens durch TGFp.
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Abb. 3.19 Einfluss von Ammonium Pyrrolidindithiocarbamat (PDTC) (NFkB-Inhibitor) auf die Expression von
p21 in HaCaT-Zellen.

Relative mRNA Expression von p21 {iber der Expression von TBP in HaCaT-Zellen nach der Behandlung mit 4
ng/ml TGFp fur 4 h unter Hemmung von NFkB mittels gRT-PCR (vgl. 3.2.1.5). Die Zellen wurden fiir 1 h mit 10
UM PDTC bei 37°C vorbehandelt. Normalisierung erfolgt auf die unbehandelte Kontrollprobe. 0,05 % Ethanol
unter allen Bedingungen. MWzSD. (n=3).
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4.3.4 Einfluss der Reparaturglykosylase OGG1 auf die TGFB induzierte Veranderung der
extrazellularen Matrix (ECM)

Neben der Expressionsanalyse fir p21 wurde mit der Induktion von Fibronectin (FN1) ein
zweiter EMT-typischer Endpunkt gewahlt, um den Einfluss von OGG1 auf die Transkription zu
untersuchen und die Frage nach einer Endpunkt- bzw. Genspezifitdit der beobachteten
Effekte beantworten zu kénnen. Darliber hinaus wurden alle Einflussfaktoren, die fir p21

analysiert worden sind, auch fiir das zweite Gen untersucht.

4.3.4.1 Einfluss der Behandlungsdauer auf die Expression von FN1
Auch fir den zweiten EMT-spezifischen Endpunkt wurden in einem ersten Versuch der

Einfluss der Reparaturglykosylase OGG1 und der Dauer der TGFJ -Inkubation untersucht.

Es zeigte sich, dass das Zytokin FN1, ebenso wie p21, sowohl in den Kontroll- als auch in den

0OGG1 KD-Zellen zeitabhangig induziert wird (vgl. Abb. 3.20).

Eine 2-Way ANOVA-Analyse ergab, dass die beiden Faktoren , TGFB“ und ,0GG1“ einen hoch
signifikanten Einfluss auf die Expression von FN1 haben (jeweils p<0,0001). Darliber hinaus
ist die Interaktion zwischen den beiden genannten Faktoren statistisch hoch signifikant
(p=0,02). Das bedeutet, dass beide Faktoren zusammen die Expression von FNI
beeinflussen. Interessanterweise ist bereits ohne Zytokin-Behandlung, ein Unterschied der
FN1-Expression zwischen den beiden Zelllinien vorhanden, der sich als statistisch hoch

signifikant erweist.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass FN1, ebenso wie p21, durch die
Zytokinbehandlung in beiden Zelllinien zeitabhangig induziert wird. Zudem zeigt sich
abermals ein negativer Einfluss des Reparaturenzyms OGG1. Der beschriebene Versuch
wurde ebenfalls mit dem KD-Klon 11 durchgefiihrt und die Ergebnisse entsprechen sich (vgl.

Anhang V).
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Abb. 3.20 Zeitabhangige Expression von FN1 in HaCaT-Zellen nach der Behandlung mit TGF.

Relative mRNA Expression von FN1 {iber der Expression von TBP in HaCaT-Zellen nach Behandlung mit 4 ng/ ml
TGFB fiur die angegebenen Inkubationszeiten mittels gRT-PCR (vgl. 3.2.1.5). Die Ergebnisse der unbehandelten
Kontrollen und der 4 h-Werte wurden Uber alle durchgefiihrten Experimente gemittelt. Die Normalisierung
erfolgte auf die unbehandelte Kontrollprobe. Die Ergebnisse der direkten Vergleichsbestimmung sind in

Anhang IV dargestellt. MW+SD.

4.3.4.2 Einfluss der TGF -Konzentration auf die Expression von FN1

Die Ergebnisse in Abb. 3.21 zeigen, dass das Zytokin FN1 in beiden Zelllinien
konzentrationsunabhangig induziert. Wie fiir p21 beschrieben, zeigt sich, dass der negative
Einfluss von OGG1 auf die Expression von FN1 bereits bei geringer Konzentration gesattigt

und unabhangig von der eingesetzten Konzentration ist.
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Abb. 3.21 Konzentrationsabhangige Expression von FN1 in HaCaT-Zellen nach der Behandlung mit TGFp.

Relative mRNA Expression von FN1 (iber der Expression von TBP in HaCaT-Zellen nach Behandlung mit 0, 1, 2, 4,
8 und 16 ng/ml TGFp fur 4 h mittels gRT-PCR (vgl. 3.2.1.5). Die Ergebnisse der unbehandelten Kontrollen und
der 4 h-Werte wurden Uber alle durchgefiihrten Experimente gemittelt. Die Normalisierung erfolgte auf die

unbehandelte Kontrollprobe. MW+SD.

4.3.4.3 Einfluss von reaktiven Sauerstoffspezies auf die Expression von FN1

In den vorgestellten Hypothesen kommt ROS bzw. durch sie generierten oxidativen DNA-
Modifikationen eine groRe Bedeutung zu. Wie fir das Gen p21 bereits beschrieben, wurde
deshalb in mehreren Versuchen die Auswirkung eines veranderten ROS-Gleichgewichtes
untersucht. In einem weiteren Assay wurde wiederum der Einfluss von NOX4 als intrazellular

ROS-generierendem Enzym bestimmt.

4.3.4.3.1 Einfluss von N-Acetylcystein (NAC) auf die Expression von FN1
Eine Behandlung mit NAC verfolgt das Ziel, ROS zu reduzieren und dadurch in die Induktion
von oxidativen DNA-Ldsionen, die den Ausgangspunkt fir die Transkriptionsinitiation

darstellen, einzugreifen.

Die Ergebnisse in Abb. 3.22 zeigen einen signifikanten Unterschied in den unbehandelten
Zelllinien und in den Positivkontrollen. Allerdings bleibt die Vorbehandlung mit NAC sowohl
in den Kontroll- als auch in den Knockdown-Zellen ohne Einfluss auf die Expression von FN1

bleibt.
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Abb. 3.22 Einfluss von NAC auf die Expression von FN1 in HaCaT-Zellen.

Relative mRNA Expression von FN1 (iber der Expression von TBP in HaCaT Kontroll- und OGG1-defizienten
Zellen nach der Behandlung mit TGFB (4 ng/ml) fur 4 h unter Abfangen von ROS mittels gRT-PCR (vgl. 3.2.1.5).
Die Zellen wurden fir 4 h mit 1 mM NAC bei 37°C vorbehandelt. Die Ergebnisse der unbehandelten Kontrollen
und der 4 h-Werte wurden Uber alle durchgefiihrten Experimente gemittelt. Normalisierung erfolgt auf die
unbehandelte Kontrollprobe. Die Ergebnisse der direkten Vergleichsbestimmung sind in Anhang IV dargestellt.

MW+SD.

4.3.4.3.2 Einfluss von Buthioninsulfoximin (BSO) auf die Expression von FN1

Um den Einfluss einer Verminderung der antioxidativen Abwehr zu untersuchen, wurden die
Zellen mit BSO zur Hemmung der Glutathionsynthese vorinkubiert. Durch die Depletion von
Glutathion kann die Wirkung der ROS verstarkt werden, da den Zellen ein wichtiger

Detoxifizierungsweg genommen wird.

Wie die Ergebnisse in Abb. 3.23 zeigen, hat die BSO-vermittelte Depletion von Glutathion in
den Kontrollzellen keinen Einfluss auf die Expression von FN1. Die gleiche Beobachtung kann
auch in den OGG1-defizienten Zellen gemacht werden. Somit bestatigen diese Ergebnisse die
mit NAC gemachten. Es kann somit unter den gewahlten Bedingungen ein wesentlicher

Einfluss von Glutathion auf die Induktion von FN1 ausgeschlossen werden.
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Abb. 3.23 Einfluss von BSO auf die Expression von FN1 in HaCaT-Zellen.

Relative mRNA Expression von FN1 Giber der Expression von TBP in HaCaT Kontroll- und OGG1 KD-Zellen nach
der Behandlung mit TGFB (4 ng/ml) fir 4 h unter Hemmung der Glutathionsynthese mittels qRT-PCR (vgl.
3.2.1.5). Die Zellen wurden fir 24 h mit 5 mM BSO bei 37°C vorbehandelt. Die Ergebnisse der unbehandelten
Kontrollen und der 4 h-Werte wurden Uber alle durchgefiihrten Experimente gemittelt. Normalisierung erfolgt
auf die unbehandelte Kontrollprobe. Die Ergebnisse der direkten Vergleichsbestimmung sind in Anhang IV

dargestellt. MW+SD.

4.3.4.3.3 Einfluss von NOX4 auf die Expression von FN1
In einem weiteren Versuch wurde die Beteiligung von NOX4 an der Induktion von FN1
untersucht. In der Literatur wird ein Einfluss dieses Enzyms am Prozess der EMT diskutiert

(Boudreau et al., 2012).

Die Ergebnisse in Abb. 3.24 zeigen, dass sich die Hemmung von NOX4 durch GKT137831
weder in den Kontroll- noch in den Knockdown-Zellen signifikant auf die Expression von FN1
auswirkt. Zudem scheint die DMSO, das als Losungsmittel fiir den Inhibitor verwendet
wurde, die Expression in den unbehandelten Zellen bzw. den Positivkontrollen einander
anzunahern, so dass die zuvor beschriebenen signifikanten Unterschiede nicht langer
gegeben sind. Ein Vergleich zwischen Proben mit bzw. ohne DMSO als Lésungsmittel zeigt

keinen Unterschied (vgl. Anhang Il).

Zusammengenommen zeigen die Ergebnisse, dass sich Eingriffe in den ROS-Haushalt nicht
auszuwirken. Zudem scheint NOX4 nicht als ROS-Quelle an der Induktion von FN1 beteiligt zu

sein.
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Abb. 3.24 Einfluss von GKT137831 (NOX4-Inhibitor) auf die Expression von FN1 in HaCaT-Zellen.

Relative mRNA Expression von FN1 {ber der Expression von TBP in HaCaT Kontroll- und OGG1-defizienten
Zellen nach der Behandlung mit 4 ng/ml TGF flr 4 h unter Inhibierung von NOX4 mittels qRT-PCR (vgl. 3.2.1.5).
Die Zellen wurden fir 1 h mit 10 uM GKT137831 bei 37°C vorbehandelt. Die Ergebnisse der unbehandelten
Kontrollen und der 4 h-Werte wurden Uber alle durchgefiihrten Experimente gemittelt. Normalisierung erfolgt
auf die unbehandelte Kontrollprobe. 0,05 % DMSO unter allen Bedingungen. Die Ergebnisse der direkten

Vergleichsbestimmung sind in Anhang IV dargestellt. MW+SD.

4.3.4.4 Einfluss der Histondemethylase LSD1 auf die Expression von FN1
Fir die Induktion von p21 konnte in den vorangegangenen Versuchen ein signifikanter
Einfluss der Histondemethylase LSD1 festgestellt werden, der vollstandig von der

Anwesenheit von OGG1 abhangig ist.

Um eine Beteiligung von LSD1 an der Induktion von FN1 zu priifen, wurden beide Zelllinien

mit den LSD1-Inhibitoren Pargylin und OGL-002 behandelt.

Die in Abb. 3.25 dargestellten Ergebnisse zeigen einen Unterschied in den unbehandelten
Zellen und Positivkontrollen. Es ist aber weder in den Kontrollzellen noch in den OGG1-

defizienten Zellen ein signifikanter Einfluss der LSD1-Hemmung zu erkennen.
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Abb. 3.25 Einfluss des LSD1-Inhibitors Pargylin auf die Expression von FN1 in HaCaT-Zellen.

Relative mRNA Expression von FN1 Giber der Expression von TBP in HaCaT Kontroll- und OGG1 KD-Zellen nach
Behandlung mit 4 ng/ml TGFB fir 4 h unter Inhibierung von LSD1 mittels qRT-PCR (vgl. 3.2.1.5). Die Zellen
wurden fir 1 h mit 2,5 mM Pargylin bei 37°C vorbehandelt. Die Ergebnisse der unbehandelten Kontrollen und
der 4 h-Werte wurden Uber alle durchgefiihrten Experimente gemittelt. Die Normalisierung erfolgt auf die
unbehandelte Kontrollprobe. Die Ergebnisse der direkten Vergleichsbestimmung sind in Anhang IV dargestellt.

MW+SD.

Jedoch handelt es sich bei Pargylin um einen unspezifischen LSD1-Inhibtor. Um die
Beobachtungen, die nach der Vorinkubation mit diesem Inhibitor gemacht wurde, zu

verifizieren, wurde mit OGL-002 zusatzlich ein selektiver LSD1-Inhibitor eingesetzt.

Wie Abb. 3.26 zu entnehmen, wirkt sich auch dieser Inhibitor nicht auf die Expression von
FN1 aus.
Somit unterscheiden sich die Ergebnisse fur FN1 deutlich von denen fiir p21. Es muss sich

demnach um einen genspezifischen Einfluss von LSD1 handeln.



4 Ergebnisse 99

O kontrollzellen |£|

5 mOGEL KD Zellen
=
E g
=
2 4
= n=15 n=3 n=15 n=3
=
= 3
E
: 2
=
E r—h

a

con OGL-002 TGEF batz OGL-002 + TEF bata

Abb. 3.26 Einfluss des LSD1-Inhibitors OGL-002 auf die Expression von FN1 in HaCaT-Zellen.

Relative mRNA Expression von FN1 Giber der Expression von TBP in HaCaT Kontroll- und OGG1 KD-Zellen nach
Behandlung mit 4 ng/ml TGFB fir 4 h unter Hemmung von LSD1 mittels qRT-PCR (vgl. 3.2.1.5). Die Zellen
wurden fir 1 h mit 50 uM OGL-002 bei 37°C vorbehandelt. Die Ergebnisse der unbehandelten Kontrollen und
der 4 h-Werte wurden Uber alle durchgefiihrten Experimente gemittelt. Die Normalisierung erfolgt auf die
unbehandelte Kontrollprobe. 0,05 % DMSO unter allen Bedingungen. Die Ergebnisse der direkten

Vergleichsbestimmung sind in Anhang IV dargestellt. MW+SD.

4.3.4.5 Einfluss von 8-oxoGua auf die Expression von FN1
Nachdem filir p21 gezeigt werden konnte, dass die Induktion des Gens durch die Zugabe von
8-oxoGua ins Zellkulturmedium unverandert geblieben ist, wurde der Einfluss dieser freien

oxidierten Base auch fir FN1 untersucht.

Die Ergebnisse sind in Abb. 3.27 dargestellt und zeigen, dass der basale und in den
Positivkontrollen beobachtete Unterschied ausgeglichen wird. Darliber hinaus bleibt diese
Behandlung auch fir dieses Gen ohne Folgen. Die Expression von FN1 bleibt unabhangig von
Genotyp unverandert. Somit kann der von Boldogh et al. postulierte Mechanismus auch fiir

die TGFB-vermittelte Induktion von FN1 ausgeschlossen werden.
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Abb. 3.27 Einfluss von 8-oxoGua auf die Expression von FN1 in HaCaT-Zellen.

Relative mRNA Expression von FN1 Giber der Expression von TBP in HaCaT Kontroll- und OGG1 KD-Zellen nach
der Behandlung mit TGFB (4 ng/ml, 4 h) unter Zugabe mit 8-oxoGua mittels gRT-PCR (vgl. 3.2.1.5). Die Zellen
wurden fir 1 h mit 1 pM 8-oxoGua bei 37°C vorbehandelt. Normalisierung erfolgt auf die unbehandelte

Kontrollprobe. MWzSD.

4.3.4.6 Einfluss der MAP-Kinasen auf die Expression von FN1
Die Ergebnisse beziglich einer Beteiligung der MAP-Kinasen an der TGFB-vermittelten
Induktion von p21 zeigten einen Einfluss von p38 und einen moglichen Effekt von JNK

speziell auf die OGG1 (und LSD1-) vermittelte Supprimierung (vgl. 4.3.3.6).

Da sich der molekulare Mechanismus zum Umbau der zelluldren Architektur aber von dem
zur Induktion des G1-Arrestes deutlich unterscheidet, stellt sich auch fiir FN1 die Frage nach
einer moglichen Beteiligung der MAP-Kinasen an der OGG1-abhangigen oder -unabhangigen

Genregulation.

Um den Einfluss der MAP-Kinasen auf die TGFp-vermittelte Induktion von FN1 untersuchen
zu koénnen, wurden beide Zelllinien zunachst mit dem jeweiligen MAP-Kinase Inhibitor

vorinkubiert.

Wie in Abb. 3.28 dargestellt, fihrt die Anwesenheit eines p38-Inhibitors in beiden Zelllinien
zu einer — statistisch allerdings nicht signifikanten — Hemmung der TGFB-vermittelten FN1

Induktion.
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Abb. 3.28 Einfluss von PD169316 (p38-Inhibitor) auf die Expression von FN1 in HaCaT-Zellen.

Relative mRNA Expression von FN1 (ber der Expression von TBP in HaCaT-Zellen nach der Behandlung mit
TGFB (4 ng/ml) fur 4 h unter Hemmung von p38 mittels gRT-PCR (vgl. 3.2.1.5). Die Zellen wurden fur 1 h mit 10
UM PD169316 bei 37°C vorbehandelt. Die Ergebnisse der unbehandelten Kontrollen und der 4 h-Werte wurden
Uber alle durchgefiihrten Experimente gemittelt. Normalisierung erfolgt auf die unbehandelte Kontrollprobe.
0,05 % DMSO unter allen Bedingungen. Die Ergebnisse der direkten Vergleichsbestimmung sind in Anhang IV
dargestellt. MW+SD.

Die Ergebnisse mit dem JNK-Inhibitor zeigen dagegen einen OGG1-abhangigen hemmenden
Einfluss auf die Expression von FN1 (vgl. Abb. 3.29). In den OGG1-defizienten Zellen ist kein

signifikanter Einfluss der JNK-Inhibierung zu beobachten.
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Abb. 3.29 Einfluss der SP600125 (JNK-Inhibitor) auf die Expression von FN1 in HaCaT-Zellen.

Relative mRNA Expression von FN1 Uber der Expression von TBP in HaCaT Kontroll- und OGG1-
defizientenZellen nach Behandlung mit 4 ng/ml TGF fir 4 h unter Inhibierung der JNK mittels gRT-PCR (vgl.
3.2.1.5). Die Zellen wurden fir 1 h mit 30 uM SP600125 bei 37°C vorinkubiert. Die Ergebnisse der
unbehandelten Kontrollen und der 4 h-Werte wurden Uber alle durchgefiihrten Experimente gemittelt.
Normalisierung erfolgt auf die unbehandelte Kontrollprobe. 0,05 % DMSO unter allen Bedingungen. Die

Ergebnisse der direkten Vergleichsbestimmung sind in Anhang IV dargestellt. MW+SD.

Die in Abb. 3.30 dargestellten Resultate mit dem ERK-Inhibitor lassen keinen signifikanten

Einfluss auf die Induktion von FN1 erkennen.
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Abb. 3.30 Einfluss von U-0126 (ERK-Inhibitor) auf die Expression von FN1 in HaCaT-Zellen.

Relative mRNA Expression von FN1 Gber der Expression von TBP in HaCaT Kontroll- und OGG1 KD-Zellen nach
der Behandlung mit TGFf3 unter Hemmung von ERK1/2 mittels gRT-PCR (vgl. 3.2.1.5). Die Zellen wurden fir 1 h
mit 10 uM U-0126 bei 37°C vorbehandelt. Die Ergebnisse der unbehandelten Kontrollen und der 4 h-Werte
wurden Uber alle durchgefiihrten Experimente gemittelt. Normalisierung erfolgt auf die unbehandelte
Kontrollprobe. 0,05 % DMSO unter allen Bedingungen. Die Ergebnisse der direkten Vergleichsbestimmung sind
in Anhang IV dargestellt. MWSD.
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Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass p38, wie fiir p21 bereits beobachtet,
einen aktivierenden, aber OGG1-unabhdngigen Einfluss auf die Induktion von FN1 hat. Es
handelt sich also um einen genunabhadngigen Einfluss der genannten MAP-Kinase. Eine
Beteiligung der JNK an der Induktion von FN1 ist nicht genau zu beurteilen. ERK1/2 ist an der

TGFpB-vermittelten Induktion von FN1 nicht beteiligt.

4.3.4.7 Einfluss von NF kB auf die Expression von FN1
Um den Einfluss des genannten Transkriptionsfaktors auf die Expression von FN1 zu testen,

wurden beide Zelllinien mit 10 uM PDTC vorinkubiert.

Die Resultate in Abb. 3.31 zeigen weder in den unbehandelten Zellen noch in den mit TGFf3
induzierten Zellen einen signifikanten Einfluss des Inhibitors. Dies gilt sowohl fir die
Kontroll- als auch fir die OGG1 KD-Zellen. Zudem scheint die Verwendung von Ethanol als
Losungsmittel fiir den Inhibitor eine Angleichung der Expressionsunterschiede in den

unbehandelten Zellen und in den Positivkontrollen zu verursachen.

Somit ist eine Beteiligung von NFkB an der Induktion von FNI unter den gewahlten

Bedingungen nicht nachweisbar.
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Abb. 3.31 Einfluss von Ammonium Pyrrolidindithiocarbamat (PDTC) (NFkB-Inhibitor) auf die Expression von
FN1 in HaCaT-Zellen.

Relative mRNA Expression von FN1 Uber der Expression von TBP in HaCaT Kontroll- und OGG1-
defizientenZellen nach der Behandlung mit 4 ng/ml TGFJ fir 4 h unter Hemmung von NFkB mittels gRT-PCR
(vgl. 3.2.1.5). Die Zellen wurden fir 1 h mit 10 uM PDTC bei 37°C vorbehandelt. Die Normalisierung erfolgt auf
die unbehandelte Kontrollprobe. MW4+SD. (n=3).
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5 Diskussion

Bis vor wenigen Jahren wurde der DNA-Glykosylase OGG1 lediglich eine Funktion im
Erkennen und Entfernen von modifizierten DNA-Basen zugeschrieben. Inzwischen gibt es
mehrere Publikationen, die eine Beteiligung der Reparaturglykosylase an der
Transkriptionsinitiation zeigen (Perillo et al., 2008)(Amente et al., 2010)(Boldogh et al.,
2012).

Um die Beteiligung der Glykosylase OGG1 auf die mit dem Prozess der EMT verbundene
Transkription untersuchen zu konnen, wurden eine HaCaT-Zelllinie mit einem stabilen
0GG1-Knockdown als Modellsystem etabliert. Die Starke des Knockdowns wurde sowohl
immunhistochemisch, als auch funktional bestatigt (vgl. Abb. 3.1 und 3.2). In diesem
Zellsystem wurde der Prozess der EMT durch die Behandlung mit dem Zytokin TGFf

induziert.

Um den Erfolg der TGFB-Behandlung bzw. den Einfluss von Inhibitoren analysieren zu
konnen, wurden in der vorliegenden Arbeit zwei unabhdngige Endpunkte gewdahlt. Zum
einen wurde der TGFp-vermittelte Zellzyklusarrest untersucht. Fiir letzteren Endpunkt wurde
die Expressionsinderung des Gens p21 und die TGFB-induzierte Anderung der Proliferation
bzw. der Zellzyklusverteilung analysiert. Zum anderen wurde der Umbau der ECM

betrachtet, dies geschah durch die Induktionsanalyse des Markergens FN1.

5.1 OGG1 hat einen Einfluss auf die durch TGFB—induzierten morphologischen
Verdanderungen

Wie in Kapitel 1.6 dargestellt, handelt es sich bei der EMT um einen komplexen biologischen
Prozess, der mit einer umfassenden Veranderung der zelluldaren Architektur verbunden ist,
um den Zellen migratorische Eigenschaften zu verleihen. In einem ersten Versuch wurde der
durch TGFP ausgeloste Umbau der zelluldaren Architektur mikroskopisch beurteilt. Der
Vergleich zwischen Kontroll- und OGG1-defizienten Zellen erlaubte eine Abschatzung des

Einflusses von OGG1.

Die Ergebnisse zeigen, dass HaCaT-Zellen den charakteristischen durch TGFf induzierten
morphologischen Umbauprozess durchlaufen koénnen (vgl. Abb. 3.3). Zudem zeigt ein
Vergleich der beiden Zelllinien miteinander, dass OGG1 einen positiven Einfluss auf den

Prozess der EMT zu haben scheint. Das bedeutet, dass sie in der Lage ist, die Veranderung
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der zelluldaren Architektur zu verstarken. Allerdings geben die Resultate nur einen
gualitativen Hinweis auf einen Effekt von OGG1. Zumindest was die Fahigkeit von HaCaT-
Zellen zum Durchlaufen der EMT betrifft, decken sich die Beobachtungen mit denen von
Nicholas und Hill (2003). Allerdings existieren bisher keine Publikationen, die den Einfluss

von OGG1 auf EMT thematisieren.

5.2 TGFP und OGG1 beeinflussen den Zellzyklus
Die Resultate der morphologischen Analyse lassen eine Beteiligung der Reparaturglykosylase

OGG1 am Prozess der EMT vermuten (vgl. 4.2).

Zu den Schlisselprozessen der EMT gehoren zum einen die Induktion eines
Zellzyklusarrestes in der G1-Phase und zum anderen die Umgestaltung der ECM als

Voraussetzung zum Erlangen von migratorischen Eigenschaften.

Um den Einfluss der Reparaturglykosylase OGG1 auf den Zellzyklusarrest charakterisieren zu
konnen, wurden mehrere Assays durchgefiihrt. In einem ersten Experiment wurde der
Einfluss von TGFB und OGG1l auf die Zellproliferation untersucht. Die Resultate des
Proliferationsassays (vgl. Abb. 3.4) zeigen, dass OGG1 und TGFf die Proliferation negativ
beeinflussen. Zumindest was den Einfluss des Zytokins anbelangt, decken sich die Ergebnisse
sehr gut mit denen von Nicolas und Hill (2003) bzw. Kim et al. (2017), die die Induktion eines

Zellzyklusarrestes in HaCaT-Zellen durch TGF[3 zeigen.

Um den negativen Einfluss der Zytokinbehandlung genauer zu analysieren, wurde die
Veranderung der Zellzyklusverteilung in Abhdngigkeit von TGF3 bestimmt (vgl. Abb. 3.5). Die
durchflusszytometrische Auswertung zeigt, dass der von Nicolas und Hill beschriebene G1-
Arrest nach etwa 24 Stunden TGFB-Behandlung auftritt (Nicolas und Hill, 2003). Zu diesem
Zeitpunkt befinden sich mehr als 70% der Zellen in der G1-Phase des Zellzyklus. Diese

Beobachtung ist allerdings unabhangig vom Genotyp der Zellen.

Diese Ergebnisse werden, was den Zeitpunkt und die prozentuale Verteilung auf die
Zellzyklusphasen betrifft, durch die Publikationen von Kim et al. (2017) und von Nicholas und
Hill (2003) gestiitzt, die ebenfalls mit HaCaT-Zellen gearbeitet haben. Erstaunlich ist
allerdings, dass der Einfluss des Genotyps nicht so offensichtlich ist wie aufgrund der

mikroskopischen Aufnahmen zu erwarten war.
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5.2.1 OGG1 beeinflusst die Expression von p21 negativ

Wichtigstes Ziel der vorliegenden Arbeit war es aber, den Einfluss der Reparaturglykosylase
OGG1 auf die Transkription zu untersuchen. Als Markergen fiir den TGFp-induzierten
Zellzyklusarrest wurde p21 ausgewadhlt. Als Markergen fiir den TFGB-induzierten
Zellzyklusarrest wurde p21 beschrieben (Moustakas et al., 2002). Daher wurde im nachsten
Schritt der Einfluss von OGG1 auf die Expression dieses Gens untersucht. Die Ergebnisse (vgl.
Abb. 3.6) zeigen einerseits eine zeitabhangige Induktion von p21 und andererseits einen
negativen Einfluss von OGG1. Somit bestatigen dieses Resultat die mikroskopischen
Beobachtungen. Diese Beobachtung ist (iberraschend, da zum ersten Mal ein negativer
Einfluss der Reparaturglykosylase OGG1 auf die Transkription gezeigt wurde. In allen bisher
publizierten Mechanismen zur Rolle von OGG1 an der Transkription kommt OGG1 eine

aktivierende Rolle zu.

Die Ergebnisse zur Konzentrationsabhangigkeit (vgl. Abb. 3.7) zeigen, dass der negative
Einfluss der Reparaturglykosylase OGG1 unabhdngig von der eingesetzten TGFf-
Konzentration ist. Somit ist es moglich, die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit ungeachtet
der verwendeten Konzentration mit den Resultaten anderer Forschungsgruppen zu

vergleichen.

5.2.2 TGFPB induziert ROS und induziert dadurch sequenzspezifisch oxidative DNA-
Modifikationen

Die bisherigen Ergebnisse zeigen eine Beteiligung von OGG1 an der TGF-induzierten
Genexpression. Es stellte sich aber die Frage nach dem zugrundeliegenden Mechanismus. In
der Literatur gibt es mehrere postulierte Mechanismen zur Rolle der Reparaturglykosylase
an der Transkriptionsinitiation. Gemeinsam ist allen, dass sie oxidative DNA-Modifikationen

als Ausgangspunkt fiir mechanistische Erklarungsversuche nutzen.

Als Ursache fiir oxidative DNA-Modifikationen gelten in erster Linie ROS. In der Literatur
finden sich Belege, dass TGFP in der Lage ist, ROS in Zellen zu generieren (Kim et al.,
2006)(Kim et al., 2017)(Ishikawa et al., 2014). Es wurde deshalb mittels alkalischer Elution
untersucht, ob die Behandlung mit TGF zu einer Entstehung von Einzelstrangbriichen bzw.

oxidativer DNA-Basenmodifikationen fihrt.
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Die Resultate (vgl. Abb. 3.8) zeigen, dass eine Behandlung mit 4 ng/ml TGFf3 in den HaCaT-
Zellen innerhalb der Messgenauigkeit keine Strangbriiche und Fpg-sensitive Lasionen

induziert.

Dieses Ergebnis erscheint wegen des berichteten Anstiegs der ROS-Level nach TGFj-
Behandlung liberraschend (Kim et al., 2006)(Kim et al., 2017). Allerdings ist in den genannten
Publikationen ein ROS-Maximum eine Stunde nach der Behandlung beschrieben. In den
Versuchen zeigt sich, dass sich die Spiegel Fpg-sensitiver Lasionen nach 8-stiindiger TGF[3-
Inkubation kaum von den basalen Spiegeln unterscheiden. Das Ergebnis deckt sich zudem
mit Beobachtungen zum Einfluss von TNFo auf die Induktion von oxidativen DNA-
Modifikationen in Hela-Zellen. Im Falle des Inflammationsmodells konnten unter
Verwendung des gleichen Assays keine nennenswerten oxidativen DNA-L3sionen in der
Gesamt-DNA nachweisen gewiesen. Es gibt aber Hinweise auf eine Induktion von oxidativen
Basenmodifikationen in der Promotorregion von /L-6 (Seifermann, 2017). Es ist vorstellbar,
dass eventuell transient induzierte DNA-Schdaden zum Beobachtungszeitpunkt (nach 8 h)
bereits wieder repariert sind. Da mit einer Alkalischen Elution die durchschnittliche Anzahl
von Fpg-sensitiven Lasionen in der Gesamt-DNA gemessen wird, kann eine
sequenzspezifische Induktion von 8-oxoG nicht ausgeschlossen werden. Eine Analyse der
exakten Induktionsstellen konnte mit einer 8-oxoG-Seq erfolgen (Clark et al., 2011). Deren
Ergebnisse in einem nachsten Schritt mit dem Humangenom abgeglichen werden kénnen,
um positionsgenau die Lage der Induktionsstellen (z.B. Promotor- oder regulatorische

Sequenzen) zu bestimmen.

Um eine mogliche DNA-schadigende Wirkung durch TGF zu erhéhen, wurde in den Zellen
Glutathion depletiert. Glutathion zusammen mit Glutathionperoxidase stellt neben Katalase
das wichtigste Detoxifizierungssystem fir H,0; in Zellen dar (Gaetani et al., 1989). Eine
Glutathiondepletion sollte sich also positiv auf die intrazellularen ROS-Level auswirken und
dementsprechend die Anzahl von DNA-Strangbriichen und oxidativ gebildeter DNA-
Basenmodifikationen (Fpg-sensitive Lasionen), die durch TGFf induziert werden, erhéhen.
Die Ergebnisse spiegeln dies allerdings nicht wider. Trotz der Glutathiondepletion bleibt die
Anzahl von Fpg-sensitiven DNA-Modifikationen und Strangbriichen jedoch nahezu
unverandert (vgl. Abb. 3.9). Dies spricht dafiir, dass oxidative DNA-Modifikationen nur in
geringem Ausmal induziert werden, um ein Signaling zu initiieren und/oder die DNA des

Zellkerns nicht in nachweisbarem Malie erreichen. Bemerkenswerterweise zeigen Zhang et
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al. (2010), dass sogar die Behandlung mit H,0, und TGFf keinen Einfluss auf eine EMT hat.
Zur Wirkung von BSO auf eine EMT konnten Herrera et al. (2001) zeigen, dass sich eine
Behandlung mit BSO positiv auf die Induktion von Apoptose in fetalen Hepatozyten auswirkt.
Im Gegensatz dazu, zeigen Ishikawa et al. (2014), dass eine Behandlung mit dem ROS-Fanger
NAC ohne Einfluss auf die Genexpression bleibt. Allerdings konnte die Gruppe zeigen, dass
sich die enzymatische Hemmung der SOD auf die Genexpression auswirkt. Dies lasst einen

Einfluss des ROS-Typs vermuten.

Die weiteren Ergebnisse (vgl. Abb. 3.10) zeigen, dass die Behandlung mit dem ROS-Fanger
NAC ohne Einfluss auf die Induktion von p21 bleibt. Dies erscheint vor dem Hintergrund des
in der Literatur beschriebenen Einflusses von ROS als unerwartet (Zhang et al., 2010), deckt
sich aber mit den Daten von Kim et al. (2006), die fir NAC kaum einen Einfluss auf die

Expression von p21 fanden.

Fir eine BSO-Behandlung im TGFpB-vermittelte Signaling von p21 gibt es bisher keine
publizierten Daten. Aber vor dem Hintergrund, dass sich eine Verminderung von ROS nicht
auswirkt, erscheint eine ausbleibende Wirkung einer ROS-Erhéhung nicht Gberraschend (vgl.
Abb. 3.11). Zumal von Zhang et al. (2005) gezeigt wurde, dass eine Co-Behandlung von Zellen
mit TGFB und H,0; ohne Einfluss auf die Expression von Markergenen bleibt. Zudem bleibt
Katalase in den Zellen von der Glutathiondepletion unbeeinflusst und kénnte somit das
Fehlen des anderen ROS-Detoxifizierungssystems ausgleichen. Dariiber hinaus zeigen die
Ergebnisse von Ishikawa et al. (2014), dass ein Abfangen von ROS keine Wirkung hat, aber

die enzymatische Inhibierung der SOD einen deutlichen Einfluss auf die Genexpression hat.

Chiu et al. (2001) zeigen, dass die Behandlung mit dem als NF-kB-Inhibitor wirkenden
Antioxidans PDTC eine Phosphorylierung von p38 verhindert, die Aktivierung von SMAD2
aber unbeeinflusst stattfindet. Daraus kann geschlossen werden, dass ROS am SMAD-
Signaling nicht beteiligt sind, aber Einfluss auf die modulierenden, SMAD-unabhangigen

Wege nehmen.

In einem weiteren Versuch wurde der Frage nachgegangen, ob die ROS-Quellen NOX4, wie
in der Literatur diskutiert, an der Induktion von p21 Expression nach TGFP beteiligt ist
(Carmona-Cuenca et al., 2008). Nach der Enzymhemmung mit einem neuartigen Hemmstoff,
GKT137831, zeigt sich allerdings kein Einfluss (vgl. Abb. 3.12). Insgesamt zeigt sich die

Datenlage bezuglich einer Beteiligung von NOX4 an der TGFB-vermittelten
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Signaltransduktion uneinheitlich. Zum einen wurde gezeigt, dass sich die Hemmung von
NOX4 negativ auf die TGFB-induzierte Apoptose auswirkt (Sancho und Fabregat, 2011). Zum
anderen ist ein positiver Einfluss von NOX4 auf die Expression von FN1 publiziert (Boudreau

et al., 2012).

Die Ergebnisse in Abb. 3.12 zeigen aber weiterhin, dass sich das Losungsmittel DMSO,
obwohl es nur in geringer Konzentration in den Proben vorhanden war, sich auf die
Expression von p21 auswirkt. Der zuvor beschriebene hoch signifikante Unterschied
zwischen den beiden Zelllinien im unbehandelten Zustand bzw. nach vierstindiger TGF[3-
Behandlung wird angeglichen. Im Falle von p21 ist dieser Effekt tolerabel, da der Unterschied
weiterhin signifikant vorhanden ist. Unerwartet ist der Effekt von DMSO allerdings nicht, da
ein Einfluss des Losungsmittels auf die Genexpression publiziert ist (Pal et al., 2012). In der
vorliegenden Arbeit war die Verwendung von DMSO als Losungsmittel unumganglich, da

einige Inhibitoren nur in DMSO zu l6sen und keine alternativen Hemmstoffe vorhanden sind.

5.2.3 LSD1 beeinflusst die Expression von p21 in Abhangigkeit von OGG1

Wie in Kapitel 1.5 dargestellt, ist eine Rolle von OGG1 an der Transkription im
Zusammenhang mit der Histondemethylierung durch LSD1 beschrieben. Zudem ist bekannt,
dass LSD1 als Bestandteil des COREST-Komplexes die Expression von E-Cadherin (ECAD) nach
TGFB-Behandlung negativ beeinflusst. Dariiber hinaus beschreiben Thillainadesan et al.
(2012), dass die Histondemethylase an der Inhibierung von p15 beteiligt ist. Um die Rolle von
LSD1 untersuchen zu kénnen, wurde das Enzym gehemmt und die Auswirkungen auf die

Expression von p21 untersucht.

Die Ergebnisse mit zwei unterschiedlichen Inhibitoren zeigen, dass der Expressionslevel in
den Kontrollzellen nach Enzymhemmung steigt, wohingegen er in den OGG1 KD-Zellen
unverandert bleibt (vgl. Abb. 3.13 und 3.14). Das bedeutet, dass die Hemmung des Enzyms
dieselbe Wirkung wie eine OGG1-Defizienz hat und sich in Abwesenheit von OGG1 nicht
weiter auswirkt. Daraus wird gefolgert, dass OGG1 und LSD1 in einem gemeinsamen
Signalweg wirksam sind und dieser einen negativen Einfluss auf die Expression von p21 hat.
Damit zeigt sich deutlich, dass ein die Genexpression stimulierender LSD1-abhangiger
Mechanismus, wie von Perillo und Amente et al. postuliert, hier gerade nicht beobachtet

wird, sondern ein gegenteiliger Effekt.
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Die Beobachtungen konnen bedeuten, dass LSD1 als Bestandteil des CoRest-Komplexes
zusammen mit OGG1 an einer Transkriptionsinhibierung beteiligt ist. Thillainadesan et al.
postulieren, dass ohne TGFB-Stimulierung das Gen p15 durch einen Komplex aus CoRest,
DNMT3A und ZNF217 in einem inaktiven Zustand gehalten wird. Nach Ligandenbindung und
SMAD-Signaling werden die genannten Komplexe vom Promotor gel6st und dieser durch

TDG demethyliert, um die Transkription zu ermdoglichen.

Ein ahnlicher Mechanismus kénnte auch flir p21 angenommen werden, zumal es sich bei
beiden Genen um Zellzyklusgene handelt, die durch c-Myc und TGF[} reguliert werden.
Dariber hinaus weist der Promotor von p21 GC-reiche Sequenzen, beispielsweise in der

SMADA4-Binderegion, auf (Koinuma et al., 2011).

In den Kontrollzellen wirkt sich die LSD1-Hemmung positiv auf die Expression von p21 aus,
da die beschriebene Hemmung durch den CoREST-Komplex entfdllt. Eine verlockende
Erklarung ware, dass die Transkription des Gens durch oxidative DNA-L3sionen behindert
wird, die lokal induziert anschlieRend durch BER-Proteine wie OGG1 erkannt werden. Die z.T.
sperrigen BER-Komplexe versperren der RNA-Polymerase den Weg und hemmen so die

Transkription.

In den OGG1-defizienten Zellen wirkt sich die LSD1-Hemmung nicht aus, da die sperrigen

BER-Komplexe nicht rekrutiert werden kénnen.

5.2.4 Die freie Base 8-oxoGua und OGG1 beeinflussen die Expression von p21 nicht

Nachdem der expressionssteigernde Mechanismus von Perillo und Amente et al. durch die
Ergebnisse mit den LSD1-Inhibitoren widerlegt ist, stellt sich die Frage, ob ein Mechanismus
Uber die Beeinflussung kleiner GTPasen durch cytosolisches 8-oxoGua wie von Boldogh et

al.(2012) beschrieben, die Ergebnisse fir p21 erklaren kann.

Die Ergebnisse (vgl. Abb. 3.15) zeigen allerdings, dass die Zugabe von 8-oxoGua in das
Medium keinen Einfluss auf die Expression von p21 hat. Somit erscheint ein Mechanismus,
wie von Boldogh et al. publiziert, als unwahrscheinlich. Zudem misste eine Stimulation der
kleinen GTPasen durch 8-oxoGua im Falle von p21 inhibitorisch wirken, also umgekehrt wie
von Boldogh et al. fiir proinflammatorische Zytokine beobachtet. Dariiber hinaus erscheint

eine Beteiligung von kleinen GTPasen fiir die Induktion von p21 als unwahrscheinlich, da
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ihnen eher eine Beteiligung am Remodelling des Zytoskeletts zugeschrieben wird (Zavadil et

al., 2005).

Der durchgefiihrte Versuch weist allerdings den Schwachpunkt auf, dass die Aufnahme des
zugesetzten 8-oxoGua durch die HaCaT-Zellen nicht verifiziert werden konnte. Somit kann

nicht zweifelsfrei von einer Aufnahme der Base 8-oxoGua ausgegangen werden.

5.2.5 Die MAP-Kinasen p38 und JNK modulieren die TGF3-vermittelte Expression von p21

Fir die Induktion von p21 spielen die SMAD-Transkriptionsfaktoren eine zentrale Rolle.
Allerdings bendtigen diese zusatzliche akzessorische Transkriptionsfaktoren, da ihre Affinitat
und Bindungsstarke an die DNA gering ist (Shi et al., 1998). In Publikationen wird FOX01/3/4
eine solche Rolle zugesprochen. Eine wichtige Rolle bei der Modulation der TGFf
vermittelten Transkription kommt auch den MAP-Kinasen zu (Moustakas und Heldin, 2005).
Zudem sind sie in der Lage, mit AP1 einen weiteren wichtigen Transkriptionsfaktor zu

aktivieren, der eine Rolle im Signaling einnehmen kénnte.

Um die Frage nach einer Beteiligung der MAP-Kinasen an der Induktion von p21 zu

beantworten, wurde die Aktivitat der drei MAP-Kinasen durch Hemmstoffe unterbunden.

Die Resultate fur die MAP-Kinase p38 zeigen, dass sie die TGFP vermittelte Induktion von

p21 unabhangig von der Anwesenheit von OGG1 positiv beeinflussen kann (vgl. Abb. 3.16).

Die Ergebnisse fiur die JNK zeigen hingegen einen inhibierenden Effekt der genannten MAP-
Kinase auf die Expression von p21 in den OGG1-defizienten Zellen (vgl. Abb. 3.17). Beide
Ergebnisse decken sich zwar nicht mit denen von Kim et al. (2006), die fiir eine Hemmung
von p38 keinen Einfluss auf die Expression von p21 gezeigt haben. Allerdings wurden die
Expression erst nach 24 h TGFf analysiert. Es ist also moglich, dass der beobachtete Effekt

flir die MAP-Kinase p38 der kiirzeren Behandlungsdauer geschuldet ist.

Eine enzymatische Hemmung von ERK1/2 bleibt in der vorliegenden Arbeit ohne Einfluss auf
die Expression von p21. Dies ist im Einklang mit dem Ergebnis von Zavadil et al. 2001. Die
Autoren zeigten ebenfalls, dass eine ERK-Inhibierung mit U-0126 ohne Folgen auf den

Zellzyklus in proliferierenden HaCaT-Zellen ist.

Die Ergebnisse von Kim et al. (2006) fur die MAP-Kinase ERK1/2 wiedersprechen allerdings

denen von Zavadil et al. Darliber hinaus lassen Kim et al. (2006) die Ergebnisse von Zavadil
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unkommentiert. Uberraschenderweise haben beide Forscher ihre Versuche in HaCaT-Zellen
durchgefiihrt und den gleichen Inhibitor verwendet.

Ein wichtiger Transkriptionsfaktor, dessen Bindung durch den Redoxstatus von Zellen
beeinflusst werden kann, ist NFkB. Fiir proinflammatorische Gene ist eine Beteiligung dieses
Transkriptionsfaktors mehrfach beschreiben (Bekhbat et al., 2017). Fir das TGFp-vermittelte
Signaling ist eine Beteiligung von NFkB ebenfalls publiziert (Sorrentino et al. 2008)(Adhikari
et al., 2007)(Heldin et al., 2009)(Zhang et al., 2013).

Um die Frage nach einer Beteiligung von NFkB an der Induktion von p21 beantworten zu

konnen, wurde der Transkriptionsfaktor enzymatisch mit PDTC gehemmt.

Die Ergebnisse (vgl. Abb. 3.19) zeigen allerdings keinen signifikanten Einfluss auf die
Expression des Zielgens. In der Literatur gibt es bisher keine Information zu einer Beteiligung

von NFkB an der Induktion von p21.

5.3 Einfluss auf die Veranderung der ECM bzw. des Markergens FN1

5.3.1 Die DNA-Glykosylase OGGL1 ist ein negativer Regulator der Expression von FN1

Die in Kapitel 4.3.4 dargestellten Ergebnisse (vgl. Abb. 3.20 und 3.21) zeigen, dass FN1 als
klassisches Markergen der ECM zeitabhangig, aber konzentrationsunabhangig in den HaCaT-
Zellen induziert wird, im Einklang mit friheren Befunden (Ignotz und Massague, 1986). Der
Vergleich der Wildtyp- und OGG1l KD-Zellen zeigt wie bei p21 erstmalig, dass die
Reparaturglykosylase auch hier als negativer Regulator an der Expression des Glykoproteins
beteiligt ist. Somit kdnnte OGG1 ein genereller negativer Einflussfaktor bei TGFB-induzierten

Transkription sein.

5.3.2 Eine Beeinflussung von ROS bleibt ohne Folgen auf die Expression von FN1
Aufgrund der Bedeutung die ROS in den vorgestellten Hypothesen zukommt, wurde

abermals mit NAC und BSO Einfluss auf den ROS-Status der Zellen genommen.

Die Ergebnisse mit NAC (vgl. Abb. 3.20) zeigen, dass die Behandlung ohne Einfluss auf die
Expression von FN1 bleibt. Die Ergebnisse stehen im Einklang mit den Resultaten von
Ishikawa et al. (2014), in denen NAC in NMuMG-Zellen ebenfalls ohne Einfluss auf die
Expression von FN1 bleibt. Allerdings gibt es auch Publikationen, die in MvlLu-Zellen einen

Einfluss von NAC auf die Expression von FN1 zeigen (Zhang et al., 2010). Die
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unterschiedlichen Befunde kdnnten dadurch erklart werden, dass der Zelltyp einen ganz
erheblichen Einfluss auf die Expression von Genen bei der EMT hat, wie bereits von Hough et

al. (2012) vermutet.

Die Versuche mit einer BSO-Vorbehandlung zur Erhéhung der intrazellularen ROS-Level
zeigen, dass die Depletion von Glutathion in den HaCaT-Zellen ebenfalls ohne Einfluss auf die
Expression von FN1 bleibt (vgl. Abb. 3.23). In der Literatur sind bisher keine Untersuchungen

zum Einfluss von BSO auf die Expression von FN1 beschrieben.

In einer weiteren Versuchsreihe wurde der Einfluss der endogenen ROS-Quelle NOX4
analysiert. Boudreau et al. (2012) beschreiben eine Beteiligung von NOX4 an der Induktion
von FN1. Die Ergebnisse mit GKT137831 als selektivem NOX4-Inhibitor, zeigen allerdings,
dass die Behandlung ohne Einfluss auf die Expression des Glykoproteins bleibt (vgl. Abb.
3.24).

Da Boudreau et al. ihre Untersuchungen in Brustkrebszellen gemacht haben, konnte
wiederrum der Zelltyp fiir das unterschiedliche Ergebnis verantwortlich sein. In diesem
Zusammenhang ist interessant, dass TGF3 in normalen Zellen als Tumorsuppressor, aber in
Krebszellen als Onkogen wirkt (vgl. 1.6.1). Dariiber hinaus zeigen die Ergebnisse in Abb. 3.24
aber auch, dass DMSO als Losungsmittel einen deutlichen Einfluss auf die Expression von
FN1 in den unbehandelten Zellen und den Positivkontrollen hat. Der vormals beschriebene
Unterschied zwischen den beiden Zelllinien wird fast ganzlich ausgeglichen. Dies hat
erheblich Auswirkungen auf die Interpretation der Daten, da eine Auswertung auf einer
solchen Grundlage kaum moglich ist. Die Grinde fir den Einfluss von DMSO wurde bereits

fir p21 diskutiert (vgl. 5.2.2).

5.3.3 Die Hemmung der Histondemethylase LSD1 hat keine Folgen fiir die Expression von
FN1

Fiir p21 konnte eine OGG1l-abhangige Rolle der Histondemethylase LSD1 auf die Expression
gezeigt werden. Es stellt sich die Frage, ob es sich bei dem fiir p21 beobachteten Einfluss von
LSD1 um eine genspezifische Beobachtung handelt. Die Ergebnisse mit zwei LSD1-Inhibitoren
zeigen, im Gegensatz zu den Resultaten fir p21, dass die Hemmung der Histondemethylase

ohne Einfluss auf die Expression von FN1 bleibt (vgl. Abb. 3.25 und 3.26).
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Aufgrund der Resultate kann ein Mechanismus, wie flir p21 vermutet, ausgeschlossen

werden. Auch die Hypothesen von Perillo und Amente kommen fiir FN1 nicht in Betracht.

5.3.4 Die freie Base 8-oxoGua hat keinen Einfluss auf die Expression von FN1

Wie bereits mehrfach erwdhnt, ist ein LSD1-unabhdngiger Weg fiir eine Beteiligung von
OGG1 an der Genexpression beschrieben (Boldogh et al., 2012). Nachdem fiir p21 ein
Einfluss von 8-oxoGua ausgeschlossen werden konnte, wurde dessen Einfluss auch fiir FN1
Uberprift. Die Ergebnisse (vgl. Abb. 3.27) zeigten, dass auch fiir FN1 eine Beeinflussung der
Induktion durch 8-oxoGua ausgeschlossen werden kann, also ein Mechanismus, wie von

Boldogh et al. postuliert, nicht in Frage kommt.

Allerdings bleibt die fiir p21 bereits dargestellte Unsicherheit bezliglich der Aufnahme von 8-

oxoGua in die Zellen bestehen.

5.3.5 Weder MAP-Kinasen noch NFkB modulieren die Expression von FN1
Wie flir p21 bereits beschrieben, kommt den MAP-Kinasen eine wichtige Rolle als SMAD-
Modulator zu. Zudem konnen sie den Transkriptionsfaktor AP1 aktivieren, der als SMAD-

Cofaktor dienen konnte.

Flir FN1I wurde zunachst eine alleinige Induktion Gber JNK angenommen (Hocevar et al.,

1999), aber inzwischen gilt ein Signaling tiber SMADs als gesichert (Itoh et al., 2003).

Die Ergebnisse fiir p38 und ERK (vgl. 3.28 und 3.30) zeigen keinen Einfluss. Bei Verwendung
des JNK-Inhibitors konnte nachgewiesen werden, dass diese MAP-Kinase einen hemmenden
Einfluss auf die Expression in den Kontrollzellen hat (vgl. 3.29). Allerdings stellt sich die Frage
nach der Aussagekraft dieser Beobachtung, da DMSO den Unterschied zwischen den beiden

Zelllinien nivelliert hat.

Ein Vergleich mit Daten von Rhyu et al. (2012) zeigt, dass die Hemmung von p38 in NRK-52E
Zellen mit einer Verringerung der Expression von FN1 verbunden ist. Allerdings ist der
verwendete p38-Inhibitor nicht ndher bezeichnet, so dass ein Vergleich mit den Daten aus

der genannten Arbeit schwerfallt.

Fiir JNK ist publiziert, dass sich eine Hemmung negativ auf die Expression von FN1 auswirken

soll (Santibanez, 2006). Auch Hocevar et al. (1999) publizierten ein dhnliches Ergebnis.
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Fur ERK1/2 konnte kein Einfluss der enzymatischen Hemmung auf die Expression von FN1
beobachtet werden. Dies erscheint lberraschend, da Rhyu et al. (2012) fir diese MAP-
Kinase einen Einfluss eines anderen MEK-Inhibitors auf die Expression von FN1 zeigen
konnten. Aufgrund der Tatsache, dass dem Zelltyp eine groRe Bedeutung zukommt und Rhyu
et al. andere Zellen und Inhibitoren verwendet haben, kénnen die Daten nur sehr

eingeschrankt miteinander verglichen werden.

Eine Behandlung mit dem NFxB-Inhibitor PDTC hat weder in den Kontroll- noch in den
OGG1-defizienten Zellen einen Einfluss auf die Expression von FN1 (vgl. Abb. 3.31).

Fir dieses Gen kommt diese Beobachtung unerwartet, da Ishikawa et al. (2014) einen
Einfluss von PDTC in murinen Zellen beschrieben haben. Auch Jagadeeshan et al. (2015)
beschrieben eine TGFB-unabhdngige Induktion von FN1 lber PAK1. Es stellt sich aber die
Frage nach der direkten Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf die humane Situation, da, wie

bereits mehrfach erwahnt, der Zelltyp eine groRe Rolle spielt (Hough et al., 2012).

Es stellt sich weiterhin die Frage nach der Wirksamkeit der Inhibierung. Der verwendete
Inhibitor PDTC wird bereits seit vielen Jahren als hoch selektiver NFkB-Hemmstoff in in vivo-
Studien eingesetzt und hat sich als bestens geeignet erwiesen. Auch bei in vitro-Studien
kommt er erfolgreich zum Einsatz (Ishikawa et al., 2014). Aufgrund dessen wird davon
ausgegangen, dass die Hemmung des Transkriptionsfaktors erfolgreich war und er bei der

Induktion der beiden Markergene in humanen Keratinozyten keine Rolle spielt.

5.4 Mechanismen

Zusammenfassend kann fir das Zellzyklusgen p21 festgehalten werden, dass ein negativer
Einfluss sowohl von OGG1 als auch LSD1 auf die Expression vorliegt. Die beiden Wirkungen
sind voneinander abhangig, gehoéren also zu einem gemeinsamen Regulationsweg. Darlber
hinaus zeigt sich ein positiver, aber OGG1-unabhangiger Einfluss der MAP-Kinase p38 und
ein schwach hemmender Effekt der JNK in den OGG1 KD-Zellen.

Fur FN1 wurde lediglich ein negativer Einfluss von OGG1 auf die TGFB-vermittelte Induktion

beobachtet.

Aufgrund dieser Ergebnisse ergeben sich zwei moégliche mechanistische Erklarungsansatze
flir die Rolle von OGG1. Der erste Mechanismus geht davon aus, dass der CoREST-Komplex

gemeinsam mit DNMT3A und ZNF217 die Transkription von p21 in Abwesenheit von TGFf
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durch eine Promotormethylierung stilllegt. Durch die Zugabe von TGFB oder die
enzymatische Hemmung von LSD1, einem wichtigen Bestandteil des CoREST-Komplexes,
wird die Inhibierung unterbunden und eine Transkription ermoglicht. OGG1 ist also Cofaktor
an der LSD1-vermittelten Inhibierung beteiligt. Moglicherweise wird 8-oxoG durch die
Behandlung mit dem Zytokin TGFB sequenzspezifisch im Promotor bzw. regulatorischen
Regionen induziert. Dadurch wird OGG1 rekrutiert und eine BER initiiert. Die teilweise
sperrigen BER-Komplexe konnten das Zusammenlagern des Transkriptionskomplexes
erschweren oder das Fortschreiten der RNA-Polymerase unterbinden. Eine Blockade der
Transkriptionsinitiation durch Intermediate der BER wurde bereits 2011 von Kitsera et al.

beschrieben.
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Abb. 5.1 LSD1 und OGG1 behindern die Initiation bzw. Elongation der Transkription.

A In Abwesenheit von TGF3 Hemmung des Promotors durch Methylierung von CpG Islands durch einen
Komplex aus CoREST, ZNF217 und DNMT3A.

B Nach Zugabe von TGFf Zerfall des inhibierenden Komplexes und Demethylierung des Promotors durch TDG
und/oder MBD4

C Zeitgleich Induktion von oxidativen DNA-Basenmodifikationen. In den Kontrollzellen initiiert OGG1 deren
Reparatur. Hemmung der Transkriptionsinitiation bzw. -Elongation durch BER-Intermediate

D In den KD-Zellen findet keine BER statt und die RNA Polymerase Il kann ungehindert transkribieren.



5 Diskussion 118

In einem alternativen Szenario konnte OGG1 die DNA-Basenmodifikation zwar erkennen und
daran binden, aber aufgrund spezieller Gegebenheiten keine sofortige Reparatur einleiten.
Die Bindung der DNA-Glykosylase induziert eine Beugung der DNA-Helix um ca. 70°, wodurch
diese Stelle markiert wird und Corepressoren an diese Stelle rekrutiert oder Coaktivatoren
von einer Bindung an diesen DNA-Abschnitt ferngehalten werden (Bravard et al.,
2006)(Bravard et al., 2010)(Wang et al., 2017). Beides wiirde die Transkription negativ
beeinflussen. In den KD-Zellen wirde dieser Einfluss entsprechend entfallen. Erst spater
wirde OGG1 wieder in die Lage versetzt, die geschadigte Base zu entfernen und eine BER

einzuleiten.

Beide Hypothesen bediirfen der Uberpriifung, beispielsweise durch Messung der
sequenzspezifischen und zeitabhangigen Induktion von 8-oxo0G, eventuell durch eine 8-oxoG
Seq (Ding et al., 2017). ChIP-Experimente erscheinen geeignet, um zu ermitteln, welche
Cofaktoren an die DNA gebunden haben. Schliellich muss die Rolle der APE1 weiter geprift
werden, ob die enzymatische Aktivitit von OGG1 wund APE1 wahrend der
Transkriptionsregulation durch posttranslationale Modifikationen (z.B. Cystein-Oxidation)

verandert ist.

Der Mechanismus der postulierten sequenzspezifischen Bildung von 8-oxoG erscheint
weiterhin ratselhaft. Allgemeiner, durch TGFB-Behandlung induzierter oxidativer Stress
scheidet als Ursache weitgehend aus, insbesondere da kein Anstieg des globalen 8-o0xoG zu
beobachten ist, selbst nach Glutathion-Depletion (vgl. Abb. 3.9). Es ist aber auch schwer
vorstellbar, dass die von Perillo et al. (2008) angenommene stochiometrische Generierung
von H20; durch LSD1 eine ausreichende und gezielte 8-oxoG-Bildung zur Folge haben kann,
da H20; nicht direkt mit der DNA reagiert, sondern nur Uber eine Fenton-Reaktion zu einer
sehr unspezifischen DNA-Schadigung fiuhrt. Auch wenn bekannt ist, dass guaninreiche
Sequenzen bevorzugt oxidiert werden und eine Oxidationsstelle durch Elektron-Transfer in
der DNA verschoben werden kann (Giese, 2002). Andererseits fehlen bisher Belege fiir eine
denkbare direkt Oxidation von Guaninresten durch LSD1 bzw. seinen Cofaktor FAD.
Biochemische Modelluntersuchungen, eventuell in zellfreien Systemen, koénnten hier

vielleicht weitere Hinweise liefern.
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Abb. 5.2 OGG1 lockt gezielt Co-Repressoren an oder blockt Co-Aktivatoren ab.

TGFp induziert oxidative DNA-Lasionen in der DNA. In den Kontrollzellen erkennt die DNA-Glykosylase OGG1
die Ldsion kann aber keine sofortige Reparatur einleiten. Durch die Bindung wird die DNA-Helix um ca. 70°
gebeugt und dadurch markiert, so dass Corepressoren angelockt bzw. Coaktivatoren abgeblockt werden.
Beides senkt die Transkriptionsrate in den Kontrollzellen.

In den KD-Zellen entfillt aufgrund der Abwesenheit von OGG1 das Anlocken von Corepressoren und

Coaktivatoren kénnen ungehindert binden.
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6 Zusammenfassung

Eine Epithelial-mesenchymale Transition (EMT) ist ein biologischer Prozess, der in vitro durch
das Zytokin TGFP ausgelost werden kann, der den morphologischen und funktionellen
Ubergang von Epithel- in Mesenchymzellen beschreibt (Transdifferenzierung). Auf
molekularer Ebene wird dieser Prozess durch eine umfassende Anderung des genetischen

Expressionsprofils begleitet.

In den letzten Jahren mehreren sich Hinweise, die die DNA-Glykosylase OGG1 nicht nur fir
die Verhinderung von Mutationen, die aus oxidativen DNA-Modifikationen wie 8-oxoG
resultieren kénnen, sondern auch an der Transkription bestimmter Gene beteiligt ist. Dabei
konnte auch die Histondemethylase LSD1 mitwirken, und zwar als Generator von 8-0xoG in
der Promotorregion der betroffenen Gene. Fiir die EMT ist bisher eine Rolle von LSD1, nicht

aber von OGG1 beschrieben.

Ziel der Arbeit war es, den Einfluss der Reparaturglykosylase OGG1 an der TGFB-induzierten
Genexpressionsanderung zu untersuchen. Hierzu wurde der Einfluss des Zytokins auf die
Expression von zwei EMT-typischen Markergenen (p21 und FN1) in OGG1- defizienten

HaCaT-Zellen bzw. den entsprechenden Kontrollzellen vergleichend untersucht.

Es zeigte sich, dass die DNA-Glykosylase OGG1 einen hemmenden Einfluss auf die Expression
beider Markergene ausiibt. Ein solcher inhibierender Einfluss der DNA-Glykosylase auf die
Transkription wurde in der vorliegenden Arbeit erstmalig beobachtet. Zudem wurde gezeigt,
dass die Histondemethylase LSD1 in den Kontrollzellen ebenfalls einen hemmenden Einfluss

auf die Transkription von p21 hat, nicht jedoch in den OGG1-defizienten Zellen.

Mechanistisch bedeutet dies, dass sowohl OGG1 als auch LSD1 einen hemmenden Einfluss
auf die Expression von p21 haben. Grundsatzlich erscheinen zwei Szenarien moglich. LSD1
hemmt als Bestandteil des inhibierenden CoREST-Komplexes in Abwesenheit von TGF[3 die
Transkription. Nach Zugabe von TGF[} wird der inhibitorische Komplex von regulatorischen
Elementen (z.B. Promotor oder Enhancern) gel6st und die Transkription kann stattfinden.
Die DNA-Glykosylase kdnnte dadurch einen hemmenden Einfluss auf die Transkription
ausliben, dass sie (Uber LSD1 generierte) oxidative DNA-Modifikationen in regulatorischen
Regionen erkennt und deren Reparatur induziert. Dabei konnten Intermediate der
Basenexzisionsreparatur (AP-Lasionen oder DNA-Strangbriiche) die Initiation oder die

Elongation der Transkription negativ beeinflussen. In einem weiteren Szenario ist es moglich,
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dass OGG1 die durch TGFf induzierten oxidativen DNA-L3sionen erkennt, eine sofortige
weitere Prozessierung unter Verdrangung von OGG1 jedoch ausbleibt. Durch die Bindung
der DNA-Glykosylase in der Promotorregion kénnten Corepressoren rekrutiert werden, die

die Transkription negativ beeinflussen.

An der TGFB-vermittelten Signalibertragung sind bekanntermaBen eine Vielzahl von
weiteren Signalwegen, beispielsweise (iber die MAP-Kinasen, beteiligt. In der vorliegenden
Arbeit konnte gezeigt werden, dass die MAP-Kinase p38 einen aktivierenden Einfluss auf die
Induktion von p21 hat, wahrend die MAP-Kinase JNK hemmend wirkt. Beide Effekte
erwiesen sich aber als unabhangig von der Anwesenheit von OGG1, sind also entweder
Lupstream” von der vom Zusammenwirken von LSD1 und OGG1 abhangigen Regulation der

Transkription oder verlaufen ganzlich unabhangig voneinander.

Die OGG1-abhingige Regulation der Transkription ist nicht mit einer signifikanten Erhéhung
der Spiegel an 8-0xoG in der Gesamt-DNA der Zellen verbunden, wie Untersuchungen mit
Hilfe der empfindlichen alkalischen Elutionstechnik zeigten. Eine fir die Rekrutierung von
0OGG1 verantwortliche Bildung von 8-oxoG muss also lokal sehr begrenzt und positioniert

erfolgen.

Die Ergebnisse dieser Arbeit liefern somit wichtige Erkenntnisse lber die Regulation einer
EMT und beschreiben erstmalig die Rolle der DNA-Glykosylase OGG1 in diesem Prozess. Da
die EMT auch bei zahlreichen pathophysiologischen Prozessen (z.B. Fibrosen oder
Metastasierung von Krebszellen) eine zentrale Rolle spielt, kann das Wissen um die
molekulare Steuerung des Prozesses verwendet werden, um therapeutisch gezielter

eingreifen zu kénnen.
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Vektorkarte pENTR/pSUPER+
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PENTR/pSUPER+ mit shRNA-Insert

Die Sequenz, die fiir die shRNA codiert, ist griin markiert.

CTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCTAGCATGGATCTCGGGGACGTCTAACTACTAAGCGAGAGTAGGGAACTG
CCAGGCATCAAATAAAACGAAAGGCTCAGTCGGAAGACTGGGCCTTTCGTTTTATCTGTTGTTTGTCGGTGAACGCTCTCCTGAGTAGGACAAA
TCCGCCGGGAGCGGATTTGAACGTTGTGAAGCAACGGCCCGGAGGGTGGCGGGCAGGACGCCCGCCATAAACTGCCAGGCATCAAACTAAGCAG
AAGGCCATCCTGACGGATGGCCTTTTTGCGTTTCTACAAACTCTTCCTGTTAGTTAGTTACTTAAGCTCGGGCCCCAAATAATGATTTTATTTT
GACTGATAGTGACCTGTTCGTTGCAACAAATTGATAAGCAATGCTTTTTTATAATGCCAACTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCCACCATGGGAAC
CAATTCAGTCGACTGGATCCCCCGGGCTGCAGGAATTCGAACGCTGACGTCATCAACCCGCTCCAAGGAATCGCGGGCCCAGTGTCACTAGGCG
GGAACACCCAGCGCGCGTGCGCCCTGGCAGGAAGATGGCTGTGAGGGACAGGGGAGTGGCGCCCTGCAATATTTGCATGTCGCTATGTGTTCTG
GGAAATCACCATAAACGTGAAATGTCTTTGGATTTGGGAATCTTATAAGTTCTGTATGAGACCACAGATCCCC TT
CAAGAGACAGTGTCCATACTTGATCCTTTTTAAGCTTATCGATACCGTCGACCTCGAGATATCTAGACCCAGCTTTCTTGTACAAAGTTGGCAT
TATAAGAAAGCATTGCTTATCAATTTGTTGCAACGAACAGGTCACTATCAGTCAAAATAAAATCATTATTTGCCATCCAGCTGCAGCTCTGGCC
CGTGTCTCAAAATCTCTGATGTTACATTGCACAAGATAAAAATATATCATCATGAACAATAAAACTGTCTGCTTACATAAACAGTAATACAAGG
GGTGTTATGAGCCATATTCAACGGGAAACGTCGAGGCCGCGATTAAATTCCAACATGGATGCTGATTTATATGGGTATAAATGGGCTCGCGATA
ATGTCGGGCAATCAGGTGCGACAATCTATCGCTTGTATGGGAAGCCCGATGCGCCAGAGTTGTTTCTGAAACATGGCAAAGGTAGCGTTGCCAA
TGATGTTACAGATGAGATGGTCAGACTAAACTGGCTGACGGAATTTATGCCTCTTCCGACCATCAAGCATTTTATCCGTACTCCTGATGATGCA
TGGTTACTCACCACTGCGATCCCCGGAAAAACAGCATTCCAGGTATTAGAAGAATATCCTGATTCAGGTGAAAATATTGTTGATGCGCTGGCAG
TGTCCCTGCGCCGGTTGCATTCGATTCCTGTTTGTAATTGTCCTTTTAACAGCGATCGCGTATTTCGTCTCGCTCAGGCGCAATCACGAATGAA
TAACGGTTTGGTTGATGCGAGTGATTTTGATGACGAGCGTAATGGCTGGCCTGTTGAACAAGTCTGGAAAGAAATGCATAAACTTTTGCCATTC
TCACCGGATTCAGTCGTCACTCATGGTGATTTCTCACTTGATAACCTTATTTTTGACGAGGGGAAATTAATAGGTTGTATTGATGTTGGACGAG
TCGGAATCGCAGACCGATACCAGGATCTTGCCATCCTATGGAACTGCCTCGGTGAGTTTTCTCCTTCATTACAGAAACGGCTTTTTCAAAAATA
TGGTATTGATAATCCTGATATGAATAAATTGCAGTTTCATTTGATGCTCGATGAGTTTTTCTAATCAGAATTGGTTAATTGGTTGTAACATTAT
TCAGATTGGGCCCCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCGGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCT
TGCAAACAAAAAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGC
GCAGATACCAAATACTGTTCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTAATC
CTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCT
GAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAAGCGCCACGCT
TCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGTAT
CTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCA
ACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTT//
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9 Anhang Il

Einfluss von DMSO auf die Expression von p21 bzw. FN1

Die in 2.5 aufgelisteten Inhibitoren wurden z.T. in DMSO gel6st. Aus diesem Grund wurde
der Einfluss des Losemittels auf die Expression der beiden Markergene untersucht. In den
folgenden Abbildungen sind die Expression von p21 bzw. FN1 in unbehandelten und fir 4 h

mit TGFP behandelten Kontroll- und OGG1 KD-Zellen dargestellt.
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Expressionsvergleich SDHA-TBP

(]

OKantrall s=llen

B OGG1 KD Zellen

relative mRMA Expression SDHA

can TGEF beta B30 + TGF beta

Expressionsvergleich der beiden Housekeeping-Gen TBP und SDHA in HaCaT-Zellen.

Relative mRNA Expression von SDHA (ber der Expression von TBP in HaCaT Kontroll- und OGG1-defizienten
Zellen nach der Behandlung mit 4 ng/ml TGFP (vgl. 3.2.1.5). Normalisierung erfolgt auf die unbehandelte
Kontrollprobe. (n=1). MW<SD.
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Ungepoolte Ergebnisse der gRT-PCR- Analyse fiir p21

Im Folgenden sind die Ergebnisse der direkten Expressionsvergleiche aufgefiihrt. Es sind

jeweils die Mittelwerte aus drei Experimenten dargestellt.

Einfluss der Behandlungsdauer (vgl. Abb. 3.6)
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* - - - -
0O Kentrollzellen — — — ] —

6 mOGGEL KD Zellen
-
™
&
g s
]
g
& 4
=
w
X
L 1
=
E
21
=
=
B

o

o 1 2 4 | 16

Konzentration [ng/ml]



11 Anhang lll

152

Einfluss von ROS

Einfluss von N-Acetylcystein (vgl. Abb. 3.10)

Einfluss von Buthioninsulfoximin (vgl. Abb
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Einfluss von NOX4 (vgl. Abb. 3.12)
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Einfluss der Histondemethylase LSD1
Einfluss von Pargylin (vgl. Abb. 3.13)
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Einfluss von OGL-002 (vgl. Abb. 3.14)
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Einfluss der MAP-Kinasen
p38 (vgl. Abb. 3.16)
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Ungepoolte Ergebnisse der gRT-PCR- Analyse fiir FN1

Im Folgenden sind die Ergebnisse der direkten Expressionsvergleiche aufgefiihrt. Es sind

jeweils die Mittelwerte aus drei Experimenten dargestellt.

Einfluss der Behandlungsdauer (vgl. Abb. 3.20)
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Einfluss von ROS

Einfluss von N-Acetylcystein (vgl. Abb. 3.22)
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Einfluss von Buthioninsulfoximin (vgl. Abb. 3.23)
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Einfluss der Histondemethylase LSD1

Einfluss von Pargylin (vgl. Abb. 3.25)

5
O HacaT Kontrollzellen
Fa W H3CaT 061 KD Zellen -
- —
| =
2
%
23
-5
&
of
Z 2
E
[
2
ﬁ 1
a
can Pargyline TGF beta Pargyline + TGF beta
Einfluss von OGL-002 (vgl. Abb. 3.26)
- ok
. —
O Kontrolzellan
— W OEEL KD 2elen
=
W
| =
22
@
&
&
of
=
=
E .
a 1
2
=
E |_i
a
con QGL-002 TGF beta OGL-002 + TGF beta

Einfluss der MAP-Kinasen
p38 (vgl. Abb. 3.28)
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INK (vgl. Abb. 3.29)
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ERK1/2 (vgl. Abb. 3.30)
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13 Anhang V

Ergebnisse mit dem OGG1 KD-Klon #11

Im Folgenden sind die Ergebnisse fir den zweiten OGG1-defizienten Zellklon dargestellt. Es
handelt sich um den in Abb. 3.1 als #11 bezeichneten Klon.
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Zeitabhangige Expression von p21 in HaCaT-Zellen.

Relative mRNA Expression von p21 Uber der Expression von TBP in HaCaT Kontroll- und OGG1 KD-Zellen (KD-
Klon #11) nach Behandlung mit 4 ng/ml TGFB fir die angegebenen Zeiten mittels gRT-PCR (vgl. 3.2.1.5). (n=3).
MW1SD.
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Zeitabhangige Expression von FN1 in HaCaT-Zellen.

Relative mRNA Expression von FN1 Uber der Expression von TBP in HaCaT Kontroll- und OGG1 KD-Zellen (KD-
Klon #11) nach Behandlung mit 4 ng/ml TGF fiir die angegebenen Zeiten mittels qRT-PCR (vgl. 3.2.1.5). (n=3).
MW4SD.
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5-caC
5-fC
5-hmC
5-hmuU
5-mC
8-oxoG
8-oxoGua
ACTB

AID

AP-1
APE1
AP-Lasion/ Stelle
APOBEC

BCL2
BER

BSA
BSO
CAD

CDK1/2/4/6
CoREST

Ct

dGTP

DNA
DNMT1/3
dNTP

dRP

DSB

5-Carboxycytosin

5-Formylcytosin

5-Hxydroxymethylcytosin
5-Hydroxymethyluracil

5-Methylcytosin

7,8-Dihydro-8-oxoguanin

Freie Base von 7,8-Dihydro-8-oxoguanin

[-Actin

Activation-induced cytidine deaminase
Activator protein 1

apurinic/apyrimidinic (AP) endonuclease
Apurinische/apyrimidinische Lasion
Apolipoprotein B mRNA editing enzyme, catalytic polypeptide-
like

B-cell lymphoma 2

Basenexzisionreparatur

Basenpaar

bovine serum albumin

Butioninsulfoximin

carbamoyl-phosphate synthetase 2, aspartate transcarbamylase,
and dihydroorotase

Cylin-dependent kinasel/2/4/6

Corepressor of RE1-silencing transcription factor
Cycle of threshold

Desoxyguanosintriphosphat
Desoxyribonukleinsaure

DNA methyltransferase1/3
Desoxyribonukleosidtriphosphate
Desoxyribosephosphat

Doppelstrangbruch (DNA)
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E2

ECAD
ECM

EdU
EMT

ER

ERE
ERK1/2
FAD
FapyG
FCS
FEN1
FOX01/3/4
Fpg
G418
GEF

Gh
GRB2
GTP
HDAC
HRP

IKK
IL1B/6
INK

KD
KMT1a/1b
KO
LIG1/3
LSD
MAO
MAP-Kinase
MAPKKK

Estradiol

E-Cadherin

Extrazelluldre Matrix
5-Ethinyl-2’-desoxyuridin
Epithelial-mesenchymale Transition
Estrogen receptor

Estrogen response element
Extracellular-signal Regulated Kinase
Flavin-Adenin-Dinukleotid
2,6-Diamino-4-oxo-5-formamidopyrimidin
Fetales Kalberserum
Flap-Endonucleasel
Forkhead-Box-Protein1/3/4
Formamidopyrimidine-DNA-Glycosylase
Geneticin

Guaninosin-Exchange Factor
Guanidinohydatoin

Growth factor receptor-bound protein 2
Guanosintriphophat
Histondeacetylase

Horseradish peroxidase

IkB kinase

Interleukin1f3/6

c-Jun N-terminal kinase

Knockdown
Lysinmethyltransferasela/1b
Knockout

Ligasel/3

Lysin-specific demethylase
Monoaminooxidase

Mitogen activated protein kinase

Mitogen activated protein kinase kinase kinase kinase
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MBD4
MEK

MET
MH-Domane
MIP1-a
MIZ1 (ZBTB17)
MKK3/4/6
MLDS
MPG
mMmRNA
MTH1
MUTYH
NAC
NCAD
NCL
NEIL1/2/3
NFkB
NoRT
NOX4
NRF2
NTC

NTH1
0GG1
PARP1
PBS
PBSCMF
PCNA

PCR

PDTC

Pl

Pi3K

PKC

Methyl-CpG binding domain4

Mitogen activated protein kinase kinase kinase
Mesenchymale-epitheliale Transition
Mad-Homologie-Domane

Macrophage Inflammatory Protein

Zinc finger and BTB domain containing 17
Mitogen-activated protein kinase kinase3/4/6
Multiple low dose of streptozotocin
Methylpurine glycosylase

messenger RNA

MutT Homolog1

MutY-Homolog

N-Acetylcystein

N-Cadherin

Nucleolin

Nei Like DNA Glycosylase1/2/3

Nuclear factor kappa B

No Reverse Transcriptase

NADPH oxidase4

Nuclear factor (erythroid-derived)-like 2
Non-template control

Endonuclease lll-like proteinl
8-Oxoguanine glycosylase
Poly(ADP-ribose)-Polymerasel

phosphate buffered saline

phosphate buffered saline (calcium magnesium free)

Proliferating Cell Nuclear Antigen
Polymerase chain reaction
Pyrrolidindithiocarbamat
Propidiumiodid
Phosphatidylinositol-3-kinase

Proteinkinase C
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POL
PNKP
gRT-PCR
RCF
RNA
ROCK
ROS
SBE
SDHA
SDS
SHC
shRNA
SiRNA
SMAD
SMUG1
SoD
SOS1
Sp

Spl
SSB
SNAI1
STAT3
TAK1
TBP
TET1/2/3
TGFpB
TNFa
TDG
TRAF6
UNG
Wnt
ZEB1/2

DNA Polymerase
Polynucleotide phosphatase/-kinase
quantitative Realtime PCR
Replication factor C
Ribonukleinsdure
Rho-associated protein kinase
Reaktive Sauerstoffspezies
SMAD-Bindungs-Element
Succinyldehydrogenase A
sodium dodecyl sulfate

SHC adapter protein

short hairpin RNA

Short interfering RNA

Mothers against decapentaplegic homolog

Single strand selective monofunctional uracil DNA-Glycosylasel

Superoxiddismutase

SOS Ras/Rac guanine nucleotide exchange factor 1
Spiroiminodihydantoin

Specificity protein 1

Einzelstrangbruch (DNA)

Snail family transcriptional repressor 1

Signal transducer and activator of transcriptionl
Transforming growth factor B activated kinase
Tata Binding Protein

Ten eleven translocation Methylcytosin-Deoxygenasel/2/3
Transforming growth factor beta

Tumor necrosis factor a

Thymine-DNA glycosylase

TNF receptor associated factor6

uracil-DNA glycosylase

Wingless

Zinc finger E-box binding homeobox 1/2
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XRCC1 X-ray repair cross-complementing protein 1

ZNF217 Zinc finger protein217



