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1. Zusammenfassung

Das essentielle Spurenelement Zink ist Bestandteil von mehr als 3000 Proteinen, die an einer Vielzahl von
zelluldren Prozessen, wie der DNA-Reparatur, zelluldren Signalwegen, der antioxidativen Abwehr sowie
der Genexpression, beteiligt sind. Die bedeutende Rolle von Zink in der Aufrechterhaltung der genomi-
schen Stabilitét ist unumstritten. Wihrend allerdings die Auswirkungen einer Unterversorgung mit Zink in
Hinblick auf die genomische Stabilitét vielfiltig in der Literatur beschrieben sind (Ho und Ames, 2002;
Ho et al., 2003; Sharif et al., 2011a,b), existieren nur vereinzelt Hinweise hinsichtlich der Wirkung auf die
genomische Stabilitit bei einer Uberversorgung mit Zink (Sliwinski et al., 2009).

Jedoch konnen erhohte intrazelluldre ,,freie* Zinkkonzentrationen zu unspezifischen Reaktionen fiihren und
moglicherweise die Integritidt der DNA schiddigen, wobei insbesondere die starke Thiolaffinitdt von Zink
aus mechanistischer Sicht von Relevanz war. Mit Blick auf die Bedeutung von Zink fiir die genomische
Stabilitéit lag der Fokus dieser Arbeit vor allem auf der Wechselwirkung von Zink mit Proteinen, die an der
Basenexzisionsreparatur sowie der DNA-FEinzelstrangbruchreparatur mitwirken.

Anhand mechanistischer Untersuchungen in Zellextrakten, isoliert aus Epithelzellen des Schweinediinn-
darms (IPEC-J2) und den isolierten Proteinen, sollte zunichst eine potentielle Interferenz mit der 8-Oxogua-
nin-DNA-Glykosylase 1 (OGG1) und der Apurinischen/Apyrimidinischen-Endonuklease 1 (APE1), die die
Schadenserkennung der BER einleiten, betrachtet werden. Die OGG-Aktivitit der isolierten Zellextrakte
erniedrigte sich in Gegenwart von ZnSQOy4, was vermutlich auf eine direkte Interaktion mit der OGGI zu-
riickzufiihren ist. Die APE-Aktivitit in isolierten Zellextrakten wurde in Abhiingigkeit des Kofaktors Mg>*
beleuchtet. In Anwesenheit von Mg?* verminderte ZnSO, die APE-Aktivitit sowohl in isolierten Zellex-
trakten als auch in der isolierten humanen APE1. War der Kofaktor Mg?* abwesend, erhdhte die Behandlung
mit ZnSO4 die APE-Aktivitit in isolierten Zellextrakten. Wihrend jedoch die Behandlung mit 1 mM MgCl,
die APE-Aktivitit stark erhohte, steigerte die Behandlung mit 1 mM ZnSQOy4 die APE-Aktivitéit nur zu etwa
50% im Vergleich zur Behandlung mit MgCl,.

Des Weiteren war das Zinkfingerprotein Poly(ADP-Ribose) Polymerase 1 (PARP-1) von Interesse, das u.a.
an DNA-Einzelstrangbriiche bindet, infolgedessen das Enzym aktiviert wird und weitere DNA-Reparatur-
proteine zum Schaden dirigiert. Wir beobachteten eine verminderte Poly(ADP-Ribosyl)ierung sowohl in
isolierten Kernextrakten humanen Ursprungs als auch in Darmepithelzellen, isoliert aus dem Schwein, was
vermutlich auf eine direkte Interaktion mit der PARP-1 zuriickzufiihren ist. Mechanistisch scheint die Wech-
selwirkung mit kritischen Thiolgruppen von Bedeutung zu sein, da zum einen weniger thiolaffine zweiwer-
tige Metallionen, wie Mg2+ und Ca?™, keinen inhibitorischen Effekt vermittelten und da zum anderen thiol-
haltige Reagenzien protektiv auf die Zink-vermittelte Hemmung wirkten.

Um im Folgenden die Relevanz der erhaltenen Ergebnisse aus isolierten Extrakten und der isolierten Pro-
teine abzuschitzen, wurde der Einfluss von Zink exemplarisch auf die Reparatur von H,O;-generierten
DNA-Einzelstrangbriichen in intakten IPEC-J2-Zellen betrachtet.

Wihrend auch nach ldngerfristiger Inkubation mit ZnSO; alleine keine direkten DNA-schidigenden Effekte
in den kultivierten Darmepithelzellen zu verzeichnen waren, ermittelten wir einen konzentrationsabhéngigen
verstiarkenden Effekt von ZnSO4 im nicht-zytotoxischen Konzentrationsbereich auf HyO»-induzierte DNA-
Strangbriiche, insbesondere nach einer einstiindigen Vorinkubationsphase. Eine Erweiterung der Vorinku-
bationsphase mit ZnSOy4 auf 24 h erhohte nicht die Haufigkeit an H,O;-generierten DNA-Strangbriichen,
resultierte aber in einer deutlichen Zunahme des intrazelluldren Gesamtgehalts an Zink, verbunden mit der
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Induktion der Metallothionein-Genexpression und der Erhohung des zelluliren Gesamtglutathiongehalts.
Sowohl Metallothionein als auch Glutathion erhdhen die Pufferkapazitiit der Zelle und ermoglichen dieser
daher, mehr Zink aufzunehmen.

Die synergistische Zunahme an H,O;-generierten DNA-Strangbriichen war nicht auf eine verminderte Ak-
tivitdt der HyO,-detoxifizierenden Enzyme Glutathionperoxidase und Katalase zuriickzufiihren. Vielmehr
miissen interferierende Effekte mit der Beseitigung der H,O,-generierten DNA-Strangbriiche durch DNA-
Reparatursysteme in Betracht gezogen werden. Ausgehend von den Untersuchungen zur Poly(ADP-Ribo-
syl)ierungsaktivitit in isolierten Kernextrakten und der isolierten humanen PARP-1 war insbesondere die
Interferenz mit der am initialen Schritt der DNA-Einzelstrangbruchreparatur beteiligten PARP-1 bedeut-
sam. Die hier verwendete immunfluorometrische Methode erlaubte uns keine konkrete Aussage dariiber
zu treffen, ob die gezeigte Zink-vermittelte Hemmung der DNA-Einzelstrangbruchreparatur auf eine Be-
einflussung der Poly(ADP-Ribosyl)ierung in intakten Zellen zuriickzufiihren ist. Beziiglich der zelluldren
OGG- und APE-Aktivitit konnten wir weder einen stimulierenden noch hemmenden Effekt durch Zink

detektieren.

Anhand der hier présentierten Daten wird deutlich, dass das essentielle Spurenelement potentiell mit den
initialen Proteinen der Basenexzisionsreparatur OGG1 und APE1 sowie der PARP-1 der DNA-Einzelstrang-
bruchreparatur interferieren kann. Es zeigte sich allerdings im zelluldren System kein Einfluss auf die
DNA-Reparaturproteine OGG1 und APE1, was die Wichtigkeit einer strikt regulierten Zinkhomdostase wi-
derspiegelt. Dennoch beobachteten wir zelluldr eine Hemmung der DNA-Einzelstrangbruchreparatur nach
Kurzzeitinkubation mit ZnSQO4, dessen mechanistische Ursache noch der Aufklidrung bedarf. Da die Effekti-
vitit zelluldrer Reparaturmechanismen allerdings von entscheidender Bedeutung fiir die Aufrechterhaltung
der genomischen Stabilitit ist, deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass eine Uberversorgung mit Zink im

Falle prooxidativer Bedingungen mit einer Instabilitit des Genoms verbunden sein konnte.



2. Einleitung

2.1 Zink

2.1.1 Vorkommen und Verwendung

Das Element Zink (Zn) bildet zusammen mit Cadmium und Quecksilber die 2. Nebengruppe des Perioden-
systems und besitzt die Ordnungszahl 30. Im hochreinen Zustand ist es ein blaulich-weilles Metall, das
auf Grund seiner Elektronenkonfiguration 3d'%4s? in seinen Verbindungen nur in der Oxidationsstufe +2
auftritt. Die voll besetzte d-Unterschale bedingt, dass Zink nicht zu den Ubergangsmetallen gezihlt wird,
allerdings dhnlich wie diese zur Bildung zahlreicher Komplexe beféhigt ist. In der Natur liegt Zink nicht
in gediegener Form vor, sondern als Zinkerz. Zu nennen sind Zinksulfid (ZnS), das als kubische Zink-
blende (Sphalerit) und als hexagonaler Wurtzit vorkommt, sowie Smithsonit (ZnCO3; auch Zinkspat oder
Galmei genannt). Anwendung findet Zink als Zinkblech, das fiir Didcher, Dachrinnen und Trockenbatterien
genutzt wird. Auch in der Metallurgie hat Zink in Form von Zinkstaub als Reduktionsmittel Bedeutung.
Des Weiteren dient Zink als Korrosionsschutz fiir Eisen (Verzinken) und ist Bestandteil von Legierungen
(zusammengefasst in Riedel, 2004). Zinkoxid wird in der pharmazeutischen Industrie in Pulvern und Salben
eingesetzt, aber auch in Kunststoffen und Gummi findet es als weilles Pigment Gebrauch (zusammengefasst
in Hartwig, 2012).

2.1.2 Biochemische Funktionen

Die Essentialitit des Spurenelementes Zink fiir den Menschen wird einem bewusst, wenn man sich vor
Augen fiihrt, dass das menschliche Genom fiir ungefihr 3000 zinkhaltige Proteine, einschlieBlich 1000
Enzyme, codiert (Andreini et al., 2006). In allen sechs Enzymklassen (Oxidoreduktasen, Transferasen,
Hydrolasen, Lyasen, Ligasen und Isomerasen) sind zinkhaltige Enzyme vertreten. Die Enzyme iiben ne-
ben ihrer katalytischen Funktion (z.B. Carboanhydrase) (Keilin und Mann, 1940) auch eine strukturelle
Funktion (z.B. Aspartat-Transcarbamylase) (Honzatko et al., 1982) aus. Als strukturgebende Komponen-
te fungiert Zink vor allem in sogenannten Zinkfingerstrukturen, in denen ein Zinkatom tetraedrisch durch
vier Cysteine und/oder Histidine komplexiert wird. Dabei wird die Voraussetzung fiir Protein-Protein- bzw.
DNA-Protein-Wechselwirkungen geschaffen (zusammengefasst in Hartwig, 2001; Witkiewicz-Kucharczyk
und Bal, 2006; Gamsjaeger et al., 2007). Miller et al. (1985) beschrieben als Erste die strukturgebende
Bedeutung von Zink im Zinkfinger des Xenopus Transkriptionsfaktors IIIA (TF IIIA). Neben Zinkfingern
existieren auch Zink-Twists (z.B. Glucocoticoid-Rezeptor) und Zink-Cluster (z.B. Metallothionein) (Vallee
et al., 1991), deren Bezeichnung durch die Anordnung von Aminosiuren und Zink bestimmt wird. Neben
Transkriptionsfaktoren stellen DNA-Reparaturproteine (u.a. Xeroderma Pigmentosum A, XPA) sowie das
Tumorsupressorprotein p53 weitere Beispiele dar, in denen Zink-bindende Doménen prisent sind. Die Man-
nigfaltigkeit der zinkhaltigen Proteine und deren Mitwirkung in zelluldren Prozessen, wie der Zellprolife-
ration und -differenzierung, zelluldren Signalwegen, der antioxidativen Abwehr, der DNA-Reparatur sowie
der Genexpression, verdeutlicht die essentielle Rolle von Zink in der Aufrechterhaltung der genomischen

Stabilitidt (zusammengefasst in Beyersmann und Haase, 2001; Ho, 2004).
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2.1.3 Zinkmangel und -toxizitit

Um einen Zinkmangel sowie eine Uberversorgung zu vermeiden, wurden von der Gesellschaft fiir Erniih-
rung in Deutschland (DGE), Osterreich (OGE) und der Schweiz (SGE/SVE) die sogenannten D-A-CH-
Referenzwerte fiir die tigliche Zinkzufuhr festgelegt. Fiir eine Frau bzw. einen Mann zwischen 25 und 51
Jahren wird eine Aufnahmemenge von 7 mg/Tag bzw. 10 mg/Tag empfohlen (DGE, 2013). Zudem existie-
ren Empfehlungen, die die tigliche Zinkzufuhr begrenzen sollen (Tabelle 2.1) sowie Richt- und Grenzwerte
in der Umwelt und am Arbeitsplatz (Tabelle 2.2) (zusammengefasst in Grossklaus und Ziegenhagen, 2006;
Hartwig, 2012).

Tabelle 2.1: Hochstmengen fiir die tdgliche Zinkzufuhr (Hartwig, 2012)

European Food Safety Authority (EFSA) 25 mg/Tag Gesamtzinkzufuhr
US-Food National Board (FNB) 40 mg/Tag Gesamtzinkzufuhr

Bundesinstitut fiir Risikobewertung (BfR) 2,25 mg/Nahrungserginzungsmittel'

Tabelle 2.2: Grenz- und Richtwerte in der Umwelt und am Arbeitsplatz (Hartwig, 2012)

Trinkwasserverordnung Richtwert 4 mg/L

MAK-Wert Zinkoxid-Rauch 1 mg/m?

Zinkmangel beim Menschen ist relativ selten, dennoch konnen Faktoren wie armutsbedingte Unterernéh-
rung, begrenzte Nahrungsaufnahme, Nahrung mit einen geringen Anteil an bioverfiigbarem Zink sowie
Krankheiten, die eine verminderte intestinale Absorption und/oder eine vermehrte Ausscheidung begiins-
tigen, dazu fithren. In den Industrielindern spielt eine unzureichende Nahrungszufuhr als Ursache fiir den
Zinkmangel eher eine untergeordnete Rolle. Hier sind vielmehr Krankheiten von Bedeutung, wie z.B. Acro-
dermatitis enteropathica, bei der es sich um eine autosomal-rezessiv vererbte Malabsorption handelt, der
eine Mutation im ZIP4-Transporter zugrunde liegt (Kury et al., 2002; Wang et al., 2002). Symptome, die
durch Zinkmangel beschrieben werden, sind u.a. Wachstumsstorungen, Veridnderungen der Haut, Verinde-
rungen des Immunsystems sowie Haarausfall (zusammengefasst in Maret und Sandstead, 2006; SCF, 2003).
Neben Zinkmangel sind toxische Wirkungen durch Zink-Uberversorgung beschrieben, die vor allem durch
die Einnahme von Zinkpriparaten oder durch berufliche Exposition auftreten. Eine toxische Wirkung durch
die normale Erndhrung ist nicht zu befiirchten. Akute Intoxikationen treten beim Menschen nur selten auf.
Allerdings sind Fille beschrieben, in denen es zu Vergiftungserscheinungen durch den Verzehr von Le-
bensmitteln und Fruchtsidften kam, die in verzinkten Gefalen aufbewahrt wurden. Symptome der akuten
Toxizitit duBern sich in Ubelkeit, Erbrechen, Diarrhoe und abdominalen Krimpfe. Die niedrigste letale Do-
sis (LDy,,,) hidngt von der Art des Zinksalzes ab und betrdgt beim Menschen fiir ZnCl, 50 mg/kg KG, fiir
ZnSO4 106 mg/kg KG. In der Ratte betrdagt der LDso nach oraler Gabe fiir Zinksalze 237-638 mg/kg KG, bei
intraperitonealer Injektion 28-73 mg/kg KG und durch Inhalation von ZnCl, 2000 mg/m? (zusammengefasst
in Peganova und Eder, 2004; Maret und Sandstead, 2006).

Keine Supplementierung bei Kindern und Jugendlichen bis zum vollendeten 17. Lebensjahr

4



2.1. Zink

Durch Zink herbeigefiihrte chronisch toxische Effekte treten hingegen hiufiger auf. Insbesondere das Sup-
plementieren durch Nahrungsergénzungsmittel (NEM) im Bereich von 50-300 mg Zn/Tag iiber einen linge-
ren Zeitraum sind u.a. mit einem veridnderten Immunsystem, Kupferstoffwechsel und Lipoprotein-Metabo-
lismus verbunden. Dabei zeigt sich der Kupferstatus als kritischster Parameter. Eine erhohte Zinkkonzen-
tration wird mit einer erhohten Synthese von Metallothionein (MT) in der Darmzelle assoziiert. Da Kupfer
eine hohere Affinitdt zum MT besitzt als Zink, wird infolgedessen mehr Kupfer in der Zelle gespeichert
und nur unzureichend an das Blut abgegeben. Die Exposition zinkhaltiger Stdube am Arbeitsplatz kann
u.U. zum Metalldampffieber fiihren, was sich u.a. in Form von Fieber, Hustenreiz, Schwichegefiihl und
Muskelschmerzen duflert (zusammengefasst in Hartwig, 2012; Maret und Sandstead, 2006; SCF, 2003).

2.1.4 Zinkhomoostase

Der Gesamtkorperbestand an Zink betrdgt ca. 1,5-2,5 g (70-kg-Mann); die Plasmakonzentration liegt bei
11-20 uM. Die Regulation der Zinkhomdostase ist ein Zusammenspiel der Resorption im Diinndarm und
der Ausscheidung iiber die Galle bzw. das Pankreassekret. 15-40% des aufgenommenen Zinks werden vor-
wiegend im Jejunum und Ileum resorbiert, wobei die Ausscheidung zu ca. 90% iiber die Galle und das
Pankreassekret verlduft. Die Resorption ist dabei abhiingig von der Zusammensetzung des Nahrungsmittels.
So wirken sich Aminosduren (Cystein, Histidin) sowie organische Sduren fordernd auf die Resorption aus,
Phytate sowie Eisen und Kupfer hingegen werden als hemmende Faktoren beschrieben. Das resorbierte Zink
wird gebunden an Plasmaproteine zu seinem Zielort transportiert. Bezogen auf die gesamten Plasmaprote-
ine sind etwa zwei Drittel schwach an Albumin und ein Drittel fest an o;-Makroglobulin gebunden. Die
hochsten Zinkgehalte in den Korpergeweben finden sich v.a. in Muskulatur, Knochen, Haut und Haaren so-
wie der Leber (zusammengefasst in Reyes, 1996; Hartwig, 2012; Loffler et al., 2007). Auf zelluldrer Ebene
wird die Zinkhomdostase iiber Zink-Importproteine (ZIP), Zink-Exportproteine (ZnT) sowie Zink-bindende
Proteine reguliert. Der divalent metal-ion transporter 1 (DMT1) spielt nur eine untergeordnete Rolle in der
Zinkhomoostase (Kordas und Stoltzfus, 2004) (Abbildung 2.1).

Bis zum heutigen Zeitpunkt wurden zwei Familien von Zinktransportern identifiziert. Dazu zéhlt die ZIP-
Familie, von der 14 Mitglieder in Saugetieren bekannt sind, jedoch nur ZIP1 bis ZIP8 und ZIP14 zum
Import von Zink befihigt sind. Die ZIPs werden durch die Gene der solute linked carrier 39 (SCL39)-
Gruppe codiert und erhohen die intrazelluldre Zinkkonzentration, indem sie den Einstrom in die Zelle und
aus Vesikeln heraus (z.B. Endoplasmatisches Retikulum) fordern (zusammengefasst in Cousins et al., 2006;
Hill und Link, 2009). Vor allem ZIP4 ist mafgeblich am Import beteiligt. Eine Mutation in diesem Gen &du-
Bert sich in der Krankheit Acrodermatitis enteropathica, einer gestorten Zinkresorption (Wang et al., 2002;
Kury et al., 2002). Computergestiitzte Analysen sagen voraus, dass die meisten ZIPs aus acht Transmem-
brandoménen bestehen. Zudem zeichnen sie sich durch eine intrazelluldre histidinreiche Schleife aus, die
als mogliche Metallbindungsstelle fungiert, sowie durch extrazelluldre N- und C-Termini (Taylor und Ni-
cholson, 2003; Gaither und Eide, 2000). Der zugrundeliegende Mechanismus des Zinkimports ist bisher
nur teilweise geklért. Allerdings wird angenommen, dass der Zinkimport ATP-unabhingig iiber erleichterte
Diffusion, getrieben durch einen Konzentrationsgradienten, verlduft. Zudem wird ein moglicher Symport-
Mechanismus mit HCO3" postuliert (Gaither und Eide, 2000, 2001). Menard und Cousins (1983) lieferten
in Studien anhand isolierter Vesikel aus der Biirstensaummembran des Rattendiinndarms erste Ergebnisse

zum Zinktransport. Die Autoren vermuteten einen Carrier-vermittelten Transport, der vor allem bei nied-
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2. Einleitung

rigen extrazelluldren Zinkkonzentrationen sowie in Vesikeln aus Zink-depletierten Ratten auftrat. Zudem

beschreiben sie einen passiven Transport bei hoheren extrazelluldren Konzentrationen.

Luminal | Basolateral

y_______ R
<——— Parazellular —>

NSB-zn @
Carrier-vermittelt i

!

MT-Zn «— Y  MT @

zps S znTs S

Abbildung 2.1: Vereinfachte Darstellung der Zinkhoméostase. Die intrazellulidre Zinkhomoostase wird iiber Zink-

Importproteine (ZIPs), Zink-Exportproteine (ZnTs) und Zink-bindende Proteine aufrechterhalten. ZIPs transportieren
Zink in die Zelle hinein und aus Vesikeln heraus, wodurch sich die intrazellulidre Zinkkonzentration erhoht. ZnTs sen-
ken die intrazelluldre Zinkkonzentration, indem sie den Efflux von Zink in den Extrazellularraum bzw. die Speicherung
in Vesikeln fordern. Das cysteine-rich intestinal protein (CRIP) dient als diffusionsfiahiger Carrier von Zink zur ba-
solateralen Seite der Membran. CRIP konkurriert mit Metallothionein (MT) und nicht-spezifischen Zink-bindenden
Proteinen (NSB) um Zink (modifiziert nach Hempe und Cousins, 1992).

Die Gegenspieler stellen die ZnTs dar, von denen in Sdugetieren zehn Mitglieder (ZnT1-10) beschrieben und
durch die Gene der SLC30-Familie codiert werden. Ihre Funktion besteht in der Verminderung der intrazel-
luldaren Zinkkonzentration, indem sie den Efflux in den extrazellularen Raum bzw. in intrazelluldre Vesikel
fordern (zusammengefasst in Palmiter und Huang, 2004; Cousins et al., 2006). Bis auf ZnT5 sind die Mit-
glieder der ZnTs strukturell durch sechs Transmembrandoménen aufgebaut und weisen N- und C-Termini
auf, die der zytoplasmatischen Seite der Membran zugewandt sind. In Analogie zu den ZIPs besitzen die
ZnTs intrazellulire histidinreiche Schleifen. Eine Ausnahme bildet ZnT®6, der sich durch serinreiche Schlei-
fen auszeichnet. Der ZnT-vermittelte Mechanismus ist bisher nicht bekannt (Seve et al., 2004; Palmiter und
Huang, 2004). Sowohl die Mitglieder der ZIPs als auch der ZnTs werden in unterschiedlichen Geweben
exprimiert (zusammengefasst in Jeong und Eide, 2013; Sekler et al., 2007), wobei die Expressionsrate von
der Zinkzufuhr abhingt (McMahon und Cousins, 1998; Cragg et al., 2005).

Das durch Margoshes und Vallee (1957) erstmals charakterisierte MT ist vor allem an der Speicherung
und Freisetzung des Zinks beteiligt. Von MT sind vier verschiedene Isoformen bekannt (MT1-4), von de-
nen MT1 und MT2 ubiquitdr exprimiert werden. MT3 und MT4 zeigen nur eine gewebsspezifische Ex-
pression. Das 7kDa groBe Protein besteht aus 61-68 Aminosiduren, wobei ein Drittel der Aminosiuren
Cysteine darstellen, die in ihrer Position und Anzahl hoch konserviert sind (zusammengefasst in Kaegi
und Schaeffer, 1988; Coyle et al., 2002). MT ist aus zwei Doménen aufgebaut; der a-Domiine und der
B-Domiine, die insgesamt bis zu sieben Metallionen durch S-Atome in Thiolatclustern mit tetraedrischer
Geometrie binden (Robbins et al., 1991; Boulanger et al., 1982). Das humane MT-2a bindet Zink mit ei-
ner hohen thermodynamischen Stabilitit (Kp = 1,25 10~13M), wobei die Bindungsstirke der einzelnen

6



2.1. Zink

Bindungsstellen fiir die Zinkionen unterschiedlich ist. So existiert eine Bindungsstelle mit niedriger Af-
finitit (Kp = 2,0-1073M), zwei weitere mit mittlerer Affinitit (Kp = 1,0-107'°M) und vier Zinkionen
werden stark (Kp = 1,5- 107 12M) gebunden (Krezel und Maret, 2007). Die hohe thermodynamische Stabi-
litét, aber kinetische Labilitit bedingt die Funktion des MTs als zelluldrer Zinkspeicher sowie die schnelle
Freisetzung der gebundenen Zinkionen fiir essentielle Funktionen. Die Induktion von MT wird iiber den
metal-responsive transcription factor 1 (MTF-1) reguliert, der sechs Zinkfinger des Typs Cys;His, enthilt
(Brugnera et al., 1994). Die Anwesenheit von Zink fiihrt zur Aktivierung des MTF-1, welcher infolgedessen
mit vier seiner Zinkfingerdoménen spezifisch an das metal response element (MRE) in der Promotorregion
des MT-Gens bindet, wodurch die MT-Synthese eingeleitet wird (Wang et al., 2004; Zhang et al., 2003;
zusammengefasst in Hartwig, 2012). Es wurde gezeigt, dass MTF-1 die basale und Metall-induzierte Ex-
pression der ubiquitidr vorkommenden Isoformen MT-1 und MT-2 reguliert (Heuchel et al., 1994).

Das cysteine-rich intestinal protein (CRIP) wird vorwiegend im Diinn- und Dickdarm exprimiert und fun-
giert als intrazelluldrer diffusionsfiahiger Carrier fiir Zink. Die im Protein enthaltene konservierte Amino-
sduresequenz aus Cystein- und Histidinresten, die als LIM-Motiv (lin-11, isl-1 und mec-3 Gene) bezeichnet
wird, spielt beim Transfer des Zinks von der apikalen zur basolateralen Seite eine wichtige Rolle. CRIP und
MT konkurrieren um die Zinkionen im Enterozyten, wobei im Falle einer niedrigen alimentiren Versorgung
mit Zink der Hauptteil an CRIP gebunden ist. Eine hohe Zufuhr von Zink forderte hingegen die vermehrte
Bindung an MT (Hempe und Cousins, 1991, 1992).

2.1.5 Pufferung und Signalwirkung ,.freier* Zinkionen

Die Vielzahl an biochemischen Reaktionen, in denen Zink eine elementare Funktion einnimmt, wirft die
Frage der Regulation und der zelluldren Verteilung ,.freier®, d.h. zelluldr leicht verfiigbarer, Zinkionen auf.
Der Bereich an ,freiem* Zink wird innerhalb eines engen Bereichs streng reguliert. Dieser ist optimal, um
die Funktionen der Zink-abhéngigen Proteine zu gewéhrleisten und unspezifische Reaktionen mit anderen
Proteinen sowie Metallen zu vermeiden. Zinksensoren (MTF-1) und -transporter (ZIP, ZnT) sowie Zink-
bindende Proteine (z.B. MT) sind an dem Prozess beteiligt, der zur Aufrechterhaltung der ,.freien* Zinkkon-
zentration beitrdgt (Vgl. 2.1.4). Die Dissoziationskonstanten der Zink-bindenden Proteine, die ein Maf} fiir
die intrazellulir ,frei vorkommenden Zinkionen darstellen, liegen im pikomolaren Bereich (zusammen-
gefasst in Maret und Li, 2009). Das bedeutet, dass von den mehreren hundert mikromolar vorkommenden
intrazelluldren Zinkionen nur pikomolare Konzentrationen ,.frei* vorliegen. In differenzierten Zellen wer-
den dem gegeniiber bis zu niedrige nanomolare Konzentrationen an ,freien” Zinkionen gemessen. Diese
Schwankungen sind nur méglich durch das Vorhandensein Zink-bindender Proteine, die die Pufferung der
freien* Zinkionen gewdihrleisten. Dabei ist vor allem die Bindung an S-Liganden in Zn-Cystein-Clustern
von Bedeutung (Krezel und Maret, 2006). Aufgrund der unterschiedlichen Stabilitéit dieser Zink-Cystein-
Komplexe folgt die zelluldre Zinkverteilung einem thermodynamischen Gradienten. Allerdings wiirde das
bedeuten, dass der Zinktransfer nur in eine Richtung, zum Ort der Bindungsstelle mit hoherer Affinitét, statt-
findet (zusammengefasst in Maret, 2004). Das sogenannte Muffling (,,Dampfung*) ergénzt den Prozess der
Pufferung, indem ansteigende zytosolische ,,freie* Zinkkonzentrationen mit Hilfe von Transportproteinen
(ZnTs) aus der Zelle heraus oder in zytosolische Vesikel hinein transportiert werden. Muffling ist demnach
ein kinetischer Prozess, der wahrscheinlich die Bindung von Zink an MT oder andere Zink-bindende Pro-

teine voraussetzt. MT nimmt mit seinen Eigenschaften als Donor und Akzeptor von Zinkionen nicht nur
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2. Einleitung

eine Funktion bei der Pufferung ein, sondern auch eine Schliisselrolle beim Muffling. Erreichen die ,,freien*
Zinkkonzentrationen ein ausreichend hohes Niveau, wird der einzige in Vielzeller charakterisierte Zinksen-
sor, MTF-1, iiber die Bindung durch Zink aktiviert und in den Zellkern transloziert. In dessen Folge werden
MT (Heuchel et al., 1994) und ZnT-1 (Langmade et al., 2000) exprimiert (Vgl. 2.1.4) (Abbildung 2.2).

A)

Intrazellular

Zink-bindende
- Proteine

)

MTF-1

Zellkern ;’ \

/ posss)
( ] Py

Vesikel

(B)

Intrazellular

Zink-bindende
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Abbildung 2.2: Schematische Darstellung der intrazelluliiren Zinkionen-Homoostase. (A) Im ,,steady-state* wird

Vesikel

N

die intrazelluldre Konzentration an ,.freien* Zinkionen iiber Zink-bindende Proteine (v.a MT) und Zinktransporter
(ZIPs, ZnTs) aufrechterhalten. Ebenfalls dargestellt ist der Zinksensor MTF-1, der im ,,steady-state* nicht mit Zink-
ionen besetzt ist. (B) Im Falle eines gestorten ,,steady-state” werden ansteigende ,,freie* Zinkkonzentrationen iiber
Transportproteine (ZnTs) aus der Zelle heraus oder in Vesikel hinein transportiert, was die Bindung von Zink an MT
oder andere Zink-bindende Proteine voraussetzt (,,Muffling*). Erreicht die ,.freie” Zinkkonzentration ein ausreichend
hohes Niveau, erfolgt die Bindung an den Zinksensor MTF-1, der dadurch aktiviert wird und in den Zellkern translo-
ziert, infolgedessen MT und ZnT-1 vermehrt exprimiert werden (modifiziert nach Colvin et al., 2010).



2.2. Zelluldrer Redoxstatus und die Rolle von Zink

Ursachen wie ein vermehrter Einstrom von Zink, die Freisetzung aus intrazelluldren Vesikeln sowie oxidati-
ver Stress bedingen die Erhohung der ,.freien* Zinkkonzentration (zusammengefasst in Colvin et al., 2010;
Maret, 2008).

Nicht nur die gebundenen, sondern auch die ,,freien* Zinkionen, welche intrazellulir als Botenstoffe fun-
gieren, kontrollieren Enzymaktivititen, zelluldre Signalwirkung und die Genexpression. Ist die Zelle jedoch
einem Uberschuss an ,.freien Zinkionen ausgesetzt, konnen daraus unspezifische Reaktionen resultieren.
In-vitro-Untersuchungen zeigten, dass Zink bereits im nanomolaren Konzentrationsbereich glykolytische
Enzyme (z.B. Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase) (Maret et al., 1999) sowie Enzyme, die an
der zelluldren Signalwirkung (z.B. Caspase-3, Proteintyrosinphosphatasen) beteiligt sind, inhibierte (Ma-
ret et al., 1999; Haase und Maret, 2003).

2.2 Zellulirer Redoxstatus und die Rolle von Zink

Der zelluldre Redoxstatus wird durch die Anwesenheit Reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) sowie der zel-
luldren Schutzmechanismen bestimmt. Endogen entstehen ROS, wie Superoxidradikalanionen ('O ), Was-
serstoffperoxid (H,O;) und Hydroxyradikale (-OH) als Nebenprodukt der mitochondrialen Atmungskette
bei der schrittweisen Reduktion von Sauerstoff, von denen bis zu 1,5% freigesetzt werden. Einen weite-
ren Entstehungsort bilden phagozytierende Zellen des Immunsystems, die wihrend Entziindungsprozessen
ROS generieren. Als exogene Quellen sind u.a. ionisierende Strahlung und redoxaktive Metalle zu nennen.
Im Gegenzug verfiigt die Zelle iiber antioxidative Abwehrmechanismen, wie detoxifizierende Enzyme (Su-
peroxiddismutase (SOD), Katalase (CAT), Glutathionperoxidase (GPx), Peroxiredoxine (Prx)), reduziertes
Glutathion (GSH) und Antioxidantien (Vitamine). Die SOD katalysiert die Umsetzung von "O, zu H,O»,
das entweder iiber die Katalase (Gleichung 2.1), die Glutathionperoxidase (Gleichung 2.2) oder Peroxire-
doxin (Gleichung 2.3) detoxifiziert wird (zusammengefasst in Halliwell und Gutteridge, 1985; Rhee et al.,
2005; Hartwig, 2013).

2H,0, Y 0, +2H,0 @2.1)

Die durch die GPx katalysierte Reduktion des H,O, verlduft GSH-abhiingig, wobei das bei der Reaktion
gebildete GSSG iiber die NADPH/H* -abhiingige Reaktion der GR wieder reduziert wird (Gleichung 2.2).

2GSH + H,0, %5 GSSG + 2H,0

2.2)
GSSG +NADPH/H* %5 2GSH + NADP*

Die Prx-katalysierte Reaktion ist hingegen an den Thioredoxinzyklus gekoppelt (Gleichung 2.3) (zusam-
mengefasst in Rhee et al., 2005).

2Prx—SH +H,Oy — Prx—S—S—Prx+2H,0 23)
Prx—S—8S—Prx+Trx,;eq — 2Prx — SH + Trx,y '
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2. Einleitung

Ist die Detoxifizierung von H,O; nicht ausreichend gewihrleistet, kann es durch Fenton oder Fenton-
dhnliche Reaktion mit Ubergangsmetallionen (z.B. Fe>*, Cu!") zur vermehrten Bildung hochreaktiver,
kurzlebiger -OH-Radikale kommen. Die Fenton-Reaktion, welche Teil des Haber-Weiss-Zyklus (Gleichung
2.5, 2.4) ist, ist in Gleichung 2.5 dargstellt (zusammengefasst in Halliwell und Gutteridge, 1985, 1992).

Fet 407 - Ft + 0, (2.4)

Fe*" + H,0y, — Fe* +~ OH + OH (2.5)

Neben -OH-Radikalen ist auch Singulett-Sauerstoff (!0,), der bei der Spinkonversion der beiden unge-
paarten Elektronen des molekularen Sauerstoffs gebildet wird, in der Lage, mit der DNA zu reagieren.
Abhéngig von der Natur der gebildeten ROS ergibt sich ein unterschiedliches Spektrum an Lasionen, wie
u.a. DNA-Basenmodifikationen, DNA-Einzel- und Doppelstrangbriiche, Apurinische bzw. Apyrimidinische
(AP)-Stellen sowie DNA-DNA-Quervernetzungen. Unter den genannten Radikalen sind nur -OH-Radikale
in der Lage, DNA-Einzelstrangbriiche iiber die Abstraktion eines H-Atoms des 2-Desoxyriboserestes zu
generieren (zusammengefasst in Halliwell und Gutteridge, 1985; Halliwell und Aruoma, 1991; Hartwig,
2013). 'O, bildet dagegen spezifisch oxidative DNA-Basenmodifikationen wie 8-Oxoguanin (8-OxoG)
(Pflaum et al., 1994). Ist das Gleichgewicht zwischen der Entstehung der ROS und den vorhandenen Ab-
wehrmechanismen nicht mehr gegeben, spricht man von oxidativem Stress.

Im Gegensatz zu anderen Spurenelementen, wie Eisen oder Kupfer, ist Zink redox-inert, da es nur in der
Oxidationsstufe +2 vorkommt. Allerdings wird Zink iiber die Bindung an Schwefel-Liganden in Cystein-
resten von Proteinen redox-regulierbar. Innerhalb dieser Zink-Cystein-Cluster kann der Schwefel-Ligand
abhingig vom Redoxstatus der Zelle oxidiert oder reduziert und Zink dementsprechend freigesetzt oder ge-

bunden werden (Abbildung 2.3) (zusammengefasst in Maret, 2006).

Cys N Oxidationsmittel e Cys
| & W |
i
S Reduktionsmittel S\ Cys
Cys -~

Abbildung 2.3: Verbindung von Redoxstatus und Zn-Cystein-Cluster. Eine oxidative Umgebung setzt Zink aus
Zink-Cystein-Clustern frei, eine reduktive Umgebung hingegen fordert die Bindung von Zink in Zink-Cystein-Clustern
(modifiziert nach Maret, 2006).

Dabei ist zu beachten, dass nicht nur die Eigenschaften des Proteins, aus dem es freigesetzt wurde, sondern
auch die, an denen es bindet, verdndert werden. Anderungen in der ,,freien* Zinkkonzentration, d.h. sowohl
eine Verminderung als auch eine Erhohung, induzieren oxidativen Stress, u.a. iiber die vermehrte Bildung
von ROS, durch den verminderten Anteil antioxidativer Abwehrmechanismen sowie durch Fehler in der
Reparatur oxidativer DNA-Schidden (zusammengefasst in Hao und Maret, 2005; Maret, 2008, 2006). Liegt
Zink in physiologischen Konzentrationen vor, wird dem Spurenelement eine Beteiligung an der antioxida-

tiven Abwehr zugeschrieben, da es zum einen Teil der SOD ist und zum anderen iiber die Aktivierung des
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Zinksensors MTF-1 sowohl MT (Heuchel et al., 1994; Wang et al., 2004; Zhang et al., 2003) als auch die
schwere Kette der y-Glutamylcysteinligase (y-GCL) (Giines et al., 1998) hochreguliert (zusammengefasst
in Maret, 2006).

2.3 DNA-Reparatur

Die DNA unterliegt der stindigen Einwirkung von exogenen und endogenen Faktoren, die die DNA schi-
digen konnen. Als Tridger der genetischen Information muss die Intaktheit der DNA durch ein effizientes
Reparatursystem aufrechterhalten werden. So greift die Zelle je nach nach Art des entstandenen DNA-

Schadens auf unterschiedliche Reparaturmechanismen zuriick (Abbildung 2.4).

ROS lonisierende Strahlung Replikationsfehler
Alkylierende Reagenzien Zytostatika
lonisierende Strahlung

S'OXOG Interstrang-Vernetzungen Basenfehl-
Aba5|scheISteIIen DNA-Doppelstrangbriiche  paarung
Uraci

DNA-Einzelstrangbriiche

| | | |

Basenexzisionsreparatur  Nukleotidexzisions- Homologe Mismatch-
DNA-Einzelstrang- reparatur Rekombination und ~ Reparatur
bruchreparatur Nicht-Homologes
Endjoining

Abbildung 2.4: Schematische Darstellung der wichtigsten DNA-Schiden, deren Induktoren und den zustindigen
Reparaturmechanismen (modifiziert nach Hoeijmakers, 2001).

Kleinere DNA-Schiden, wie oxidative DNA-Basenmodifikationen oder DNA-Einzelstrangbriiche, werden
sehr effektiv von der Basenexzisionsreparatur (BER) sowie der DNA-Einzelstrangbruchreparatur (SSBR)
beseitigt. Sperrige DNA-Addukte und UV-Photoprodukte, die vorwiegend aus exogenen Quellen herriih-
ren, werden von der Nukleotidexzisionsreparatur entfernt, wihrend Fehler bei der Replikation iiber die
Mismatch-Reparatur beseitigt werden. Zu den gravierendsten DNA-Schidden sind DNA-Doppelstrangbrii-
che zu zihlen, die tiber die Homologe Rekombination und das Nicht-Homologe Endjoining repariert werden

(zusammengefasst in Hoeijmakers, 2001).
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2.3.1 Bedeutung der OGG1, APE1 und PARP-1 in der DNA-Reparatur

Bei der DNA-Reparatur ist das Erkennen und Entfernen des Schadens von grofer Bedeutung. So gibt es
verschiedene DNA-Reparaturproteine, die an der initialen Phase beteiligt sind. Im Folgenden soll ndher auf
die DNA-Reparaturproteine eingegangen werden, die die SSBR und BER einleiten.

2.3.1.1 Poly(ADP-Ribose)-Polymerase-1 (PARP-1)

Die Poly(ADP-Ribose) Polymerase-1 (PARP-1) ist ein im Kern lokalisiertes 113 kDa groes Zinkfingerpro-
tein, das zur Familie der PARPs gezihlt wird. Die humane PARP-1 (hPARP-1) besteht strukturell aus drei
Doménen (Abbildung 2.5) (Kameshita et al., 1984). Die N-terminale DNA-Bindungsdomine (46 kDa, Res-
te 1-374) enthilt die bipartite Kernlokalisationssequenz (NLS) (Schreiber et al., 1992), eine Schnittstelle
fiir die Caspasen 3 und 7 (C 3/7) sowie drei Zinkfinger (ZF) (Langelier et al., 2008). ZF I und II besit-
zen ein Cys-X;-Cys-X23_30)-His-X,-Cys-Motiv, in dem Zink durch drei Cysteinreste und ein Histidinrest
komplexiert ist. Das aulergewohnlich gro3e Zinkfingermotiv ist des Weiteren noch in der Ligase III vorzu-
finden (zusammengefasst in de Murcia und de Murcia, 1994). Aus der Bindung der ZF an DNA-Einzel- oder
DNA-Doppelstrangbriiche resultiert die Aktivierung der PARP-1. Interessanterweise ist an der Aktivierung
durch DNA-Einzelstrangbriiche sowie DNA-Doppelstrangbriiche nur ZF I beteiligt. ZF II hingegen ist fiir
die Erkennung von DNA-Einzelstrangbriichen, aber nicht von DNA-Doppelstrangbriichen, ausschlaggebend
(Ikejima et al., 1990). Der erst kiirzlich aufgeklarte ZF III hingegen koordiniert Zink durch vier hoch kon-
servierte Cysteinreste (Cys> —Xz—CySZ98-X(12)—Cys311—X9—Cys321-M0tiV) und fungiert als Vermittler zu der
carboxyterminal befindlichen katalytischen Doméne, die die Voraussetzung fiir die Aktivierung der PARP-1
bildet (Langelier et al., 2008, 2010). Die zentral liegende Automodifikationsdoméne (22 kDa, Reste 375-
525), enthilt ein BRCT-Motiv (BRCA1 C-Terminus) fiir Protein-Protein-Interaktionen, wodurch im Verlauf
der SSBR DNA-Reparaturproteine rekrutiert werden. Zudem ist die Region reich an Glutamatresten (Glu),
die fiir die Automodifikation der PARP-1 essentiell sind. Die katalytische Doméne (54 kDa, Reste 526-
1014) ist innerhalb der PARP-Superfamilie hoch konserviert und stellt die aktive Stelle (Active Site) fiir die
NAD™"-Bindung bereit (zusammengefasst in Langelier et al., 2008; D’ Amours et al., 1999).

1 DBD 374 AMD 55 NBD

1014
385 463 859 908
El Ell NLS, Active
N [ cay FM BRCT C
Glu

Abbildung 2.5: Struktur der humanen PARP-1. Schematische Darstellung der humanen PARP-1 mit ihren drei
Doménen; die N-terminale DNA-Bindungsdoméne (DBD), die mittlere Automodifikationsdoméine (ADM) und die
C-terminale katalytische Domine (NBD). Innerhalb der DBD befinden sich drei Zinkfinger (ZF), die Schnittstelle fiir
die Caspasen 3/7 (C 3/7) sowie das Kernlokalisationssignal (NLS). Die glutamatreiche ADM enthilt das BRCT-Motiv
fiir Protein-Protein-Interaktionen. Die NDB enthilt die aktive Stelle (Active Site) fiir die NADT-Bindung (modifiziert
nach Langelier et al., 2010; de Murcia und de Murcia, 1994).

Die PARP-1 ist intrazellulidr zu 90% an der Synthese von Poly(ADP-Ribose) (PAR) innerhalb der Familie
beteiligt und trigt daher zum groBten Teil an der PARsylierung bei, die in Sdugetieren, Pflanzen sowie niede-

ren Eukaryonten beobachtet wird. Hefen fehlt allerdings die Fahigkeit zur PARsylierung (zusammengefasst
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in Diefenbach und Biirkle, 2005). Bei der PARsylierung handelt es sich um eine transiente, posttransla-
tionale Modifikation von Kernproteinen, die erstmals 1963 beschrieben wurde (Chambon et al., 1963). Im
initialen Schritt wird ein ADP-Ribose-Monomer vom Substrat NAD* auf die in Akzeptorproteinen enthalte-
nen Glutamatreste, Aspartatreste und carboxyterminale Lysinreste libertragen. Die PARP-1 fungiert neben
anderen im Kern lokalisierten Proteinen (u.a. Histonen, p53) als Hauptakzeptor (Automodifikation). Die
nachfolgende Addition weiterer ADP-Ribose-Einheiten aus dem Substrat fiihrt zur sukzessiven Synthese
von langen und verzweigten PAR-Polymeren. Die gebildeten negativ geladenen Polymere haben nur eine
geringe Halbwertszeit von weniger als einer Minute, da die Poly(ADP-Ribose)-Glycohydrolase (PARG)
die Degradation zu ADP-Ribose-Monomeren katalysiert (Abbildung 2.6) (zusammengefasst in Davidovic
et al., 2001; D’ Amours et al., 1999). Die PARsylierung unterstiitzt und beschleunigt DNA-Reparatur und

spielt somit eine bedeutende Rolle in der Aufrechterhaltung der genomischen Stabilitét.
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Abbildung 2.6: Schematische Darstellung der PARP-1-initiierten PARsylierung nach der Induktion von DNA-
Strangbriichen. In Reaktion auf den DNA-Strangbruch hydrolysiert PARP-1 NAD™ unter Abgabe von Nicotinamid
(Nam) und einem Proton (H*) und katalysiert im initialen Schritt die Ubertragung von einem ADP-Ribose-Monomer
auf die y-Carboxylgruppe des Glutamats (Glu), des Aspartats oder der carboxylterminalen Lysinreste von Akzeptor-
proteinen. Die Anlagerung weiterer ADP-Ribose-Reste fiihrt zur Bildung langer und verzweigter PAR-Polymere. Die
PARG schneidet iiber ihre endo- und exoglykolytische Aktivitit die glykosidischen Bindungen zwischen den ADP-
Ribose-Einheiten und fiihrt damit zur Degradation der PAR-Polymere (modifiziert nach Schreiber et al., 2006).

2.3.1.2 8-Oxoguanin-DNA-Glykosylase 1 (OGG1)

Bedingt durch das niedrige Oxidationspotential des Guanins im Vergleich zu den anderen DNA-Basen ist
8-Ox0G die am hiufigsten auftretende DNA-Basenmodifikation. Es paart filschlicherweise mit Adenin (A)
anstatt mit Cytosin (C) (Abbildung 2.7), was in replizierenden Zellen zu GC nach TA-Transversionen fiihrt
(Kasai und Nishimura, 1984; Cheng et al., 1992). 8-OxoG ist demzufolge potentiell mutagen, weshalb die

effektive Entfernung dieses Schadens fiir die Aufrechterhaltung der genomischen Stabilitdt unabdingbar ist.
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8-Ox0GdG (anti):dC (anti) 8-Ox0GdG (syn):dA (anti)

Abbildung 2.7: Struktur von 8§-OxoG und mégliche Paarung mit den Basen Adenin und Cytosin. Durch den
Einbau einer Oxogruppe an Position C8 des Guanins (G) entsteht das potentiell mutagene 8-OxoG. Dieses paart in
anti-Konformation mit Cytosin (8-OxodG:dC), welches der ungeschédigten Paarung entspricht (dG:dC). Die Konfor-
mationsidnderung in syn-Stellung des 8-OxoG fiihrt zur bevorzugten Paarung mit Adenin (8-OxodG:dA) (modifiziert
nach David et al., 2007).

Die 8-Oxoguanin-DNA-Glykosylase (OGG1) ist hauptsidchlich fiir die Entfernung von 8-OxoG aus
8-0Ox0-G/C-Basenpaaren verantwortlich und nur ein kleiner Teil der Schadensentfernung ist auf Back-Up-
Systeme, wie die Endonuklease VIII-like 1 (NEIL1), zuriickzufiihren (zusammengefasst in Paz-Elizur et al.,
2008). Die OGG1 stellt das Homolog der in Escherichia coli (E. coli) vorkommenden Formamidopyrimidin-
DNA-Glykosylase (Fpg) dar. Die beiden Enzyme stimmen allerdings nur in ihrer Funktion, nicht aber in
ihrer Struktur iiberein. Die OGG1 wurde als erstes in der Hefeart Saccharomyces cerevisiae (yOGG1) iden-
tifiziert (Van Der Kemp et al., 1996; Nash et al., 1996) und weitere Homologe in menschlichen und anderen
Saugetierzellen identifiziert und charakterisiert (Lu et al., 1997).

Die humane OGG1 (hOGG1) stimmt hinsichtlich ihrer gesamten Sequenz zu 38% mit der yOGG1 iiberein,
allerdings zeigen einige Regionen eine Homologie von mehr als 60%. Dazu zihlt das Helix-Hairpin-Helix-
Motiv, gefolgt von einer Glycin/Prolinreichen Schleife und einem konservierten Aspartatrest (Asp268 beim
Menschen, Asp260 in der Hefe) wie es auch in anderen Proteinen der Endonuklease III-Familie vorzufinden
ist. Das Gen der hOGG1 ist auf dem Chromosom 3p25 lokalisiert und codiert fiir insgesamt zwolf gespleiite
Isoformen. Die zwei Hauptformen bilden die a-hOGG1 (345 Aminosduren) und die f-hOGG1 (424 Ami-
nosiuren), die nur hinsichtlich der ersten 316 Aminosduren identisch sind. Der unterschiedliche C-terminale
Rest bedingt die Lokalisierung der -hOGG1 im Kern bzw. der f-hOGG1 in den Mitochondrien, da nur
Erstere ein Kernlokalisierungssignal aufweist (zusammengefasst in Bruner et al., 2000; Boiteux und Radi-
cella, 2000).

Als bifunktionelle Glykosylase verfiigt die hOGG1 neben ihrer DNA-Glykosylase-Aktivitit auch iiber ei-
ne AP-Lyase-Aktivitit, die sie zum Einschneiden von AP-Stellen befihigt. Die Effizienz der AP-Lyase-
Aktivitit folgt dem gleichen Muster wie die Glykosylase-Aktivitidt: AP:C > AP:T » AP:G, sowie einer
nicht messbaren Aktivitit gegeniiber AP:A (zusammengefasst in Boiteux und Radicella, 2000; Bjoras et al.,
1997). Allerdings fungiert die hOGG1 unter physiologischen Bedingungen sowie in Anwesenheit der APE1
als monofunktionelle Glykosylase (Vidal et al., 2001; Morland et al., 2005).
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2.3. DNA-Reparatur

Die Entfernung von 8-OxoG/C-Basenpaaren wird dem ,,Basen-Flipping* zugeordnet, der dem sogenann-
ten ,,pinch-push-plug-pull” Mechanismus unterliegt. Der molekulare Mechanismus der Schadenserkennung
ist noch nicht vollstidndig geklért. Im ersten Schritt fithrt die Bindung der hOGG1 an das DNA-Zucker-
Phosphat-Riickgrat zur Kriimmung und Verzerrung der DNA-Doppelhelix (,,pinch®). Bei der Bindung an
die DNA wechselwirkt His270 der hOGG1 mit dem DNA-Zucker-Phosphat-Riickgrat nahe der geschidig-
ten DNA-Base. Als ,,push* wird das Herausdrehen der schadhaften Base 8-OxoG bezeichnet. Dieser Schritt
wird durch die Einlagerung einer Aminosaureseitenkette der Glykolyse erleichtert, welche als ,,plug* fun-
giert und gleichzeitig die verzerrte DNA-Doppelhelix stabilisiert. Im letzten, als ,,pull* bezeichneten Schritt
erfolgt das Einziehen der geschéddigten Base 8-Oxo0G in eine basenspezifische Erkennungstasche (zusam-
mengefasst in Bruner et al., 2000; David et al., 2007), in der es zur Wechselwirkungen der Aminoséurereste
Phe319, Cys253, GIn315 und Gly42 der hOGG1 mit der geschéadigten Base kommt. Das Einschneiden der
N-glykosidischen Bindung zwischen dem 8-OxoG und dem DNA-Zucker-Phosphat-Riickgrat erfolgt tiber
die Lys249-Seitenkette der hOGG1, die an der Grenze des Helix-Hairpin-Helix-Motiv lokalisiert ist (Bjo-
ras et al., 1997). Dieser Lysinrest fungiert als starkes Nukleophil, welcher das C1-Atom der Desoxyribose
angreift, wodurch 8-OxoG entfernt und die abasische Stelle gebildet wird. Die anschliefende Ring6ffnung
und Bildung einer Schiff’schen Base setzt die vorherige Protonierung des O-1’-Atoms voraus, das von dem
Aminoséurerest His270 iibernommen wird. Die daran folgende -Eliminierung fithrt zum Einschneiden des
DNA-Zucker-Phosphat-Riickgrats auf der 3’-Seite (Abbildung 2.8) (Bjoras et al., 1997; zusammengefasst

in Bruner et al., 2000).
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Abbildung 2.8: Katalysemechanismus der Basenexzision der bifunktionellen hOGG1. (1) Der aktivierte Lysinrest
(Lys249) der hOGG]1 greift nukleophil das DNA-Zucker-Phosphat-Riickgrat an, infolgedessen die geschiddigte Base
8-Ox0G abgespalten wird. (2) In Folge der Protonierung des O-1’-Atoms durch His270 kommt es (3) zur Ringoft-
nung und Ausbildung eines Schiff’schen Basen-Intermediats. (4) Die sich anschlieBende 3-Eliminierung bedingt das
Einschneiden des DNA-Zucker-Phosphat-Riickgrats auf der 3’-Seite (modifiziert nach Bruner et al., 2000).
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2. Einleitung

2.3.1.3 Apurinische/Apyrimidinische Endonuklease 1 (APE1)

AP-Stellen entstehen entweder durch spontane Hydrolyse der N-glykosidischen Bindung oder iiber die Ent-
fernung geschédigter Basen durch DNA-Glykosylasen (zusammengefasst in Lindahl, 1993; Krokan et al.,
1997). Die Entfernung von pramutagenen AP-Stellen erfolgt vorwiegend iiber spezifische AP-Endonukle-
asen, die von Bakterien, iiber Drosophila bis hin zu Sdugetieren exprimiert werden (Barzilay et al., 1995).
AP-Endonukleasen werden in zwei Familien, entsprechend ihrer Homologie zu den in E. coli hauptséchlich
vorkommenden AP-Endonukleasen, eingeteilt. Dazu zéhlen die Exonuklease III (Exo III oder Xth)-Familie,
die zu ungefdhr 90% fiir die Reparaturkapazitit in E. coli verantwortlich ist sowie die Endonuklease VI
(Endo IV oder nfo)-Familie. Das Genom von Sdugetieren codiert allerdings nur fiir eine AP-Endonuklease,
die APE1 (auch Ref-1, APEX1), welche zur Exo IlI-Familie gezdhlt wird. Die APEs der Exo III-Familie
zeichnen sich durch ihre 5’-Endonukleaseaktivitidt aus, welche das Einschneiden des Zucker-Phosphat-
Riickgrats der DNA auf der 5’-Seite ermoglicht, woraus ein 3’-Hydroxylrest (3’-OH) und ein 5’-Desoxyri-
bose-5-Phosphatrest (5’-dRP) resultiert. Mitglieder dieser Familie verfiigen zudem iiber eine 3’-Phosphodi-
esteraseaktivitidt sowie 3’-Phosphataseaktivitit, wobei erstere fiir die Entfernung von o, 3-ungesittigten Al-
dehyden und 3’-Phosphoglykolatresten (3’-PG) (Winters et al., 1994) bedeutend ist und letztere
3’-Phosphatreste (3’-P) umsetzt. In menschlichen Zellen werden 95% der Endonukleaseaktivitit der APE1
zugeschrieben (zusammengefasst in Wilson und Barsky, 2001; Evans et al., 2000). Daneben wurde eine
zweite humane APE, APE2, welche ebenfalls zur Exo III-Familie gezéhlt wird, erfolgreich kloniert (Hadi
und Wilson, 2000). Ein Vergleich der Aminosiduresequenzen zwischen der humanen APE1 (hAPEI1) und
verschiedenen Sdugetierspezies (u.a. Ratte, Maus und Hamster) zeigt mit iiber 85% einen hohen Grad an
Sequenzhomologie, wobei dem C-Terminus die Hauptrolle in der Endonukleaseaktivitit zukommt. Der N-
Terminus hingegen ist essentiell fiir die Redoxaktivitdt und enthidlt zudem das Kernlokalisierungssignal
(zusammengefasst in Evans et al., 2000; Wilson und Barsky, 2001). Strukturanalysen der hAPEI ergaben,
dass es sich um ein globulires 37 kDa grofies o/3-Protein handelt, welches aus zwei Doménen aufgebaut ist
und ein vierschichtiges a/f-Sandwich formt. Sechsstriangige -Faltblitter umgeben von a-Helices sind die
typischen Charakteristika aus denen jede Domine gebildet wird (Gorman et al., 1997). Des Weiteren besitzt
die APE1 analog zur Exo Il in E. coli eine Bindungsstelle fiir divalente Metallionen, wobei die Aktivitit in
Anwesenheit von Mg?* am hochsten ist (Barzilay et al., 1995). Allerdings wird angenommen, dass Mg?*
nicht fiir die Bindung an die DNA relevant ist, sondern die primire Rolle darin besteht, den Einschnitt in
das DNA-Zucker-Phosphat-Riickgrat zu erleichtern (Erzberger und Wilson III, 1999).

Mutagenesestudien einzelner Aminosduren der hAPE1 deuten darauf hin, dass Glu96 hauptsichlich als
Metall-koordinierender Rest fungiert und zudem an der Endonukleaseaktivitit beteiligt ist. Auch den Res-
ten Asp308 und Asp70 wird eine Metall-koordinierende Funktion zugeschrieben (Barzilay et al., 1995;
Erzberger und Wilson III, 1999). Weitere Untersuchungen weisen auf eine enorme Bedeutung von His309
und Asp283 in der Endonukleaseaktivitit hin (Barzilay et al., 1995). Fiir die Affintdt zur DNA wird Cys99
eine wichtige Rolle zugesprochen (Mantha et al., 2008; Kim et al., 2011). Die Spaltung des Phosphodiester-
Riickgrats erfolgt iiber einen Sy2-Mechanismus. Die Interaktion zwischen His309 und Asp283 ermdglicht
es dem His309, als Base zu fungieren, die ein H-Atom aus dem Wassermolekiil abstrahiert (zusammen-
gefasst in Wilson und Barsky, 2001). Das gebildete ~OH-Nukleophil spaltet hydrolytisch die Phospho-
diesterbindung. Asp210 scheint als Protonendonator zu fungieren und die Abgangsgruppe zu stabilisieren
(Erzberger und Wilson III, 1999) (Abbildung 2.9).
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Abbildung 2.9: Katalysemechanismus zur Entfernung von AP-Stellen durch die hAPE1. (1) His309 generiert
iiber die Abstraktion eines Protons (H) eines HyO-Molekiil das Nukleophil ~“OH, wihrend Mg einen elektronen-

ziehenden und wahrscheinlich orientierenden Effekt auf das Phosphat ausiibt. (2, 3) Das protonierte Asp210 stabilisiert
die Abgangsgruppe (modifiziert nach Wilson und Barsky, 2001).

Wie bereits angesprochen, wird dem N-terminalen Teil der hAPE1 eine bedeutende Funktion in der Redox-
aktivitidt zugesprochen. Neben seiner Aufgabe in der DNA-Reparatur ist die APE1 daher auch ein wichtiger
Redoxfaktor, der die DNA-Bindung zahlreicher Transkriptionsfaktoren stimuliert, u.a. die Untereinheiten
des activator protein 1 (AP-1) Fos und Jun sowie nuclear factor-xB (NF-kB), early growth response-1
(EGR-1), hypoxia inducible factor-1o. (HIF-1a), HIF-like factor (HLF), Mitglieder der B cell specific tran-
scription factor/paired box gene (BSAP/Pax)-Familie und p53. Die Aktivierung der Transkriptionsfaktoren
kann sowohl redox-abhéngig oder redox-unabhéngig vermittelt werden. Zudem wirkt es als Repressor des
Parathyroid Hormon Promotors. Durch Phosphorylierung, Acetylierung und Ubiquitinierung werden die

Funktionen der APEI posttranslational reguliert (zusammengefasst in Evans et al., 2000; Kim et al., 2011).
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2.3.2 DNA-Einzelstrangbruchreparatur

Die Art der DNA-Einzelstrangbriiche wird hinsichtlich ihrer Entstehung unterschieden. DNA-Einzelstrang-
briiche konnen direkt {iber die Abstraktion eines H-Atoms aus dem 2-Desoxyriboserest oder indirekt als
Intermediat wihrend der BER generiert werden. Direkt generierte DNA-Einzelstrangbriiche weisen héufig
blockierte 3’-Enden, wie zu ca. 70% Monophosphate und zu ca. 30% Phosphoglykolate, auf. Die
5’-Enden sind meistens konventionelle 5’-P-Reste, allerdings besitzen einige auch ein 5’-OH-Rest. Ab-
hingig vom BER-Mechanismus besitzen indirekt gebildete DNA-Einzelstrangbriiche blockierte Reste, wie
einen 5’-dRP-Rest oder einen «,3-ungesittigten Aldehyd (zusammengefasst in Caldecott, 2003a). Eine wei-
tere Plattform fiir die Bildung von DNA-Einzelstrangbriichen bietet die Topoisomerase I (Topo I), welche
als Teil ihres katalytischen Zyklus die DNA einschneidet und wieder ligiert. Unter bestimmten Umstinden
kommt es zur Entkopplung der Topo I-Aktivitdt vom DNA-Einzelstrangbruch, der infolgedessen nicht ver-
schlossen wird. Nicht reparierte DNA-Einzelstrangbriiche konnen in replizierenden Zellen zum Zusammen-
bruch der DNA-Replikationsgabel in der S-Phase fiihren, wodurch potentiell klastogene und/oder lethale
DNA-Doppelstrangbriiche entstehen (zusammengefasst in Caldecott, 2001, 2008).

2.3.2.1 Reparatur direkt gebildeter DNA-Einzelstrangbriiche

Die Erkennung von direkten DNA-Einzelstrangbriichen erfolgt durch die PARP-1 (Vgl. 2.3.1.1), welche dar-
aufhin aktiviert wird (Abbildung 2.10). Die Automodifikation mit negativ geladenen PAR-Einheiten indu-
ziert die Rekrutierung des Komplexes, bestehend aus X-ray repair cross-complementing protein 1 (XRCC1)
und Ligase 3o (Lig 3¢), welcher die PARP-1 verdringt und als molekulare Plattform fiir weitere Proteine
dient (a). Fiir die prozessierenden Schritte der Reparatur ist zuvor die Konvertierung blockierter 5’- und
3’-Reste in konventionelle 5’-P- und 3’-OH-Reste erforderlich.

Blockierte Enden wie 5°-OH stellen das Substrat fiir die 5’-DNA-Kinaseaktivitit der Polynukleotidkinase-
3’-Phosphatase (PNKP) dar, die ebenfalls iiber ihre assoziierte 3’-Phosphataseaktivitit 3’-P-Reste umwan-
deln kann (Whitehouse et al., 2001). Neben 3’-P-Resten bilden die 3’-PG-Reste das Substrat fiir die APE1
(b) (Winters et al., 1994). Der Einbau des Nukleotids erfolgt durch die Polymerase 3 (Pol ), gefolgt von
der Ligation durch die Lig3« (c, d). Neben dem hier beschriebenen short-patch-Reparaturweg wird im Falle
bestehender blockierter 5’-Enden der long-patch-Reparaturweg eingeleitet, der im Abschnitt 2.3.2.2 ndher
erldutert wird (zusammengefasst in Caldecott, 2001, 2008; Mitra et al., 2001).
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Abbildung 2.10: Ablauf der Reparatur direkt gebildeter DNA-Einzelstrangbriiche. Die PARP-1 wird durch den
DNA-Einzelstrangbruch aktiviert und leitet die Reparatur ein. Vor der Prozessierung werden blockierte 5°- und 3’-
Enden durch die APE1 und PNKP in konventionelle 5’-P- und 3’-OH-Enden umgewandelt. Der Einbau des Nukleotids
sowie die Ligation erfolgen iiber die Pol 8 bzw. Lig 3a (modifiziert nach Caldecott, 2003b).

2.3.2.2 Reparatur indirekt gebildeter DNA-Einzelstrangbriiche

Die zweite Form von DNA-Einzelstrangbriichen kann als Intermediat der BER entstehen, indem DNA-
Glykosylasen zur hydrolytischen Spaltung der N-glykosidischen Bindung zwischen der geschédigten Base
und dem DNA-Zucker-Phosphat-Riickgrat fithren. Hierbei unterscheidet man zwischen bifunktionellen, wie
der OGG1 (Vgl. 2.3.1.2) und monofunktionellen DNA-Glykosylasen (Abbildung 2.11). Die bifunktionelle
DNA-Glykosylase verfiigt zudem iiber eine AP-Lyase-Funktion und fiithrt zum Einschneiden des DNA-
Strangs auf der 3’-Seite der Desoxyribose, woraus ein DNA-Einzelstrangbruch resultiert, der am 3’-Ende
einen «,f-ungesittigten Aldehyd besitzt (a). Fiir die weiteren Schritte wird der o;,-ungesittigte Aldehyd
tiber die 3’-Endonukleaseaktivitdt der APE1 entfernt und dadurch die fiir die prozessierenden Schritte erfor-
derlichen 5’-P- und 3’-OH-Reste gebildet (b). Die monofunktionelle DNA-Glykosylase dagegen hinterlésst
eine AP-Stelle (c), die durch die APE1 erkannt und eingeschnitten wird, wodurch als Konsequenz ein 3’-
OH-Rest und ein 5’-dRP-Rest zuriickbleibt (d). Die APE1 rekrutiert die Pol  zum DNA-Einzelstrangbruch,
die ein Nukleotid einbaut (e, f). Zudem entfernt die Pol f iiber ihre dRPase-Aktivitit den durch die APE1
entstandenen 5’-dRP-Rest (Matsumoto und Kim, 1995; Deterding et al., 2000) (g). Die Ligation erfolgt wie
bei der SSBR iiber die Lig3a (h) (short-patch).

Oxidierte und reduzierte 5’-dRP-Reste werden von der Pol 8 nicht entfernt, wodurch in der Konsequenz
der long-patch Reparaturweg eingeleitet wird (i). In diesem Fall werden zwei bis sieben weitere Nukleotide
durch die proliferating cell nuclear antigen (PCNA)-abhingigen Pol 6 und € (Stucki et al., 1998; Frosi-
na et al., 1996) an das von Pol B insertierte Nukleotid angekniipft (j). Das Resultat ist eine iiberstehende
5’-dRP-, ,Flap“-Struktur, die durch die PCNA-stimulierte flap structure-specific endonuclease 1 (FEN1) ent-
fernt wird (k). Die Lig 1 ligiert den DNA-Strang (1) (zusammengefasst in Nilsen und Krokan, 2001; Fortini
und Dogliotti, 2007).
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Abbildung 2.11: Ablauf der Reparatur indirekt gebildeter DNA-Einzelstrangbriiche. Die als Intermediat der
BER gebildeten DNA-Einzelstrangbriiche werden liber den short-patch-Weg (a-h) oder den long-patch-Weg (i-1) re-
pariert (modifiziert nach Slupphaug et al., 2003).

In der Literatur wird der PARP-1 eine mogliche Rolle bei der Reparatur indirekt generierter DNA-Einzel-
strangbriiche zugeschrieben (Le Page et al., 2003; Trucco et al., 1998). So wird vermutet, dass PARP-1
das Schadensprotein XRCC1 zu DNA-Strangbriichen rekrutiert, die nach dem Einschnitt der AP-Stelle von
der APELI ,.entkoppelt* wurden (Stroem et al., 2011; Caldecott, 2003b). Vor allem die Beteiligung an der
long-patch BER und die Interaktion mit der daran beteiligten FEN1 wird diskutiert (Sanderson und Lindahl,
2002; Dantzer et al., 2000; Prasad et al., 2001). Dantzer et al. (2000) veroftentlichten Ergebnisse zur Interak-
tion der PARP1 und der Pol 3, die nicht nur einen essentiellen Teil der short-patch BER darstellt, sondern
auch an der long-patch BER mitwirkt. Innerhalb der long-patch BER ist die Pol B fiir die Verschiebung
des DNA-Strangs verantwortlich und kontrolliert zusammen mit der FEN1 die Grofe der iiberhdngenden
,-Flap“-Struktur (Klungland und Lindahl, 1997; Dianov et al., 1999; Horton et al., 2000; Prasad et al., 2000).
Die PARP-1 ist unter Mitwirkung der FEN fiir die Stimulierung der DNA-Strangverschiebung durch Pol f3
verantwortlich (Prasad et al., 2001). Mittels Immunoblot-Analyse wurde zudem eine verminderte Expres-
sion der Proteine FEN1 und Ligl in PARP1-defizienten Zellen gezeigt (Sanderson und Lindahl, 2002). Im
Fall von ATP-Mangel kann die PARP-1 auch als Alternative fiir den Ligationsschritt dienen (Oei und Zieg-
ler, 2000). Allerdings existieren in der Literatur auch Ergebnisse, die der PARP-1 keine Bedeutung in der
BER zusprechen (Vodenicharov et al., 2000), was moglicherweise auf den relativen Anteil der short-patch
und long-patch BER in der verwendeten Zelllinie zuriickzufiihren ist. Die Abbildung 2.12 gibt die Rolle der
PARP-1 im long-patch-Reparaturweg wieder.
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Abbildung 2.12: Beteiligung der PARP-1 im long-patch-Reparaturweg. Das von der APEI hinterlassene blockierte
5’-Ende (z.B. oxidierte und reduzierte 5’-dRP-Reste) leitet den long-patch-Reparaturweg ein. Uber die Interaktion
mit der Pol B und der FENI ist die PARP-1 an den prozessierenden Schritten der long-patch-Reparatur involviert
(modifiziert nach Caldecott, 2008).
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3. Fragestellung

Das Spurenelement Zink ist essentiell fiir den Menschen, da es an einer Vielzahl zelluldrer biochemischer
Prozesse, wie der DNA-Reparatur, der Zellproliferation- und differenzierung, der zelluldren Signaliibertra-
gung sowie der Genexpression mitwirkt (zusammengefasst in Beyersmann und Haase, 2001; Ho, 2004).
Zahlreiche Hinweise aus der Literatur deuten darauf hin, dass eine Unterversorgung mit Zink physiologisch
kritisch anzusehen ist, jedoch konnen auch im Falle einer Uberversorgung mit Zink neben akut toxischen
Effekten (z.B. Magenkrdmpfen) auch chronische Effekte (v.a. Interferenz mit dem Kupferhaushalt) auftre-
ten. Vor allem die zunehmende Supplementierung von Zink-Priparaten kann schnell zum Uberschreiten
der empfohlenen tiglichen Hochstmenge fithren (zusammengefasst in Hartwig, 2012; Maret und Sandstead,
2006; SCF, 2003).

Zink liegt in der Zelle hauptsichlich gebunden an Metallothionein vor; die biochemisch wirksame Form
bilden die ,.freien* Zinkionen, die in erhohten Konzentrationen zu unspezifischen Reaktionen mit Protei-
nen fithren konnen. Mechanistisch ist vor allem die unspezifische Bindung an kritische Thiolgruppen von
Proteinen relevant, woraus Anderungen der Proteinfunktionen und damit assoziiert die Instabilitit der DNA-
Integritit resultieren konnen.

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der Fragestellung, ob Zink iiber die Interferenz mit Proteinen, die am
zelluldren Redoxstatus sowie in der DNA-Reparatur beteiligt sind, indirekt genotoxische Effekte vermittelt.
Dafiir bietet sich insbesondere die kombinierte Untersuchung von H,O; und Zink im zelluldren System an,
um zum einen Verdnderungen H,O,-detoxifizierender Enzyme zu erfassen und zum anderen den Reparatur-
verlauf von H,O;-generierten DNA-Strangbriichen zu verfolgen. Die nicht-transformierte Epithelzelllinie
aus dem Schweinediinndarm (IPEC-J2) dient als Zellmodell, da der Diinndarm den priméren Resorptions-
ort von Zink darstellt. Hinsichtlich der antioxidativen Abwehr sollen die zelluldren Aktivititen der H,O,-
detoxifizierenden Enzyme, Glutathionperoxidase und Katalase in Gegenwart von Zink ermittelt werden.
Aber auch andere Faktoren, die eine wichtige Rolle in der antioxidativen Abwehr spielen, wie die zellulire
Aktivitit der Glutathionreduktase und der zelluldre Gesamtglutathiongehalt, sollen betrachtet werden. Als
Reparaturweg wird exemplarisch die DNA-Einzelstrangbruchreparatur gewihlt, die durch H,O; induziert
wird. Die Reparatur dieser DNA-Schiéden ist unerlésslich fiir die Aufrechterhaltung der genomischen Stabi-
litédt, da nicht reparierte Schiden zu klastogenen und lethalen DNA-Doppelstrangbriichen in replizierenden
Zellen fiihren konnen (Kuzminov, 2001).

Da die initialen Proteine der DNA-Einzelstrangbruchreparatur sowie der Basenexzisionsreparatur mit ih-
ren kritischen Thiolgruppen, die fiir ihre katalytische Aktivitit essentiell sind, potentielle Angriffspunk-
te fiir Zink darstellen, widmen sich die weiteren Untersuchungen der Interferenz von Zink mit diesen
Proteinen. Zu den ausgewihlten DNA-Reparaturproteinen zéhlt die Poly(ADP-Ribose)-Polymerase-1, die
sowohl in der initialen Phase der DNA-Einzelstrangbruchreparatur als auch in der prozessierenden Pha-
se der Basenexzisionsreparatur mitwirkt. Des Weiteren stehen die 8-Oxoguanin-DNA-Glykosylase 1 und
Apurinische/Apyrimidinische-Endonuklease 1 im Mittelpunkt, die an der Schadenserkennung und -entfer-
nung innerhalb der Basenexzisionsreparatur beteiligt sind. Neben der Auswirkung des essentiellen Spuren-
elements auf die zelluldre Aktivitdt der zuvor genannten DNA-Reparaturproteine sollen Untersuchungen
mit isolierten Extrakten sowie den isolierten Proteinen eine mogliche direkte Interferenz von Zink mit den
DNA-Reparaturproteinen abklédren. Die Quantifizierung der intrazelluldren Gesamtkonzentration von Zink

und der ,,freien” Zinkkonzentration sowie die Bestimmung des Gehalts an Metallothionein auf Transkrip-



3. Fragestellung

tionsebene sollen zur Beurteilung der Zinkhomdostase in [IPEC-J2-Zellen herangezogen werden.
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4. Ergebnisse und Diskussion

In dieser Arbeit sollten vor allem indirekt durch Zink vermittelte genotoxische Effekte, die die DNA-
Integritiit beeinflussen konnen, niher betrachtet werden. Im Fokus standen vor allem ausgewihlte Enzyme
des zellulidren Redoxstatus, die an der antioxidativen Abwehr beteiligt sind, sowie das in der Zelle vorherr-
schende Thiol Glutathion. Des Weiteren sollte der Einfluss auf die DNA-Reparatur und eine mogliche Inter-
aktion mit essentiellen Proteinen, die daran beteiligt sind, analysiert werden. Exemplarisch wurde die SSBR
von H,O;-generierten DNA-Strangbriichen gewihlt, die durch die PARP-1 initiiert wird. Zudem wurden
die an der Schadenerkennung und -entfernung der BER beteiligten Enzyme, OGG1 und APE1 hinsichtlich

eines moglichen Einflusses von Zink untersucht.

4.1 Zytotoxizitiat von ZnSQOy

ZnS0O4 wird, neben weiteren Zinksalzen, zur Herstellung von Lebensmitteln fiir bestimmte Erndhrungs-
zwecke sowie in Nahrungsergdnzungsmitteln eingesetzt, sodass die toxikologische Bewertung von grofer
Bedeutung ist (SCF, 2003). Zur Einschitzung des zytotoxischen Potentials von ZnSO4 wurde die Viabili-
tdt von Intestinalzellen (IPEC-J2) anhand der Bestimmung der Zellzahl sowie der metabolischen Aktivitét
(WST-8) als Endpunkte erfasst.

Eine verminderte Zellzahl kann verursacht sein durch eine Zellzyklusarretierung mit verminderter Prolife-
ration oder aber durch den Zelltod bedingt durch apoptotische oder nekrotische Prozesse.

Zur Erfassung des Effekts von Zink auf die Zellzahl wurden IPEC-J2-Zellen sowohl fiir 1h als auch fiir
24 h mit ZnSO4 behandelt. Nach einstiindiger Inkubation mit ZnSO,4 war keine signifikante Verminderung
der Zellzahl im gesamten Konzentrationsbereich von 0-300 uM nachweisbar (Abbildung 4.1). Nach 24-
stiindiger Inkubation blieb die Zellzahl bis zu einer Konzentration von 75 uM zunéchst unveridndert. Ab
100 uM ZnSOy sank die Zellzahl signifikant ab, wobei im Vergleich zur Kontrolle noch 80% vitale Zellen
detektiert wurden. Bei der hochsten Konzentration von 125 uM waren noch 50% vitale Zellen zu verzeich-
nen (Abbildung 4.2). Zudem bietet die Bestimmung der metabolischen Aktivitdt iiber den Einsatz von kolo-
rimetrischen Assays ebenfalls die Moglichkeit, eine Aussage iiber die Zellviabilitit zu treffen. Das in dieser
Arbeit verwendete ,,Cell Counting Kit-8 (CCK-8)“ enthilt das wasserlosliche Tetrazoliumsalz WST-8 so-
wie den Elektronencarrier 1-Methoxy-5-Methylphenaziniummethylsulfat (mPMS). Das pinke WST-8 wird
extrazellulir in Gegenwart metabolisch aktiver Zellen durch die zelluliren NADT/NADP*-abhiingigen De-
hydrogenasen zum orangefarbenen Formazan umgesetzt (Ishiyama et al., 1997). Das Produkt ist direkt pro-
portional zur Anzahl lebender Zellen. Die schnelle und einfache Anwendung ist ein groer Vorteil dieses ko-
lometrischen Testsystems, allerdings konnen Wechselwirkungen mit Metallen das Ergebnis verfilschen (Se-
misch und Hartwig, 2014). Im Falle des redox-inerten Zinks ergaben die Untersuchungen zur metabolischen
Aktivitdt sowohl fiir 1 h als auch fiir 24 h die gleichen Ergebnisse wie die der Zellzahlbestimmung (Abbil-
dungen 4.1 und 4.2). Als Konsequenz wurden fiir alle weiteren Versuche zu Zink-induzierten Effekten in
IPEC-J2-Zellen deshalb der Konzentrationsbereich fiir 24 h von 50-125 uM festgelegt, um Zink-vermittelte
Effekte unter nicht-zytotoxischen (bis 75 uM), beginnend zytotoxischen (100 uM) und stark zytotoxischen
(125 uM) Konzentrationen von ZnSQOy4 analysieren zu konnen. Der betrachtete Konzentrationsbereich von
50-150 uM fiir eine Inkubationsdauer von 1 h ist nicht-zytotoxisch und wurde ausgewihlt, um direkte, kurz-

fristig induzierte Effekte erfassen zu kdnnen.
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Abbildung 4.1: Einfluss einer einstiindigen Inkubation mit ZnSQ4 auf die Zellzahl und auf die metabolische
Aktivitiit in IPEC-J2-Zellen. IPEC-J2-Zellen wurden fiir 1 h mit ZnSO, inkubiert. Im Falle der Bestimmung der
Zellzahl wurden die Zellen nach dem Ende der Behandlung mit Trypsin abgelost und die Zellzahl mittels eines au-
tomatischen Zellzdhlgerites bestimmt. Fiir die Bestimmung der metabolischen Aktivitidt wurden die Zellen nach dem
Ende der Inkubation mit dem CCK-8-Reagenz fiir 2 h bei 37°C inkubiert. Die Absorption wurde bei 450 nm am Mi-
krotiterplattenlesegerit erfasst. Gezeigt sind Mittelwerte aus mindestens drei unabhingigen Versuchen (mindestens in
Doppelbestimmung) + SD.
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Abbildung 4.2: Einfluss von ZnSQO, auf die Zellzahl und auf die metabolische Aktivitéit in IPEC-J2-Zellen nach
24 h. IPEC-J2-Zellen wurden fiir 24 h mit ZnSO, inkubiert. Die Zellen wurden nach dem Ende der Behandlung mit
Trypsin abgelost und die Zellzahl mittels eines automatischen Zellzdhlgerites bestimmt. Gezeigt sind Mittelwerte aus
mindestens vier unabhingigen Versuchen (in Doppelbestimmung). Statistisch signifikant verschieden von der Kon-
trolle: p*** < 0,001 (ANOVA, Dunnett T). Fiir die Bestimmung der metabolischen Aktivitdt wurden die Zellen nach
dem Ende der Inkubation mit dem CCK-8-Reagenz fiir 2h bei 37°C inkubiert. Die Absorption wurde bei 450 nm am
Mikrotiterplattenlesegerit erfasst. Gezeigt sind Mittelwerte aus mindestens fiinf unabhéngigen Versuchen (in Drei-
fachbestimmung) + SD. Statistisch signifikant verschieden von der Kontrolle: p*** < 0,001 (ANOVA, Dunnett T3).
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4.2. Einfluss von ZnSOy4 auf den zelluldren Redoxstatus

Bereits in fritheren Studien wurden zytotoxische Effekte von ZnSQy in intestinalen Zelllinien unterschiedli-
cher Spezies gezeigt (Cario et al., 2000; Zodl et al., 2003; Lodemann et al., 2013). Besonders interessant sind
die von Lodemann et al. (2013) publizierten Daten zur Zytotoxizitét in der intestinalen Zelllinie, IPEC-J2,
wobei darauf hinzuweisen ist, dass im Unterschied zu der von uns gewihlten Versuchsdurchfiihrung die Zy-
totoxizitétstests sowohl an postkonfluenten als auch an priakonfluenten IPEC-J2-Zellen durchgefiihrt wur-
den. Die prikonfluenten IPEC-J2-Zellen zeigten sich wesentlich sensitiver gegeniiber einer Inkubation mit
ZnSO4 und die Ergebnisse entsprechen den von uns ermittelten Werten. Zudem beobachten Lodemann et al.
(2013) mit steigender ZnSO4-Konzentration eine zunehmende LDH-Abgabe, die als Parameter fiir den Ver-
lust der Membranintegritit herangezogen wurde sowie einen Abfall des ATP-Gehalts, der auf den Zelltod,
verursacht durch Nekrose, hindeutet.

Pavlica et al. (2009) verglichen verschiedene Zinksalze in neuronalen PC12-Zellen hinsichtlich ihres zytoto-
xischen Potentials und mechanistischer Wirkungsweise. Die Inkubation mit anorganischen Zinkverbindun-
gen wies auf verminderte metabolische Aktivititen von neuronalen PC12-Zellen nach 24-stiindiger Inkuba-
tion hin, wobei im Vergleich fiir ZnSO,4 das hochste zytotoxische Potential erfasst wurde. Auch in dieser
Publikation wurde der Zelltod im Falle von ZnSO4 mit der Depletion des ATP- und GSH-Gehalts in Ver-
bindung gebracht.

Neben der diskutierten ATP- und GSH-Depletion als Ursache fiir den Zink-vermittelten Zelltod wurde in
der Literatur auch die Induktion des apoptotischen Wegs diskutiert (Z&dl et al., 2003; Cario et al., 2000).

4.2 Einfluss von ZnSQOy4 auf den zellulidren Redoxstatus

In der Literatur wird sowohl Zinkmangel als auch eine Zink-Uberdosierung in Verbindung mit oxidativem
Stress gebracht (zusammengefasst in Hao und Maret, 2005). Insbesondere Zinkmangel und die adversen Fol-
gen werden in der Literatur hdufig diskutiert. Ausgangspunkt der hier beschriebenen Untersuchungen war
hingegen vor allem die Fragestellung, ob die Kultivierung von Zellen unter Zink-Uberdosierung indirekt
oxidative DNA-Schéiden generiert, indem Zink iiber seine hohe Thiolaffinitét mit Proteinen des zelluldren
Redoxstatus wechselwirkt. Im Fokus stand dabei vor allem die Beeinflussung von Zink auf die Induktion
von H;O,-generierten DNA-Strangbriichen. Im Rahmen dieser Untersuchungen wurde ebenfalls die Akti-
vitdt der HyO»,-detoxifizierenden Enzyme Katalase und Glutathionperoxidase erfasst. Der Einfluss auf die
Glutathionreduktase sowie des zelluldren Gesamtglutathionstatus sollten als weitere potentielle Angriffs-

punkte von Zink betrachtet werden.

4.2.1 Einfluss von Zink auf die Anzahl an H,O,-generierten DNA-Strangbriichen

Fiir die Untersuchung eines moglichen Einflusses von Zink auf die Hiufigkeit von H,O;-generierten DNA-
Strangbriichen wurden IPEC-J2-Zellen fiir 1 h bzw. 24 h mit ZnSOy4 vorinkubiert und anschlieend fiir die
Induktion der DNA-Strangbriiche fiir 5 min mit H,O; koinkubiert. Die Methode der Alkalischen Entwin-
dung (Hartwig et al., 1993) diente zur Quantifizierung der erhaltenen DNA-Lisionen. HO, bildet das
Substrat fiir Fenton oder Fenton-dhnliche Reaktionen, infolgedessen hochreaktive -OH-Radikale entstehen.
H,0;-generierte -OH-Radikale induzieren vorwiegend DNA-Einzelstrangbriiche, da sie das DNA-Zucker-
Phosphat-Riickgrat gleichverteilt angreifen. Durch ionisierende Strahlung induzierte -OH-Radikale fiihren
hingegen zur Bildung von DNA-Doppelstrangbriichen, da sie Cluster von -OH-Radikalen bilden, die beide

27



4. Ergebnisse und Diskussion

DNA-Stringe in rdumlicher Nihe angreifen konnen (zusammengefasst in Friedberg et al., 2005). Damit

diente H,O, als Modellsystem zur Induktion von DNA-Einzelstrangbriichen.

Im Falle der alleinigen Inkubation mit ZnSO4 waren weder nach 1h noch nach 24 h verdnderte DNA-
Strangbruchraten im Vergleich zur Kontrolle detektierbar (Abbildung 4.3 und 4.4). In Kombination mit
H,0, zeigte sich in Abhéngigkeit der Inkubationsdauer mit ZnSOy4 ein unterschiedliches Ausmaf} an H>O,-
generierten DNA-Strangbriichen. Die einstiindige Vorinkubation mit ZnSO, in nicht-zytotoxischen Kon-
zentrationen von 50-150 uM erhohte die Haufigkeit an HyO,-generierten DNA-Strangbriichen konzentrati-
onsabhingig und synergistisch (Abbildung 4.3). Bei der niedrigsten Konzentration von 50 uyM ZnSO,4 war
bereits ein signifikanter Anstieg um das 1,6-Fache (2,3 DNA-Strangbriiche/10® Bp) der H,O,-generierten
DNA-Strangbriiche  im  Vergleich  zur  alleinigen  Inkubation  mit 125uM H,0O,
(1,4 DNA-Strangbriiche/10° Bp) zu detektieren. Die Inkubation mit der hchsten Konzentration von 150 uM
ZnS0O4 erhohte die Haufigkeit von HyO,-generierten DNA-Strangbriichen um den Faktor 3,6 (5,1 DNA-
Strangbriiche/10° Bp). Der Anstieg an H>O,-generierten DNA-Strangbriichen verlief zuniichst bis zu einer
Konzentration von 125 uM linear. Bei einer Konzentration von 150 pM war lediglich noch ein Anteil von
10% dsDNA detektierbar, sodass ab hier von einer Sittigung des Testsystems auszugehen ist (Hartwig et al.,
1996).
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Abbildung 4.3: Einfluss einer einstiindigen Vorinkubation mit ZnSQO4 auf H,O,-generierte DNA-Strangbriiche
in IPEC-J2-Zellen. IPEC-J2-Zellen wurden 1h mit ZnSOy4 vorinkubiert und anschlieBend fiir 5 min mit 12,5 uM
H;,0, koinkubiert. Die Anzahl an DNA-Strangbriichen wurde mittels Alkalischer Entwindung quantifiziert. Gezeigt
sind Mittelwerte aus drei unabhingigen Versuchen (in Dreifachbestimmung) + SD. Statistisch signifikant verschieden
von der Kontrolle: p** < 0,01, p*** < 0,001 (ANOVA, Dunnett T).
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4.2. Einfluss von ZnSOy4 auf den zelluldren Redoxstatus

Uberraschenderweise erhohte eine 24-stiindige Vorinkubation mit ZnSO,4 das AusmaB an H,O,-generierten
DNA-Strangbriichen nur noch bei der hochsten, zytotoxischen Konzentration von 125 uM (1,6 DNA-Strang-
briiche/10° Bp) im Vergleich zur alleinigen Behandlung mit 10 uM H,O, (0,87 DNA-Strangbriiche/10° Bp),
was moglicherweise darauf hindeutet, dass es in Folge der ldngerfristigen Vorinkubationsphase zur Puffe-
rung der eingestromten Zn>*-Tonen kommt, was zur Aufrechterhaltung der zelluliren Zinkhomoostase bei-
tragt (Abbildung 4.4).
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Abbildung 4.4: Einfluss einer 24-stiindigen Vorinkubation mit ZnSQ4 auf H,O,-generierte DNA-Strangbriiche
in IPEC-J2-Zellen. IPEC-J2-Zellen wurden 24 h mit ZnSO4 vorinkubiert und anschlieend fiir 5 min mit 10 uM
H,0, koinkubiert. Die Anzahl an DNA-Strangbriichen wurde mittels Alkalischer Entwindung quantifiziert. Gezeigt
sind Mittelwerte aus drei unabhingigen Versuchen (in Dreifachbestimmung) + SD. Statistisch signifikant verschieden
von der Kontrolle: p*** < 0,001 (ANOVA, Dunnett T).

In der Literatur wird sehr hiufig die vermehrte Induktion von DNA-Strangbriichen in Zink-depletierten Zel-
len anstatt in Zink-supplementierten Zellen diskutiert (Sharif et al., 2011a,b; Ho und Ames, 2002). Sharif
etal. (2011a,b) wiesen eine gesteigerte Bildung von DNA-Strangbriichen in Zink-depletierten Zellen mittels
Comet-Assay verbunden mit einer verminderten Zellviabilitdt nach. Eine Veroffentlichung zur Koinkubati-
on mit H,O; liegt bereits in der humanen Blutzelllinie HL-60 vor (Elgohary et al., 1998). Im Unterschied
zu den hier gezeigten Ergebnissen wurden die DNA-Strangbriiche nicht in Abhédngigkeit der Zinkkonzen-
tration, sondern der H>,O,-Konzentration ermittelt. Die Resultate stimmen insoweit mit unseren iiberein,
dass eine 24-stiindige Vorinkubation mit 100 uM ZnCl, in Kombination mit 25 uM H;O, keinen statistisch
signifikanten Anstieg an H,O,-generierten DNA-Strangbriichen zur Folge hatte. Im Unterschied zu unseren

Untersuchungen betrug die Zeit der Koinkubation mit H,O, allerdings 30 min.
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4. Ergebnisse und Diskussion

Die beobachtete verstirkte Induktion H, O,-induzierter DNA-Strangbriiche konnte mechanistisch zum einen
auf eine verminderte Aktivitit HyO,-detoxifizierender Enzyme in Gegenwart von Zinkionen oder auf andere
Faktoren, die indirekt an der Detoxifizierung beteiligt sind, zuriickzufiihren sein. Da bereits wéhrend der
fiinfminiitigen Inkubation mit H,O, die SSBR eingeleitet wurde, konnten auch Interferenzen mit Prozessen
der DNA-Reparatur, insbesondere der SSBR, zur Anhdufung von DNA-Schiden gefiihrt haben.

4.2.2 Einfluss von Zink auf die Aktivitit H,O,-detoxifizierender Enzyme

Die unter Abschnitt 4.2.1 synergistische Zunahme an H,O;-generierten DNA-Strangbriichen nach einstiin-
diger Vorbehandlung mit ZnSO4 in IPEC-J2-Zellen konnte mechanisitisch auf eine Inhibierung von H>O,-
detoxifizierender Enzyme zuriickzufiihren sein. Um diesen Einfluss analysieren zu konnen, wurde die Ak-
tivitdt der Enzyme CAT, GPx und GR mit und ohne Zinkbehandlung bestimmt. Insbesondere die GPx und
die CAT sind vorwiegend fiir die Detoxifizierung von H,O, verantwortlich. Die GR wirkt indirekt bei der
Detoxifizierung von H,O, mit, da das Enzym zur Aufrechterhaltung des reduzierten GSH-Gehalts dient

(zusammengefasst in Arteel und Sies, 2001).

IPEC-J2-Zellen wurden zunéchst hinsichtlich ihrer basalen Enzymaktivititen charakterisiert, die in Tabelle
4.1 dargestellt sind.

Tabelle 4.1: Grundaktivititen der Enzyme in IPEC-J2-Zellen

Enzym AKktivitiit + SD (nmol/min/10° Zellen)

Katalase 622,0 £ 77,0
Glutathionreduktase 394+0,3
Glutathionperoxidase (7,6 + 1,2)-102

Im Anschluss wurde der Einfluss von ZnSO, auf die Aktivitit der drei Enzyme analysiert. Im Falle einer
kurzzeitigen Inkubation mit ZnSO;, zeigte sich ein negativ modulierender Effekt des Zinks auf die zelluldre
Enzymaktivitit der GR beginnend ab einer Konzentration von 150 uM. Wir beobachteten hingegen keine
Verdnderung der zelluldren CAT-Aktivitdt oder GPx-Aktivitit nach Zink-Inkubation (Abbildung 4.5).

In Analogie zu diesen Ergebnissen ermittelten Bishop et al. (2007) eine Hemmung der GR in priméren
Astrozyten, beginnend ab 100 uM Zinkacetat nach 4 h; allerdings wurden keine Untersuchungen zur Auf-
nahme von Zinkacetat in den Zellen durchgefiihrt. Ein besonderes Interesse galt einer Studie, die ebenfalls
in einer intestinalen Zelllinie, den CaCo-2-Zellen, durchgefiihrt wurde. Die CaCo-2-Zellen wurden im un-
differenzierten und differenzierten Zustand fiir 24 h mit Zink inkubiert und im Anschluss die CAT- und
GPx-Aktivitit bestimmt. Sowohl in undifferenzierten als auch differenzierten Zellen wurde ein leicht stimu-
lierender Effekt auf die Aktivitidt der GPx nachgewiesen, der allerdings nicht signifikant war. Der gleiche
Effekt wurde fiir die CAT-Aktivitédt in differenzierten Zellen detektiert, in undifferenzierten Zellen zeigte
sich vielmehr eine leichte Inhibierung (Zodl et al., 2003). Die differierenden Ergebnisse aus der Literatur
und der beobachten Effekte in IPEC-J2-Zellen konnen auf verschiedene Inkubationszeiten zuriickzufiihren
sein, weshalb moglicherweise Unterschiede im Verhéltnis von ,,freien* und gebundenen Zinkionen entste-

hen.
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Abbildung 4.5: Einfluss von ZnSQ4 auf die CAT-, GPx- und GR-Aktivitit in IPEC-]J2-Zellen. IPEC-J2-Zellen
wurden 1h mit ZnSO4 vorinkubiert und anschlieBend die Aktivitit des jeweiligen Enzyms bestimmt. Gezeigt sind
Mittelwerte aus drei unabhéngigen Versuchen (in Zweifachbestimmung) + SD. Statistisch signifikant verschieden von
der Kontrolle: p*** < 0,001 (ANOVA, Dunnett T3).

Im Hinblick auf einen direkten inhibitorischen Effekt von Zinkionen auf die GPx und GR wurde in der
Literatur eine verminderte Aktivitét der isolierten Enzyme in Anwesenheit von Zink im mikromolaren Kon-
zentrationsbereich gezeigt (Mize und Langdon, 1962; Splittgerber und Tappel, 1979; Maret et al., 1999).
Allerdings lagen die Zinkkonzentrationen, die zur Hemmung eingesetzt wurden, damit drei Gro3enordnun-
gen hoher als die in der Zelle normalerweise ,,frei* vorkommenden Zinkionen (Krezel und Maret, 2006).

Im Zusammenhang mit den fiir die IPEC-J2-Zellen erhaltenen Ergebnisse unserer Arbeit, sprechen diese Re-
sultate dafiir, dass die durch Zink vermittelten Effekte der GR-Hemmung zellulédr vielmehr einem indirekten

Mechanismus zugeschrieben werden miissten.

Die bisher gezeigten Ergebnisse filhren zu dem Schluss, dass die Beeinflussung H,O,-detoxifizierender
Enzyme wie GPx oder CAT nicht primér fiir den Anstieg an H,O,-generierten DNA-Strangbriichen ver-
antwortlich sein kann. Interessanterweise wurde im Zusammenhang mit einer verminderten zelluldren GR-
Aktivitdt nach Zinkinkubation, die auch in unseren Versuchen in IPEC-J2-Zellen auftrat (Abbildung 4.5),
eine Depletion des zelluliren GSH-Pools beobachtet (May und Contoreggi, 1982). Im Hinblick auf die
immense Bedeutung des thiolhaltigen Tripeptids fiir die Detoxifizierung von reaktiven Sauerstoffverbin-
dungen und H,O; wurde daher nachfolgend iiberpriift, ob eine GSH-Depletion in IPEC-J2-Zellen durch
Zink-Inkubation herbeigefiihrt werden kann (Abschnitt 4.2.3).
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4.2.3 Quantifizierung des zelluliiren Gesamtglutathiongehalts

Zur Quantifizierung des Gesamtglutathiongehalts wurde der von Tietze (1969) publizierte ,,Recycling As-
say“ herangezogen, der auf der photometrischen Messung der gelb gefirbten 5-Thio-2-Nitrobezoesidure
(TNB) bei 412 nm beruht, die bei der Reduktion des 5,5’-Dithiobis-2-Nitrobenzoesidure (DTNB, ,,Ellman’s
Reagenz‘) durch GSH entsteht. Intrazellulir liegen tiber 99% des Gesamtglutathions in der reduzierten Form
(GSH) vor. GSH liefert 90% der zelluldren nicht-proteinhaltigen Thiolgruppen und ist damit entscheidend

an der antioxidativen Abwehr beteiligt (zusammengefasst in Meister und Anderson, 1983; Meister, 1988).

Der ,,Recycling Assay” nach Tietze (1969) ermoglichte die Quantifizierung des Gesamtglutathions in
IPEC-J2-Zellen, der in unbehandelten Zellen bei 1,1 mM lag. Damit liegt der Basalgehalt in IPEC-J2-Zellen
im unteren Bereich im Vergleich zu den in der Literatur verdffentlichten Werten der intrazelluldren GSH-
Konzentration, die im Bereich zwischen 0,5-10 mM gemessen wurden (zusammengefasst in Meister, 1988).
Die in Abbildung 4.6 dargestellten Daten zeigen, dass eine einstiindige Behandlung der IPEC-J2-Zellen
den Gesamtglutathiongehalt nicht beeinflusste. Wurden die Zellen hingegen 24 h vorinkubiert, war ein si-
gnifikanter Anstieg, beginnend ab 75 uM ZnSOQy, zu verzeichnen, der bei der hochsten Konzentration von

125 uM um ca. das Vierfache im Vergleich zur Kontrolle anstieg.
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Abbildung 4.6: Einfluss von ZnSQy4 auf den Gehalt an Gesamtglutathion in IPEC-J2-Zellen nach 1h und 24 h.
IPEC-J2-Zellen wurden 1 h bzw. 24 h mit ZnSOy4 vorinkubiert. Als Positivkontrolle wurde BSO zur gezielten GSH-
Depletion mitgefiihrt. Das Gesamtglutathion wurde mittels ,,Recycling Assay* erfasst. Gezeigt sind Mittelwerte aus
mindestens drei unabhiingigen Versuchen. Statistisch signifikant verschieden von der Kontrolle: p* < 0,05, p** < 0,01,
p*** < 0,001 (ANOVA, Dunnett T3). n.b. = nicht bestimmt.

Ergebnisse aus der Literatur beziehen sich vorwiegend auf einen verdnderten GSH-Status in Zellen, die un-
ter Zinkmangel kultiviert wurden (Ho und Ames, 2002; Ho et al., 2003; Sharif et al., 2011a,b). Studien zum
GSH-Status in Gegenwart von Zink hingegen wurden vorwiegend in Zellen des Nervensystems durchge-

fiihrt. Bishop et al. (2007) ermittelten in primédren Astrozyten ebenfalls einen Anstieg des Gesamtglutathi-
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ons. Allerdings untersuchten die Autoren frithere Zeitpunkte und konnten nur einen leicht signifikanten An-
stieg nach 8 h ab 100 uM Zinkacetat auf 125% im Vergleich zur Kontrolle detektieren. Pavlica et al. (2009)
beobachteten bei zweistiindiger Inkubation mit 100 pM ZnSO;, eine Depletion des Gesamtglutathiongehalts

in neuronalen PC-12 Zellen auf 40% im Vergleich zur Kontrolle.

Diese von Pavlica et al. (2009) gezeigte GSH-Depletion bietet einen interessanten und moglichen Erkla-
rungsansatz fiir den in IPEC-J2-Zellen beobachteten Effekt des erhohten Gesamtglutathiongehalts nach 24-
stiindiger Inkubation. Denkbar wire demnach eine zeitabhiingige GSH-Depletion durch Zink, gefolgt von
der Uberkompensation durch Neusynthese des Tripeptids, was in der Zunahme des Gesamtglutathions nach
24 h in IPEC-J2-Zellen resultiert. GSH-Depletion kann das Resultat der Oxidation von GSH zu GSSG sein,
das aus der Zelle transportiert wird (Hirrlinger et al., 2001), wenn es nicht durch die GR wieder reduziert
wird. In der Literatur ist beschrieben, dass Zink das Ausmall an ROS erhohte (Bishop et al., 2007; Noh
und Koh, 2000). Demnach wire auch die Oxidation von GSH und damit verbunden eine GSH-Depletion
denkbar. Die Zunahme an Gesamtglutathion nach 24 h lie3e sich auch auf molekularer Ebene durch in-
duzierende Effekte der Transkription erkldren. Zink vermittelt die Aktivierung des MTF-1, der wiederum
an die MRE-Region im Promoter der schweren Kette des y-GCL-Gens bindet (Giines et al., 1998). Die
Y7-GCL katalysiert den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der GSH-Biosynthese (zusammengefasst in
Lu, 2009). Letzteres scheint die vorherrschende Ursache zu sein, da die Zink-induzierte Zunahme der rela-
tiven Genexpression von MT nach 24 h, dessen Aktivierung ebenfalls iiber MTF-1 vermittelt wird (Heuchel
et al., 1994), im gleichen Konzentrationsbereich von 75-125 uM ZnSO, gesteigert wurde (Vgl. Abschnitt
4.5.2).

4.3 Einfluss von Zink auf die Prozesse der DNA-Einzelstrangbruchreparatur

Aus den bisher gezeigten Resultaten lieB sich schlussfolgern, dass die in Gegenwart von Zink beobachte-
te Erhohung der H,O;-induzierten DNA-Strangbriiche nach einstiindiger Inkubation nicht unmittelbar auf
hemmende Effekte der Detoxifizierung von H,O; zuriickzufiihren sind. Folgend sollte daher iiberpriift wer-
den, inwiefern sich modulierende Effekte auf Prozesse der DNA-Reparatur, insbesondere auf die der SSBR,

ergeben. Des Weiteren sollten Untersuchungen klédren, ob Zink in die initiale Phase der SSBR eingreift.

4.3.1 Reparatur von H,O;-generierten DNA-Strangbriichen

Um die Kinetik der Reparatur von DNA-Einzelstrangbriichen in IPEC-J2-Zellen zu verfolgen, wurden die
Zellen mit 150 uM ZnSOy fiir 1 h vorbehandelt und 5 min mit H,O, inkubiert. Die Reparatur der H,O5,-
generierten DNA-Strangbriichen wurde in An- bzw. Abwesenheit von ZnSO, liber 30 min verfolgt und
die verbleibenden DNA-Strangbriiche mit der Methode der Alkalischen Entwindung quantifiziert (Hartwig
et al., 1993).

Der Einfluss von Zink auf die Reparatur von H,O,-generierten DNA-Strangbriichen in intestinalen Zel-
len wurden unseres Wissens hier das erste Mal demonstriert. Wie aus der Abbildung 4.7 zu entnehmen
ist, wurden in Abwesenheit von ZnSQOy bereits 50% der Initialschdden innerhalb der ersten 10 min besei-
tigt. In Gegenwart von ZnSO,4 wurden noch 70% der DNA-Schiden detektiert, was darauf hindeutet, dass
moglicherweise initiale Prozesse der Reparatur in Gegenwart von Zink beeinflusst werden. Wiahrend die
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H;0O,-generierten DNA-Strangbriiche sich in Abwesenheit von ZnSO4 nach 30 min zu ca. 80% repariert
hatten, wurden in ZnSOg4-behandelten Zellen nur 60% repariert, was auf eine Interferenz mit prozessieren-

den Proteinen der SSBR zuriickzufiihren sein konnte.
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Abbildung 4.7: Einfluss von ZnSQy4 auf die Reparatur von H,O,-generierten DNA-Strangbriichen in IPEC-J2-
Zellen. IPEC-J2-Zellen wurden fiir 1 h mit 150 uM ZnSOj vorinkubiert. Die Schadensinduktion erfolgte fiir 5 min mit
15 uM H,0,. Die Reparatur fand in An- bzw. Abwesenheit von ZnSOy fiir den angegeben Zeitraum statt. Die verblei-
bende Anzahl an DNA-Strangbriichen wurde mittels Alkalischer Entwindung quantifiziert. Gezeigt sind Mittelwerte
aus drei unabhingigen Versuchen (in Dreifachbestimmung) + SD. Statistisch signifikant verschieden zur Reparatur
ohne ZnSO4-Behandlung: p* < 0,05, p*** < 0,001 (ANOVA, Student-t-Test).

In der Literatur sind bisher nur wenige Untersuchungen zu modulierenden Effekten von Zink auf die SSBR
beschrieben. In HeLLa-S3-Zellen, die allerdings keine Intestinalzellen darstellen, ist die hemmende Wirkung
von Zink auf die Reparatur von DNA-Einzelstrangbriichen demonstriert worden (Snyder et al., 1989). Al-
lerdings wurden die DNA-Einzelstrangbriiche mittels ionisierender Strahlung induziert, wobei die dadurch
generierten -OH-Radikale {iber das sogenannte Clustering auch zur Bildung von DNA-Doppelstrangbriichen
in der Lage sind (zusammengefasst in Friedberg et al., 2005). Li et al. (2009) wiesen mittels Comet-Assay
eine verlangsamte Reparatur von H,O,-induzierten DNA-Strangbriichen in Zink-behandelten priméren neu-
ronalen Kulturen aus dem embryonalen Gehirn nach. Die lange Reparaturzeit von bis zu 4 h deutet darauf
hin, dass vorrangig modulierende Effekte auf die BER verfolgt wurden. Die von Sliwinski et al. (2009)
publizierten Daten stimmen mit unseren insoweit iiberein, dass eine einstiindige Vorinkubation mit Zink
das Ausmal} an H,O,-generierten DNA-Strangbriichen signifikant erhohte, was vermutlich ebenso auf eine
Zink-vermittelte Hemmung der Reparatur von H,O;-generierten DNA-Strangbriichen zuriickzufiihren ist.
Im Unterschied zu unseren Untersuchungen, die in einer nicht-transformierten Zelllinie durchgefiihrt wur-
den, beobachten die Autoren diesen Effekt von Zink nur in Karzinomzellen, jedoch nicht in einer normalen
Zelllinie.
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4.3.2 Einfluss von Zink auf die Poly(ADP-Ribosyl)ierung

Fiir die Koordination und den Ablauf der initialen Schritte der SSBR ist die PARsylierung von entschei-
dender Bedeutung. Diese posttranslationale proteinmodifizierende Reaktion wird in Zellen vorrangig von
dem Enzym PARP-1 katalysiert. Die N-terminale Doméne der PARP-1 ist durch drei ZF-Motive charakte-
risiert, in denen Zink als strukturgebende Komponente fungiert und die Voraussetzung fiir die Bindung an
DNA-Einzelstrangbriiche sowie an DNA-Doppelstrangbriiche schafft (Ikejima et al., 1990; Langelier et al.,
2008). Daraus resultiert die Aktivierung der PARP-1. Fraglich ist bisher, ob im Falle eines Zinkiiberschusses
das Verhiltnis von Zinkionen und PARP-1 iiberschritten wird und daraus unspezifische Wechselwirkungen
resultieren, die mit dem Funktionsverlust der PARP-1 einhergehen.

Die unter Abschnitt 4.3.1 beschriebene Hemmung der SSBR konnte auf die Inhibierung der PARsylierung
zuriickzufiihren sein. Untersuchungen zum Einfluss von Zink auf die PARsylierung in Kernextrakten, der
isolierten PARP-1 sowie im intakten Zellsystem sollten Aufschluss tiber den zugrundeliegenden Mechanis-

mus der beobachteten Hemmung der Reparatur von H,O,-induzierten DNA-Einzelstrangbriichen geben.

4.3.2.1 Einfluss von Zink auf die Poly(ADP-Ribosyl)ierung in Kernextrakten

Es gibt Hinweise aus der Literatur, dass Zink isolierte DNA-Reparaturproteine und teilweise die Aktivitét
dieser Proteine in Zellextrakten hemmt (Larsen et al., 1982; Zharkov und Rosenquist, 2002; Wang et al.,
2006). Jedoch sind derzeitig noch keinerlei Ergebnisse zu modulierenden Effekten von Zink auf die PARsy-
lierung in Kernextrakten aus Intestinalzellen beschrieben. Um diesbeziiglich Untersuchungen durchfiihren
zu konnen, war es zunidchst notig, die PARsylierungsaktivitit und die Kinetik des PAR-Metabolismus in
Kernextrakten aus IPEC-J2-Zellen zu bestimmen.

Dafiir wurden Kernextrakte aus IPEC-J2-Zellen isoliert und anschlieend mit sonifizierter Lachsspermien-
DNA und 3*P-markiertem NAD* inkubiert. Danach wurde die Menge an eingebauter 3*P-ADP-Ribose
bestimmt und anschlieBend mit der Aktivitdt aus Hela-S3-Kernextrakten verglichen. Die hier erstmals dar-
gestellte Kinetik der PARsylierung in Kernextrakten, isoliert aus IPEC-J2-Zellen, zeigt, dass im Vergleich zu
Kernextrakten aus HeLa-S3-Zellen die *’P-ADP-Ribose-Einbauraten niedriger sind (Vgl. Abbildung 4.8A
und 4.8B).
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Abbildung 4.8: Einbau von >’P-ADP-Ribose in (A) IPEC-J2- und (B) HeLa-S3-Kernextrakten. 5 ug HeLa-S3-
Kernextrakt bzw. 10 ug IPEC-J2-Kernextrakt wurden mit 10 ug/uL sonifizierter DNA und 10 uM [a->’P]-NAD™ in-
kubiert. Die Reaktion wurde durch TCA-Fillung abgestoppt und die Menge an eingebauter *>P-ADP-Ribose mittels
Cerenkov-Zihlung bestimmt.
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Ein moglicher Erkldrungsansatz fiir die Unterschiede in der Effizienz der PARsylierung konnte auf einen
verminderten PARP1-Proteingehalt in den Kernextrakten aus IPEC-J2-Zellen zuriickzufiihren sein. Diese
These wird von D’ Amours et al. (1999) unterstiitzt, die auf Schwankungen zwischen 0,2-2-10° Molekiilen
der Polymerase pro Zelle in unterschiedlichen Zelltypen hinweisen. Von Ludwig et al. (1988) publizierte Ex-
perimente, in denen eine vergleichende Immunquantifizierung der PARP-1 in unterschiedlichen Zelllinien
durchgefiihrt wurde, weisen ebenso auf deutlich hohere PARP-1 Gehalte in humanen Zelllinien hin.
Ebenso vorstellbar wire, dass die Synthese von PAR durch die humane PARP-1 deutlich effizienter und
schneller erfolgt. Hierfiir liegen noch keine Daten zu gereinigter PARP-1, isoliert aus Darmgeweben oder
intestinalen Zellen des Schweines, vor. Allerdings kann aus den Daten von Holtlund et al. (1981) vermutet
werden, dass die aus HeLa-S3-Zellen isolierte Polymerase gegeniiber der isolierten Polymerase aus Gewe-
beproben des Schweines iiber eine ca. 1,5-fach hohere Affinitit fiir das Substrat NAD ' aufweist. Inwiefern
sich daraus Unterschiede in der katalytischen Effizienz ergeben, muss zukiinftig abgeklirt werden. Des Wei-
teren wire ein beschleunigter Abbau der PAR-Polymere durch die PARG im Zuge des PAR-Katabolismus
in den Kernextrakten der IPEC-J2-Zellen denkbar.

Zudem weisen zahlreiche vorangegangene Studien darauf hin, dass die Synthese von PAR sowohl in Zellen
als auch in Zellextrakten, abhéngig von der Wechselwirkung der PARP-1 mit Interaktionspartnern maf3geb-
lich sowohl positiv (Stimulation) als auch negativ (Hemmung) beeinflusst werden kann. Die verminderte
PARSsylierungsaktivitit in IPEC-J2-Kernextrakten konnte demzufolge auch auf das Fehlen von PARP-1 sti-
mulierenden Faktoren, wie dem DNA-Reparaturprotein OGG1 (Hooten et al., 2011), Histone (Naegli und
Althaus, 1991; Kun et al., 2004) sowie den Transkriptionsfaktoren YY1 und p53 (Oei et al., 1998; Mendoza-
Alvarez und Alvarez-Gonzalez, 2001), zuriickgefiihrt werden. Zudem konnte auch die vermehrte Anwesen-
heit von inhibitorischen Proteinen, wie DNA-PK, (Ariumi et al., 1999; Ruscetti et al., 1998), APE1 (Cistulli
et al., 2004; Peddi et al., 2006) oder XRCC1 (Masson et al., 1998), die Ursache sein.

Nach der Charakterisierung der IPEC-J2-Kernextrakte beziiglich ihrer PARsylierungsaktivitit sollte der Ef-
fekt von Zink untersucht werden. Dafiir wurden zunéchst die bei der Reaktion gebildeten PAR-Polymere auf
einem Gel separiert und mittels Autoradiographie sichtbar gemacht. Die Visualisierung der Zink-vermittel-
ten Wirkung in IPEC-J2-Zellextrakten ist in Abbildung 4.9 dargestellt und verdeutlicht den inhibitorischen
Einfluss von Zink mit steigender Konzentration. Zudem ist deutlich zu erkennen, dass die hochste eingesetz-
te Konzentration von 200 uM ZnSO, die PARsylierung in Kernextrakten aus IPEC-J2-Zellen vergleichs-
weise stark hemmte wie die typischen PARP-1-Inhibitoren 3-Aminobenzamid (3-AB) und 8-Hydroxy-2-
methylquinazoline-4-one (NU 1025). Daran anschlieBend wurde eine Quantifizierung des inhibitorischen
Effektes von Zink sowohl in Kernextrakten aus IPEC-J2-Zellen als auch aus HeLLa-S3-Zellen vorgenommen
und miteinander verglichen. In Kernextrakten, die aus beiden Zelllinien isoliert wurden, inhibierte Zink
die PARsylierung konzentrationsabhéngig. Allerdings war die inhibierende Wirkung in Kernextrakten aus
HeLa-S3-Zellen stirker ausgeprigt. In HeLa-S3-Kernextrakten war bereits ab 100 uM ZnSO,4 eine Hem-
mung von 30% zu verzeichnen, die in IPEC-J2-Kernextrakten erst bei einer Konzentration von 150 uM
auftrat. In Kernextrakten aus beiden Zelllinien wurde bei der hdchsten Konzentration von 200 uM eine fast
vollstindige Hemmung beobachtet. Die verbliebene Aktivitit bei dieser Konzentration betrug 1% (HeLa-
S3-Kernextrakt) bzw. 10% (IPEC-J2-Kernextrakt) (Abbildung 4.10).
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Abbildung 4.9: Visualisierung der inhibierenden Wirkung von Zink auf die PARsylierung in IPEC-J2-
Kernextrakten. 10pug IPEC-J2-Kernextrakt wurde fiir 30 min auf Eis mit ZnSO4 oder den klassischen PARP-
Inhibitoren 3-AB (50 uM) bzw. NU 1025 (0,5 uM) vorinkubiert und die PARsylierung gestartet. Nach dem Abstoppen
der Reaktion und Denaturierung der gebildeten poly(ADP-ribosyl)ierten Proteine wurden diese auf einem Gel sepa-
riert und mittels Autoradiographie visualisiert. Gezeigt ist ein reprisentatives Gel.
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Abbildung 4.10: Einfluss von ZnSO4 auf die PARsylierung in Kernextrakten. 5 ug HelLa-S3-Kernextrakt bzw.
10 ug TIPEC-J2-Kernextrakt wurde fiir 30 min auf Eis mit ZnSO4 vorinkubiert und die PARsylierung durch Zugabe
von 10 pg/uL sonifizierter DNA gestartet. Im Falle des HeLa-S3-Kernextrakts verlief die Reaktion in Anwesenheit
von ZnSOy4 und 10 uyM [0-2P]-NAD fiir 10 min bei 30°C. Die Reaktion verlief fiir den IPEC-J2-Kernextrakt analog,
allerdings betrug die Reaktionszeit 20 min. Die Reaktion wurde durch TCA-Fillung abgestoppt und die Menge an ein-
gebauter 3>P-ADP-Ribose mittels Cerenkov-Zihlung bestimmt. Gezeigt sind Mittelwerte aus mindestens zwei unab-
hingigen Versuchen (in Dreifachbestimmung) + SD. Statistisch signifikant verschieden von der Kontrolle: p* < 0,05;
p** <0,01; p*** < 0,001 (ANOVA, Dunnett T3).
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4.3. Einfluss von Zink auf die Prozesse der DNA-Einzelstrangbruchreparatur

Ahnliche Ergebnisse lieferten Larsen et al. (1982), indem sie den Einfluss von ZnCl, auf die PARsylierung
in Kernextrakten aus HeLa-S3-Zellen durch den Einbau von [U-'*C]-markiertem NAD™ untersuchten. Im
Vergleich zu unseren Ergebnissen war bereits eine signifikante Hemmung durch ZnCl, ab einer Konzentrati-
on von 50 uM in Kernextrakten zu verzeichnen, die moglicherweise auf das Fehlen von Chelatoren wihrend

der Kernextraktpriparation zuriickzufiihren sein konnten (Whitlock und Simpson, 1976).

4.3.2.2 Einfluss von Ca’*, Mg?* und Thiolreagenzien auf die Poly(ADP-Ribosyl)ierung

in Kernextrakten

Weiterfithrende Untersuchungen sollten den Mechanismus der Zink-vermittelten Inhibierung der PARsylie-
rung aufkliren. Dafiir wurden Protektionsversuche durchgefiihrt. Diese zeigten, dass Thiolreagenzien, wie
GSH und N-Acetylcystein (NAC), eine protektive Wirkung auf die Zink-induzierte Hemmung der PARsy-
lierung ausiibten. Diese schiitzende Wirkung war im Falle des GSH stérker ausgeprigt im Gegensatz zu
NAC (Abbildung 4.11). Die biologische Relevanz des GSH ist zudem grof3er als die des synthetisch her-
gestellten NAC, da es in der Zelle im millimolaren Bereich vorliegt und Teil der antioxidativen Abwehr ist

(zusammengefasst in Meister und Anderson, 1983).
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Abbildung 4.11: Protektion vor der Zink-vermittelten Inhibierung der PARsylierung in Kernextrakten durch
Thiolreagenzien. 5 ug der HeLa-S3-Kernextrakte wurden mit 125 uM GSH oder NAC fiir 15 min auf Eis vorinkubiert.
Nach der Zugabe von 125 uM ZnSO4 wurden die Kernextrakte fiir weitere 15 min auf Eis inkubiert. Die PARsylierung
wurde durch Zugabe von 10 ug/uL sonifizierter DNA gestartet und mit 10 uM [a->’P]-NAD™ fiir 10 min bei 30°C
inkubiert. Die Reaktion wurde durch TCA-Fillung abgestoppt und die Menge an eingebauter >?P-ADP-Ribose mittels
Cerenkov-Zidhlung bestimmt. Im Falle der IPEC-J2-Kernextrakte wurde der Versuchsansatz wie zuvor beschrieben
durchgefiihrt, allerdings betrug die Menge an Kernextrakt 10 ug und die Inkubationen erfolgten mit 200 uM GSH
oder NAC und ZnSOy. Die Zeit der Hauptreaktion betrug 20 min. Gezeigt sind Mittelwerte aus zwei unabhéngigen
Versuchen (in Dreifachbestimmung) + SD. Statistisch signifikant verschieden von der Zink-vermittelten Inhibierung:
p* <0,05; p*** < 0,001 (ANOVA, Dunnett T).
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4. Ergebnisse und Diskussion

Wurden HeLa-S3-Kernextrakte mit anderen zweiwertigen Metallen (Ca>*, Mg?*), die eine geringere Thiol-
affinitét als Zink besitzen, behandelt, zeigte sich kein Einfluss auf die PARsylierung (Abbildung 4.12).

120+ HeLa-S3-Kernextrakte

1004
80+
60+
40+
20

0

Cadl MgC|, CaCl MgCl,
200 pM 400 pM

Einbau *P-ADP-Ribose (% Kontrolle)

Abbildung 4.12: Einfluss anderer zweiwertiger Ionen Ca>* und Mg”* auf die PARsylierung in Kernextrakten.
5 ug HeLa-S3-Kernextrakt wurde mit 200-400 uM CaCl, oder MgCl; fiir 30 min auf Eis vorinkubiert. Die PARsylie-
rung wurde durch Zugabe von 10 ug/uL sonifizierter DNA 10 uM [a-3?>P]-NAD™ fiir 10 min bei 30°C gestartet. Die
Reaktion wurde durch TCA-Fillung abgestoppt und die Menge an eingebauter 3>P-ADP-Ribose mittels Cerenkov-

Zihlung bestimmt. Gezeigt sind Mittelwerte aus zwei unabhingigen Versuchen (in Dreifachbestimmung) + SD.

Aus den Ergebnissen wird ersichtlich, dass der hohen Affinitit von Zink zu Thiolgruppen eine entscheidende
Bedeutung bei der Inhibierung der PARsylierung zugesprochen werden kann. Die nur partielle Protektion
konnte zudem darauf hindeuten, dass kritische, innerhalb des Proteins schwer zugéngliche Thiolgruppen
betroffen sind. Neben der hohen Affinitdt zu S-Atomen in Cysteinresten weist Zink auch eine Affinitit zu
N-Atomen im Imidazolrings des Histidins sowie zum O-Atom der Carboxylgruppe von den Seitenketten
des Glutamats oder Aspartats auf (zusammengefasst in Maret und Li, 2009). Daher kénnte auch die Art und
Anzahl der Aminosdurereste, an denen Zink gebunden ist, die Bindungsstirke der Zinkionen im Molekiil
beeinflussen und eine Erklédrung fiir die nur partiell beobachtete Protektion der Zink-vermittelten Inhibierung

liefern.

4.3.2.3 Einfluss von Zink auf die isolierte PARP-1

Um zu untersuchen, ob die beobachtete Hemmung in Kernextrakten auf eine direkte Interaktion der PARP-1
mit Zink zuriickzufiihren ist, wurde die Aktivitét einer durch rekombinante Expression und Reinigung ge-
nerierten humanen PARP-1 (Giner et al., 1992) in Gegenwart von ZnSQOy, iiber die Menge an eingebauter
32P-ADP-Ribose, quantifiziert.

Die Abbildung 4.13A demonstriert die bei der PARsylierung gebildeten PAR-Polymere, die auf einem Gel
separiert und mittels Autoradiographie visualisiert wurden. Die von uns verwendete rekombinante humane
PARP-1 generierte in Abwesenheit von ZnSO, langkettige, verzweigte PAR-Polymere. Dies wurde auch
bei der isolierten PARP aus dem Kiélberthymus beschrieben (Mendoza-Alvarez et al., 2000). In Gegenwart
von ZnSOy bilden sich deutlich kiirzere und vermutlich auch weniger stark verzweigte Ketten. Dies spricht
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4.3. Einfluss von Zink auf die Prozesse der DNA-Einzelstrangbruchreparatur

dafiir, dass moglicherweise die Elongationsreaktion, d.h. die Verlingerung der PAR-Ketten, betroffen sein
konnte, jedoch nicht die initiale Anheftung des ersten ADP-Ribose-Monomers an den Akzeptor. Die Ab-
bildung 4.13B stellt die quantitative Auswertung dar, anhand derer gezeigt ist, dass Zink die Aktivitét der
isolierten PARP-1 konzentrationsabhédngig zwischen 10-250 uM ZnSO;, reduziert. Ausgehend von der Tat-
sache, dass im Gegensatz zu den vorher gezeigten Ergebnissen in Kernextrakten (Abschnitt 4.3.2.1) fiir die
Untersuchungen zum direkten Einfluss der Zinkionen auf die Aktivitiit der isolierten PARP-1 keine weite-
ren protektiven oder modulierenden Proteine vorlagen, ist die Auswirkung der Inhibierung bereits ab 50 uM
ZnS04 zu erkennen und bei 100 uM hochsignifikant.
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Abbildung 4.13: Einfluss von ZnSO4 auf die isolierte humane PARP-1. (A) Die bei der unter (B) beschriebenen
Reaktion gebildeten 3?P-ADPR-Polymere wurden vom Protein abgetrennt, auf ein Gel separiert und mittels Auto-
radiographie detektiert. Gezeigt ist ein reprédsentatives Gel. (B) 17,7 nM der isolierten hPARP-1 wurde mit ZnSOy4
inkubiert und die Reaktion durch Zugabe von 4 mg/mL sonifizierter Lachsspermien-DNA und 50 uM [a-*?P]-NAD™*
fir 10 min bei 30°C gestartet. Gezeigt sind Mittelwerte aus mindestens drei Bestimmungen + SD. Statistisch signifi-
kant verschieden von der Kontrolle: p*** < 0,001 (ANOVA, Dunnett T3).

Diese Ergebnisse stimmen mit den von Larsen et al. (1982) durchgefiihrten Untersuchungen an der isolierten
PARP-1 iiberein, obwohl die Autoren bereits ab einer Konzentration von 50 uM ZnCl, nur noch ca. 20%
Aktivitit detektierten. Dieses Ergebnis konnte moglicherweise auf die Verwendung der isolierten PARP-1

aus dem Schweinethymus zuriickzufiihren sein.

Ein Vergleich der Primirsequenz zwischen der hPARP-1 und eine als porcine PARP-1 vorhergesagte Poly-
merase zeigt fiir das Protein des Schweines das Vorhandensein aller fiir den Katalysemechanismus wichtigen
und erforderlichen Aminosduren an konservierten Positionen (Rolli et al., 1997; Simonin et al., 1990, 1993;
Ruf et al., 1998b,a) (Alignment sieche Anhang A.6.3). Sowohl in der hPARP-1 als auch in der PARP-1 des
Schweines sind kritische Thiolgruppen auB3erhalb der Zinkfingerstrukturen in der Automodifikationsdomaé-
ne (375-525) sowie in der katalytischen Doméne (526-1014) anzutreffen. Vor allem Cys908, welches im
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4. Ergebnisse und Diskussion

Schwein an Position 912 vertreten ist, scheint bei der hPARP-1 essentiell fiir die katalytische Aktivitéit zu
sein, da die Mutagenese dieses Cysteins zu Arginin in einer vollstindigen Inaktivierung der hPARP-1 resul-
tierte (Rolli et al., 1997). Ebenso moglich ist auch die Bindung an Glu988 (entspricht Glu992 im Schwein)
bzw. Glu923 (entspricht Glu927 im Schwein) und dem damit verbundenen Verlust der Elongations- bzw.
der Verzweigungsreaktion (Rolli et al., 1997; Trucco et al., 1999). Zudem besitzt die PARP-1 im Schwein
noch einen weiteren Cysteinrest an Position 987, iiber dessen Rolle in der katalytischen Aktivitét jedoch

nichts bekannt ist.

4.3.2.4 Einfluss von Zink auf die Poly(ADP-Ribosyl)ierung in HeL.a-S3-Zellen

Da der inhibierende Effekt von Zink auf die PARsylierung in Kernextrakten nachgewiesen wurde (Abschnitt
4.3.2.1) und bis zum jetzigen Zeitpunkt keine Veroffentlichungen zum Einfluss von Zink auf die PARsylie-
rung in intakten Zellen vorhanden sind, war es von Interesse, den Einfluss von Zink auf die PARsylierung
im intakten Zellsystem zu betrachten.

Um den Effekt von Zink auf die PARsylierung in HeLa-S3-Zellen zu ermitteln, wurde das Ausmaf} der
gebildeten PAR-Einheiten in situ immunfluorimetrisch bestimmt. Dafiir wurden HeLa-S3-Zellen fiir 5 min
mit H,O; inkubiert, was in Folge der HyO;-generierten DNA-Einzelstrangbriiche zur Induktion der PAR-
Synthese fiihrte. Gebildete PAR-Polymere wurden in fixierten Zellen unter Verwendung eines spezifischen
Antikorpers 10H und anschlieBender Kopplung an einen sekundiren Fluoresceinisothiocyanat (FITC)-ge-
koppelten Antikorper mittels Fluoreszenzmikroskopie detektiert und quantifiziert. Die FITC-Fluoreszenz

spiegelt dabei das Ausmall der PARsylierung in den Zellen wider (Hartwig et al., 2003).

DAPI 10H DAPI + 10H

125 uM ZnSO, (1 h)

100 uM H,0,

100 uM ZnSO, (1 h)
+100 pM H,0,

125 uM ZnS0, (1 h)
+100 pM H,0,

Abbildung 4.14: Einfluss von ZnSO4 auf die PARsylierung in HeLa-S3-Zellen. HeLLa-S3-Zellen wurden fiir 1 h
mit ZnSOy vorinkubiert, anschlieBend fiir 5 min mit 100 uM H, O, koinkubiert. Nach dem Waschen und der Fixierung
folgte die Inkubation mit dem Antikdrper 10H, der gegen PAR gerichtet ist. Dargestellt sind reprisentative fluo-
reszenzmikroskopische Aufnahmen der DAPI- und FITC-Fluoreszenz, wobei letztere das Ausmal} an PARsylierung

widerspiegelt.
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4.4. Einfluss von ZnSOy auf die BER Proteine OGG1 und APE1

Die Abbildung 4.14 gibt den Einfluss von Zink auf die PARsylierung in HeLa-S3-Zellen wieder. In Kontroll-
zellen detektierten wir kein signifikantes FITC-Signal (Daten nicht gezeigt). Die fehlende FITC-Fluoreszenz
in Zellen, die ausschlieBlich mit ZnSOy4 inkubiert wurden, impliziert keine durch Zink ausgeltste Induktion
von DNA-Strangbriichen oder eine Stimulation der PARP-1. In den von unserem Arbeitskreis bereits pu-
blizierten Studien wurde die Kinetik des PAR-Metabolismus nach H,O,-Stimulation von HelLa-S3-Zellen
bereits demonstriert (Hartwig et al., 2003; Schwerdtle et al., 2007). Entsprechend diesen Ergebnissen wurde
auch in der vorliegenden Arbeit ein maximaler PAR-Gehalt im Zellkern der HelLa-S3-Zellen nach fiinfmi-
niitiger Inkubation mit H,O, nachgewiesen. In den anschlieBenden 60 min nahm das FITC-Signal als Folge
des PAR-Katabolismus signifikant ab (Hartwig et al., 2003; Althaus, 1992; Brochu et al., 1994). Auch die
hier gezeigten Daten weisen eine hohe Fluoreszenz in den mit 100 uM H»O, fiir 5 min behandelten Zellen
nach. Wurden die Zellen mit ZnSOy fiir 1 h vorinkubiert, beobachteten wir sowohl eine aktivierende als
auch eine hemmende Wirkung durch Zink. Um ein eindeutiges Resultat zu erhalten, miissen weitere Versu-
chen mit einer empfindlicheren Methode durchgefiihrt werden. Eine gute Moglichkeit dafiir bietet die von
Martello et al. (2013) publizierte LC-MS/MS-Methode zur Quantifizierung der zelluldren PARsylierung.

4.4 Einfluss von ZnSOy4 auf die BER Proteine OGG1 und APE1

Zusitzlich zur PARP-1 standen die bei dem initialen Schritt der BER beteiligten Proteine, OGG1 und APEI,
im Mittelpunkt der weiteren Untersuchungen. Die beiden DNA-Reparaturproteine sind im Gegensatz zur
PARP-1 keine Zinkfingerproteine, aber enthalten wie auch die PARP-1 mogliche Angriffspunkte fiir Zink.
Zudem ist die APE1 an der Entfernung blockierter Reste beteiligt, die wihrend der DNA-Einzelstrang-

bruchreparatur auftreten konnen (zusammengefasst in Caldecott, 2001).

Die OGG- und APE-Aktivitit wurde mittels eines nicht-radioaktiven Inzisionstest (Hamann et al., 2009) be-
stimmt. Das Prinzip beruht auf der Inkubation eines fluoreszenzmarkierten Oligonukleotids, das als Substrat
entweder ein 8-OxoG (Oligonukleotid I) oder ein Tetrahydrofuran (THF) als AP-Stellen-Analogon (Oligo-
nukleotid II) enthilt, entweder mit Zellextrakten oder mit den isolierten Proteinen. Das THF-enthaltende
Oligonukleotid bildet ausschlieBlich das Substrat fiir die APE1 und kann nicht von der AP-Lyase-Aktivitit
der OGG1 umgesetzt werden (Hamann, 2009a). Die Oligonukleotide werden in Abhédngigkeit der OGG1-
bzw. APE1-Aktivitit eingeschnitten und das eingeschnittene Produkt von dem intakten Substrat mittels ei-
ner denaturierenden Harnstoff-PAGE separiert. Die nachstehende Abbildung 4.15 verdeutlicht das Prinzip
anhand des THF-enthaltenen Oligonukleotids. Findet keine Inkubation mit der isolierten hAPE1 bzw. dem
Zellextrakt statt, ist auch keine Inzision erkennbar. Erfolgt die Inkubation hingegen in Gegenwart der isolier-
ten APE1 bzw. eines Zellextrakts, wird das Oligonukleotid eingeschnitten, woraus zwei Banden resultieren.

Je grofier der Anteil des intakten Substrats ist, desto niedriger ist die Aktivitit der Enzyme.
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Abbildung 4.15: Schematische Darstellung des nicht-radioaktiven Inzisionstest. Psp_/4p: Oligonukleotid II -/+
isolierte APE1, ZE: Zellextrakt (modifiziert nach Hamann, 2009a).

Abhingig vom experimentellen Verlauf ist es moglich, den Effekt von Zink auf die zelluldire OGG- und
APE-Aktivitdt zu erfassen, indem man Zellextrakte aus Zink-behandelten IPEC-J2-Zellen mit dem jewei-
ligen Oligonukleotid inkubiert. Eine direkte Wirkung detektiert man, indem Zellextrakte, generiert aus un-
behandelten IPEC-J2-Zellen, direkt mit ZnSO,4 inkubiert werden. In beiden Fillen erfasst man die totale
OGG- bzw. APE-Aktivitit, da in den préparierten Zellextrakten mehrere Enzymaktivitdten vorliegen, die
in der Lage sind 8-OxoG und AP-Stellen zu entfernen. Jedoch geht die Hauptaktivitit gegeniiber 8-OxoG
aus 8-OxoG/C DNA-Basenpaaren auf die DNA-Glykosylase- Aktivitit der OGG1 zuriick (zusammengefasst
in Paz-Elizur et al., 2008). Zudem konnte gezeigt werden, dass der verwendete Inzisionstest spezifisch fiir
die OGG1-Aktivitit ist. OGG1-defiziente Mausefriboblasten (OGG1 -/- MEF) zeigten nur eine 5%ige In-
zisionsaktivitdt im Vergleich zu den OGGl1-profizienten Zellen (OGG1 +/+ MEF) (Hamann et al., 2009).
Ebenfalls wird davon ausgegangen, dass die APE1 iiberwiegend die Endonuklease-Aktivitét in Sdugerzellen

vermittelt (zusammengefasst in Demple und Harrison, 1994; Mitra et al., 2007).

4.4.1 Einfluss von Zink auf die OGG-Aktivitit in Zellextrakten

Ergebnisse aus der Literatur, die sich auf die basale OGG-Aktivitit in Zellextrakten beziehen, wurden vor-
wiegend aus Priparaten aus humanen Zelllinien gewonnen (Hamann et al., 2009; Bravard et al., 2009).
Untersuchungen hinsichtlich der basalen OGG-Aktivitit in einer porcinen Zelllinie wurden bisher nicht ver-
offentlicht.

Dafiir wurden unterschiedliche Proteinmengen mit dem Oligonukleotid I fiir 90 min inkubiert und der pro-
zentuale Einschnitt anhand des Verhiltnisses aus eingeschnittenem Produkt und intaktem Substrat ermittelt.
Die in der Abbildung 4.16 dargestellten Ergebnisse spiegeln einen linearen Zusammenhang zwischen der
eingesetzten Proteinmenge und der OGG-Aktivitit in Zellextrakten aus intestinalen Zellen des Schweines
wider. Fiir die nachfolgenden Untersuchungen wurde eine Proteinmenge von 20 ug gewihlt, da diese mit ca.

16% Inzision im linearen Bereich lag.
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Abbildung 4.16: Ermittlung der einzusetzenden Proteinmenge fiir IPEC-J2-Zellextrakte. 5-25 ug Zellextrakt,
pripariert aus unbehandelten IPEC-J2-Zellen, wurde mit 40 fmol Oligonukleotid I fiir 90 min bei 37°C inkubiert.
Gezeigt sind Mittelwerte aus einer Dreifachbestimmung + SD

Nachdem die basale OGG-Aktivitét in IPEC-J2-Zellextrakten ermittelt wurde, sollte der Einfluss von Zink
auf die Aktivitit nidher betrachtet werden (Abbildung 4.17). Die direkte Behandlung der Zellextrakte mit
ZnSOy4 erniedrigte die OGG-Aktivitit signifikant und konzentrationsabhéngig ab 75 uM. Bei der hochsten

Konzentration von 150 uM wurde noch eine Restaktivitit von 66% detektiert.
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Abbildung 4.17: Einfluss von ZnSQ4 auf die OGG-Aktivitiit in Zellextrakten aus IPEC-J2-Zellen. 20 ug Zellex-
trakt, prapariert aus unbehandelten IPEC-J2-Zellen, wurde in Anwesenheit von ZnSO,4 mit 40 fmol Oligonukleotid I
fiir 90 min bei 37°C inkubiert. 100% Inzision der Kontrolle entsprach 16,9 + 3,7%. Gezeigt sind Mittelwerte aus drei
unabhingigen Versuchen (in Dreifachbestimmung) + SD. Statistisch signifikanter Unterschied zur Kontrolle: p* <
0,05, p** < 0,01 (ANOVA, Dunnett T3).
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Es existiert nur eine Publikation, die sich dem Einfluss von Zink auf die OGG-Aktivitit in Zellextrak-
ten, allerdings aus einer humanen Zelllinie, widmete. Deren Ergebnis steht jedoch im Widerspruch zu den
hier gezeigten Daten, da die Autoren keine Zink-vermittelte Auswirkung auf die OGG-Aktivitit erfassten
(Li et al., 2009). Demnach wurde die Zink-vermittelte Inhibierung der OGG-Aktivitit in Zellextrakten hier
das erste Mal gezeigt.

Mechanistisch konnte die beobachtete Hemmung der OGG-Aktivitit in IPEC-J2-Zellextrakten das Resultat
der Bindung von Zink an kritische Thiolgruppen sowie an Histidin- und Aspartatreste innerhalb der OGG1
sein. Aminosdurereste, die fiir die katalytische Aktivitit essentiell sind, werden im Zusammenhang mit den
Ergebnissen der isolierten hOGG1 diskutiert (Abschnitt 4.4.2).

Weitere Untersuchungen sollten Aufschluss iiber den Mechanismus der Zink-vermittelten Inhibierung der
OGG-AKktivitit in Zellextrakten geben. Dafiir wurden Revertierungsversuche mit dem Thiolreagenz, GSH,
durchgefiihrt. Anhand der Abbildung 4.18 ist deutlich zu erkennen, dass GSH den Zink-vermittelten inhibi-
torischen Effekt nicht revertierte. Die Ursache fiir die irreversible Inhibierung konnte in der Unzugénglich-

keit einiger Aminosduren liegen, die fiir die katalytische Aktivitit von Bedeutung sind.
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Abbildung 4.18: Einfluss von Glutathion auf die Zink-vermittelte Inhibierung der OGG-Aktivitit in IPEC-
J2-Zellextrakten. 20 ug Zellextrakt, prapariert aus unbehandelten IPEC-J2-Zellen, wurde mit 250 uM ZnSOy fiir
15 min bei 37°C vorinkubiert und anschlieBend mit 75 uM GSH fiir 15 min bei 37°C koinkubiert. Die Konzentration
von ZnSO,4 im Koinkubationsansatz betrug 145 uM. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 40 fmol Oligonukleo-
tid I gestartet und fiir 60 min bei 37°C inkubiert. 100% Inzision der Kontrolle entsprach 13,9 £ 1,8%. Gezeigt sind
Mittelwerte aus drei unabhéngigen Versuchen (in Dreifachbestimmung) + SD.
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4.4. Einfluss von ZnSOy auf die BER Proteine OGG1 und APE1

4.4.2 Einfluss von Zink auf die isolierte hOGG1

Aus den unter Abschnitt 4.4.1 gezeigten Daten ergaben sich Hinweise auf eine Zink-vermittelte Hemmung
der OGG-Aktivitdt in Zellextrakten aus Intestinalzellen des Schweines. Da wihrend der Prédparation der
Zellextrakte noch weitere Proteine aufgearbeitet wurden, die einen stimulierenden oder modulierenden Ef-
fekt auf die OGG1 ausiiben kdnnen, soll im Folgenden die Frage eines direkt oder indirekt inhibitorischen
Effekts beantwortet werden.

Um eine direkte Wechselwirkung von Zink mit dem spezifischen Enzym OGG1 zu untersuchen, wurde
die isolierte hOGG1 mit ZnSO, inkubiert und unter Anwendung des von Hamann et al. (2009) etablierten
Testsystems die Aktivitdt der hOGG1 in Gegenwart von ZnSQOy4 bestimmt. Ein Vergleich der Aminoséiure-
sequenzen der hOGG1 und der des Schweines zeigt, dass alle fiir den Katalysemechanismus bedeutsamen
Aminoséuren iibereinstimmen (Alignment siehe Anhang A.6.3), sodass die hOGG1 als Modellsystem ver-

wendet wurde.
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Abbildung 4.19: Einfluss von ZnSQ4 auf die Aktivitit der isolierten hOGG1. (A) Visualisierung der Zink-
vermittelten Inhibierung der isolierten hOGG1. Die Zink-vermittelte Inhibierung der isolierten hOGG1 ist auf einem
reprdsentativen Gel dargestellt. Positivkontrollen P,,_/,,, : Oligonukleotid I -/+ 10 ng isolierte hOGG1, Negativkon-
trolle N: Oligonukleotid IIT + 10 ng isolierte hOGG1. S: intaktes Oligonukleotid, P: eingeschnittenes Oligonukleotid.
(B) 2,5 pg der isolierten hOGG1 wurden in Gegenwart von ZnSO4 mit 40 fmol Oligonukleotid I fiir 60 min bei 37°C
inkubiert. 100% Inzision der Kontrolle entsprach 17,5 + 1,5%. Gezeigt sind Mittelwerte aus drei unabhingigen Ver-
suchen (in Dreifachbestimmung) + SD. Statistisch signifikant verschieden von der Kontrolle: p* < 0,05, p*** < 0,001
(ANOVA, Dunnett T).
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4. Ergebnisse und Diskussion

Das in Abbildung 4.19A reprisentative Gel visualisiert die Zink-vermittelte Inhibierung der isolierten
hOGGI1. Die obere Bande im Gel reprisentiert das intakte Oligonukleotid; die untere Bande gibt den Anteil
an eingeschnittenem Oligonukleotid wieder. Gut zu erkennen ist der abnehmende Anteil an eingeschnit-
tenem Oligonukleotid mit zunehmender ZnSO4-Konzentration, d.h. der inhibitorische Effekt nimmt mit
steigender Konzentration an ZnSO4 zu. Die Anteile an intaktem und eingeschnittem Oligonukleotid wurden
mittels der Software Image Quant TLv2005 ausgewertet und die Inzision dariiber quantifiziert. Die Quan-
tifizierung des Effekts von Zink ergab fiir den Fall einer 60-miniitigen Inkubation mit 250 uM ZnSO;, eine
signifikante Hemmung von 30% (Abbildung 4.19B).

Im Vergleich zu den Ergebnissen aus dem Zellextrakt (Abschnitt 4.4.1) waren hohere Konzentrationen fiir ei-
ne signifikante Hemmung erforderlich. Geht man allerdings von der Tatsache aus, dass bei der Untersuchung
der direkten Wirkung von Zink auf das isolierte Protein im Vergleich zum Zellextrakt keine protektiven oder
modulierenden Proteine vorlagen, wire eine Hemmung bei niedrigeren Konzentrationen zu erwarten gewe-
sen. Eine mogliche Erkldrung konnte in dem fiir die isolierte hOGG1 verwendeten Aufbewahrungspuffer
liegen, der 1 mM EDTA enthielt. Aus der weiteren Verdiinnung des isolierten Proteins lagen in der Haupt-
reaktion noch 25 uM EDTA vor, was einen Teil der zugesetzten Zinkionen komplexieren konnte. Denkbar
wire auch ein indirekt vermittelter inhibitorischer Effekt von Zink auf die OGG-Aktivitit in Zellextrakten
iber die Modulierung eines Proteins, dass in Wechselwirkung mit der OGG1 steht. So ist bekannt, dass
die OGG1 mit weiteren DNA-Reparatur- und Zellzykluskontrollproteinen wechselwirkt. Dazu zdhlen das
XRCC1 (Marsin et al., 2003), die APE1 (Hill et al., 2001), der XPC-HR23B-Komplex (D’Errico et al.,
20006), die PARP-1 (Hooten et al., 2011), Rad52 (de Souza-Pinto et al., 2009) und der Rad9-Rad1-Hus1-
Komplex (Park et al., 2009), die die Inzisionsaktivitdt der OGG1 beeinflussen kdnnten.

In der Literatur ist sowohl der Einfluss von Zink auf die isolierte hOGG1 (Li et al., 2009) als auch auf die
isolierte mOGG1 (Zharkov und Rosenquist, 2002) beschrieben, allerdings mit widerspriichlichen Ergeb-
nissen. In Ubereinstimmung mit den hier fiir die hOGG1 gezeigten Ergebnissen, publizierten Zharkov und
Rosenquist (2002), dass die DNA-Glykosylase-Aktivitét der isolierten mOGG] iiber 100 uM ZnCl, ernied-
rigt wurde. Li et al. (2009) hingegen beobachteten keine Auswirkung auf die isolierte hOGG1, was ebenfalls
in Diskrepanz zu unseren Daten steht.

Wie bereits erwéhnt, weisen die Proteinsequenzen der hOGG1 und die OGG1 des Schweines einen hohen
Grad an Homologie auf (Alignment sieche Anhang A.6.3). Das bedeutet, dass die fiir die katalytische Effizi-
enz beschriebenen Aminosduren einen potentiellen Angriffspunkt fiir Zink darstellen kénnen und als Erkla-
rung fiir den hemmenden Effekt von Zink auf die OGGI1 dienen. Als potentielle Ziele werden, neben dem
N-Atom im Imidazolring des Histidins und dem O-Atom der Carboxylgruppe des Aspartats und Glutamats,
insbesondere die Bindung an das S-Atom in Cysteinen diskutiert (zusammengefasst in Maret und Li, 2009).
Vorstellbare Aminosduren innerhalb der hOGG1, an denen Zink binden konnte, sind Cys253 (korrespondiert
mit Cys243 im Schwein), das nahe des aktiven Zentrums lokalisiert ist und mit dem x-Elektronensystem
des 8-0x0G wechselwirkt. Zudem His270 (korrespondiert mit His260 in der OGG des Schweines), das eine
wichtige Rolle in der Schadenserkennung einnimmt, indem es eine H-Briickenbindung zum 5’-P des gesché-
digten Nukleotids bildet (Bruner et al., 2000; Zharkov und Rosenquist, 2002). Aus Mutagenesestudien geht
hervor, dass Asp268 (korrespondiert mit Asp258 im Schwein) zwar essentiell fiir die katalytische Aktivitit
ist, nicht aber fiir die Erkennung des Schadens erforderlich (Norman et al., 2003). Je nachdem, an welche

Aminosédure Zink bindet, beeinflusst das Spurenelement die Schadenserkennung oder die Basenentfernung.
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4.4. Einfluss von ZnSOy auf die BER Proteine OGG1 und APE1

4.4.3 Einfluss von Zink auf APE-AKktivitiit in Zellextrakten unter Zusatz von MgCl,

Analog zu den Untersuchungen der OGG-Aktivitit fehlen bisher eindeutige Studien, die die APE-Aktivitiit
in Anwesenheit von Zink analysieren. Zum Grundstatus der APE-Aktivitit in Zellextrakten aus intestinalen
Zellen des Schweines sind wie bei der PARsylierung in Kernextrakten (Abschnitt 4.3.2.1) und der OGG-
Aktivitdt in Zellextrakten (Abschnitt 4.4.1) keine Daten présent, sodass hier zum ersten Mal die basale
APE-Aktivitit in porcinen Zellextrakten gemessen wurde. Im Folgenden sollte zunéchst die Wirkung von
ZnS0O, auf die APE-Aktivitdt in Gegenwart von MgCl, betrachtet werden. Weiterfithrende Untersuchungen
beschiftigten sich mit dem Einfluss von ZnSO, auf die APE-Aktivitit in Zellextrakten in Abwesenheit von
MgCl, (Abschnitt 4.4.5).

Fiir die Aktivitidt der APE]1 ist das Vorhandensein ihres Kofaktors Magnesium unabdingbar. Die Konzentra-
tion an ,,freiem* intrazelluliren Mg?* wird auf 0,5-0,7 mM geschiitzt (zusammengefasst in Romani, 2007).
Die Untersuchungen sollten daher die basale APE-Aktivitit in Anwesenheit von 1 mM MgCl, erfassen; aber
auch die Auswirkung einer 10 mM MgCl,-Losung sollte betrachtet werden.

Aus der vergleichenden Betrachtung der Abbildungen 4.20 und 4.21 wird ersichtlich, dass eine hohere
MgCl,-Konzentration eine steigende APE-Aktivitidt mit sich bringt. So waren im Falle der APE-Aktivitit in
Anwesenheit von 1 mM MgCl, wesentlich hohere Proteinmengen zur Erreichung des gleichen Einschnitts
notwendig wie in Anwesenheit von 10 mM MgCl,. Dieses Verhalten konnte auch fiir Zellextrakte aus hu-
manen Zellen nachgewiesen werden (Hamann, 2009a).

Aus der Inkubation des Oligonukleotids II mit 0,5-1,5 ug IPEC-J2-Zellextrakt in Anwesenheit von 1 mM
MgCl, fiir 10 min ist ein linearer Anstieg bis zu einer Proteinmenge von 1 pg der Inzision ersichtlich. Ab
einer Proteinmenge von 1,25 pug war der Séttigungsbereich erreicht (Abbildung 4.20). Die optimale Prote-
inmenge von 0,5 ug wurde fiir die nachfolgenden Versuche gewihlt, da mit einer Inzision ca. 50% sowohl

eine Hemmung als auch eine Aktivierung beobachtet werden konnte.
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Abbildung 4.20: Bestimmung der basalen APE-Aktivitit in IPEC-J2-Zellextrakten in Anwesenheit von 1 mM
MgCl,. In Anwesenheit von 1 mM MgCl, wurde 0,5-1,5 pug Zellextrakt, prapariert aus unbehandelten IPEC-J2-Zellen,
mit 40 fmol Oligonukleotid II fiir 10 min bei 37°C inkubiert. Gezeigt sind jeweils Mittelwerte aus einer Dreifachbe-
stimmung + SD.

Sollten die Versuche in Anwesenheit von 10 mM MgCl, stattfinden, wurde das Oligonukleotid II mit 0,01-
0,25 pg IPEC-J2-Zellextrakt fiir 5 min inkubiert. Die Ergebnisse demonstrieren einen linearen Anstieg zwi-
schen 0,025-0,25 pg IPEC-J2-Zellextrakt (Abbildung 4.21). Die Wahl der einzusetzenden Proteinmenge fiel
auf 0,1 ug, da bei einer Inzision von ca. 60% hemmende und stimulierende Effekt detektierbar waren.
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Abbildung 4.21: Bestimmung der basalen APE-Aktivitiit in IPEC-J2-Zellextrakten in Anwesenheit von 10 mM
MgCl,. In Anwesenheit von 10 mM MgCl, wurde 0,01-0,25 pug Zellextrakt, préapariert aus unbehandelten IPEC-J2-
Zellen, mit 40 fmol Oligonukleotid II fiir 5 min bei 37°C inkubiert. Gezeigt sind jeweils Mittelwerte aus einer Drei-
fachbestimmung + SD.
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4.4. Einfluss von ZnSOy auf die BER Proteine OGG1 und APE1

Um den Einfluss von ZnSO,4 auf die APE-Aktivitdt in Anwesenheit von 1 mM MgCl, zu visualisieren,
wurde das wihrend der Inkubation gebildete Inzisionsprodukt und -substrat mittels einer denaturierenden
Harnstoff-PAGE separiert und mit Hilfe eines Fluoreszenzdetektors sichtbar gemacht. Auf dem représen-
tativen Gel (Abbildung 4.22A) ist eine abnehmende Intensitét der unteren Bande, die das Inzisionsprodukt
darstellt, mit zunehmender ZnSO4-Konzentration ersichtlich, d.h. Zink hemmt die APE-Aktivitit in Zellex-
trakten in Anwesenheit von 1 mM MgCl,.
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Abbildung 4.22: Einfluss von ZnSQy4 auf APE-Aktivitiit in IPEC-]J2-Zellextrakten unter Zusatz von MgCl,. (A)
Visualisierung der Zink-vermittelten Inhibierung der APE-Aktivitit in [IPEC-J2-Zellextrakten. Die Zink-vermittelte
Inhibierung der APE-Aktivitit in Anwesenheit von 1 mM MgCl, ist auf einem reprisentativen Gel dargestellt. Posi-
tivkontrollen Pyp_/4p: Oligonukleotid IT -/+ 0,2 pg isolierte APE-1, Negativkontrolle N: Oligonukleotid III + Zell-
extrakt aus unbehandelten IPEC-J2-Zellen. S: intaktes Oligonukleotid, P: eingeschnittenes Oligonukleotid. (B) In An-
wesenheit von 1 mM MgCl, wurde 0,5 pg des Zellextrakts aus unbehandelten IPEC-J2-Zellen mit ZnSO4 und 40 fmol
Oligonukleotid II fiir 10 min bei 37°C inkubiert. 100% Inzision der Kontrolle entsprach 41,9 + 19,4%. Gezeigt sind
Mittelwerte aus zwei unabhédngigen Versuchen (in Dreifachbestimmung) + SD. Wurden die Versuche in Anwesenheit
von 10 mM MgCl, durchgefiihrt, erfolgte die Inkubation von 40 fmol Oligonukleotid IT mit 0,1 pg Zellextrakt aus un-
behandelten IPEC-J2-Zellen und ZnSOy fiir 5 min bei 37°C. 100% Inzision der Kontrolle entsprach 62,8% + 12,8%.
Gezeigt sind Mittelwerte aus drei unabhéngigen Versuchen (in Dreifachbestimmung) + SD. Statistisch signifikant
unterschiedlich von der Kontrolle: p** < 0,01, p*** < 0,001 (ANOVA, Dunnett T).
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Die Quantifizierung des eben beschriebenen Effekts ist in Abbildung 4.22B dargestellt. Es ist erkennbar,
dass sich in Anwesenheit von 1 mM MgCl, die APE-Aktivitit zundchst konzentrationsabhiingig verringerte,
allerdings ab einer Konzentration von 150 uM ZnSO; eine Sittigung erreicht wurde. Ein dhnlicher Kurven-
verlauf ergab sich in Anwesenheit von 10 mM MgCl,. Im Vergleich zu den Untersuchungen in Gegenwart
von 1 mM MgCl,, zeigte sich eine Tendenz zu einem verminderten inhibitorischen Effekt ohne statistische
Signifikanz (Abbildung 4.22B). Hinter dieser Beobachtung konnte ein moglicher protektiver Mechanismus
bei hoheren MgCl,-Konzentrationen stehen. Dieser protektive Wirkmechanismus wurde bereits im Falle des

zweiwertigen Ions Cd** angenommen (Hamann, 2009a).

Widerspriichliche Ergebnisse wurden von Li et al. (2009) publiziert, die nach der Behandlung von Kernex-
trakten, extrahiert aus priméren neuronalen Kulturen des embryonalen Gehirns, keinen Einfluss auf die APE-
Aktivitdt durch Zink feststellten. Weitere Veroffentlichungen zum Einfluss von Zink auf die APE-Aktivitit
in Zellextrakten sind nicht bekannt, sodass hier erstmals der Verlust der APE-Aktivitit in Zellextrakten
in Anwesenheit von Zink nachgewiesen wurde. Der zugrundeliegende Mechanismus wird im Weiteren im

Zusammenhang mit der isolierten hAPE1 unter Abschnitt 4.4.4 diskutiert.

Vertiefende Studien sollten den Mechanismus des hemmenden Effekts von Zink auf die APE-Aktivitit un-
tersuchen. Analog zu den Untersuchungen der zum Einfluss von Zink auf die OGG-Aktivitit (Abschnitt
4.4.1) wurden Revertierungsversuche mit Thiolreagenz dem GSH durchgefiihrt. Aquivalente Konzentratio-
nen an GSH konnten den Zink-vermittelten inhibitorischen Effekt jedoch nicht revertieren (Abbildung 4.23).
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Abbildung 4.23: Einfluss von Glutathion auf die Zink-vermittelte Inhibierung der APE-Aktivitit in IPEC-
J2-Zellextrakten. 0,075 ug Zellextrakt, priapariert aus unbehandelten IPEC-J2-Zellen, wurde mit 250 uM ZnSQOy in
Anwesenheit von 10 mM MgCl, fiir 15 min bei 37°C vorinkubiert und anschlieBend mit 150 uM GSH fiir 15 min bei
37°C koinkubiert. Im Koinkubationsansatz betrug die Konzentration von ZnSO4 145 uM. Die Reaktion wurde durch
die Zugabe von 40 fmol Oligonukleotid II gestartet und fiir 10 min bei 37°C inkubiert. 100% Inzision der Kontrolle
entsprach 56,2 + 20,5%. Gezeigt sind Mittelwerte aus drei unabhéngigen Versuchen (in Dreifachbestimmung) + SD.
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Da, wie bereits angesprochen, keine Daten zum inhibitorischen Effekt von Zink auf die APE-Aktivitit in
Zellextrakten existieren, sind in der Literatur auch keine Vergleichsdaten zur Revertierung des hemmen-
den Effekts gegenwirtig. Ebenso wie bei den Daten zur OGG-Aktivitit in Zellextrakten (Abschnitt 4.4.1)
kann die Irreversibilitidt in der Unzuginglichkeit bedeutsamer Aminosiuren fiir die katalytische Effizienz

begriindet sein.

4.4.4 Einfluss von Zink auf die isolierte humane APE1 unter Zusatz von MgCl,

Ebenso wie fiir die OGG-Aktivitit in Zellextrakten (Abschnitt 4.4.1), konnte auch fiir die APE-Aktivitit
in Zellextrakten in Anwesenheit von MgCl, eine inhibierende Wirkung von Zink belegt werden. Auch hier
stellte sich die Frage, ob der Zink-vermittelte Effekt im Zellextrakt auf eine direkte Interaktion mit der APE1
zurilickzufiihren ist. Zum Nachweis der direkten Interaktion von Zink mit der APE1 wurde die isolierte
hAPEL1 herangezogen. Ein Vergleich der Proteinsequenzen der hAPE1 und der APE1 des Schweines zeigte
eine nahezu vollstindige Homologie in der fiir den katalytischen Mechanismus relevanten Aminosiuren
(Alignment sieche Anhang A.6.3). Die Aktivitiit der isolierten hAPE1 in Anwesenheit von ZnSO4 wurde
mittels des nicht-radioaktiven Inzisionstests erfasst.

Wurde die isolierte hAPE1 mit ZnSO,4 in Anwesenheit von MgCl, inkubiert, zeigte sich ein verminderter
Einschnitt des Oligonukleotids II, was mit einer Hemmung durch Zink assoziiert ist. Die Abbildung 4.24
gibt eine konzentrationsabhéngige Verringerung der Aktivitdt nach Behandlung mit ZnSO4 wieder, wobei

bei der hochsten Konzentration von 300 uM eine Hemmung von 70% zu verzeichnen war.
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Abbildung 4.24: Einfluss von ZnSOy4 auf die Aktivitiit der isolierten hAPE1. 0,04 pg der isolierten hAPE1 wur-
de fiir 15 min in Anwesenheit von 1 mM MgCl, mit unterschiedlichen Konzentrationen an ZnSO4 bei RT vorinku-
biert. Der Vorinkubationsansatz wurde mit Oligonukleotid II gemischt und fiir 30 min bei 37°C in Anwesenheit von
0,4 mM MgCl, und unterschiedlichen Konzentrationen an ZnSO, inkubiert. 100% Inzision der Kontrolle entsprach
48,5 + 8,6%. Gezeigt sind Mittelwerte aus drei unabhingigen Versuchen (in Dreifachbestimmung) + SD. Statistisch
signifikant verschieden von der Kontrolle: p*** < 0,001 (ANOVA, Dunnett T).
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Diese Tatsache spricht fiir eine direkte Interaktion des spezifischen Enzyms APE1 mit Zink. Nichtsdestotrotz
ist die Inhibierung wider Erwarten in den Zellextrakten stirker als die der isolierten hAPE1. Griinde dafiir
konnen die gleichen sein wie zuvor bei der isolierten hOGG1 diskutiert (Abschnitt 4.4.2). So waren in
der Vorinkubation noch 50 uM DTT und 25 pM EDTA sowie in der Hauptinkubation noch 20 uM DTT
und 10puM EDTA vorhanden. Des Weiteren konnte der Zellextrakt im Gegensatz zur isolierten hAPE1

stimulierende und modulierende Proteine enthalten, tiber die Zink indirekt inhibitorisch wirken konnte.

In Ubereinstimmung mit dem Ergebnis aus Abbildung 4.24, ermittelten Wang et al. (2006) eine Inhibierung
der isolierten hAPE1 von 20% bei 100 uM ZnCl,, allerdings betrug die restliche Aktivitit bei 300 uM noch
60%. Diese Diskrepanz konnte mit abweichenden experimentellen Bedingungen erklirt werden. Uber die
Grundaktivitét der isolierten hAPE1 wurde keine Aussage getroffen. Die eingesetzte Menge an isolierter
hAPE1 von Wang et al. (2006) lisst auf eine niedrigere Grundaktivitit schlieen, da die Konzentration
0,38 nM betrug, in unserem Fall jedoch nur 0,12 pM verwendet wurden. Des Weiteren wurden im Falle der
von Wang et al. (2006) durchgefiihrten Experimente sowohl in der Vor- als auch in der Hauptinkubation
die Zeit auf 10 min festgelegt, hingegen erfolgte in unseren Versuchen die Vorinkubation fiir 15 min und die

Hauptinkubation fiir 30 min.

Der direkte Vergleich der Primarstruktur zeigt, dass die in der hAPE1 als kritisch angesehenen Aminosau-
ren His309 und Cys99 in der APE1 des Schweines an gleicher Position auftreten (Mantha et al., 2008; Kim
et al., 2011) (Alignment sieche Anhang A.6.3). Die katalytische Aktivitdt wird der Aminosdure His309 zu-
geschrieben, wohingegen Cys99 fiir die Affinitét zur DNA verantwortlich ist. Ein Verlust der beobachteten
Aktivitit in Zellextrakten sowie der isolierten hAPE1 konnte mit der Bindung von Zink an diese Aminoséu-
ren begriindet werden (Mantha et al., 2008; Kim et al., 2011). Sollte dies der Fall sein, wiirde die Bindung
von Zink an His309 mit dem Verlust der katalytischen Aktivitit assoziiert werden. Die Bindung an Cys99

hitte eine Beeinflussung der Schadenserkennung zur Folge.

4.4.5 Einfluss von Zink auf die APE-AKktivitiit in Zellextrakten ohne Zusatz von MgCl,

Mit den vorhergehenden Experimenten konnte gezeigt werden, dass Zink in Anwesenheit des fiir die APE1]
notwendigen Kofaktors Mg?* die APE-Aktivitiit in Zellextrakten sowie die isolierte hAPE] inhibierte (Ab-
schnitt 4.4.3 und 4.4.4).

Indem die Zellextrakte mit ZnSO4 und dem Oligonukleotid II in Abwesenheit von MgCl, inkubiert wurden,
sollte ermittelt werden, ob Zink als potentieller Kofaktor fungieren kann. Aber zunichst musste das Testsys-
tem hinsichtlich der einzusetzenden Proteinmenge aus IPEC-J2 Zellextrakten und Inkubationszeit optimiert
werden, da die Abwesenheit von MgCl, zu einer verminderten APE-Aktivitiat und demzufolge zu einem
geringeren Inzisionsprodukt fiihrt.

Aus den vorangegangen Optimierungsversuchen der APE-Aktivitét in Gegenwart von MgCl, aus Abschnitt
4.4.3 konnte die einzusetzende Proteinmenge fiir die Versuche in Abwesenheit von MgCl, eingeschitzt
werden. Inkubierte man das Oligonukleotid II in Abwesenheit von MgCl, mit 4 pg IPEC-J2-Zellextrakt fiir
10 min, ergab sich ein Einschnitt von 36 + 7,7%. Im Laufe der folgenden Versuche war der Einsatz neu
hybridisierter Oligonukleotide erforderlich, wodurch jedoch ein nahezu kompletter Einschnitt des Oligo-
nukleotids II durch die Inkubation mit 4 ug Zellextrakt fiir 10 min resultierte. Um einen gleichbleibenden

Einschnitt zu gewihrleisten, wurde das Oligonukleotid II daher mit einer konstanten Proteinmenge von
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4 g fiir verschiedene Zeiten von 1-10 min inkubiert. Die Kinetik ist in Abbildung 4.25 dargestellt und ver-
deutlicht, dass die enzymatisch katalysierte Umsetzung des Substrats bis zu einer Inkubationszeit von fiinf
Minuten linear verlief und ab Minute sechs die Sittigung erreichte. Aus diesem Grund entschieden wir uns,
fiir die weiteren Versuche mit der gleichen Proteinmenge, jedoch mit einer verinderten Inkubationszeit von

1,5 min fortzufahren, bei der sich im Mittel eine absolute APE-Inzisionsaktivitdt von 30 + 3,5% ergab.
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Abbildung 4.25: Einfluss von ZnSO,4 auf APE-AKktivitiit in IPEC-J2-Zellextrakten ohne Zusatz von MgCl,.
4 ug Zellextrakt, prapariert aus unbehandelten IPEC-J2-Zellen, wurde mit verschiedenen ZnSO,4-Konzentrationen und
40 fmol Oligonukleotid II fiir 1-10 min bei 37°C inkubiert. Gezeigt sind Mittelwerte aus einer Dreifachbestimmung +
SD.

Wurden die Versuche unter den zuvor beschriebenen Bedingungen durchgefiihrt, zeigte sich ein Anstieg
zwischen 50-150 uM ZnSOy, der bei der hochsten Konzentration von 150 uM dem zweifachen Wert im Ver-
gleich zur Kontrolle entsprach (Abbildung 4.26).

Weiterfithrende Untersuchungen sollten klédren, ob die Inkubation der Zellextrakte mit ZnSO; in gleichem
Mafe die APE-Aktivitit steigert wie die Inkubation mit MgCl,. Durch Inkubation der IPEC-J2-Zellextrakte
mit entweder 1 mM MgCl, oder 1 mM ZnSO,4 und dem Oligonukleotid II und anschlieender Separation
des intakten und eingeschnittenen Oligonukleotids erhielt man mittels Fluoreszenzdetektion das dargestell-
te reprasentative Gel (Abbildung 4.27A). Im Falle von 1 mM MgCl, ist nur die untere Bande eindeutig zu
erkennen, was einen nahezu kompletten Einschnitt des Oligonukleotids II bedeutet, wohingegen in Anwe-
senheit von ZnSO,4 noch zwei Banden sichtbar sind. Die Quantifizierung dieses Effekt in Abbildung 4.27B
demonstriert, dass es zu einer vollstindigen APE-Aktivierung in Anwesenheit von MgCl, kam. Die Inku-

bation von ZnSOy steigerte die APE-Aktivitét nur auf iiber 50% im Vergleich zur Behandlung mit MgCl,.
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Abbildung 4.26: Einfluss von ZnSO4 auf APE-Aktivitit in IPEC-J2-Zellextrakten ohne Zusatz von MgCl,
4 ug Zellextrakt, prapariert aus unbehandelten IPEC-J2-Zellen, wurde mit verschiedenen ZnSO,4-Konzentrationen und
40 fmol Oligonukleotid II fiir 1-10 min bei 37°C inkubiert. 100% Inzision der Kontrolle entsprach 35,7 £ 8,7%. Ge-
zeigt sind Mittelwerte aus drei unabhédngigen Versuchen (in Dreifachbestimmung) + SD. Statistisch signifikant von
der Kontrolle: p*** < 0,001 (ANOVA, Dunnett T3).
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Abbildung 4.27: Vergleich der APE-Aktivitit in IPEC-J2-Zellextrakten nach Inkubation mit MgCl, bzw.
ZnSO0y. (A) Visualisierung der Mg- und Zn-vermittelten Effekte auf die APE-Aktivitit. Gezeigt ist ein repréisentatives
Gel. S: intaktes Oligonukleotid, P: eingeschnittenes Oligonukleotid. (B) Quantitative Darstellung. 1 pg Zellextrakt,
extrahiert aus unbehandelten IPEC-J2-Zellen, wurde fiir 10 min mit 1 mM MgCl, oder ZnSO4 bei RT vorinkubiert,
anschlieBend mit 40 fmol Oligonukleotid II fiir weitere 10 min bei 37°C in Anwesenheit von 1 mM MgCl, oder ZnSOy4
inkubiert. Gezeigt sind Mittelwerte aus drei unabhidngigen Versuchen (in Dreifachbestimmung) + SD.
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Untersuchungen, die sich mit der APE-Aktivierbarkeit durch Zink in Abwesenheit von MgCl, beschifti-
gen, sind in der Literatur bis dato nicht beschrieben und wurden hier das erste Mal durchgefiihrt. Die hohere
APE-AKktivitit in Zellextrakten in Gegenwart von MgCl, im Vergleich zu ZnSO, konnte mit der Uberla-
gerung der folgenden beiden Effekte erklirt werden: die hemmende Wirkung durch die Bindung von Zink
an Aminosduren, die fiir die Aktivitdt essentiell sind, und die aktivierende Wirkung durch die Bindung an
Magnesium-koordinierende Reste.

Ob der stimulierende Effekt von Zink auf die APE-Aktivitit in Zellextrakten in Abwesenheit von MgCl,
auf eine direkte Interferenz mit dem isolierten Protein zuriickzufiihren ist, konnte nicht untersucht werden,
da die Abwesenheit von MgCl, wihrend der Reaktion zum vollstdndigen Verlust der Aktivitit der isolierten
APE] fiihrte (Daten nicht gezeigt).

Allerdings publizierten Barzilay et al. (1995), dass die isolierte hAPE1 in Gegenwart von Mg?* ihre hochste
Aktivitdt im Vergleich mit anderen zweiwertigen Kationen zeigte. Sie konnten die EDTA-inaktivierte iso-
lierte hAPE1 durch die Zugabe von Mn>™, Ni* und Zn>* partiell reaktivieren, wobei Zn>* im Vergleich
zu Mg?* weniger als 10% zur Aktivierung beitrug. Auch fiir das zweiwertige Cadmiumion konnte eine

Aktivierung der isolierten hAPE1 nachgewiesen werden (Hamann et al., 2012).

Eine bedeutende Rolle fiir die Aktivierung der APE1 spielen dabei vor allem die Magnesium-koordinieren-
den Aminosiurereste Glu96, Asp70, Asp210 und Asp308 in der hAPEI, welche auch andere zweiwer-
tige Metallionen koordinieren konnen (Erzberger und Wilson III, 1999; Mantha et al., 2008). Zn?*t und
Mg?* weisen mit 74 A bzw. 72 A einen #hnlichen Ionenradius auf, sodass eine Bindung von Zink an die

Magnesium-koordinierenden Aminosduren denkbar wire.

4.4.6 Einfluss von ZnSOy4 auf die OGG- und APE-Aktivitiit in intakten IPEC-J2-Zellen

Die vorangegangen Abschnitte zeigten, dass Zink die OGG-Aktivitit in Zellextrakten hemmte, was sehr
wahrscheinlich auf eine direkte Interferenz mit dem spezifischen Enzym der OGGl1 zuriickgefiihrt werden
kann. Wihrend Zink auf die APE-Aktivitit in Zellextrakten in Anwesenheit des Kofaktors Mg+ hemmend
wirkte, erwies sich Zink in Abwesenheit von Mg2+ als Stimulanz (Abschnitte 4.4.1, 4.4.2, 4.4.3 und 4.4.5).
Die Auswirkung von Zink im zelluldren System zu analysieren, weckt daher gro3es Interesse, insbesondere
da bisher keine Daten in der Literatur vorliegen. Im zelluldren System erfasst man nicht nur den direkten
Einfluss auf die beiden DNA-Reparaturproteine, sondern auch Effekte, die indirekt, z.B. auf Transkriptions-
und Translationsebene, stattfinden und die Proteinstabilitdt oder post-translationale Modifikationen beein-

flussen.

Die zellulire OGG- und APE-Aktivitit wurde bestimmt, indem Zellextrakte, préipariert aus Zink-behandel-
ten IPEC-J2-Zellen, mit dem Oligonukleotid I oder Oligonukleotid II inkubiert wurden. In den Abschnitten
4.4.1 und 4.4.3 wurden bereits die einzusetzenden Proteinmengen fiir die Bestimmung des Einflusses von
Zink auf die OGG- und APE-Aktivitit in isolierten Zellextrakten erfasst. Um den Einfluss von Zink auf
die OGG- und APE-Aktivitét in intakten Zellen zu ermitteln, musste allerdings den erforderlichen Puffern,
wie Extraktions-, Verdiinnungs- und Lysepuffer, 0,5 mM DTT und 1 mM EDTA zugesetzt werden. Damit
sollte gewihrleistet werden, dass der Effekt auf die DNA-Reparaturproteine ausschlieBlich auf die Wirkung
von Zink wihrend der Inkubation zuriickzufiihren ist und nicht auf moglicherweise freigesetzte Metallionen
wihrend der Priparation. Aus internen Daten geht hervor, dass der Zusatz von DTT und EDTA in den Puf-

fern eine Anderung der Grundaktivitit beider Enzyme zur Folge hatte (Hamann, 2009a), sodass die optimale
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Proteinmenge fiir beide DNA-Reparaturproteine aus unbehandelten IPEC-J2-Zellextrakten zunichst ermit-
telt wurde.

Die optimale Proteinmenge fiir die OGG-Aktivitidt wurde bestimmt, indem 10-25 ug des Zellextrakts, pripa-
riert aus unbehandelten IPEC-J2-Zellen, fiir 60 min mit dem Oligonukleotid I inkubiert wurde. Die Inzision
nahm mit steigender Proteinmenge zu und erreichte bei 25 ug einen Einschnitt von ca. 19% (Abbildung
4.28A). Da man mit einer Proteinmenge von 20 pug im linearen Bereich des Testsystems lag und ein aus-
reichender Einschnitt detektiert wurde, wurden 20 ug und eine Inkubationszeit von 60 min als optimale
Parameter gewihlt.

Zur Erfassung der einzusetzenden Proteinmenge fiir die Bestimmung der zelluldren APE-Aktivitit wurden
2-20 ug der IPEC-J2 Zellextrakte mit dem Oligonukleotid II fiir 20 min inkubiert. Die APE-Inzisionsaktivitit
nimmt mit steigender Proteinmenge zwischen 2 und 15 pg linear zu und strebt ab 20 ug einer Sittigung ent-
gegen. Um sowohl hemmende als auch stimulierende Effekte durch Zink zu erfassen, erwiesen sich 10 ug
Zellextrakt und eine 20-miniitige Inkubation und damit assoziiert ein 50%iger Einschnitt als optimal (Abbil-
dung 4.28B). Aufgrund eines neu erhaltenen AP-Oligonukleotids musste die einzusetzende Proteinmenge
im Laufe der Untersuchungen neu ermittelt werden, sodass sich fiir die Bestimmung der zelluldren APE-
Aktivitit in Zellextrakten aus Zink-behandelten IPEC-J2-Zellen eine Proteinmenge von 20 ug ergab. Damit
war gewihrleistet, dass die durch die APE-Aktivitdt vermittelte Inzision innerhalb der Versuche annéhernd

identisch war.
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Abbildung 4.28: Bestimmung der einzusetzenden Proteinmenge zur Erfassung der OGG- und APE-Aktivitiit
fiir IPEC-J2-Zellextrakte. (A) 10-25 pg Zellextrakt, prapariert aus unbehandelten IPEC-J2-Zellen, wurde mit 20 fmol
Oligonukleotid I fiir 60 min bei 37°C inkubiert. Im Extraktions-, Verdiinnungs- und Reaktionspuffer waren 0,5 mM
DTT und 1 mM EDTA vorhanden. (B) 2-20 ug der préparierten IPEC-J2-Zellextrakte wurden mit 40 fmol Oligonu-
kleotid II fiir 20 min bei 37°C inkubiert. Im Extraktions-, Verdiinnungs- und Reaktionspuffer waren 0,5 mM DTT und
1 mM EDTA vorhanden. Gezeigt sind jeweils Mittelwerte aus einer Dreifachbestimmung + SD.

Im Anschluss an die Erfassung der optimalen Parameter wurden Zellextrakte aus einstiindig bzw. 24-stiindig
mit ZnSO4 inkubierten IPEC-J2-Zellen mit dem Oligonukleotid I bzw. Oligonukleotid II inkubiert, um
die zellulire OGG- bzw. APE-Aktivitit zu bestimmen. Im Gegensatz zur direkten Behandlung der Zell-
extrakte mit ZnSOy, die zur Modulierung der APE- bzw. OGG-Aktivitit fiithrte (Abschnitte 4.4.1, 4.4.3
und 4.4.5), zeigen die Ergebnisse in Abbildung 4.29 und 4.30, dass bei einer einstiindigen Inkubation mit
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4.4. Einfluss von ZnSOy auf die BER Proteine OGG1 und APE1

ZnSOy iiber den gesamten gewihlten Konzentrationsbereich von 50-250 uM keine Anderung der OGG- oder
APE-Aktivitdt zu verzeichnen war. Selbst die Behandlung mit 100 uM ZnSOy fiir 24 h resultierte in keiner
Modulation der zelluliren OGG- und APE-Aktivitit.
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Abbildung 4.29: Einfluss von ZnSO4 auf die OGG-Aktivitit in IPEC-J2-Zellen nach 1h und 24 h. IPEC-J2-
Zellen wurden fiir 1 h bzw. 24 h mit ZnSOy4 inkubiert. Zur Bestimmung der OGG-Aktivitit wurde im Falle der ein-
stiindigen Inkubation 20 pug Zellextrakt mit 40 fmol Oligonukleotid I fiir 60 min bei 37°C inkubiert. 100% Inzision der
Kontrolle entsprach 14,9 % 2,4%. Im Falle der 24-stiindigen Inkubation wurde 20 fmol Oligonukleotid I mit 20 ug Zel-
lextrakt fiir 60 min bei 37°C inkubiert. 100% Inzision der Kontrolle entsprach 13,8 + 0,4%. Gezeigt sind Mittelwerte
aus drei unabhingigen Versuchen (in Dreifachbestimmung) + SD. n.b. = nicht bestimmt.

Um ausschlieen zu konnen, dass fehlende Effekte auf die zellulire OGG- und APE-Aktivitit moglicher-
weise auf priparative Artefakte zuriickzufiihren sind, wurden im Folgenden Zellextrakte in Abwesenheit
des Metallchelators EDTA und des Thiolreagenz DTT hergestellt. Jedoch zeigte sich auch unter diesen Be-
dingungen keine Modulation der zelluliren OGG- und APE-Aktivitit nach Zinkinkubation (siehe Anhang
Abschnitt A.6.2).

In der Literatur sind bisher keine Daten zum Einfluss von Zink auf die OGG- und APE-Aktivitit in anderen
Zelllinien beschrieben, jedoch wiesen vorangegangene Studien auf modulierende Effekte der OGG1-Ex-
pression hin. Sharif et al. (2011a) bestimmten nicht die Aktivitit, sondern die Expression der OGG1 mittels
Western-Blot in Zink-supplementierten und -depletierten WIL2-NS-Zellen; nur die Zink-depletierten Zellen
waren hinsichtlich ihrer OGG1-Expression beeinflusst. Die Zellen wiesen eine erhohte OGG1-Expression
auf. Glioma-C6-Zellen aus Ratten, die unter Zinkmangel kultiviert wurden, zeigten in Western-Blot-Analy-
sen eine vermehrte APE-Expression, vermutlich als Reaktion auf die induzierten DNA-Schiden (Ho und
Ames, 2002).
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Abbildung 4.30: Einfluss von ZnSOy4 auf die APE-Aktivitiit in IPEC-J2-Zellen nach 1 h und 24 h. IPEC-J2-Zellen
wurden fiir 1 h bzw. 24 h mit ZnSO, inkubiert. Zur Bestimmung der APE-Aktivitit wurde im Falle der einstiindigen
Inkubation 20 pg Zellextrakt mit 40 fmol Oligonukleotid II fiir 20 min bei 37°C inkubiert. 100% Inzision der Kontrolle
entsprach 45,2 + 7,6%. Im Falle der 24-stiindigen Inkubation wurde 10 pg des Zellextrakts mit 20 fmol Oligonukleotid
II fiir 20 min bei 37°C inkubiert. 100% Inzision der Kontrolle entsprach 33,5 + 4,1%. Gezeigt sind Mittelwerte aus
mindestens zwei unabhingigen Versuchen (in Dreifachbestimmung) + SD. Statistisch signifikanter Unterschied von
der Kontrolle: p** < 0,01 (ANOVA, Dunnett T3). n.b. = nicht bestimmt.

4.5 Bioverfiigbarkeit

Fiihrt man sich noch einmal die vorangegangen Abschnitte vor Augen, konnten wir belegen, dass eine ein-
stiindige, aber keine 24-stiindige Vorinkubation mit ZnSQO, zu einer synergistischen Steigerung von HyO5-
generierten DNA-Strangbriichen fiihrte, was aller Wahrscheinlichkeit nach auf eine Reparaturhemmung der
H,0;-generierten DNA-Strangbriiche und nicht auf eine Inhibierung H,O;-detoxifizierender Enzyme, wie
CAT oder GPx, zuriickzufiihren ist. DNA-Reparaturproteine, wie die PARP-1, die OGG1 und APE-1 wurden
im zelluldren System nicht beeinflusst, aber die direkte Behandlung von Zellextrakten sowie der isolierten
Proteine mit ZnSOy fiihrte zu Anderungen der Enzymaktivitiiten.

Die eben genannten Beobachtungen warfen die Frage auf, ob die Unterschiede in der Zunahme an H,O,-
generierten DNA-Strangbriichen nach einstiindiger bzw. 24-stiindiger Inkubation in der intrazelluldren Ge-
samtaufnahme bzw. der ,.freien* Zinkkonzentrationen begriindet sind. Ebenfalls abzukléren bleibt der Sach-
verhalt, dass Zink die Aktivitit der Proteine OGG1 und APE]1 in Zellextrakten und der isolierten Proteine
beeinflusste, im zelluldren System aber keine hemmenden oder stimulierenden Effekte beobachtet wurden.

Fiir die Beantwortung dieser Fragen ist es von essentieller Bedeutung, die Bioverfiigbarkeit von Zink in
IPEC-J2-Zellen néher zu betrachten. Als Endpunkte wurden hierfiir drei Parameter herangezogen: die intra-
zelluldre Gesamtaufnahme, die Bestimmung der intrazelluldren ,.freien* Zinkkonzentration und die relative
MT-Genexpression. Intestinalzellen, wie IPEC-J2-Zellen, eignen sich als ein hervorragendes Modellsystem,
da sie aufgrund ihrer Morphologie sowie mit den Zink-transportierenden und Zink-bindenden Proteinen dem

Diinndarm als priméren Resorptionsort des Zinks am dhnlichsten sind (Martin et al., 2013; Zakrzewski et al.,
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2013). Die Zusammenwirkung der an der Aufrechterhaltung der Zinkhomdostase beteiligten Proteine wurde
im Einleitungsteil (Abschnitt 2.1.4) ausfiihrlich diskutiert.

4.5.1 Basalgehalt an intrazelluliirem gesamten Zn’>" in IPEC-J2-Zellen

Die intrazellulire Gesamtkonzentration an Zink wurde mittels Flammen-Absorptionsspektroskopie
(F-AAS) bestimmt. Mit dieser Methode erfasst man sowohl die gebundenen sowie die in der Zelle ,.frei*
vorliegenden Zinkionen. Um auszuschlieen, dass die Zellen nicht bereits unter Zinkiiberschuss kultiviert
wurden, wurde die Zinkkonzentration in dem verwendeten Medium quantifiziert. Das verwendete Medium
DMEM/Ham’s F12, dem 10% FKS zugesetzt wurden, enthielt 3,6 uM Zink.

Uber den Basalgehalt weder der intrazelluliren Gesamtkonzentration noch der ,.freien* Zinkkonzentration
in IPEC-J2-Zellen liegen nach unserem Kenntnisstand in der Literatur bisher keine Ergebnisse vor. Die hier
zum ersten Mal mittels F-AAS gemessene intrazellulire Gesamtkonzentration an Zn>* in unbehandelten
IPEC-J2-Zellen betrug im Mittel &~ 130 uM. Fiir eine Bewertung der in IPEC-J2-Zellen bestimmten intra-
zelluldren Gesamtkonzentration konnen allerdings Vergleiche mit anderen intestinalen Zelllinien, wie der
humanen Kolonkarzinom-Zelllinie (HT-29), herangezogen werden, dessen intrazelluldre Zinkkonzentration
mit 264 uM angegeben wurde (Krezel und Maret, 2006).

4.5.2 Intrazellulire Gesamtaufnahme und relative Genexpression von mt-1a
in IPEC-J2-Zellen

Nachdem die IPEC-J2-Zellen hinsichtlich ihres Grundstatus an intrazellulirem Gesamt-Zink charakteri-
siert wurden, sollte im Folgenden der Aufnahmeverlauf von ZnSO; in die Zellen mittels F-AAS sowie die
MT-Genexpression untersucht werden. Zur Bestimmung der relativen Genexpression wurde die in IPEC-
J2-Zellen erhaltene cDNA mittels RTq-PCR auf den Gehalt an mt-/a-Transkripten analysiert und auf das
invariante Gen gapdh normiert. Unter den vier verschiedenen Isoformen von MT werden nur MT-1 und
MT-2 ubiquitdr in Geweben exprimiert, wozu auch der Darm zu zéhlen ist (zusammengefasst in Coyle
etal., 2002). Aufgrund dessen sowie aufgrund der Tatsache, dass die beiden Isoformen MT-1 und MT-2 hin-
sichtlich ihrer Nukleotidsequenz homolog sind (Alignment sieche Anhang A.6.3), wurde iiber die geeignete

Auswabhl der Primer fiir die RTq-PCR sowohl die Expression von mt-1a als auch mt-2a erfasst.

Die relative Genexpression von mt-1a nach zweistiindiger Behandlung der IPEC-J2-Zellen mit ZnSQy, die
in Abbildung 4.31B dargestellt ist, zeigt bereits ab 50 uM eine geringe Induktion, die dem Dreifachen der
Kontrolle entsprach. Die relative Genexpression in zweistiindig mit ZnSO4-behandelten IPEC-J2-Zellen
erhohte sich konzentrationsabhiingig und erreichte bei der hochsten Konzentration von 125 uM das Zehnfa-
che der Kontrolle. Ein Vergleich mit den Aufnahmeuntersuchungen nach 2 h ergab, dass die intrazellulire
Gesamtkonzentration iiber einen weiten Konzentrationsbereich aufrechterhalten wurde und bis zu einer ex-
trazelluldren Konzentration von 100 uM dem Basalgehalt in den Zellen entsprach. Erst ab der hochsten
Konzentration von 125 uM ZnSO, war ein signifikanter Anstieg zu verzeichnen, bei der die intrazellulire
Zinkkonzentration mehr als das Zweifache der extrazelluldren Konzentration betrug (Abbildung 4.31A).

MTF-1 ist der in der Zelle einzige bekannte Zinksensor, der durch den Einstrom ,freier” Zinkionen akti-

viert wird und die MT-Genexpression induziert (Heuchel et al., 1994). Die bereits beginnende Induktion von
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mt-1a bei der niedrigsten Konzentration von 50 uM kann als ein Hinweis fiir den vorhandenen Zinkimport
in die Zelle gewertet werden. Die fehlende Zunahme der intrazelluldren Gesamtaufnahme bis einschlielich
100 uM konnte auf die mangelnde Prizision der F-AAS zuriickgefiihrt werden, sodass minimale Unterschie-

de in der intrazelluldren Gesamtkonzentration nicht detektiert wurden.
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Abbildung 4.31: Intrazellulire Gesamtaufnahme von Zn’>* sowie relative Genexpression von mt-Ia nach zwei-
stiindiger Behandlung mit ZnSO4 in IPEC-J2-Zellen. IPEC-J2-Zellen wurden 2 h mit ZnSOy4 inkubiert. (A) Fiir
die Bestimmung der intrazelluldren Gesamtkonzentration wurden die aus IPEC-J2-Zellen erhaltenen Zellpellets sau-
er verascht und der intrazellulire Gesamtgehalt an Zn’>* mittels F-AAS bestimmt. Gezeigt sind Mittelwerte aus drei
unabhingigen Versuchen + SD. Statistisch signifikanter Unterschied zur Kontrolle: p** < 0,01 (ANOVA, Dunnett T).
(B) Fiir die Bestimmung der relativen Genexpression von mt-/a wurden die aus IPEC-J2-Zellen isolierten mRNA-
Gehalte mittels RTq-PCR bestimmt und auf das invariante Gen gapdh normiert. Gezeigt sind Mittelwerte aus drei

unabhéngigen Versuchen (in Doppelbestimmung) + SD.

Ein exponentieller Kurvenverlauf fiir die Gesamtaufnahme ergab sich hingegen nach 24 h. Auch hier wie
im Falle der zweistiindigen Inkubation ist bei niedrigen Konzentrationen bis einschlielich 50 uM kein An-
stieg der intrazelluldren Gesamtkonzentration zu detektieren. Erst ab einer Konzentration von 75 uM wurde
ein signifikanter Anstieg der intrazelluldren Zinkkonzentration auf 375 uM gemessen, was einem Anrei-
cherungsfaktor von drei im Vergleich zur extrazelluldren Konzentration entspricht. Bei der hochsten Kon-
zentration von 125 uM betrug die intrazelluldre Zinkkonzentration 882 uM, sodass sogar das Sechsfache
im Vergleich zur extrazelluldren Konzentration angereichert wurde (Abbildung 4.32A). Die erhohte Toxi-
zitdt (Vgl.Abschnitt 4.1) konnte die Ursache fiir die verstiarkte Aufnahme von Zink ab 100 uM sein. Die
Schadigung der Zellmembran, die in IPEC-J2-Zellen mittels vermehrter Abgabe von LDH gemessen wurde
(Lodemann et al., 2013), konnte zu einem erleichterten Durchtritt der Zinkionen fiihren, da die in intakten
Zellen vorhandenen Transportmechanismen nicht mehr garantiert sind. Im Unterschied zur intrazelluldren
Gesamtkonzentration ist bei 50 uM ZnSOy bereits ein sechsfacher Anstieg der relativen Genexpression von
mt-1a nach 24-stiindiger Behandlung im Vergleich zur Kontrolle detektierbar, was mit einem Import von
Zn>* assoziiert wird. Die Behandlung mit 75-125 uM ZnSOy resultierte in einem konzentrationsabhingi-

gen Anstieg der relativen Genexpression von mf-/a (Abbildung 4.32B) .

62



4.5. Bioverfiigbarkeit
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Abbildung 4.32: Intrazelluliire Gesamtaufnahme von Zn>* sowie relative Genexpression von mt-1a nach 24-
stiindiger Behandlung mit ZnSO,4 in IPEC-]J2-Zellen. IPEC-J2-Zellen wurden 24 h mit ZnSO, inkubiert. (A) Fiir
die Bestimmung der intrazelluldren Gesamtkonzentration wurden die aus IPEC-J2-Zellen erhaltenen Zellpellets sauer
verascht und der intrazellulire Gesamtgehalt an Zn?* mittels F-AAS bestimmt. Gezeigt sind Mittelwerte aus drei
unabhingigen Versuchen + SD. Statistisch signifikanter Unterschied zur Kontrolle: p* < 0,05, p*** < 0,001 (ANOVA,
Dunnett T3). (B) Fiir die Bestimmung der relativen Genexpression von mt-1a wurden die aus IPEC-J2-Zellen isolierten
mRNA-Gehalte mittels RTq-PCR bestimmt und auf das invariante Gen gapdh normiert. Gezeigt sind Mittelwerte aus
drei unabhéngigen Versuchen (in Doppelbestimmung) + SD.

Auch in anderen Zelllinien, die allerdings keine Intestinalzellen sind, wurde ein konzentrationsabhéngiger
Anstieg der intrazellulidren Zinkkonzentration nach 24 h gezeigt (Schroeder und Cousins, 1991; Steinebach
und Wolterbeek, 1993). Die Aufnahmeuntersuchungen von Haase und Beyersmann (1999) nach 3 h sind
vergleichbar mit dem hier dargestellten Aufnahmeprofil in IPEC-J2-Zellen nach 2h. Vor allem die Un-
tersuchungen in IPEC-J2-Zellen hinsichtlich ihres MT-Status und der relativen Genexpression des Zink-
Importproteins ZIP4 und des Zink-Exportproteins ZnT1 publiziert von Martin et al. (2013), ergénzen die
hier gezeigten Aufnahmeuntersuchungen sehr gut. Neben einer konzentrationsabhingigen Erh6hung des

MT auf Transkriptionsebene nach 24 h zeigten die Autoren auch eine Steigerung auf Translationsebene.

Festzuhalten bleibt, dass die Gesamtkonzentration an intrazellulirem Zn%t in IPEC-J2-Zellen nach 2 h iiber
einen weiten Konzentrationsbereich aufrecht erhalten blieb, allerdings signalisierte die Induktion des mt-1a
ab 50 uM den Import von Zn>T. Erst bei der hochsten Konzentration zeigte sich ein signifikanter Anstieg
der intrazellulidren Zinkkonzentration. Nach 24-stiindiger Behandlung der Zellen wurden im niedrigen Kon-
zentrationsbereich bis 50 uM ZnSO,4 analoge Effekte wie bei der zweistiindigen Behandlung mit ZnSOy4
beobachtet. Ab 75 uM extrazelluldrem ZnSOy4 erhohten sich die intrazelluldre Gesamtkonzentration und die

relative Genexpression von mt-1a konzentrationsabhangig.
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4. Ergebnisse und Diskussion

4.5.3 Bestimmung der ,,freien Zn>* in IPEC-J2-Zellen

Mittels der F-AAS lisst sich keine Aussage iiber die Konzentration an ,freien* Zinkionen treffen. Diese
sind allerdings von enormer Bedeutung, da sie potente Signale innerhalb der Zelle darstellen (Vgl. Ab-
schnitt 2.1.5).

Fiir die Bestimmung der ,,freien” Zinkkonzentration kamen spezifische Zinksonden zum Einsatz. An der
Uniklinik RWTH Aachen in der Gruppe von Prof. Dr. Hajo Haase wurden mittels spezifischer Zinksonden
Messungen zur Bestimmung der ,.freien* Zinkkonzentration durchgefiihrt. Die verwendeten Zinksonden
(FluoZin-3, ZinPyr-1, Zinquin Ethylester und 6-Methoxy-8-p-toluensulfonamido-quinolin (TSQ)) binden
die ,.freien” Zinkionen, wodurch sich die Fluoreszenzeigenschaften @andern. Das entstehende Fluoreszenz-
signal kann mittels Mikrotiterplattenlesegerit ermittelt werden. Mikroskopische Untersuchungen zeigten,
dass bei Verwendung von FluoZin-3 und ZinPyr-1, nur in Vesikeln lokalisierte ,,freie* Zinkionen sichtbar
wurden. Auch der Einsatz von Zinquin E und TSQ erlaubte keine Aussage iiber die intrazellulire ,.freie*
Zinkkonzentration, weder in unbehandelten noch in behandelten IPEC-J2-Zellen, da nur ein schwaches Si-
gnal detektierbar war. Demnach kann keine Aussage iiber den Gehalt an , freien” Zn’>* in IPEC-J2-Zellen
getroffen werden.

Zinquin E ist Membran-permeabel, dessen Esterfunktion nach dem Eintritt in die Zelle iiber zytosolische
Esterasen gespalten wird. Die gebildete negativ geladene Sdure des Zinquins verbleibt in der Zelle. Ein mog-
licher Mangel oder Defekt zytosolischer Esterasen in IPEC-J2-Zellen, in dessen Konsequenz es nicht zur
Spaltung der Esterfunktion und damit auch nicht zur Bildung der Membran-impermeablen Zinquin-Siure
kommt, konnte als Ursache fiir die fehlende Fluoreszenz in Frage kommen. Zudem konnten auch die ge-
messenen Dissoziationskonstanten der freien Sdure des Zinquins, die im nanomolaren Bereich vorliegen,
als Erkldrungsansatz verwendet werden. Da die Zinquin-Siure sowohl 1:1 und 1:2 Zn>*-Komplexe bildet,
sind zwei Dissoziationskonstanten von 370 nM und 85 nM gemessen worden (Zalewski et al., 1993). Liegt
die Konzentration an ,,freien* Zinkionen in IPEC-J2 Zellen unterhalb nanomolarer Konzentrationen, konnte
die nicht detektierbare Fluoreszenz in IPEC-J2-Zellen auch einer mangelnden Sensitivitiit der verwendeten

Sonde zugeschrieben werden.
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5. Zusammenfassende Diskussion

Der Fokus der hier préisentierten Arbeit lag auf dem Spurenelement Zink, das zweifellos von essentieller
Bedeutung fiir den Menschen ist. Zink ist u.a. an der zelluldren Signalwirkung, antioxidativen Abwehr, der
DNA-Reparatur sowie der Genexpression beteiligt und damit fiir die Aufrechterhaltung der genomischen
Stabilitédt unerlédsslich (zusammengefasst in Beyersmann und Haase, 2001; Ho, 2004). Die Bewahrung der
zuvor genannten biochemischen Prozesse setzt die strikte Kontrolle der intrazellulédren ,.freien® Zn**-Tonen
voraus, die als Botenstoffe in der Zelle fungieren (zusammengefasst in Hao und Maret, 2005; Maret, 2008).
Somit sollte sowohl ein Mangel als auch eine Uberversorgung vermieden werden. Wihrend eine Unterver-
sorgung mit dem essentiellen Spurenelement in den Industrielindern aufgrund einer ausreichenden Nah-
rungszufuhr eher selten ist, kann die zunehmende Verwendung von Nahrungserginzungsmitteln bzw. mit
Zink angereicherten Lebensmitteln schnell zur Uberversorgung fiihren (zusammengefasst in Hartwig, 2012;
SCF, 2003).

Auf zelluldrer Ebene zeigte sich, dass die Folgen eines Uberschusses an Zink mit einer verminderten Puf-
ferkapazitit und in der Konsequenz mit der Erhohung der intrazelluliren ,.freien” Zn?>*-Ionen (Krezel und
Maret, 2006) assoziiert werden, was zu ungewollten unspezifischen Nebenreaktionen fithren kénnte. Aus
mechanistischer Sicht sind insbesondere, bedingt durch die hohe Thiolaffinitit des Zinks, Wechselwirkun-
gen mit kritischen Thiolgruppen in Proteinen von Interesse. In diesem Kontext ist v.a. die Publikation von
Hartwig (2013) zu nennen, die u.a. die Interferenz mit redox-sensitiven Proteinstrukturen, wie z.B. kri-
tischen Thiolgruppen und Zink-bindenden Strukturen, als eine mechanistische Grundlage fiir die Metall-
induzierte genomische Instabilitdt nennt. Insbesondere toxische Metallionen, wie z.B. Cadmium und An-
timon, aber auch das essentielle Spurenelement Kupfer, konnen DNA-Reparaturprozesse iiber die Inter-
aktion mit den zuvor genannten redox-sensitiven Proteinstrukturen in DNA-Reparaturproteinen inhibieren
(Schwerdtle et al., 2010; Grosskopf et al., 2010; Schwerdtle et al., 2007). Allen genannten Metallionen sowie
dem hier in der Diskussion stehenden Spurenelement Zink ist die hohe Affinitit zu Thiolgruppen gemein, so-
dass sich infolgedessen die Frage stellte, ob Zink iiber vergleichbare Mechanismen DNA-Reparaturproteine

hemmt und die damit verbundenen DNA-Reparaturprozesse beeinflusst.

Im Fokus der vorliegenden Arbeit standen insbesondere die Enzyme OGG1 und APE]1, die in Folge des
Auftretens primutagener Lasionen, z.B. 8-0xoG oder AP-Stellen, die BER einleiten. Da diese in vielen
Phasen mit der SSBR iibereinstimmt, befassten wir uns zudem mit dem Einfluss von Zink auf die Entfernung
von H,O,-generierten DNA-Einzelstrangbriichen und dem am initialen Schritt beteiligten Enzym PARP-1
(zusammengefasst in Christmann et al., 2003; Caldecott, 2008).

Um zunichst eine potentielle Interaktion mit den genannten DNA-Reparaturproteinen abzuklidren, wurden
Untersuchungen zur Aktivitdt der OGG1, APE1 und PARP1 sowohl in isolierten Zell- bzw. Kernextrakten
humanen Ursprungs als auch in aus dem Schwein isolierten Darmepithelzellen und anhand der isolierten
Proteine durchgefiihrt. Im Folgenden sollen zunichst die Zink-vermittelten Effekte auf die OGG1 und APE1
sowie der moglicherweise zugrunde liegende Mechanismus erldutert werden.

Untersuchungen zur OGG- und APE-Aktivitdt in Zellextrakten sowie der isolierten hOGG1 und hAPE1
wurden mittels des von Hamann et al. (2009) entwickelten nicht-radioaktiven Inzisionstests durchgefiihrt.
Beziiglich der OGG-Aktivitit in isolierten Zellextrakten war tatsédchlich ein durch Zink vermittelter hem-
mender Effekt, beginnend ab 75 uM, detektierbar. Da wir ebenfalls einen Aktivititsverlust der isolierten

hOGGTI in Gegenwart von Zink ermittelten, ist die Zink-vermittelte Inhibierung in isolierten Zellextrak-



5. Zusammenfassende Diskussion

ten vermutlich aus der direkten Interaktion mit der OGG1 begriindet. Der Aktivititsverlust der isolierten
hOGG], die in allen fiir ihre katalytische Aktivitit relevanten Aminosiduren mit der OGG1 im Schwein
tibereinstimmt (Alignment sieche Anhang A.6.3), konnte iiber die Bindung von Zink an diese kritischen
Aminoséduren erklidrt werden. Die Tatsache, dass Zink neben seiner hohen Affinitit zu Thiolgruppen auch
mit dem N-Atom des Imidazolrings des Histidins und den Carboxylgruppen aus Aspartat- und Glutamat-
resten wechselwirken kann, macht die fiir die Schadenserkennung essentiellen Aminosduren Cys253 (kor-
respondiert mit Cys243 im Schwein) und His270 (korrespondiert mit His260 im Schwein) der hOGGI1 zu
potentiellen Angriffspunkten (Bruner et al., 2000; Zharkov und Rosenquist, 2002). Zudem konnte Zink iiber
die Bindung an Asp268 (korrespondiert mit Asp258 im Schwein), das eine elementare Rolle fiir die kataly-
tische Aktivitit spielt, die Schadenserkennung beeinflussen (Norman et al., 2003).

Jedoch muss darauf hingewiesen werden, dass die isolierte hOGGI1 erst bei hoheren Konzentrationen im
Vergleich mit dem isolierten Zellextrakt signifikant durch Zink gehemmt wurde. Dafiir kann z.B. die Lage-
rung der isolierten hOGGI1 in einem EDTA-enthaltenen Puffer als moglicher Grund in Frage kommen, da
das EDTA in der spiteren Inkubation zur Komplexierung von Zn?* befihigt ist. Zudem sind auch indirekt
inhibitorische Effekte in isolierten Zellextrakten denkbar. So ist aus Studien in der Literatur bekannt, dass
die OGG1 mit verschiedenen DNA-Reparatur- oder Zellzykluskontrollproteinen interagiert, die die Inzisi-
onsaktivitit beeinflussen konnen (Marsin et al., 2003; Park et al., 2009; de Souza-Pinto et al., 2009; D’Errico
et al., 2006). In diesem Kontext ist v.a. die APE1 zu nennen, die in vitro die DNA-Glykosylase-Aktivitit,
nicht aber die AP-Lyase-Funktion der OGG1 stimuliert (Hill et al., 2001) und auf die im Weiteren nédher
eingegangen werden soll.

Die APEI katalysiert den Einschnitt von AP-Stellen oder entfernt den von der bifunktionellen DNA-Glyko-
sylase hinterlassenen a,f-ungesittigten Aldehyd, wobei ihre katalytische Aktivitdt von dem Kofaktor Ma-
gnesium abhéngig ist (zusammengefasst in Lindahl, 1993; Krokan et al., 1997). Je nach Wahl der experi-
mentellen Bedingungen, wurde die APE-Aktivitit in isolierten Zellextrakten in Abwesenheit von MgCl,
nach Behandlung mit ZnSO; stimuliert, in Anwesenheit des Kofaktors zeigte sich hingegen eine Hemmung
der APE-Aktivitit in isolierten Zellextrakten signifikant ab 100 uM ZnSQy.

Die Zink-vermittelte Stimulation der APE-AKktivitit in isolierten Zellextrakten in Abwesenheit von MgCl,
konnte mechanistisch auf die Bindung an Aminosiduren wie Glu96, Asp70, Asp210 und Asp308, die in der
hAPE1 als Magnesium-koordinierende Reste postuliert werden (Mantha et al., 2008; Erzberger und Wil-
son III, 1999) und in der APE1 im Schwein an gleicher Stelle auftreten (Alignment sieche Anhang A.6.3),
zuriickgefiihrt werden. Allerdings kann keine Aussage dariiber getroffen werden, ob es sich tatsichlich um
eine direkt stimulierende Wirkung handelt, da keine experimentellen Daten zur Untersuchung des Einflusses
von Zink auf die isolierte hAPE1 in Abwesenheit ihres Kofaktors vorliegen.

In Gegenwart von MgCl, fiihrte Zink zur Verminderung der Aktivitit der isolierten hAPE1 sowie der APE-
Aktivitit in isolierten Zellextrakten. Zur Inhibierung der isolierten hAPE1 waren im Vergleich mit dem
isolierten Zellextrakt hohere Konzentrationen an ZnSQy erforderlich. Das konnte moglicherweise wie auch
bei der isolierten hOGG1 auf die Anwesenheit von EDTA im Aufbewahrungspuffer der isolierten APE1
zurlickzufiihren sein. Dennoch scheint die inhibitorische Wirkung von Zink auf die APE-Aktivitit in Zell-
extrakten zum Teil auf die direkte Interaktion mit der APE1 zuriickzugehen. Der Aktivititsverlust der iso-
lierten hAPE1 konnte mechanistisch zum einen iiber die Beeinflussung der Schadenserkennung, was mit der
Bindung von Zink an Cys99 assoziiert werden wiirde, zum anderen iiber die Bindung an His309 und damit
einer Beeinflussung der katalytischen Aktivitit, erklart werden (Mantha et al., 2008; Kim et al., 2011).
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Als drittes DNA-Reparaturprotein war die PARP-1 von Interesse, die sowohl die initialen Schritte der SSBR
einleitet als auch mit Proteinen der prozessierenden Phase der BER wechselwirkt (zusammengefasst in Cal-
decott, 2008). Zink ist als strukturgebende Komponente fiir die in der PARP-1 enthaltenen drei Zinkfinger,
iiber die die DNA-Bindung und in Folge dessen die Aktivierung des Enzyms erfolgt, fiir die Aktivitét des
Enzyms von essentieller Bedeutung (Ikejima et al., 1990; Langelier et al., 2008, 2010).

Interessanterweise zeigten die vorliegenden Ergebnisse eine Hemmung der PAR-Synthese in Gegenwart
von ZnSO4 sowohl in isolierten Kernextrakten als auch fiir die isolierte hPARP-1. Ein Verlust der PAR-
sylierungsaktivitiit der isolierten hPARP-1 in Anwesenheit von Zink konnte auf die Wechselwirkung mit
kritischen Aminosduren zuriickzufiihren sein, wobei v.a. Cys908 (korrespondiert mit Cys912 im Schwein)
zu nennen ist. Mutagenesestudien wiesen auf die elementare Bedeutung des Cys908 fiir den Katalysemecha-
nismus hin (Rolli et al., 1997). Zudem scheint der Zink-inhibierende Mechanismus iiber seine Thiolaffinitit
vermittelt zu sein, da andere zweiwertige weniger stark thiolaffine Metallionen, wie Mg®* und Ca®", weder
einen stimulierenden noch einen hemmenden Effekt auf PARsylierungsaktivitit in isolierten Kernextrak-
ten ausiibten. Zudem deuten die Protektionsversuche mit GSH und NAC auf thiolhaltige Aminoséduren als
potentielle Ziele von Zink hin. Des Weiteren konnten wir beobachten, dass moglicherweise die Elongati-
onsreaktion der isolierten hPARP-1 in Anwesenheit von Zink beeinflusst wurde, jedoch nicht die initiale
Anheftung des ADP-Ribose-Monomers. Zusammen mit den von Ruf et al. (1998b), Rolli et al. (1997)
und Trucco et al. (1999) publizierten Strukturdaten fiir die katalytischen Doméne der PARP-1 konnte dies
mit einer direkten Wechselwirkung der Zinkionen mit den fiir den Elongationsmechanismus essentiellen
Aminosduren Glu988 und Glu923 (korrespondiert mit Glu922 und Glu927 im Schwein) zusammenhingen
(Alignment siehe Anhang A.6.3).

Die Erkennung und Entfernung von DNA-Schéden folgt einem strikt koordinierten Prozessablauf, der die
strukturelle und funktionelle Integritit des fiir den Schaden zu entfernenden DNA-Reparaturproteins vo-
raussetzt. Storungen in der katalytischen Funktion der DNA-Reparaturproteine fithren in der Konsequenz
zu Fehlern im DNA-Reparaturprozess, infolgedessen sich nicht reparierte DNA-Schéden manifestieren und
moglicherweise zu Mutationen fithren konnen (zusammengefasst in Hoeijmakers, 2001). Daher sollte die
Relevanz der erhaltenen Ergebnisse aus den isolierten Extrakten und den isolierten Proteinen im Zellmodell
exemplarisch anhand der Reparatur von HyO,-induzierten DNA-FEinzelstrangbriichen in der intestinalen
Zelllinie des Schweinediinndarms (IPEC-J2) untersucht werden. Interessanterweise zeigte sich im Rahmen
der Untersuchungen zur SSBR, dass bereits eine einstiindige Vorinkubation mit nicht-zytotoxischen Kon-
zentrationen an ZnSO4 die Hiufigkeit der H,O,-generierten DNA-Strangbriiche synergistisch erhohte, was
allerdings nicht auf eine Interferenz von H,O,-detoxifizierenden Enzymen oder einer Depletion des an der
antioxidativen Abwehr beteiligten Tripeptids GSH zuriickgefiihrt werden konnte. Erstaunlicherweise fiihrte
eine ldngere Vorinkubationszeit von 24 h mit ZnSOy erst bei einer stark zytotoxischen Konzentration zur
signifikanten Erhohung der Schadensinduktion. Mit Blick auf die beschriebenen Mechanismen zum Erhalt
der zelluldren Zinkhomdoostase wire denkbar, dass der Zelle innerhalb der 24-stiindigen Behandlung mit
ZnS0O4 geniigend Zeit zur Verfiigung stand, um die fiir die Pufferung wichtigen Zink-bindenden Proteine
(z.B. MT) zu synthetisieren sowie moglicherweise iiber Muffling-Reaktionen eine Umverteilung der ,,frei-
en“ Zinkionen iiber die Speicherung in zelluldre Vesikel zu bewerkstelligen und infolgedessen den ,,steady-
state” zu erreichen (zusammengefasst in Colvin et al., 2010). In diesem Zusammenhang ist insbesondere
auf die von uns detektierte Erhohung der relativen Genexpression von MT nach 24h zu verweisen, die

im gleichen Konzentrationsbereich durchgefiihrt wurde wie die Untersuchungen zum Einfluss von ZnSQO4
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auf H,O,-generierte DNA-Strangbriiche. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit den von Martin et al.
(2013) gezeigten Daten, in denen sie neben einem gesteigerten MT-Gehalt nach 24-stiindiger Behandlung
der IPEC-J2 Zellen mit ZnSQOy4 auf Transkriptionsebene, auch einen erhohten Proteingehalt nachwiesen.
Aber auch andere thiolgruppenhaltige Molekiile konnen zur Pufferung der ,.freien* Zinkionen beitragen,
wie z.B. das in der Zelle vorherrschende Thiol GSH, dessen Gehalt in IPEC-J2 Zellen nach 24-stiindiger
Inkubation konzentrationsabhiingig anstieg. Da die Zink-vermittelte Aktivierung des Zinksensors MTF-1
nicht nur fiir die vermehrte Induktion von MT (Heuchel et al., 1994; Wang et al., 2004; Zhang et al., 2003),
sondern auch fiir die schwere Kette der y-GCL (Giines et al., 1998), die den geschwindigkeitsbestimmenden
Schritt der GSH-Biosynthese katalysiert, verantwortlich ist, erklért das die Erhohung beider Parameter nach
24-stiindiger Inkubationsphase der IPEC-J2 Zellen mit ZnSOy.

Fiir eine toxikologische Bewertung und auch aus mechanistischer Sicht hochinteressant ist die Beobach-
tung, dass die Haufigkeit an H,O;-generierten DNA-Strangbriichen nach einstiindiger Vorinkubation mit
ZnSO4 konzentrationsabhingig stieg. Unseren Ergebnissen nach zu urteilen, scheint vermutlich die Inhibie-
rung der SSBR, die bereits wihrend der fiinfminiitigen Koinkubation mit H,O, eingeleitet wurde, die Ur-
sache zu sein. Ausgehend von den Untersuchungen zur PARsylierungsaktivitit in isolierten Kernextrakten
und der isolierten PARP-1, die in Anwesenheit von ZnSOy4 erniedrigt wurde, konnte der zugrundeliegende
Mechanismus fiir die langsamere Entfernung der H,O,-generierten DNA-Strangbriiche in der Hemmung
des initialen Schritts der SSBR liegen, der iiber die Bindung der PARP-1 an DNA-Einzelstrangbriiche und
dessen Aktivierung eingeleitet wird (Ikejima et al., 1990). Vertiefende Untersuchungen sollten daher die
Auswirkung einer einstiindigen Vorinkubation mit ZnSOy4 auf die PARsylierungsaktivitit in einer humanen
Zelllinie betrachten. Anhand der zur Quantifizierung verwendeten immunfluorometrischen Methode konn-
te jedoch nicht geschlussfolgert werden, ob die initiale Phase der Reparatur von H,O;-generierten DNA-
Strangbriichen iiber eine verminderte PARsylierungsaktivitit im zelluldren System vermittelt wurde.
Hinsichtlich der zelluliren OGG- und APE-Aktivitit deuteten unsere Untersuchungen weder auf einen sti-
mulierenden noch einen hemmenden Einfluss von Zink hin. Aus den Aufnahmeuntersuchungen nach Kurz-
zeitinkubation ging hervor, dass Zink erst bei der hochsten eingesetzten Konzentration von 125 uM ZnSOy4
in der Zelle akkumuliert. Die intrazelluldre Gesamtkonzentration entsprach etwa 260 uM. Nach 24-stiindiger
Inkubation mit 100 uM erreichte die intrazelluldre Gesamtkonzentration einen Wert von 522 uM. Allerdings
bilden die biochemisch wirksame Form die ,.freien* Zinkionen, die, wie aus der Literatur bekannt ist, nur
im pikomolaren Konzentrationsbereich vorliegen (Krezel und Maret, 2006). Fiir die Zink-vermittelte In-
hibierung der isolierten Proteine wurden jedoch Konzentrationen im mikromolaren Konzentrationsbereich
eingesetzt. Daher ist der Grund fiir den fehlenden Effekt in Zellen vermutlich durch die effiziente zelluldre
Pufferungskapazitit (z.B. Bindung an MT, Speicherung in Vesikeln) der einstromenden Zinkionen und da-
mit einer niedrigen intrazelluldren ,,freien* Zinkkonzentration erkldrbar.

Weitere Ansitze, die zur Erkldrung der Zink-vermittelten Inhibierung der SSBR bei hoheren extrazellula-
ren ZnSQOy4-Konzentrationen beitragen, jedoch noch eines experimentellen Beweises erfordern, werden im
Folgenden diskutiert. Demnach wire mechanistisch auch die Inhibierung von Proteinen denkbar, die an
der prozessierenden Phase der SSBR mitwirken. Hinweise aus der Literatur ergeben sich insoweit, dass
Zink im isolierten Kernextrakt sowohl den Polymerisationsschritt verzdgerte, was mit der Inhibierung der
Polf assoziiert wird, als auch den Ligationsschritt (Li et al., 2009). Weitaus interessanter sind allerdings
die Ergebnisse von Snyder et al. (1989), die eine Akkumulation an DNA-Strangbriichen in UV-behandelten
Zellen nachwiesen und dahinter eine Hemmung des Polymerisations- bzw. Ligationsschritts durch Zink
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vermuteten. Die durch UV-Behandlung induzierten groBraumigen DNA-Addukte werden iiber die Nukleo-
tidexzisionsreparatur entfernt. Den dabei mitwirkenden prozessierenden Proteinen Pole, Pold und Ligl wird
ebenfalls eine Rolle im long-patch-Reparaturweg der SSBR zugeschrieben (zusammengefasst in Caldecott,
2008).

Zudem besteht die Moglichkeit, dass Zink iiber seine hohere Affinitdt zu MT potentiell gebundene
Fe?*-Tonen (Ding et al., 1994; Good und Vasak, 1986; Baird et al., 2006) verdringt. Diese konnten infolge-
dessen mit dem zugesetzten H, O, bereits bei niedrigen Konzentrationen (< 1 uM) iiber Fenton-Reaktion zur
Generierung von hochreaktiven -OH-Radikalen fiihren, die die vermehrte Bildung von DNA-Strangbriichen
fordern (zusammengefasst in Halliwell und Gutteridge, 1992). Unterstiitzend tragen dazu die Resultate von
Elgohary et al. (1998) bei, die eine Zunahme des Eisengehalt in HL-60 nach Behandlung mit Zink detek-

tierten.

Insgesamt demonstrieren die hier gezeigten Daten, dass Zink im zelluldren System iiber indirekte Mecha-
nismen die genomische Stabilitdt gefidhrden konnte. Dies duflerte sich bereits bei niedrigen extrazelluldren
Konzentrationen durch die synergistische Zunahme an H,O;-generierten DNA-Strangbriichen, die sich mit
hoheren ZnSO4-Konzentrationen weiter steigerten. Bei hoheren extrazelluldren Konzentrationen ist dieser
Effekt moglicherweise auf eine Inhibierung der Reparatur durch H,O»-induzierte DNA-Einzelstrangbriiche
zuriickzufiihren. Allerdings trat die Erhohung nur nach kurzer Expositionsdauer auf und war nach 24-
stiindiger Inkubation nicht mehr detektierbar.

Die Folge nicht reparierter DNA-Einzelstrangbriiche in proliferierenden Zellen dufBert sich in der Blockie-
rung und dem Zusammenbruch der Replikationsgabel wihrend der S-Phase des Zellzyklus, in dessen Folge
lethale und klastogene DNA-Doppelstrangbriiche gebildet werden (Kuzminov, 2001), die fiir die Zelle wohl
die schwerwiegendsten DNA-Schéden darstellen. Bemerkenswerterweise sind Zellen fahig, diese Form von
DNA-Schéden iiber die Mechanismen der DNA-Doppelstrangbruchreparatur zu reparieren. Jedoch kann die
DNA-Doppelstrangbruchreparatur bei einer immensen Erhohung der DNA-Einzelstrangbriiche iiberlastet
sein, sodass dies in Folge zu genetischen Instabilitdten und/oder dem Zelltod fiihren kdnnte (zusammenge-
fasst in Caldecott, 2008).

Im nicht-zelluldren System zeigten unsere Untersuchungen eine potentielle Interferenz mit den initialen
DNA-Reparaturproteinen der BER OGG1 und APE1 sowie mit der PARP-1, die die DNA-Einzelstrang-
bruchreparatur einleitet. Als mechanistische Grundlage vermuten wir die Wechselwirkung mit kritischen
Thiolgruppen im Protein, aber auch mit dem N-Atom des Imidazolrings des Histidins und der Carboxyl-
gruppe des Aspartats und Glutamats. Wihrend der Einfluss von Zink auf die PARsylierung in intakten
Zellen im Weiteren mit einer empfindlicheren Methode abgeklirt werden muss, iibte das Spurenelement
keinen Einfluss auf die zellulire OGG- und APE-Aktivitit aus. Die unterschiedlichen Effekte von Zink auf
die DNA-Reparaturproteine im zelluldren und nicht-zelluldrem System verdeutlichen die Wichtigkeit einer

intakten zelluldren Zinkhomoostase.

Adverse Folgen durch Zink sind bei einer ausgewogenen Erndhrung nicht zu erwarten, jedoch ist der Bereich
zwischen ausreichender Zinkversorgung und Uberdosierung relativ gering, sodass es in Folge von Supple-
mentierung in Form von NEM schnell zum Uberschreiten der empfohlenen Hochstmenge von 25 mg/Tag
kommen kann (zusammengefasst in Hartwig, 2012). Das BfR empfiehlt daher auch eine Hochstmenge von
Zink von 2,5 mg pro NEM, rit allerdings komplett von einer Supplementierung bei Kindern und Jugendli-
chen bis zum vollendeten 17. Lebensjahr ab (zusammengefasst in Grossklaus und Ziegenhagen, 2006). Geht

man von einem Verdauungsvolumen von 1,5 L aus, ergibt sich fiir ein NEM mit 2,5 mg Zink eine Konzen-
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5. Zusammenfassende Diskussion

tration von 25 UM, die nur geringfiigig unter den hier verwendeten extrazelluldren Konzentrationen liegt und
die damit eingesetzten experimentellen Konzentrationen als durchaus relevant anzusehen sind. Allerdings
sind auch Priparate mit 30 mg Zink keine Seltenheit.

Anhand der experimentellen Daten ist auch zu erkennen, dass das Spurenelement alleine keine Wirkung auf
die DNA-Integritét ausiibte, allerdings in Kombination mit dem oxidativen Stressor HO, die prooxidati-
ven Effekte verstirkte. Diese Ergebnisse haben fiir den Menschen insoweit Bedeutung, dass wihrend des
Alterungsprozesses, aber auch pathophysiologische Erscheinungen (z.B. Diabetes) beim Menschen oft mit
oxidativen Stress einhergehen. In diesem Zusammenhang wird die Supplementierung mit Zinkpréparaten als
therapeutische und praventive Maflnahme erfolgreich eingesetzt (zusammengefasst in Prasad, 2009; Haase
et al., 2008). Allerdings sollte aufgrund des genotoxischen Potentials von Zink in Kombination mit oxida-
tiven Stress auf eine kontrollierte Aufnahme der Zink-Priparate geachtet werden, damit das Spurenelement
die gewollte antioxidative Wirkung erzielt und nicht zur Verstirkung der prooxidativen Bedingungen und

infolgedessen moglicherweise zur Instabilitdt des Genoms beitrégt.
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6. Material und Methoden

Eine Zusammenstellung aller verwendeter Losungen, Chemikalien, Verbrauchsmaterialien und Gerite be-
findet sich im Anhang.

6.1 Zellkultur

6.1.1 Kaultivierung der Zellen

Als Zellmodell diente zum einen die adhérente permanente, nicht-transformierte Epithelzelllinie, IPEC-J2,
urspriinglich isoliert aus dem Jejunum ungesédugter Ferkel und zum anderen die adhdrente humane Epithel-
zellline, HeLLa-S3, isoliert aus dem Zervixkarzinom. IPEC-J2-Zellen wurden freundlicherweise von Prof.
Zentek (Freie Universitit Berlin) zur Verfiigung gestellt und wuchsen in DMEM/Hams F12 mit 10% FKS,
100 U/mL Penicillin und 100 pug/L Streptomycin. HeLa-S3-Zellen wurden hingegen kéuflich bei American
Type Culture Collection (ATCC) erworben und wuchsen in DMEM, dem 10% FKS, 100 U/mL Penicillin
und 100 pg/L Streptomycin zugesetzt wurden. Beide Zelllinien wurden bei 37°C, 5% CO, und 100% Luft-
feuchtigkeit kultiviert. Die Lagerung der Zellen erfolgte in fliissigem Stickstoff bei -196°C in 90% FKS und
10% DMSO.

Um das Wachstum als Monolayer zu gewihrleisten, wurden die Zellen alle 2 bis 3 Tage passagiert. Da-
zu wurde das Kulturmedium entfernt und die Zellen anschlieBend mit 0,25%igem Trypsin gewaschen. Im
Anschluss daran erfolgte eine erneute Zugabe von 0,25%igem Trypsin fiir 30 s unter Schwenken. Nach
dem Absaugen des Trypsins wurden die IPEC-J2-Zellen fiir mindestens 5 min und die HeL.a-S3-Zellen fiir
2,5 min in den Brutschrank gestellt und anschlieend die abgelosten Zellen durch Zugabe von neuem Kul-
turmedium vereinzelt, anschlieBend gezéhlt und ein Aliquot der Zellsuspension in frisches Kulturmedium
gegeben. Die Zahlung beider Zelllinien erfolgte an einem automatischen Zellzéhlgerit in einem Groéfenbe-
reich von 12,6-40,0 um.

6.1.2 Behandlung der Zellen

Fiir die Behandlung der Zellen wurde eine 100-mM-ZnSO4-Stamml6sung in steril filtriertem (@ 0,2 um,
Celluloseacetat), bidestillierten Wasser hergestellt. Die gewiinschten Verdiinnungen wurden vor dem jewei-
ligen Versuch frisch angesetzt. Fiir die Inkubation der Zellen wurde das Restvolumen des Mediums von drei
Zellkulturschalen mittels einer Messpipette bestimmt und der Mittelwert zur Berechnung der gewiinschten

ZnSO4-Endkonzentration verwendet.

Die H,0O;-Inkubationslosungen wurden aus einer 30%igen H,O,-Stammlosung hergestellt. Die Zeit der
Koinkubation mit ZnSO4 betrug 5 min.

6.1.3 Zellzahlbestimmung und Metabolische AKktivitit

Fiir die Bestimmung der Zellzahl wurden 2,5 - 10° IPEC-J2-Zellen in Zellkulturschalen (© 60 mm) ausge-

sdt und fiir die gewiinschte Dauer in der logarithmischen Wachstumsphase inkubiert. Nach dem Ende der
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Behandlung wurden die Zellen abtrypsiniert, in frischem DMEM/Ham’s F12-Medium vereinzelt und die

Zellzahl mit einem automatischen Zellzdhlgerit bestimmt.

Zur Messung der metabolischen Aktivitit wurde das Cell Counting Kit-8 (CCK-8) verwendet, dass das was-
serlosliche Tetrazoliumsalz WST-8 sowie den Elektronencarrier mPMS enthilt. Das Prinzip beruht auf der
extrazelluldren Umsetzung des pinken WST-8-Reagenz in Gegenwart metabolisch aktiver Zellen durch die
zelluliren NAD'/NADP ' -abhingigen Dehydrogenasen zum orangefarbenen Formazan (Ishiyama et al.,
1997). Die gemessene Absorption bei 450 nm ist proportional zum Anteil lebender Zellen.

Fiir die Bestimmung der metabolischen Aktivitit wurden 5 - 103 IPEC-J2-Zellen pro 100 uL Medium pro
Well einer 96-Well-Platte ausgestreut und in der logarithmischen Wachstumsphase inkubiert. Nach dem
Ende der gewiinschten Inkubationsdauer wurden 10 uL. des CCK-8 Reagenz pro Well pipettiert und nach
zweistiindiger Inkubation bei 37°C wurde die Absorption bei 450 nm am Mikrotiterplattenlesegerit gemes-

sen.

6.2 Quantifizierung von DNA-Strangbriichen

Die Quantifizierung von DNA-Strangbriichen erfolgte mit Hilfe der Alkalischen Entwindung (AU) (Hart-
wig et al., 1993). Die Methode beruht auf dem Prinzip der Entwindung der DNA im alkalischen Milieu bei
pH 12,3, die durch die anschlieende Neutralisation und Sonifizierung abgestoppt wird. Die dabei generier-
ten Anteile an einzel- und doppelstringiger DNA werden mittels Hydroxylapatitchromatographie separariert

und durch Zugabe eines Fluoreszenz-Farbstoffs quantifiziert.

Behandlung/ Lyse der Zellen

|
IIIH (11T

Alkalische Entwindung (pH 12,3)

W“*Pm

Neutralisation (pH 6,8)/ Sonifizierung

mﬂjm

Separation der einzel- und doppelstrangigen DNA
(Hydroxylapatit-Chromatographie)

Fluoreszenzdetektion der einzel- und doppelstrangigen DNA

Abbildung 6.1: Schematischer Ablauf der Alkalischen Entwindung (AU).
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6.2. Quantifizierung von DNA-Strangbriichen

6.2.1 Versuchsansatz

Alle nachstehenden Schritte wurden im Dunkeln durchgefiihrt. Zunichst wurden 1,5 - 10° IPEC-J2-Zellen
pro Zellkulturschale (& 40 mm) ausgesét und in der logarithmischen Wachstumsphase fiir die gewiinschte
Dauer mit ZnSQO, inkubiert. Zur Ermittlung des Einflusses von Zink auf das Ausmaf von H,O;-generierten
DNA-Strangbriichen erfolgte zudem eine fiinfminiitige Koinkubation mit H,O,. Nach dem Ende der Inku-
bation wurde das Medium entfernt, die Zellen wurden mit PBS (4°C) gewaschen und bis zur Lyse auf Eis

gestellt.

6.2.2 Alkalische Entwindung

Fiir die Alkalische Entwindung wurde das PBS abgesaugt und die Zellen mit 1,5 mL alkalischer Losung fiir
30 min bei Raumtemperatur (RT) im Dunkeln stehen gelassen. Durch Zugabe von 0,1 N HCI erfolgte die
Neutralisation (pH 6,8) und im Anschluss wurden die lysierten Zellen fiir 15 s auf Eis beschallt. Um eine
Renaturierung der DNA-Fragmente zu vermeiden, wurden die Proben mit SDS (Endkonzentration 0,5%)

suspendiert und bis zur Chromatographie bei -20°C gelagert.

6.2.3 Hydroxylapatit-Chromatographie

Mittels Hydroxylapatit-Chromatographie wurden die einzel-und doppelstringige DNA bei 60°C voneinan-
der getrennt. Alle folgenden Pufferlosungen sowie die Sdulen wurden zuvor auf 60°C temperiert. Fiir die
Saulenpriparation wurde 0,1 g/mL Hydroxylapatit in 0,01 M Na-Phosphatpuffer fiir 30 min bei 60°C quellen
lassen. Je 1 mL dieser Suspension wurde in eine 3-mL-Spritze (Séule) iiberfiihrt, die oben und unten mit ei-
ner Glasfilterfritte abgeschlossen wurde. Die Sdulen wurden zunéchst mit 1,5 mL 0,5 M K-Phosphatpuffer
gewaschen und anschlieend mit 1,5 mL 0,01 M Na-Phosphatpuffer vorkonditioniert. Nach dem Aufge-
ben der Proben auf die Sdulen, wurden diese mit 2,5 mL Na-Phosphatpuffer gespiilt, um nicht-bindende
Bestandteile zu entfernen. Die einzelstringige DNA wurde mit 1,5 mL 0,15 M K-Phosphatpuffer und die
doppelstringige DNA mit 1,5mL 0,35 M K-Phosphatpuffer in 24-Lochplatten eluiert. Durch die Zugabe
des Farbstoffs HOECHST 33258 (Bis-Benzimid, Endkonzentration 7,7 - 10~7 M) wurde die Fluoreszenz
(Anregungswellenldnge: 360 nm, Emissionswellenlidnge: 455 nm) mittels eines Mikrotiterplattenlesegerites

bestimmt.

6.2.4 Berechnung

Die Anzahl an DNA-Strangbriichen pro Zelle bzw. pro 10° Basenpaaren (Bp) wurden nach Hartwig et al.
(1993) und Hartwig et al. (1996) berechnet. Der Anteil doppelstringiger DNA (dsDNA) wurde aus dem
Verhiltnis der Fluoreszenz doppelstringiger DNA (F45) und der Fluoreszenz einzelstringiger DNA (Fy)
nach vorheriger Subtraktion der Blindwerte errechnet (Gleichung 6.1).

Anteil dsDNA

F(ds)
F(ds)+2,1F (es)

dsDNA = 6.1)
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Die Anzahl an DNA-Strangbriichen pro Zelle ergibt sich anhand der nachstehenden Gleichung 6.2, die
dividiert durch den Faktor 6000 die Anzahl an DNA-Strangbriiche pro 10° Basenpaare ergeben (Gleichung
6.3).

Berechnung DNA-Strangbriiche pro Zelle

dsDNABenandiung
n(SB) ze11e = —In + 16666 6.2
( )Zelle dSDNAKnntmlle ( )
Berechnung DNA-Strangbriiche pro 10° Bp
n(SB
n(SB)pspp = (60)0206”6 ©

6.3 Quantifizierung der Enzymaktivitiiten

Die Untersuchungen zur Bestimmung der zelluldren Katalase-, Glutathionperoxidase- und der Glutathion-
reduktase-Aktivititen erfolgte aus einem Zellextrakt, der aus Zink-behandelten Zellen pripariert wurde. Die
optimale Menge an Zellextrakt wurde zunéchst in Vorversuchen bestimmt und fiir die jeweilige Enzymakti-

vitdtsbestimmung entsprechend verdiinnt.

6.3.1 Versuchsansatz und Priparation der Zellextrakte

Pro Zellkulturschale (& 150 mm) wurden 2, 5- 10° IPEC-J2-Zellen ausgestreut und in ihrer logarhithmischen
Wachstumsphase fiir die gewiinschte Dauer mit ZnSQO, inkubiert. Fiir den Abbruch der Inkubation wurde
das Medium entfernt, die Zellen trypsiniert und die Zellzahl mittels eines automatischen Zellzéhlgerites
erfasst. AnschlieBend wurden 10 - 10° IPEC-J2-Zellen weiter gesetzt und zentrifugiert (650 g, 5 min, 4°C).
Nach dem Entfernen des Uberstands wurden die Zellen in 200 uL Lysepuffer (1% reduziertes TritonX-100 in
0,1 M KH,POy-Puffer (pH 7,0)) kriiftig resuspendiert (Zellkonzentration 0,5 - 10> Zellen pro pL). Nach er-
folgter Sonifizierung (Ultraschallspitze, Branson; 2 Zyklen mit 3 s Puls (10% Amplitude) und 20-minutiger
Inkubation auf Eis wurde das Lysat zentrifugiert (16600 g, 15 min, 4°C) und der erhaltene Uberstand (Zell-
extrakt) in einem 1,5-mL-Reaktionsgefif} bei -20°C gelagert.

6.3.2 Quantifizierung der Glutathionperoxidase-Aktivitit

Die Bestimmung der zelluldren GPx-Aktivitit erfolgte wie nach der Methode von Sharov et al. (1999)
beschrieben. Das Prinzip basiert auf der GPx-katalysierten Reduktion des Substrats fers-Butylhydroxid
("""BOOH ). Bei dieser Reaktion wird GSH zu GSSG durch die GPx oxidiert. Das gebildete GSSG wird
durch die GR unter Verbrauch des Reduktionsiquivalents NADPH wieder zu GSH reduziert. Die Quantifi-
zierung der GPx-Aktivitit erfolgte indirekt tiber den Verbrauch von NADPH bei 340 nm.

Dafiir wurden pro Well 100 uL des Reaktionsmix A in einer 96-Well-Platte vorgelegt. 100 uL. Reaktions-
mix A enthielten 60 uL. 3,3 mM Diethylentriaminpentaessigsdure (DETAPAC) in 0,166 M KH,PO4-Puffer
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6.3. Quantifizierung der Enzymaktivititen

(pH 7,0), 20 u. 10 mM reduziertes Glutathion (GSH) und 20 uL der isolierten GR (6 U/mL). Anschlie-
Bend wurden 60 pL. Lysepuffer als Blindwert bzw. des Zellextrakts pro Well pipettiert und fiir 2 min bei RT
inkubiert. 60 uL des Zellextrakts entsprachen der Aufarbeitung aus 2,1 - 10® IPEC-J2-Zellen. Die Hinter-
grundabsorption, d.h. die Oxidation des NADPH wurde durch Zugabe von 20 uL. 10 mM NADPH am Mi-
krotiterplattenlesegerit tiber 8 Zyklen in einer Intervallzeit von 20 s bei einer Wellenlidnge von 340 nm ge-
messen. Der Start der Reaktion wurde durch die Zugabe von 20 uL *”BOOH induziert und die Absorption
tiber 31 Zyklen mit einer Intervallzeit von 20 s bei einer Wellenldnge von 340 nm erfasst. Als Positivkon-

trolle diente die isolierte GPx mit einer Aktivitit von 0,1 U/mL, von der 20 uL. pro Well pipettiert wurden.

6.3.3 Berechnung der Glutathionperoxidase-Aktivitit

Fiir die Berechnung der GPx-Aktivitit wurde zunichst die Anderung der Absorption bei 340 nm (AA) pro
Minute anhand der Gleichung 6.4 sowohl fiir die Probe als auch fiir den Blindwert (BW) bestimmt und
anschlieend (AA/min)gy von (AA/min)p,.p. subtrahiert (Gleichung 6.5).

A(7 min) — A(2 min)
7 min — 2 min

(AA/min)Probe/BW = 6.4)

Korrigiertes (AA/min)prope = (AA/min) prope — (AA/min) gy (6.5)

Die GPx-Aktivitit in mol/min errechnete sich mit Hilfe des korrigierten molaren Extinktionskoeffizienten
fiir ein Well von NADPH bei 340 nm (e = 3732M ! -cm~") und unter Einbeziehung des Endvolumens von
200 pL (Gleichung 6.6).

Korrigiertes (AA/min) prope
3732 M—!

GPx-Aktivitit (mol /min) = 2-107% L (6.6)
Die GPx-Aktivitit (mol/min) wurde im letzten Schritt auf 10° Zellen normiert. Die GPx-Aktivitit der unbe-
handelten Zellen wurde 100% gesetzt und die Aktivitit der behandelten Zellen darauf bezogen.

6.3.4 Quantifizierung der Katalase-Aktivitiit

Die Messung der CAT-Aktivitit wurde mit minimalen Anderungen wie in der Methode von Li und Schell-
horn (2007) beschrieben durchgefiihrt und erfasst die Abnahme des Substrats H,O,, dass durch die CAT
katalytisch umgesetzt wird.

In die fiir die Messung verwendeten UV-transparenten 96-Well-Platten wurde pro Well 20 uL. Lysepuffer
(Blindwert) bzw. Probe vorgelegt. 20 uL Probe entsprachen dabei der Aufarbeitung aus 1-10° IPEC-J2-
Zellen. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 200 uL 5,5 mM H,0; in 0,1 M KH,PO4-Puffer (pH 7,0)
gestartet, sodass sich eine Endkonzentration von 5 mM H;O, ergab. Die Absorption wurde iiber 31 Zyklen
mit einer Intervallzeit von 10 s bei 240 nm am Mikrotiterplattenlesegerit bestimmt. Von der isolierten CAT
wurden 20 L. mit einer Aktivitit von 25 U/mL als Positivkontrolle mitgefiihrt.
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6.3.5 Berechnung der Katalase-Aktivitit

Fiir die Berechnung der CAT-Aktivitit wurde zuniichst die Anderung der Absorption bei 240 nm (AA) pro
Minute anhand der Gleichung 6.7 sowohl fiir die Probe als auch fiir den Blindwert (BW) bestimmt und
anschlieend (AA/min)gy von (AA/min)p,pe subtrahiert (Gleichung 6.8).

A(4 min) — A(1 min)
4 min — 1 min

(AA/min)Probe/BW = (6.7)

Korrigiertes (AA/min) prope = (AA/min) prope — (AA/min) gy (6.8)

Die CAT-Aktivitdt in mol/min errechnete sich mit Hilfe des korrigierten molaren Extinktionskoeffizienten
fiir ein Well von H,O; bei 240nm (€ = 39,4M~1-cm™ 1) und unter Einbeziehung des Endvolumens von
220 uL (Gleichung 6.9).

Korrigiertes (AA/min) pyope

392300 2,2-107% L (6.9)

CAT-Aktivitéit (mol /min) =

Die CAT-Aktivitit (mol/min) wurde im letzten Schritt auf 10° Zellen normiert. Die CAT-Aktivitiit der unbe-
handelten Zellen wurde 100% gesetzt und die Aktivitit der behandelten Zellen darauf bezogen.

6.3.6 Quantifizierung der Glutathionreduktase-Aktivitit

Die Methode zur Bestimmung der GR-Aktivitit basiert auf der Methode von Cenas et al. (2006) und beruht
auf der durch GR-katalysierten Umsetzung des Substrats GSSG zu GSH unter Verbrauch des Reduktionsé-
quivalents NADPH.

Hierfiir wurden pro Well einer 96-Well-Platte 80 uL. 0,1 M KH,PO4-Puffer (pH 7,0) vorgelegt und anschlie-
Bend 20 uL. Lysepuffer (Blindwert) bzw. Probe zu pipettiert. 20 uLL Probe entsprachen dabei der Aufarbeitung
aus 2 - 10° IPEC-J2-Zellen. Durch Zugabe von 100 uL einer 10 mM GSSG/0,4 mM NADPH-Lo6sung wurde
die Reaktion gestartet und iiber 21 Zyklen mit einer Intervallzeit von 20 s bei 340 nm die Absorption gemes-
sen. Als Positivkontrolle wurden 20 pLL der isolierten GR mit einer Aktivitit von 0,25 U/mL mitgefiihrt.

6.3.7 Berechnung der Glutathionreduktase-Aktivitit

Fiir die Berechnung der GR-Aktivitit wurde zunichst die Anderung der Absorption bei 340 nm (AA) pro
Minute anhand der Gleichung 6.10 sowohl fiir die Probe als auch fiir den Blindwert (BW) bestimmt und
anschliefend (AA/min)gy von (AA/min)p,,p. subtrahiert (Gleichung 6.11).

A(5 min) — A(2 min)
5 min — 2 min

(AA/min) prope/pw = (6.10)

Korrigiertes (AA/min)prope = (AA/min) prope — (AA/min) pw 6.11)
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Die GR-Aktivitdt in mol/min errechnete sich mit Hilfe des korrigierten molaren Extinktionskoeffizienten
fiir ein Well von NADPH bei 340 nm (¢ = 3732M ™ 1-cm™ 1) und unter Einbeziehung des Endvolumens von
200 uL (Gleichung 6.12).

Korrigiertes (AA/min) prope
3732 M—!

GR-AKktivitit (mol /min) = 2.1074 L (6.12)

Die GR-Aktivitit (mol/min) wurde im letzten Schritt auf 10® Zellen normiert. Die GR-Aktivitiit der unbe-
handelten Zellen wurde 100% gesetzt und die Aktivitit der behandelten Zellen darauf bezogen.

6.4 Quantifizierung von Gesamtglutathion

Die intrazelluldre Konzentration an Gesamt-GSH kann mit Hilfe des Recycling Assays nach Tietze (1969)
quantifiziert werden. Die Messung beruht auf der photometrischen Messung der gelb gefirbten 5-Thio-2-
Nitrobezoesidure (TNB) bei 412 nm, die bei der Reduktion des 5,5’-Dithiobis-2-Nitrobenzoesdure (DTNB,
,EBllman’s Reagenz*) durch GSH entsteht. Das bei der Reaktion gebildete GSSG wird durch Zugabe der
GR und dem Reduktionsidquivalent NADPH zum GSH reduziert, sodass es wieder zu weiteren Reaktion
mit DTNB zur Verfiigung steht. Mit dieser Methode wird neben dem vorherrschendem Thiol GSH auch das
Disulfid GSSG erfasst. In Abbildung 6.2 ist das Reaktionsschema dargestellt.

O,N
S COOH
Hooc: C ~ \©i
NO,
G GSSG

a

NADPH+H* NADP*

DTNB TNB

O,N
/_\ HOOC SH
SH

Abbildung 6.2: Reaktionsverlauf des Recycling Assay nach Tietze. DTNB: 5,5’-Dithiobis-2-Nitrobenzoesaure,
TNB: 5-Thio-2-Nitrobezoesdure.

6.4.1 Versuchsansatz und Priparation der Zellextrakte

Pro Zellkulturschale (@ 100 mm) wurden 1,0 - 10° IPEC-J2-Zellen ausgestreut und in der logarithmischen
Wachstumsphase fiir die gewiéhlte Dauer mit ZnSO, inkubiert. Zur gezielten GSH-Depletion diente 100 uM
D, L-Buthionin-[S, R]-Sulfoximin (BSO), mit dem die Zellen fiir 24 h behandelt wurden. Die Inkubation
wurde durch das Absaugen des Mediums beendet. AnschlieBend wurden die Zellen trypsiniert, in frischem
Medium suspendiert und die Zellzahl und das Zellvolumen mittels eines automatischen Zellzihlgerites
erfasst. Fiir die Messung wurde eine definierte Zellzahl in ein neues Reaktionsgefdl iiberfiihrt, fiir 5 min
bei 1800 rpm und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und das erhaltene Zellpellet in K-
Phosphatpuffer (pH 7,4, 4°C) resuspendiert, so dass sich eine Zellkonzentration von 0,5 - 10%/120 uL er-
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gab. Die Lagerung erfolgte bei -80°C. Zur Zelllyse wurden die Proben aufgetaut und anschlieend 5 min
im Ultraschallbad sonifiziert und ein weiteres Mal bei -80°C iiber Nacht gelagert. Nach erneuter Auftau-
Ultraschallbehandlung wurden die Proben zur Proteinfidllung mit 30 uL einer 6,5%igen 5-Sulfosalicylsdure-
Losung (5-SSA) (Endkonzentration 1,3%) versetzt, gevortext und fiir 10 min auf Eis gestellt. Nach der
Zentrifugation fiir 20 min bei 2000 g und 4°C wurde der Uberstand abgenommen und zur Bestimmung des

Gesamtglutathiongehalts eingesetzt.

6.4.2 Recycling Assay

Parallel zur Analyse der Proben wurde eine Kalibrierung im Bereich von 5-50 uM GSH mitgefiihrt. Als ex-
terne Wiederfindung und damit zur Uberpriifung der Methode diente eine 20 uM GSSG-Losung, die 39,9 uM
GSH entspricht. Analog zu den Proben enthielten die Standardlosungen sowie die GSSG-Losung, 5-SSA in
einer Endkonzentration von 1,3%. Der Recycling Assay wurde in 96-Well-Platten durchgefiihrt. Pro Ka-
vitdt wurden 40 uL. K-Phosphatpuffer (pH 7,4) vorgelegt, 20 uL. Standard bzw. Probe und 100 uL einer
2mM DTNB/0,3 mM NADPH-Lo6sung zugegeben. Die enzymatische Reaktion wurde durch Zugabe von
40 uL der isolierten GR (Aktivitdt 678,9 U/mL) gestartet. Die Absorption wurde bei einer Wellenldnge von
412 nm in 8 Zyklen iiber 4 min mit Hilfe eines Mikrotiterplattenlesegerits erfasst.

6.4.3 Berechnung des Gesamtglutathiongehalts

Die Berechnung der Extinktion erfolgt anhand der nachstehenden Gleichung 6.13, wobei die Anderung der
Extinktion sich aus der Differenz zwischen Zyklus 1 und 4 rechnerisch bestimmen lésst (Gleichung 6.14).

E = AE(Probe) — AE(Blindwert) (6.13)
AE = E(Zyklus 4) — E(Zyklus 1) (6.14)
Anhand der mitgefiihrten externen Kalibrierung erfolgte die Berechnung des Gesamtglutathiongehalts in
der Probe in pM, der mittels des zuvor bestimmten Zellvolumens in die intrazelluldre Gesamtglutathionkon-

zentration umgerechnet werden kann. Der Gesamtglutathiongehalt der unbehandelten Zellen wurde 100%

gesetzt und der gesamte Glutathiongehalt der behandelten Zellen darauf bezogen.
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6.5 Quantifizierung der Poly(ADP-Ribosyl)ierung in Kernextrakten und
der isolierten PARP-1

Die Untersuchungen zur PARsylierungsaktivitit in Kernextrakten sowie der isolierten PARP-1 wurden in
Kooperation mit Frau Dr. Claudia Keil (Technische Universitit Berlin) anhand des Einbaus radioaktiv-

markierter ADP-Ribose ermittelt.

6.5.1 Versuchsansatz und Priparation der Kernextrakte

Fiir die Prédparation der Kernextrakte (KE) nach der Methode von Schreiber et al. (1989) wurden ca.
10 — 15-10% IPEC-J2-Zellen bzw. HeLa-S3-Zellen eingesetzt. Die Zellen wurden abtrypsiniert, in 10 mL
5% FKS/PBS (4°C) aufgenommen und in ein 15-mL-Rdéhrchen iiberfithrt. Nach der Zentrifugation
(1500 rpm, 5 min, 4 °C) wurde das Pellet mit zweimal 700 uL. PBS (4°C) in ein neues 1,5-mL-Reaktionsgefil3
iberfiihrt und ein weiteres Mal zentrifugiert (2000 rpm, 5 min, 4°C). Das entstandene Pellet wurde in 1600 puLL
KE-Puffer A (pH 7,9) resuspendiert und fiir 15 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurden 125 uL 10%
NP-40 (Igepal CA-630) zugegeben und fiir 30 s gevortext und erneut fiir 5min auf Eis inkubiert. Nach
der anschlieBenden Zentrifugation (3000 rpm, 2 min, 4°C) wurde das im Uberstand enthaltene Zytoplasma
entfernt und das Pellet in 200 pL. KE-Puffer B (pH 7,9) resuspendiert. Die Suspension wurde fiir 10 min
abwechselnd kriftig gevortext und gekiihlt. Nach der Zentrifugation (13000 rpm, 15 min, 4 °C) erhielt man
im Uberstand den Kernextrakt. Die Proteinbestimmung der Kernextrakte erfolgte wie unter Abschnitt 6.5.2

beschrieben.

6.5.2 Proteinbestimmung nach Bradford

Das Prinzip der Proteinbestimmung nach Bradford (1976) beruht auf der Verschiebung des Absortionsmaxi-
mums des Farbstoffes Coomassie-Brillantblau G250 von 495 nm nach 595 nm in Gegenwart von Proteinen.
Die Zell- bzw. Kernextrakte wurden entsprechend ihrer Menge an aufgearbeiteten Zellen verdiinnt und 20 uL.
dieser Probenverdiinnung in eine 96-Well-Platte pipettiert (in Dreifachbestimmung). Nach der Zugabe von
180 uL Bradford-Reagenz (40 uL. Bio Rad Reagenz, 140 uL bidestilliertem Wasser) wurde nach 5 min die
Absorption bei einer Wellenldnge von 595 nm am Mikrotiterplattenlesegerit bestimmt. Die Kalibrierung
mit Rinderserumalbumin (BSA) als Referenz erfolgte parallel zur Analyse der Proben. Ausgehend von ei-
ner BSA-Stammldsung mit einer Konzentration von 10 mg/mL wurde eine Kalibriergerade im Bereich von
0-75 pg/mL BSA erstellt.

6.5.3 Quantifizierung der Poly(ADP-Ribosyl)ierung in Kernextrakten

Zur Bestimmung der PARsylierungsaktivitit in Kernextrakten aus IPEC-J2-Zellen und HeLa-S3-Zellen
wurden diese mit sonifizierter Lachsspermien-DNA und NAD™ inkubiert. Die Menge an inkorporierter
ADP-Ribose wurde nach Trichloressigsdure (TCA)-Fillung bestimmt.

Um den Einfluss von ZnSQy4, CaCl,, MgCl, sowie klassischer PARP-Inhibitoren (3-Aminobenzamid (3-
AB), 8-Hydroxy-2-methylquinazoline-4-one (NU1025)) auf die Kapazitit der PARsylierung zu untersu-
chen, enthielten die Reaktionsansétze die in Tabelle 6.1 dargestellte Zusammensetzung.
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Tabelle 6.1: Poly(ADP-Ribosyl)ierungsaktivitit in Kernextrakten

Volumen Konzentration Endkonzentration

Mix 1: Kernextrakt 0-5uL variabel 5-10ug
3-AB 2,0l 500 uM 50 uM
NU1025 2,0uL S5uM 0,5 uM
ZnSOy4 bzw. CaCl, oder MgCl, 2,0ul 0,5-5mM 50-500 uM
1x HEPES-Puffer ad. 20 uL -
Mix 2: Sonifizierte DNA 1,2 uL 10 mg/mL 480 ug/mL
10 uM NAD™ 2,5uL 10 M 1uM
[a-32P]-NAD™* variabel - mind. 100.000 cpm
1x HEPES-Puffer ad. 5pL

Ansatzvolumen: 25 uL

Der in Tabelle 6.1 aufgelistete Mix 1 wurde zunéchst fiir 30 min auf Eis inkubiert. Die Reaktion wurde durch
Zugabe von Mix 2 gestartet und fiir 20 min (IPEC-J2-Kernextrakte) bzw. 10 min (HeLa-S3-Kernextrakte) bei
30 °C inkubiert. Die 3>P-markierten Proteine wurden mit 150 pL 40%iger TCA-Losung bei 4 °C fiir 20 min
gefillt und die gesamte Radioaktivitiit in den Ansétzen durch Cerenkov-Messung quantifiziert. Nach dem
Zentrifugieren (13000 rpm, 20 min, RT) wurde das Prézipitat mit 5% TCA und anschlieBend mit 70% Etha-
nol gewaschen. Mittels Cerenkov-Messung wurde die verbliebene Menge an Radioaktivitdt quantifiziert.

Aus dem prozentualen Einbau des >P-NAD* wurde die Menge an inkorporierter ADP-Ribose bestimmit.

6.5.4 Nachweis der Poly(ADP-Ribosyl)ierung mittels SDS-Gelelektrophorese

Um den Einfluss von ZnSO4 und typischen PARP-Inhibitoren, wie 3-AB und NU1025, auf die PARsylie-
rung in Kernextrakten zu visualisieren, wurde die Reaktion wie unter 6.5.3 beschrieben durchgefiihrt und
nach 20 min durch Zugabe von 5 uL 5x SDS-Probenpuffer abgestoppt. Die Radioaktivitiat wurde mittels
Cerenkov-Messung quantifiziert und die Proben wurden anschlieBend erhitzt (95°C, 5min). Aquivalente
Mengen an Radioaktivitidt wurden mittels SDS-PAGE separiert und die poly(ADP-ribosyl)ierten Produkte

unter Verwendung der Autoradiographie sichtbar gemacht.
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6.5.5 Quantifizierung der Poly(ADP-Ribosyl)ierung der isolierten PARP-1

Die PARsylierungsaktivitit der isolierten PARP-1 in Gegenwart von ZnSO,4 wurde nach dem gleichen Prin-
zip wie unter 6.5.3 bestimmt.

Die Reaktionsansitze enthielten folgende Zusammensetzung (Tabelle 6.2):

Tabelle 6.2: Poly(ADP-Ribosyl)ierungsaktivitit der isolierten PARP-1

Volumen Konzentration Endkonzentration

Mix 1: isolierte PARP-1 0,5 uL 1 mg/mL 17,7nM
1 x HEPES-Puffer ad. 20 uL. -
Mix 2: sonifizierte DNA 1,2uL. 10 mg/mL 480 pg/mL
NAD* 2,5uL 500 uM 50 uM
[a-3?P]-NAD™ variabel - mind. 100.000 cpm
ZnSOqy 2,5uL 50 uM-2,5 mM 5 uM-250 uM

1x HEPES-Puffer ad. SuL -

Ansatzvolumen: 25 uL

Die Reaktion wurde durch die Zugabe von Mix 2 gestartet und der Ansatz fiir 10 min bei 30°C inkubiert.

Die folgenden Schritte erfolgten wie unter 6.5.3 beschrieben.

6.5.6 Kettenlingenanalyse von >>P-markierten ADP-Ribosepolymeren

Die durch die Reaktion der isolierten PARP-1 gebildeten 3*P-markierten ADPR-Polymere wurde nach der
Methode von Panzeter und Althaus (1990) aufgereinigt. Die Reaktion wurde wie unter 6.5.5 beschrieben
durchgefiihrt und die 3*P-markierten ADPR-Polymere nach dem letzten Waschschritt durch alkalische Ly-
se bei 60°C in TE-Puffer (pH 12,0) unter Schiitteln vom Protein abgetrennt. Die Proteine wurden mittels
Phenol/Chloroform-Extraktion entfernt und die Proben umgehend an einem Fliissigszintillationszédhler aus-
gezéhlt. Nach der Zugabe von PAR-Probenpuffer (pH 8,0) wurden die Proben in einem Sequenziergel (18%
Polyacrylamid in TBE-Puffer (pH 8,3) bzw. 8% Polyacrylamid, 7 M Harnstoff in TBE-Puffer (pH 8,3)) fiir
1,5h bei 30 mA und 300V elektrophoretisch getrennt. Die auf dem Gel vorliegenden radioaktiv markier-
ten Polymere wurden mittels Autoradiographie detektiert. Dafiir musste das Gel zuvor auf eine Plastikfolie

transferiert und mit einer Plastikhiille geschiitzt werden.

81



6. Material und Methoden

6.6 Quantifizierung der Poly(ADP-Ribosyl)ierung in intakten
HeLa-S3-Zellen

Die Detektion der PAR-Polymere in intakten HeLLa-S3-Zellen erfolgte anhand eines monoklonalen Antikor-
pers, der spezifisch gegen die PAR-Einheiten gerichtet ist. Die gebildeten PAR-Einheiten wurde durch die
Inkubation mit einem FITC-gekoppelten Sekundér-Antikdrpers unter Verwendung eines Fluoreszenzmikro-

skops detektiert. Die FITC-Fluoreszenz spiegelt das Ausmal an generierten PAR-Einheiten wider.

6.6.1 Versuchsansatz, Induktion der PAR-Einheiten, Fixierung

2-10° HeLa-S3-Zellen wurden auf sterilen Deckglischen in Zellkulturschalen (@ 40 mm) ausgesit und in
der logarithmischen Wachstumsphase fiir den im Ergebnisteil angegebenen Zeitraum mit ZnSO, inkubiert.
Zur Induktion der DNA-Strangbriiche wurden die Zellen fiir 5 min mit 100 uM H;O» bei 37°C inkubiert.
Nach fiinfminiitiger H,O;-Inkubation wurden die Deckgldschen mit Hilfe einer Pipette aus den Zellkul-
turschalen entfernt, zweimal mit eiskaltem PBS gewaschen und fiir mindestens 10 min in eiskalter 10%iger
TCA-Losung permeabilisiert und gleichzeitig fixiert. Darauf erfolgten drei sukzessive Waschschritte in 70%,
90% und absolutem Ethanol (-20°C) fiir 5 min, an die sich die Trocknung der Deckgldschen an der Luft an-

schloss.

6.6.2 Antikorper-Inkubation

Die luftgetrockneten Deckgldschen wurden durch zweimaliges Eintauchen in PBS (RT) rehydratisiert und
mit dem spezifischen monoklonalen Antikérper 10H (Verdiinnung 1:30 in PBS/5% Milchpulver) in einer
feuchten Kammer bei 37°C fiir 30 min inkubiert. Die Deckglidschen wurden nach viermaligen Waschen in
PBS mit dem sekundédren FITC-gekoppelten Antikorper (Verdiinnung 1:30 in PBS/5% Milchpulver) fiir
30min bei 37°C im Dunkeln inkubiert. Danach erfolgte ebenfalls ein viermaliger Waschschritt, bevor die
Deckglédschen auf einem mit VECTASHIELD Mounting Medium mit DAPI priparierten Objekttriager auf-

gebracht und mit klarem Lack versiegelt wurden.

6.6.3 Fluoreszenzmikroskopie und Auswertung

Die Fluoreszenzintensititen konnten mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskop sichtbar gemacht werden. Die

Quantifizierung erfolgte anhand der kolokalisierten DAPI- und FITC-Fluoreszenz.

6.7 Inzisionstest

Der nicht-radioaktive Inzisionstest (Hamann et al., 2009) wurde zur Bestimmung der OGG- und APE-
Aktivitit in Zellextrakten und der isolierten Proteine angewendet. Das Prinzip der Methode beruht auf der
Inkubation eines Cy5-markierten Oligonukleotids, das entweder ein 8-OxoG (Oligonukleotid I) oder ein
Tetrahydrofuran (THF) als AP-Stellen-Analogon (Oligonukleotid II) enthilt, mit Zellextrakten oder den

isolierten Proteinen. In Folge der Inkubation wird der DNA-Schaden durch die im Zellextrakt enthaltenen
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Enzyme oder durch die isolierten Proteine erkannt und das jeweilige Oligonukleotid eingeschnitten. Das in-
takte, nicht-eingeschnittene Inzisionssubstrat wird vom eingeschnittenen kiirzeren Inzisionsprodukt mittels
einer denaturierenden Harnstoff-PAGE separiert und der Anteil beider mittels eines Fluoreszenzscanners

detektiert. Das Prinzip des Inzisionstests ist in Abschnitt 4.4 dargestellt.

6.7.1 Hybridisierung der Oligonukleotide

Als DNA-Substrate wurden synthetische 60-mer-Oligonukleotide (Eurogentec) verwendet, die am 3’Ende
mit dem Fluoreszenzfarbstoff Cy5 markiert sind. Alle Arbeiten mit dem Oligonukleotid wurden daher im

Dunkeln durchgefiihrt. Die drei verwendeten Oligonukleotide besitzen die folgende Sequenz:

5°- CAA-TAA-TAA-CAC-GG-X-CGA-CCA-GTC-CTG-CT
Cy5 -3’- GTT-ATT-ATT-CTG-CC-C-GCT-GGT-CAG-GAC-G

Die Position 15 (= X) ist variabel. Oligonukleotid I besitzt an dieser Position eine 8-oxoG-Einheit, Oligonu-
kleotid II ein Tetrahydrofuran (THF), welches ein AP-Stellen-Analogon darstellt. Oligonukleotid III enthilt
keinen spezifischen Schaden, sondern ein Guanin an Position 15 und fungiert damit als Negativkontrolle.
Die Sequenz der Oligonukleotide enthilt vier aufeinanderfolgende Thymidine, wodurch es nach der Hybri-
disierung zur Ausbildung einer stabilen Haarnadelstruktur kommt.

Die im lyophilisierten Zustand gelieferten Oligonukleotide wurden in der vom Hersteller angegebenen Men-
ge TE1-Puffer gelost. Die genaue Konzentration der Oligonukleotide sowie die Menge an Cy5-Markierung
wurde mit Hilfe einer Nanoquantplatte am Mikrotiterplattenlesegerit bestimmt. Die nicht hybridisierten
Oligonukleotide wurden weiter auf eine Konzentration von 5 pmol/uL in TE1-Puffer verdiinnt und Aliquote
bei -20°C gelagert. Zur Hybridisierung wurden in einem 1,5-mL-Reaktionsgefdl 6 pmol des Oligonukleo-
tids vorgelegt und anschlieend mit TE2-Puffer und NaCl (Endkonzentration 50 mM) auf 60 uL aufgefiillt.
Die Oligonukleotidlosungen mit einer finalen Konzentration von 100 fmol/uL. wurden im vorgeheizten Heiz-
block fiir 15 min bei 90°C unter Schiitteln denaturiert. Die Hybridisierungsansétze verblieben im Heizblock,

wihrend dieser langsam herunterkiihlte (Tabelle 6.3).
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Tabelle 6.3: Temperaturprogramm Hybridisierungsansétze

Temparatur Zeit

90°C 15 min
90°C auf 85°C 10 min
85°C auf 80°C 10 min
80°C auf 70°C 30 min
70°C auf 60°C 30 min
60°C auf 45°C 30 min
45°C auf 30°C 30 min

Von den gebrauchsfertigen Losungen wurden 13 pL-Aliquote bei -20°C gelagert. Die Hybridisierungseffi-

zienz wurde anhand einer nativen PAGE regelméBig tiberpriift.

6.7.2 Native Polyacrylamidgelelektrophorese

Die Hybridisierungseffizienz wurde anhand einer nativen PAGE unter Verwendung eines nativen 20%igen
Polyacrylamidgels iiberpriift. Dafiir wurden pro Ansatz 4 uL. Gelshiftpuffer (pH 7,0), 8,5 uL bidestilliertem
Wasser, 1,0 uL. Oligonukleotidlosung (100 fmol/uL) und 1,5 uLL Ladepuffer (pH 8,0) gemischt. Der gesamte
Ansatz wurde auf das Gel aufgetragen und der Gellauf konstant bei 200V fiir 5h bei RT in TBE1-Puffer
(pH 8,0) durchgefiihrt. Das fertige Gel wurde am Typhoon Imager eingescannt.

6.7.3 Versuchsansatz und Priparation der Gesamtzellextrakte

Pro Zellkulturschale (@ 150 mm) wurden 2,0 - 10® IPEC-J2-Zellen ausgetreut und in der logarrithmischen
Wachstumsphase fiir den gewiinschten Zeitraum inkubiert. Nach dem Ende der Inkubationszeit wurden die
Zellen trypsiniert, in 10 mL PBS/10% FKS (4°C) aufgenommen, in ein 15-mL-Roéhrchen iiberfiihrt und die
Zellzahl an einem automatischen Zellzdhlgerit bestimmt. Nach der Zentrifugation bei 290 g fiir 5 min (4°C)
wurde der Uberstand abgenommen und das Zellpellet mit 10 mL PBS (4°C) gewaschen. Nach erneuter Zen-
trifugation (290 g, 5 min, 4°C) wurde das Zellpellet bis zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert bzw. die
Proteinextraktion sofort im Anschluss durchgefiihrt. Zur Erfassung der zelluliren OGG- und APE-Aktivitét
wurden zur Proteinextraktion die Zellpellets (4 - 10 Zellen) in je 80 uL Extraktionspuffer A (pH 7,1) resus-
pendiert und auf Eis sonifiziert (Ultraschallspitze, Branson; 10 Zyklen mit 1 s Puls (10% Amplitude) + 9's
Pause). Die anfallenden Zelltriimmer wurden durch Zentrifugation bei 20800 g fiir 20 min (4°C) abgetrennt.
Der erhaltene Uberstand wurde in Verdiinnungspuffer A (pH 7,1) 1:5 verdiinnt. Der verdiinnte Zellextrakt
wurde in eine Microcon-Filtereinheit mit einem cut-off Filter der Grofle 10 kDa gefiillt und durch Zentrifu-
gation bei 20800 g fiir 30 min (4°C) aufkonzentriert. Durch Umdrehen der Microcon-Filtereinheit in eine
frisches Reaktionsgefall und erneuter Zentrifugation bei 1000 g fiir 6 min (4°C) erhielt man den Zellextrakt.
Nach Bestimmung der Proteinmenge nach Bradford (Abschnitt 6.5.2) wurde der Zellextrakt bis zur weiteren

Verwendung aliquotiert und bei -80°C gelagert. Fiir die direkte Behandlung von IPEC-J2-Zellextrakten mit
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ZnSO4 wurde sowohl im Extraktionspuffer B als auch im Verdiinnungspuffer B auf die Anwesenheit von
EDTA und DTT verzichtet.

6.7.4 Quantifizierung der OGG- und APE-Aktivitit in Zellextrakten

Im Falle der direkten Behandlung der IPEC-J2-Zellextrakte mit ZnSO4 wurde auf die Anwesenheit von
EDTA und DTT im Reaktionspuffer verzichtet. Die gewiinschte Menge an Reaktionspuffer B (pH 7,1) wur-
de pro Reaktionsansatz (10 uL) in ein 1,5-mL-Reaktionsgefall vorgelegt. Sollte die Reaktion in Anwesenheit
von ZnSOy4 erfolgen, wurde dem Reaktionspuffer B die entsprechende Menge an ZnSO4-Losung zugesetzt.
Pro Reaktionsansatz wurde ein ,,Hairpin-Mix*“ hergestellt, der in 1,4 uL. 40 fmol Oligonukleotid I bzw. II
und 1 pg acetyliertes BSA enthielt (1,0 uL acetyliertes BSA (1 mg/mL) und 0,4 pL. Oligonukleotid I bzw.
IT (100 fmol/pL)). Jeweils 1,4 uL. des ,,Hairpin-Mix* und die gewiinschte Menge des Zellextrakts aus un-
behandelten Zellen wurden an den Rand des Reaktionsgefifes pipettiert und die Reaktion durch kurzes
Zentrifugieren gestartet. Die Reaktion erfolgte fiir die angegebene Zeit bei 37°C unter leichtem Schiitteln.
Als Positivkontrolle wurde Oligonukleotid I mit 10 ng isolierter hOGG1 (England New Biolabs) bzw. Oli-
gonukleotid IT mit 0,2 pg isolierter hAPE1 (New England Biolabs) inkubiert und mitgefiihrt. Im Falle der
isolierten hAPEI enthielt der Reaktionsansatz zusitzlich MgCl, in einer Endkonzentration von 5 mM. Als
Negativkontrolle wurde 20 fmol Oligonukleotid III, das keinen spezifischen Schaden enthilt, mit der ge-
wiinschten Menge Extrakt aus unbehandelten Zellen inkubiert.

Die Reaktion wurde durch Zugabe von 10 uL Auftragepuffer (pH 8,0) abgestoppt. Die Denaturierung der
Proben erfolgte bei 95°C fiir 5 min. Die Proben wurden quantitativ auf ein vorgewdrmtes (50°C) denatu-
rierendes 20%iges Polyacrylamidgel aufgetragen und das intakte und eingeschnittene Oligonukleotid fiir
2h in 1x TBE2-Puffer (pH 8,0) bei konstant 15 W pro Gel elektrophoretisch getrennt. Das Gel wurde am
Typhoon Imager eingescannt und mittels der Software Image Quant TLv2005 ausgewertet. Die Aktivitit der

Kontrolle wird 100% gesetzt und die Aktivititen der behandelten Zellextrakte auf die Kontrolle bezogen.

6.7.5 Quantifizierung der Aktivitit isolierter hOGG1

Die isolierte hOGG1 mit einer Konzentration von 500 ng/uL. wurde in Aufbewahrungspuffer A (pH 8,0)
von der Firma New England Biolabs geliefert und bei -20°C gelagert. Das isolierte Protein wurde fiir jeden
Versuchsansatz auf eine Konzentration von 10 ng/uL in Aufbewahrungspuffer A verdiinnt. Die weitere Ver-
diinnung auf 1 ng/uL erfolgte in Reaktionspuffer C (pH 7,1).

Pro Reaktionsansatz wurde die gewiinschte Menge an Reaktionspuffer C vorgelegt. Sollte die Reaktion in
Anwesenheit von ZnSO, ablaufen, wurde die gewiinschte Menge an ZnSO4-Losung zugesetzt. 1,4 uL. des
,,Hairpin-Mix* (40 fmol Oligonukleotid I und 1 pg acetyliertes BSA) und 2,5 ng isolierte hOGG1 wurden an
den Rand des Reaktionsgeféfes pipettiert. Der Reaktionsansatz wurde durch kurzes Zentrifugieren gemischt
und die Reaktion gestartet. Die Reaktionsansitze wurden fiir die angegebene Zeit bei 37°C inkubiert. Als
Positivkontrolle wurden 40 fmol Oligonukleotid I mit 10 ng isolierter hOGG1 inkubiert. Als Negativkon-
trolle wurden 20 fmol Oligonukleotid III mit 2,5 ng isolierter hOGG1 inkubiert.

Die Separation, Denaturierung und Quantifizierung erfolgte wie unter Abschnitt 6.7.4 beschrieben.
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6.7.6 Quantifizierung der Aktivitit isolierter APE1

Die isolierte hAPE1 wurde in Aufbewahrungspuffer B (pH 8,0) mit einer Konzentration von 5,5 pg/uL von
der Firma New England Biolabs geliefert und bei -20°C gelagert. Das isolierte Protein wurde in Aufbewah-
rungspuffer B auf eine Gebrauchslésung von 0,2 pg/uL. verdiinnt. Die isolierte hAPE1 wurde zunichst ohne
(Kontrolle) oder mit ZnSQOy4 in Anwesenheit von 1 mM MgCl, fiir 20 min bei 20°C vorinkubiert. Dafiir wur-
de pro Vorinkubationsansatz der Reaktionspuffer C in ein 1,5-mL-Reaktionsgefifl vorgelegt. Die jeweilige
Menge an ZnSO,4, MgCl, und isolierter hAPE1 wurde an den Rand des Reaktionsgefifes pipettiert. Durch
kurzes Zentrifugieren wurde der Ansatz gemischt und eine Konzentration von 0,01 pg/uL isolierte hAPE1
im Vorinkubationsansatz erreicht.

Pro Vorinkubationsansatz wurden drei Hauptinkubationsansitze (10 uL) durchgefiihrt. Dazu wurde der Re-
aktionspuffer C in einem 1,5-mL-Reaktionsgefil} vorgelegt. Sollte die Hauptreaktion in Anwesenheit von
ZnSOy stattfinden, wurde die Menge an ZnSQO4 zugesetzt, sodass die gleichen Konzentrationen wie in der
Vorinkubation erreicht wurden. 1,2 uL des ,,Hairpin-Mix** (20 fmol Oligonukleotid II und 1 pg acetyliertes
BSA) und 0,04 pg der isolierten APE1 aus dem Vorinkubationsansatz (4-uL-Vorinkubationsansatz) wurden
an den Rand des ReaktionsgefiBes pipettiert und der Reaktionsansatz durch kurzes Zentrifugieren gemischt
und gestartet. Die Hauptreaktion erfolgte in Anwesenheit von 0,4 mM MgCl, bei 37°C fiir die angegebe-
ne Zeit. Als Positivkontrolle wurden 40 fmol Oligonukleotid II mit 0,2 pg isolierter hAPE1 inkubiert. Als
Negativkontrolle wurden 20 fmol Oligonukleotid III mit 0,04 pg isolierter hAPE1 aus dem Vorinkubations-
ansatz in Anwesenheit von 0,4 mM MgCl, inkubiert.

Die Separation, Denaturierung und Quantifizierung erfolgte wie unter Abschnitt 6.7.4 beschrieben.

6.7.7 Quantifizierung der OGG- und APE-Aktivitiit in intakten Zellen

In einem Gesamtvolumen von 10 uL. wurde der Zellextrakt mit 40 fmol Oligonukleotid und 100 ng acety-
liertem BSA inkubiert. Dafiir wurde pro Ansatz in einem 1,5 mL Reaktionsgefdl die entsprechende Menge
an Reaktionspuffer A (pH 7,1) vorgelegt. Jeweils 1,4 uL des ,,Hairpin-Mix*“(40 fmol Oligonukleotid I bzw.
IT und 1 pg acetyliertes BSA) und die gewiinschte Menge des Zellextrakts wurden an den Rand des Reak-
tionsgefiBes pipettiert und die Reaktion durch kurzes Zentrifugieren gestartet. Die Inkubation erfolgte fiir
die gewiinschte Dauer bei 37°C.

Alle weiteren Schritte sowie das Mitfithren von Positiv- und Negativkontrolle erfolgten wie im Abschnitt
6.7.4 beschrieben.
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6.8 Flammen-Atomabsorptionsspektrometrie

Die Quantifizierung von intrazelluldirem Zink in IPEC-J2-Zellen erfolgte mittels F-AAS. Das Prinzip der
F-AAS basiert zunichst auf der Uberfithrung der Probeldsung in ein Aerosol, das innerhalb der Flamme
atomisiert wird. Durch Wechselwirkung der freien Atomen mit dem eingestrahlten Licht, z.B. der Hohl-
kathodenlampe (HKL) kommt es zur Schwichung der Strahlung (Absorption). Dabei gilt das Lambert-
Beer’sche Gesetz, das besagt, dass die gemessene Absorption proportional zur Konzentration des Analyten
in der Probe ist.

Um einen zusétzlichen Eintrag von Zink aus der Umgebung wihrend der Aufarbeitung zu vermeiden, wur-

den zinkfreie Gebrauchsmaterialien, wie z.B. Kunststoffpipettenspitzen und Reaktionsgefdlle, verwendet.

6.8.1 Versuchsansatz und Priparation der Zellpellets

Fiir die Versuche wurden 2,5 - 10° IPEC-J2-Zellen in Zellkulturschalen (& 150 mm) ausgestreut und in
der logarithmischen Wachstumsphase mit ZnSO4 inkubiert. Fiir den Abbruch der Inkubation wurde das
Medium entfernt, die Zellen trypsiniert, in 10 mL. PBS/FKS (5%) vereinzelt und die Zellsuspension in ein
15-mL-Ré&hrchen iiberfiihrt. Die Zellsuspension wurde fiir 4 min bei 1250 rpm und 4°C zentrifugiert, der
Uberstand anschlieBend abgesaugt, das erhaltene Zellpellet in 5 mL PBSyvc resuspendiert und die Zellzahl
sowie das mittlere Zellvolumen mittels eines automatischen Zellzdhlgerites erfasst. Nach dem Weitersetzen
von 2,5-10° bis 5-10° Zellen wurde erneut fiir 4 min bei 1250 rpm und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand
wurde abgesaugt, das Zellpellet in 1 mL PBSyyc resuspendiert und in ein 2-mL-Reaktionsgefil iiberfiihrt.
Das 15-mL-Réhrchen wurde mit 500 u. PBSyyc nachgespiilt und in das 2-mL-Reaktionsgefdf3 {iberfiihrt
und fiir 5 min bei 4000 rpm und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde ein weiteres Mal abgesaugt und das

Zellpellet bis zur weiteren Aufarbeitung bei -20°C gelagert.

6.8.2 Saurer Aufschluss und Analyse

Jedes Zellpellet wurde mit 500 uL salpetersaurer HyO, (65% HNO3 (suprapur) + 30% H,O, (suprapur) im
Verhiltnis 1:1) versetzt. Um tibermifBiges Schaumen zu vermeiden, wurde die Losung im Thermoschiittler
schrittweise auf 95°C hochgeheizt und anschlieBend ca. 10h bis zur Trockne eingedampft. Der erhaltene
Riickstand wurde in 1 mL bidestilliertem Wasser gelost. Um den Eintrag von Zink aus der Umgebung wéh-
rend des sauren Aufschluss zu ermitteln, wurden 2-mL-Reaktionsgefidle mit 500 uL salpetersaurer H,O,
versetzt, bis zur Trockne eingedampft und der Riickstand in 1 mL bidestilliertem Wasser aufgenommen. Die
ermittelte Absorption der Blindwerte wurde von der Absorption der Proben subtrahiert.

Zur Analyse der Proben erfolgte manuell mittels F-AAS. Die gewéhlten Parameter der F-AAS sowie die
Wiederfindung, Bestimmungs-, Erfassungs- und Nachweisgrenze sind im Anhang unter Abschnitt A.6.4

angegeben.
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6.8.3 Berechnung der intrazelluléiren Gesamtkonzentration

Die Quantifizierung erfolgte anhand einer externen Kalibrierung im Bereich von 0,25-1,00 mg/L Zink. Unter
Einbeziehung des mittleren Zellvolumens (ZV), der Zellzahl (ZZ) und der molaren Masse (M) von Zink
wurden die Ergebnisse in die intrazelluldre Konzentration (cz,) anhand der nachstehenden Gleichung 6.15

umgerechnet.

_ CMessung (g/mL)
My, (g/mol)-ZZ (mL=1)-2ZV (L)

czn [uM] 1076 (6.15)

6.9 Fluoreszenzmikroskopische Bestimmung der intrazelluliren

,freien® Zn>*-Ionen

Die Bestimmung der intrazelluldren ,.freien* Zinkionen erfolgte an der RWTH Uniklinik Aachen im Ar-
beitskreis von Prof. Dr. Hajo Haase.

Mittels spezifischer Zinksonden kann die intrazellulire ,freie* Konzentration an Zinkionen quantifiziert
werden. Die einzusetzende Sonde ist abhingig von der Zelllinie und musste zuvor mittels Fluoreszenz-
mikroskop bestimmt werden. Das Prinzip beruht der Bindung der ,,freien” Zinkionen, wodurch sich die
Fluoreszenzeigenschaften der jeweiligen Sonde dndert. Mittels fluoreszenzmikroskopischer Untersuchun-
gen wurde die Verteilung der Sonde in IPEC-J2-Zellen bestimmt.

1,0-10° IPEC-J2-Zellen wurden auf Deckglischen in sterilen Zellkulturschalen (& 40 mm) ausgestreut und
fiir mindestens 24 h anwachsen lassen. Die Zellen wurden mit der jeweiligen Sonde (Tabelle 6.4) fiir 30 min
bei 37°C im Dunkeln inkubiert. Die Inkubation wurde durch das Absaugen des Mediums beendet und die
Zellen ca. 1 mL Inkubationspuffer gewaschen. Der Inkubationspuffer wurde abgesaugt und genau 1 mL In-
kubationspuffer zugegeben. AnschlieBend wurden die Zellen fiir 10 min mit 100 uM Zn/50 uM Pyrithion
oder verschiedenen ZnSO4-Konzentrationen behandelt. Nach dem Aufbringen der Deckgldschen auf einen
Objekttrager wurde die Verteilung der Sonde unter den in Tabelle 6.4 angegeben Wellenlédngen mittels eines

Fluoreszenzmikroskop untersucht.

Tabelle 6.4: Verschiedene Zinksonden zur Bestimmung des ,,freien* intrazelluldren Zn%t

Sonde ca [mM]  cg [uM] A (Anregung) (nm) A (Emission) (nm)

Zinquin E 5 25 360 465
FluoZin-3 1 1 485 535
ZinPyr-1 5 5 490 530
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6.10 Bestimmung der relativen Genexpression

Die Expression von Metallothionein wurde mittels Real-Time reverse Transkriptase-PCR (RTq-PCR) be-
stimmt. Das Prinzip basiert dabei zunéchst auf der Umschreibung der mRNA in die komplementire DNA
(cDNA), die durch eine DNA-Polymerase und spezifischer Primer zu einem Doppelstrang synthetisiert wird.
Der Doppelstrang wird wihrend der PCR amplifiziert und durch Zugabe des interkalierenden Farbstoffs
SYBR Green kann auf die Menge der amplifizierten DNA geschlossen werden.

6.10.1 Versuchsansatz und Priparation der Zellpellets

Fiir die Versuche wurden 1 - 10® IPEC-J2-Zellen in Zellkulturschalen (& 100 mm) ausgestreut und in der
logarithmischen Wachstumsphase mit ZnSO, inkubiert. Zum Abbruch der Inkubation wurde das Medium
entfernt, die Zellen abgeldst, in 5 mL PBS/FKS 10% aufgenommen und in ein 15-mL-Rd&hrchen iiberfiihrt.
Nach der Zentrfugation (1300 rpm, 3 min, 4°C) wurde der Uberstand entfernt, das Zellpellet in 1 mL PBS
(4°C) resuspendiert und zur erneuten Zentrifugation (1300 rpm, 3 min, 4°C) in ein 2-mlL-Reaktionsgefil3

tiberfiihrt. Das erhaltene Zellpellet wurde bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert.

6.10.2 RNA-Isolierung

Die RNA wurde mit Hilfe des Kits MN Nucleo Spin II isoliert. Die RNA-Isolierung wurde mit autoklavier-
ten Kunststoffpipettenspitzen durchgefiihrt.

Das Zellpellet wurde zundchst in 100 uL. PBS (steril) resuspendiert, bevor die Zugabe von 350 uL Lyse-
puffer (RA1) und 3,5 uL. B-Mercaptoethanol erfolgte. Die Proben wurden gut gevortext und anschlieBend
durch fiinfmaliges Aufziehen durch eine Kaniile (& 0,4 mm) geschert. Nach der Zugabe von 350 uL Ethanol
(70%) wurden die Proben erneut gemischt, bevor 700 uL der Proben auf einer Sdule aufgetragen und zen-
trifugiert (9000 rpm, 30s, RT) wurden. Der Durchgang wurde verworfen und auf die Sdule wurden 350 uL
MDB (membrane desalting buffer)-Puffer gegeben und fiir 1 min bei 11000 rpm zentrifugiert. Dieser Durch-
gang wurde ebenfalls verworfen. Zum DNAse-Verdau wurden 95 uL. der DNAse-Reaction-Mixture (10 uL.
DNAse + 90 uL DNAse Reaktionspuffer) auf die Saule gegeben und fiir 15 min bei RT stehen gelassen. Das
Abstoppen des DNAse-Verdaus erreichte man durch die Zugabe von 200 uL. RA2-Puffer. Nach der Zentri-
fugation (9000 rpm, 30 s, RT) wurde dieser Durchgang ebenfalls verworfen. Durch die Zugabe von 600 L.
RA3-Puffer wurde die Probe gewaschen und zentrifugiert (9000 rpm, 30 s, RT). Ein weiteres Mal wurde
mit 250 pL. RA3-Puffer gewaschen, zentrifugiert (13000 rpm, 2 min, RT) und der Durchgang verworfen. Die
auf der Sédule vorhandene RNA wurde zweimal mit je 50 uL RNAse-freiem Wasser durch Zentrifugation
(13000 rpm, 1 min, RT) in ein neues Reaktionsgefil eluiert. Die RNA wurde bei -80°C gelagert. Die RNA-
Konzentration der Probe wurde mittels einer Nanoquant-Platte am Mikrotiterplattenlesegerit bei 260 nm
bestimmt. Die Integritit der RNA wurde mittels einer Agarose-Gelektrophorese iiberpriift (Anhang siehe
Abschnitt A.6.1).

6.10.3 Umschreibung in cDNA

Das Kit ,,qScript cDNA Synthese Kit*“ diente zum Umschreiben der isolierten RNA in die cDNA. Dafiir
wurden je 1 pg RNA mit RNAse-freiem Wasser auf 15 uL ergénzt und je 5 uL. des Mastermixes (4 uL. Re-
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action Mix (5x) + 1 uL Reverse Transcriptase) versetzt. Die Umschreibung erfolgte fiir das angegebene
Temperaturprogramm (5 min 25°C, 30 min 42°C, 5 min 85°C) am CFX96"" Real-Time System. Jede Probe
wurde zweimal in cDNA umgeschrieben. Die erhaltene cDNA wurde bei -20°C gelagert.

6.10.4 Herstellung der Primer und Bestimmung der Effizienzen

Die Primer wurden in der vom Hersteller (Eurofins MWG Operon) angegebenen Menge in sterilem TE-
Puffer (100 mM Tris (pH 8,0), 10 mM EDTA) gelost und auf eine Konzentration von 10 uM verdiinnt. Die
Primer wurden bei -20°C gelagert.

Die Effizienz eines jeden Primerpaares lésst sich iiber eine Verdiinnungsreihe der cDNA ermitteln. Aus der
logarithmischen Auftragung der Menge an eingesetzter cDNA {iiber den erhaltenen threshold cycle (Ct)-Wert
erhilt man iiber die Steigung (m) die Effizienz (E) nach E = 10=1/m,

Die verwendeten Gene, deren Sequenzen sowie die ermittelten Effizienzen und einzusetzenden Konzentra-

tionen befinden sich in Tabelle 6.5.

Tabelle 6.5: Primersequenzen, -effizienzen sowie eingesetzte Konzentrationen

Gen Primersequenz Primereffizienz ¢ [uM]

fwd: 5'-ATGGACCCCAACTGCTCCT-3’
mi-1a,g 0,939 0,5
rev: 5’-AGCAGCAGCTCTTCTTGCAG-3’

fwd: 5’-CCCTCAAGATCGTCAGCAAT-3’
gapdh;e 0,915 0,4
rev: 5’-GTCATGAGTCCCTCCACGAT-3’

6.10.5 Amplifizierung der cDNA

Die Amplifizierung der cDNA erfolgte mit Hilfe des PerfeCTaRSYBR® Green Supermix for iQ”" (MgCl,,
dNTPs, Accu Start Taq Polymerase, SYBR Green I Farbstoff, 20 nM Fluoreszin, Stabilisatoren) und wur-
de im CFX96"¥ Real-Time System durchgefiihrt. Der SYBR Green Farbstoff interkaliert unspezifisch in
doppelstrangige DNA, wodurch er fluoreszenzaktiv wird. Die Amplifizierung der cDNA konnte demnach
in Echtzeit verfolgt und durch die Zunahme der Fluoreszenz auf die Menge an PCR-Produkte geschlossen
werden. Fiir jedes Gen wurde ein Mastermix hergestellt, der den PerfeCTa®SYBRX Green Supermix for
iQ™™  forward und reverse Primer (Tabelle 6.5) sowie Wasser (ad 15 uL) enthielt. Die cDNA wurde 1:10 in
Wasser verdiinnt und 10 uLL dieser Verdiinnung zu dem in 0,2-mL-Reaktionsgefidfen vorgelegtem Mastermix
pipettiert. Die Reaktionsansitze (Tabelle 6.6) wurden herunterzentrifugiert und dem im Anhang stehenden
Temperaturprogramm unterzogen. Die erhaltenen PCR-Produkte wurden einer Schmelzkurvenanalyse un-

terzogen, um das Vorhandensein unspezifischer Produkte auszuschliefen (Anhang siehe Abschnitt A.6.1).
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Tabelle 6.6: Reaktionsansitze

mt-lay;, gapdh,;,
SYBR Green Supermix 12,5 uL 12,5uL

forward Primer 1,25 uL 1,0 ul
reverse Primer 1,25l 1,0 uL
cDNA (1:10) 10puL 10pL
Wasser - 0,5uL

Ansatzvolumen: 25 uL.

6.10.6 Berechnung

Zur Quantifizierung bediente man sich den Ct-Werten, die den Beginn der exponentiellen Phase der Kurve
angibt. Zur Berechnung (Gleichung 6.16) der relativen Genexpression wurde die Expression des Zielgens

mt-1a auf die des invarianten Gens gapdh bezogen.

(EGenX ) (ACtGenX (CtGenX.Kantralle *CtGenX.behandelt )

(6.16)

R= AC1Gengapan (C, —Ci
(EGengapdh ) ( Gengapdh ( Gengapdh,Kontrolle Gengupdh.behandelr)
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A.1 Abkiirzungsverzeichnis

Y-GCL
8-OxoG
3-AB
ADM
AP-Stelle
APE1
AP-1
Asp
ATP
BER
BfR
Bp
BRCT
BSAP
BSO

C 377
CCK-8
cDNA
CRIP
Ct

Cys
DBD
DNA
DMT-1
DGE
5’-dRP
dsDNA
DTNB
EFSA
EGR-1
Endo oder nfo
esDNA
Exo oder nfo
F-AAS
FEN-1
FITC
FNB
Fpg
fwd
Glu
GPD

Y-Glutamylcysteinligase
8-Oxoguanin

3-Aminobenzamid
Automodifikationsdoméne
Apurinische-/Apyrimidinische-Stelle
AP-Endonuklease 1

activator protein 1

Aspartat bzw. Asparaginsidure
Adenosintriphosphat
Basenexzisionsreparatur
Bundesinstitut fiir Risikobewertung
Basenpaare

breast cancer C-terminal domain

B cell specific transcription factor
D,L-Buthionin-[S,R]-Sulfoximin
Caspasen 3/7

Cell Counting Kit-8

komplementire DNA

cyteine rich intestinal protein
threshold cycle

Cystein

DNA-Bindungsdomine
Desoxyribonukleinsidure

divalent metal transporter 1
Deutsche Gesellschaft fiir Erndhrung
5’-Desoxyribose-5-Phosphatrest
doppelstringige DNA
5,5’-Dithiobis-2-Nitrobenzoesédure
European Food Safety Authority
early growth response protein 1
Endonuklease

einzelstringige DNA

Exonuklease
Flammen-Absorptionsspektrometrie
flap structure-specific endonuclease 1
Fluoresceinisothiocyanat

US-Food National Board
Formamidopyrimidin-DNA-Glykosylase
forward

Glutamat bzw. Glutaminsiure
Glycin/Prolinreiche Schleife mit einem konservierten
Aspartat
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GPx
GSH
GSSG
HIF
His
HLF
HR23B
HUS1
Kp
KG
LD
LDH
LIM
Lig
MAK
mPMS
MRE
MT
MTF-1
NAC
NAD™
Nam
NBD

NEIL 1
NEM
NF-xB

NLS

nt

NSB
OGE
PARP
PAR
PARsylierung
PARG
PAX
PCNA
PKc
PNKP
Prx

Pol

Ref-1

rev

RFC

RT
RTq-PCR

Glutathionperoxidase

Glutathion (reduziert)

Glutathion (oxidiert)

hypoxia inducible faktor

Histidin

HIF-like factor

human homolog of Rad 23B

human homologs of Schizosaccharomyces
Dissoziationskonstante
Korpergewicht

Lethale Dosis

Laktat-Dehydrogenase

lin-11, isl-1 und mec-3 Gene

Ligase

Maximale Arbeitsplatz-Konzentration
1-Methoxy-5-Methylphenaziniummethylsulfat
metal response element
Metallothionein

metal transkription factor 1
N-Acetylcystein
Nicotinamidadenindinukleotid
Nicotinamid

N-Terminale Bindungsdomine (auch: katalytische

Doméne)
Nei-like protein 1
Nahrungsergidnzungsmittel

nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activa-

ted B cells

nuclear localization sequence

Nukleotid

nicht-spezifische Zink-bindende Proteine
Osterreichische Gesellschaft fiir Ernidhrung
Poly(ADP-Ribose) Polymerase
Poly(ADP-Ribose)
Poly(ADP-Ribosyl)ierung
Poly(ADP-Ribose) Glykohydrolase
paired box gene

proliferating cell nuclear antigen
Proteinkinase C
Polynukleotidkinase-3’-Phosphatase
Peroxiredoxine

Polymerase

Redoxfaktor 1

reverse

replication factor C

Raumtemperatur

Real-Time reverse Transkriptase-PCR
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A.2. Verwendete Chemikalien

ROS Reaktive Sauerstoffspezies

SCF Scientific Commitee on Food

SD Standard Deviation (Standardabweichung)
SGE Schweizerische Gesellschaft fiir Erndhrung
SLC solute linked carrier

SOD Superoxiddismutase

SSBR DNA-Einzelstrangbruchreparatur

TCA Trichloressigsidure

TFIII A Transkriptionsfaktor III A

THF Tetrahydrofuran

TNB 5-Thio-2-Nitrobezoeséure

Topo I Topoisomerase |

TSQ 6-Methoxy-8-p-toluensulfonamido-quinolin
UDG Uracil-DNA-Glykosylase

uv Ultraviolet

WST water soluble tetrazolium salt

XP Xeroderma Pigmentosum

XRCC1 X-ray cross complementing protein [
yOGGl1 8-Oxoguanin-DNA-Glykosylase 1 aus S. cerevisiae
YY1 Ying-Yang 1

ZF Zinkfinger

VAl Zink-Importprotein

ZnT Zink-Exportprotein

A.2 Verwendete Chemikalien

Bezeichnung Hersteller

Albumin Fraktion V (BSA) Roth (Karlsruhe)

acetyliertes BSA Sigma-Aldrich (Steinheim)
Sigma-Aldrich (Steinheim)

Acrylamid Rotiphorese Gel 40 (19:1) Roth (Karlsruhe)

Acrylamid Rotiphorese Gel 40 (37:1) Roth (Karlsruhe)

Agarose Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

Alfa Aesar GmbH & Co KG (Karlsruhe)

N-Acetylcystein

Ammoniumperoxodisulfat, > 98%
3-Aminobenzamid, 98%

Anti-Maus-Antikorper, FITC-gekoppelt (Herkunft: Santa Cruz Biotechnology Inc. (Heidel-

Ziege) berg)

Anti-PAR-Antikorper 10H (Herkunft: Maus) Isolation AK Hartwig

APE-1 (human) New England Biolabs (Frankfurt am
Main)

Aprotinin Sigma-Aldrich (Steinheim)

Borsidure Roth (Karlsruhe)

Bradford-Reagenz Bio-Rad (Miinchen)
(Protein Assay Farbstoff-Konzentrat)
Bromphenolbau Sigma-Aldrich (Steinheim)
Calciumchlorid Roth (Karlsruhe)
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D, L-Buthionin-[S, R]-Sulfoximin (BSO), = 97%
D-Glucose, = 99,5%

Dextranblau

Diethylentriaminpentaessigsdure (DETAPAC)
di-Kaliumhydrogenphosphat (wasserfrei), = 99%
p.a.

Dimethylsulfoxid, = 99%
di-Natriumhydrogenphosphat, = 99% p.a.
5,5’-Dithio-bis-(2-nitrobenzoesiure)

= 99% p.a.

1,4-Dithiothreitol (DTT), = 99% p.a.
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium/ Ham’s Nu-
trient Mixture F12 (DMEM/Ham’s F-12) mit L-
Glutamin

(DTNB),

Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA), = 99% p.a.
Ethylenglycoltetraessigsidure (EGTA), = 99% p.a.
Ethanol vergillt, > 96%

Ethanol unvergillt, > 99,8%

Fetales Kilberserum

Formamid, > 99,5%

Formaldehyd (37%)

GelRed™ Nucleic Acid Gel Stain (10000x in Wasser)
Glycerin, = 99%

Glycin

Glutathionreduktase aus S. cerevisiae
Glutathionperoxidase aus den Erythrozyten des Rinds
Harnstoff

Hoechst 33258

Hydroxylapatit, high resolution
8-Hydroxy-2-methylquinazoline-4-one (NU 1025), >
98%
N-2-Hydroxyethylpiperazin-N’-2-ethansulfonsiure
(HEPES)

Kaliumchlorid,> 99,5% p.a.
Kaliumdihydrogenphosphat, > 99% p.a.

Katalase aus der Rinderleber
Lachsspermien-DNA, ultrapur

Leupeptin

L-N-Acetylcystein, = 99%

L-Glutathion reduziert, > 98%

L-Glutathion oxidiert, > 98%

Magnesiumchlorid, > 98,5% (wasserfrei)
Metallothionein-Primer

Methanol

B-Mercaptoethanol

Milchpulver, blotting grade
3-(N-Morpholino)-propan-sulfonsdure (MOPS)
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Sigma-Aldrich (Steinheim)
Roth (Karlsruhe)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
Roth (Karlsruhe)

Sigma-Aldrich (Steinheim)
Roth (Karlsruhe)
Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)
Biochrom (Berlin)

Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
Roth (Karlsruhe)

Gibco (Darmstadt)

Roth (Karlsruhe)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
Biotium (Hayward, USA)
Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
Roth (Karlsruhe)

Fluka (Buchs, Schweiz)

Merck Millipore (Darmstadt)

Santa Cruz Biotechnology (Heidelberg)

Roth (Karlsruhe, D)

Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
Invitrogen (Darmstadt)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
Roth (Karlsruhe)

Eurofins MWG Operon (Ebersberg)

Roth (Karlsruhe)
Roth (Karlsruhe)
Roth (Karlsruhe)
Roth (Karlsruhe)
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Natriumdihydrogenphosphat, > 98% p.a.
Natriumchlorid, ,=> 99,5% p.a.

Natriumfluorid

Natriumhydroxid, = 98% p.a.
Natriumdodecylsulfat (SDS) Feststoff, p.a.
Natriumdodecylsulfat (SDS) 10%ige Losung
Natriumvanadat

Natronlauge (0,1 N, 4 N)
Nicotinamidadenindinukleotid, = 98%
Nicotinamidadenindinukleotidphosphat (NADPH), >
95%

NP-40 (Igepal CA-630)

Nucleo Spin® RNA 1T

32P- Nicotinamidadenindinukleotid, 800 Ci/mmol
OGG]1 (human)

Penicillin-Streptomycin-Losung
Pepstatin
PerfeCTa® SYBR® Green SuperMix for iQ™

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
Rekombinante PARP-1

Salzsaure (0,1 N, 4 N)

Salpetersiure ( 69%), Supra Qualitét
gScript cDNA Synthesis Kit
5-Sulfosalicylsdure (SSA), = 99%
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin

= 99% p.a.

Trichloressigsdure (TCA), = 99% reinst
Tris-(hydroxymethyl)-Aminomethan (TRIS) Ultra
Qualitit, = 99,9%

Triton X-100 (10%ige Losung)

Triton X-100 (reduced form)

Trypsin

Tween 20

VECTASHILD Mounting Medium mit 4°,6-
Diamidin-2-phenylindol (DAPI)

Wasserstoffperoxid (30%), suprapure

(TEMED),

Xylencyanol
Zink-Standardlosung
Zinksulfat-Heptahydrat
Zinquin Ethylester, ultrapure
8-0x0G-Oligonukleotid
THF-Oligonukleotid
G-Oligonukleotid
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Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
Roth (Karlsruhe)
Molekula (Taufkirchen)
Applichem (Darmstadt)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
Roth (Karlsruhe)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
Sigma-Aldrich (Steinheim)

Sigma-Aldrich (Steinheim)
Macherey-Nagel (Diiren)

Perkin Elmer (Rodgau)

New England Biolabs (Frankfurt am
Main)

Sigma-Aldrich (Steinheim)
Sigma-Aldrich (Steinheim)

Quanta (Gaithersburg,
USA)

Sigma-Aldrich (Steinheim)

Enzo Life Science (Lorrach, CAT-Nr.
ALX-201-063-C020)

Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

Bio-Rad (Miinchen)

Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

Biosciences

Roth (Karlsruhe)
Roth (Karlsruhe)

ThermoScientific (Karlsruhe)
Fluka (Buchs, Schweiz)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
Roth (Karlsruhe)

Vector Laboratories Inc. (Burlingame,
USA)

Merck (Darmstadt)

Fluka (Buchs, Schweiz)
Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

Enzo Life Sciences (LLorrach)
Eurogentec (Kd6ln)
Eurogentec (Kd6ln)
Eurogentec (K6ln)
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A.3 Puffer und Losungen

Alle verwendeten Puffer, Losungen und Kulturmedien fiir die Zellkulturversuche wurden steril filtriert.

Zellkultur
Kulturmedium IPEC-J2-Zellen DMEM/F12
10% FKS
100 U/mL Penicillin
100 pg/mL Streptomycin
Kulturmedium HeLa-S3-Zellen DMEM
10% FKS
100 U/mL Penicillin
100 pg/mL Streptomycin
Trypsin-Losung 0,25% Trypsin in PBS-EDTA
PBS (pH 7.,4) 136,8 mM NaCl
8,45 mM NazHPO4
2,15 mM KCl
2, 18 mM KH2P04
PBS-EDTA (pH 7,4) 100 mM NaCl
7TmM N azHPO4
4,5mM KCl
3mM KH2P04
0,5mM EDTA
PBSyvc (pH 7,4) 137 mM NaCl
8§ mM NazHPO4
2mM KCl
1 mM KH2P04
PBST 0,05% Tween-20 in PBS
Quantifizierung von DNA-Strangbriichen
Alkalische Losung (pH 12,3) 0,9M NaCl
0,01M Na,HPOy4
0,03M NaOH
Na-Phosphatpuffer (0,01 M) 0,0051 M NaH,POy4
0,0049M Na,HPOy4
K-Phosphatpuffer (0,15 M) 0,0765M KH,>PO4
0,0735M K>HPO4
K-Phosphatpuffer (0,35 M) 0,1785M KH,PO4
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A.3. Puffer und Losungen

K-Phosphatpuffer (0,5 M)

Quantifizierung von Gesamtglutathion

K-Phosphatpuffer (pH 7,4)

0,1715M

0,255M
0,245M

Losung A
0,1M
1 mM
Losung B
0,1M
1 mM

K>HPO4

KH;PO4
KyHPO4

KyHPO4
EDTA

KH,PO4

EDTA

Losung A wurde mit Lo-
sung B auf pH 7,4 einge-
stellt

Quantifizierung der Poly(ADP-Ribosyl)ierung in Kernextrakten und der isolierten PARP-1

Kernextraktionpuffer A (pH 7.,9)

Kernextraktionpuffer B (pH 7.,9)

10x HEPES-Puffer (pH 8,0)

5x SDS-Probenpuffer

SDS-PAGE

10 mM
10 mM
0,1 mM
1 mM

0,5 mM

20 mM
400 mM
1 mM

1 mM

1 mM

400 mM
10 mM
150 mM

10mL 3,75M
6mL 50% (v/v)
3mL

15mL

1,8 mg

10%iges Trenngel
7,5mL

2,8 mL
4,6 mL
56 uL
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HEPES
KCl
EDTA
DTT
PMSF

HEPES
KCl
EDTA
DTT
PMSF

HEPES
M gClz
NaCl

Tris-HC1
SDS-Losung
Glycerin
B-Mercaptoethanol
Bromphenolblau

Rotiphorese ~ Gel 40
(37,5:1)

Trenngelpuffer

H,O

SDS-Losung (v/v) 20%



A. Anhang

SuL

50 uLL

5%iges Sammel-
gel

0,625 mL.

0,625 mL
2,47 mL
25 uL
3uL

20 uLL

Trenngelpuffer (pH 8,8) 1,5M
Sammelgelpuffer (pH 6,8) 0,5M

SDS-Laufpuffer 0,3%
1,4%
0,1%

Kettenlingenanalyse von *>P-markierten ADP-Ribosepolymeren
TE-Puffer (pH 12,0) 10 mM

1 mM

TBE-Puffer (pH 8,3) 90 mM
90 mM
2mM

PAR-Probenpuffer (pH 8,0) ™™
25 mM
4mM
0,02% (w/v)
0,02% (w/v)

Aliquotierung Oligonukleotide

TE1-Puffer (pH 7,0) 100 mM
10mM

Hybridisierung Oligonukleotide

TE2-Puffer (pH 8,0) 100 mM
10 mM
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TEMED
APS 10%

Rotiphorese = Gel 40
(37,5:1)
Sammelgelpuffer

H,0

SDS-Losung (v/v) 20%
TEMED

APS 10%

Tris-HCI
Tris-HCI

Tris
Glycerin
SDS

Tris
EDTA

Tris-HCI
Borsidure
EDTA

Harnstoff

NaCl

EDTA
Bromphenolblau
Xylen Cyanol

Tris-HCI
EDTA

Tris-HCI
EDTA
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Native PAGE

20%iges natives Gel (pro 1 Gel)

10x TBE1-Puffer (pH 8,0)

Elektrophoresepuffer

Ladepuffer

Inzisionstest

Extraktionspuffer A (pH 7,1)

Extraktionspuffer B (pH 7,1)

Verdiinnungpuffer A (pH 7,1)

3,75 mL
13,66 mL
18,75 mL
1,25mL
15l
75Ul

500 mM
500 mM
10 mM

1x

0,5x
40%

50 mM
250 mM
20%

0,5 mM
10 pg/mL
5 ug/mL
1 pg/mL
50 mM
1 mM

1 mM
0,5 mM

50 mM
250 mM
20%

0,5 mM
10 pg/mL
5 pug/mL
1 pg/mL
50 mM

1 mM

50 mM
20%

1 mM
0,5 mM
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TBEI1-Puffer

H,0

Rotiphorese Gel 40 (19:1)
Glycerin 80%

TEMED

APS 40%

Tris-HCI
Borsidure
EDTA

TBE1-Puffer (pH 8.,0)

TBE1-Puffer (pH 8,0)
Glycerin

Tris-HC1
NaCl
Glycerin
PMSF
Aprotinin
Leupeptin
Pepstatin
NaF

Na3 VO4
EDTA
DTT

Tris-HCl
NaCl
Glycerin
PMSF
Aprotinin
Leupeptin
Pepstatin
NaF

Na3 VO4

Tris-HCI
Glycerin
EDTA
DTT
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Verdiinnungpuffer B (pH 7,1)

Reaktionspuffer A (pH 7,1)

Reaktionspuffer B (pH 7,1)

Reaktionspuffer C (pH 7,1)

20%iges denaturierendes Gel (pro 1 Gel)

10x TBE2-Puffer (pH 8,0)

Elektrophoresepuffer

Auftragepuffer

Aufbewahrungspuffer A fiir hOGG1 (pH 8,0)

Aufbewahrungspuffer B fiir hAPE1 (pH 8,0)

50 mM
20%

50 mM
50 mM
1 mM
0,5 mM
20%

40 mM
40 mM
20%

50 mM
50 mM
20%

3,75 mL
3mL
15,75 ¢
18,75 mL
15uL
75ul

890 mM
890 mM
20 mM

1x

90%
0,5%
0,1 mM

20 mM

50 mM

1 mM

200 pg/mL
50%

10 mM

50 mM
0,05 mM

1 mM

200 pg/mL
50%
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Tris-HC1
Glycerin

Tris-HC1
NaCl
EDTA
DTT
Glycerin

Tris-HC1
NaCl
Glycerin

Tris-HC1
NaCl
Glycerin

TBE2-Puffer

H,0

Harnstoff

Rotiphorese Gel 40 (19:1)
TEMED

APS 40%

Tris-HCI
Borsidure
EDTA

TBE2-Puffer (pH 8.,0)

Formamid
Dextranblau
EDTA (pH 8,0)

Tris-HC1
NaCl
EDTA
BSA
Glycerin

Tris-HC1
NaCl
EDTA
DTT
BSA
Glycerin



A.4. Verbrauchsmaterialien

Fluoreszenzmikroskopische Bestimmung ,,freier* Zn>*

Inkubationspuffer (pH 7,35) 25mM
120 mM
5,4 mM
5SmM
1,3mM
1 mM
1 mM
0,3%

RNA-Elektrophorese

20x MOPS (pH 7,0) 400 mM
100 mM
10 mM

Formamid-Denaturierungspuffer 54 uL
35uL
10puL
100 L.
1 uL

4x Lammli-Ladepuffer (pH 6,8) 320mM
8%
40%
8%
0,04%

Elektrophoresepuffer 1x

Herstellung der Primer fiir die relative Genexpression

TE-Puffer (pH 8,0) 100 mM
10 mM

A.4 Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung

Hersteller

HEPES
NaCl
KCl
Glucose
CaC12
MgClz
NaH2P04
BSA

MOPS
Na-Acetat
EDTA

H,O

Formaldehyd (37%)
MOPS (20x)
Formamid

Gel-Red

Tris

SDS

Glycerin
Mercaptoethanol
Bromphenolblau

MOPS (pH 7,0)

Tris
EDTA

96-Well-Platten, transparent
96-Well-Platten, UV-Star
24-Well-Platten, transparent
3-mL-Einwegspritzen
1-mL-Einwegspritzen
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TTP (Trasadingen, Schweiz)
Greiner bio one (Frickenhausen)

Greiner bio one (Frickenhausen)

Braun (Melsungen)

Terumo (Vertrieb: Eschborn)
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Accuvetten

Deckglidschen, @ 12 mm

Glaspipetten (1, 2, 5, 10, 20 ml)
Glasfaserfilterfritte

Kantiile (0,4 x 20 mm)

Microcon Filtereinheiten, 10 kDa
Mikroreaktionsgefidfie (1,5 und 2 mL)
Messkolben, PP (25, 50, 100 ml)
Objekttrager superfrost

Parafilm

PCR-Reaktionsgefilie

Pinzetten fiir Deckglédser

Pipettenspitzen (0,1-20 micro L)
Pipettenspitzen (1-200 micro L)
Pipettenspitzen (100-1000 micro L)
Pipettenspitzen (500-5000 micro L)
Plastikzentrifugenrohrchen (15 und 50 mL)
Spitzen fiir Multipette (1 und 5 ml)

Spitzen fiir Multipette (1250 pL)
Sterilfilter (500 ml), 0,2 um, PES
Teflonmagnetriihrkerne

Wigeschiffchen

Zellkulturschalen (verschiedene Grof3en)
Zellkulturflaschen (verschiedene Grofien)
zinkfreie Mikroreaktionsgefdfe (1,5 und 2 mL)
zinkfreie Pipettenspitzen (10 uL, 1-200 pL,
100-1000 pL, 5000 uL)

zinkfreie Plastikzentrifugenr6hrchen (15 und 50 mL)

A.5 Gerite

Bezeichnung

Beckmann Coulter (Krefeld), Roche In-
novatis AG (Reutlingen)

Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

Whatman (Maidstone, UK)
Terumo (Eschborn)

Merck Millipore (Darmstadt)
Sarstedt (Niimbrecht)

Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

Sigma-Aldrich (Steinheim)
Sarstedt (Niimbrecht)

Roth (Karlsruhe)

Brand (Wertheim)

Roth (Karlsruhe)

Sarstedt (Niimbrecht)

Eppendorf (Hamburg)

Sarstedt (Niimbrecht)

Eppendorf (Hamburg)

Gilson (Limburg an der Lahn)
VWR International (Darmstadt)
Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

TPP (Trasadingen, Schweiz)

TPP (Trasadingen, Schweiz)

AHN Biotechnologie (Nordhausen)
AHN Biotechnologie (Nordhausen)

AHN Biotechnologie (Nordhausen)

Hersteller

Atomabsorptionsspektrometer Pinaccle 900T
Axio Imager Z2 (Auflichtmikroskop)
Biofreezer Herafreeze top

Biofuge pico

Brutschrank Heracell 1501

Centrifuge 5810 R

Centrifuge 5417 R

Centrifuge 5702
Chromatographieblock

CFX96"M Real-Time System
Electrophoresis Power Supply EPS 601
Elektrophoreseeinheit (Agarose)
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Perkin Elmer (Rodgau)

Carl Zeiss (Oberkochen)

Thermo Scientific (Langenselbold)
Heraeus (Hanau)

Thermo Scientific (Langenselbold)
Eppendorf (Hamburg)

Eppendorf (Hamburg)

Eppendorf (Hamburg)

Georg, Franz und Brose (Berlin)
Bio Rad (Miinschen)

GE Healthcare (Buckinghamshire, UK)
Peqlab (Erlangen)
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Elektrophoreseeinheit (SE600 Standard Dual Cooled
Vertical Unit)
Elektrophoreseplatten fiir Fluoreszenzscanner

Feinwaage, Micro MC 5
Fluoreszenzimager Typhoon
FormgiefBer fiir SE600

Galaxy Mini Centrifuge
Gas-Sicherheitsbrenner 1SCS micro
Heizriithrer RH basic 2 IKAMAG
Heizrithrer MR 3001 K

Heizschiittler SH 26

Heizschiittler TS- 100

Heizschiittler MKR 13 (zur Hybridisierung)
Infinite M200 Pro Mikrotiterplattenlesegert
Kolbenhubpipetten (verschiedene Volumina)
Kiihl- und Gefrierschrinke

LAS 3000 Geldukomentationsgerét
Laborspiilmaschine Professional G7883
Magnetriihrer Variomag Poly Komet
MicroCentrifuge

Mikroskop Axiovert 40C (Durchlichtmikroskop)
Multipette

Multipette

NanoQuant Platte

pH-Meter 3210

Pipettierhilfe

Reinstwasseranlage Milli-Q

Rotator

Schiittler Shaker DOS-10L

Software ZEN

Sterilbank HERAsafeKS

Taumler 3012

Tischinkubator B15

Ultrafeinwaage BP 61S

Ultraschallbad Sonorex TK52
Ultraschallspitze

Umwilzthermostat MA 6
Umwdélzthermostat MA 26

Vakuum System BVC2INT
Vortex-Genie 2T

Waage VWR 1502

Waage BP 61S

Wasserbad

Wasserbad

Zellzdhlgerit Coulter Z2

Zellzéhlgerit Casy
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Hoefer (Holliston, USA)

Amersham Bioscience Corp. (Piscata-
way, USA)

Sartorius (Goéttingen)

GE Healthcare (Uppsala, Schweden)
Hoefer (Holliston, USA)

VWR International (Darmstadt)
Roth (Karlsruhe)

IKA (Staufen)

Heidolph (Schwabach)

CAT (Staufen)

peqlab (Erlangen)

HLC-BioTech (Bovenden)

Tecan (Minnedorf, Schweiz)
Eppendorf (Hamburg)

Bosch (Stuttgart)

raytest (Straubenhardt)

Miele (Bielefeld)

VWR International (Darmstadt)
Roth (Karlsruhe)

Carl Zeiss (Oberkochen)
Eppendorf (Hamburg)

Gilson (Limburg an der Lahn)
Tecan (Minnedorf, Schweiz)
WTW (Weilheim)

Hirschmann Laborgerite (Eberstadt)
Merck Millipore (Darmstadt)
Labinco B.V. (Bredastadt)

Neolab (Heidelberg)

Carl Zeiss (Oberkochen)

Thermo Scientific (Langenselbold)
GFL (Burgwedel)

Thermo Scientific (Langenselbold)
Sartorius (Goéttingen)

Brandelin (Berlin)

Branson (Dietzenbach, D)

Julabo (Seelbach)

Julabo (Seelbach)

Vakuubrand (Wertheim)

Scientific Industries (Bohemia, USA)
Sartorius (Gottingen)

Sartorius (Gottingen)

Memmert (Schwabach)

Julabo (Seelbach)

Beckman Coulter (Krefeld)

Roche Innovatis AG (Reutlingen)
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A.6 Erginzende Daten

A.6.1 Relative Genexpression
RNA -Integritit

Die Intaktheit der RNA wurde mittels einer denaturierenden Agarose-Gelelektrophorese iiberpriift. Das
1,2%ige Agarosegel, welches man durch Aufkochen von 1,2g Agarose, 83 mL Wasser und 5 mL 20x
MOPS-Puffer (pH 7,0) erhielt, wurde nach dem Abkiihlen auf 65°C 12 mL Formaldehydlosung (12%) zu-
gegeben. 2 ug der isolierten RNA wurden mit Formamid-Denaturierungspuffer auf 15 puL ergédnzt und fiir
10 min. bei 65°C denaturiert. Nach der Zugabe von 1,5 uL 4x Lammli-Ladepuffer (pH 6,8) erfolgte die
elektrophoretische Trennung fiir 2 h bei 60 V in MOPS-Puffer. Die Banden wurden am FUji LAS 3000 vi-
sualisiert. Den Hauptteil der isolierten RNA machen die ribosomale RNA 28S und 18S aus, deren Banden
eindeutig auf dem Gel erkenntlich sind und die Integritit der RNA nachweisen (Abbildung A.1).

e e il el Boded )

Abbildung A.1: RNA-Integritit. Die obere Bande spiegelt die 28S und die untere Bande die 18S ribosomale RNA
wider.
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Sequenzvergleich der Gene mt-1a und mt-2a

mt-2a
mt-1la

mt-2a
mt-la

mt-2a
mt-la

mt-2a
mt-la

mt-2a
mt-1la

mt-2a
mt-la

mt-2a
mt-la

mt-2a
mt-la

GGCGGCCCGCCGCGLGCTCCGCCCCAGCGCGCCCGCTCCACCTCCTCGCCCTCCTTCTTG
-------------------- GGACCAGTGAATCCGCG——----—-TTGCTCT-CTGCTT-

* **kkkx * *k**x * *k *k F*k KXk

CCGCGGTCTCCGCACGCCAGCCTCCGCTTGAGCTCGCCATGGATCCCAACTGCTCCTGCG
--—-GGTCTCA-——-- CCTGCCTCCACT-=——=—=——- CATGGACCCCAACTGCTCCTGCC

*kkkhk*kx Kk =-kkkkkikk *k Fhkhkxdkd FhxIIrIxIxhihikiiikikiik

SSS5SSS55335555>5>5>>

CCGCTGGTGGGTCCTGCACGTGTGCCGGCTCCTGCAAATGCAAAGACTGCAAATGCACCT
CCACAGGCGGCTCCTGCAGCTGCGCAGGCTCCTGCACGTGCAAAGCCTGCAGATGCACCT

*k K =kk *k Fhkhhkhkik *k Kk KAk hhkhkkkk *hhhkhhk Fhkkhkk Khkkhkikk

CTTGCAAGAAAAGCTGCTGCTCCTGCTGCCCCGTGGGCTGTGCCAAGTGTGCCCAGGGCT
CCTGCAAGAAGAGCTGCTGCTCCTGCTGCCCCGCGGGCTGTGCCAGGTGTGCCCAGGGCT

E I I S R S o S S S S R e e e o I R R o I R AR R S e

<LLLLLL L L L L L K

GCATCTGCAAAGGAGCCTCGGACAAGTGCAGCTGCTGCGCCTGAAGT-TGGGGAGACCCT
GCATCTGCAAAGGGGCCTCGGACAAGTGCAGCTGCTGTGCCTGAAGTCTGGGGAAGCCCT

RAEA R R R o S o R R AR A R R R R R R e o e o e R R R AR o R **kk*x

GCCCCAGATGTAAATAGAGCAATGTGTACAAATCTGCATTTT-TTAAATACAACCTGACC
GCCCCAGATGTAAATAGAGCAACTTGGACAAACTTGTATTTTGCTATTTTTCACATGCAC

nnnnnnnnnnnnn **x *x **x Fhkxkk *Kk - =Kk **x ** *

CGTTTGCTATATTCCTTTCTTTTTTCCCATAAAGTACATGAATGATAATAAAAATGGTTG
TGACTTCATGCTACATCCCTTTTT--CTGTGAAATATGTGAGTTGTAATAAAAGTTGTCA

*=- X *x=-- * =% * ko * * Xk X%k **k*x * *hkkkhkkkik K X%k

GCTTTA-- 424
ATTTCAAG 378

**x *

60
30

120
72

180
132

240
192

299
252

358
312

418
370

Abbildung A.2: CLUSTAL 2.1 multiple sequence alignment der Gene mt-1a und mt-2a des Sus scrofa. Identische

Aminoséduren sind mit einem Stern (*) gekennzeichnet. Ungleiche, aber dhnliche Aminosiduren wurden mit einem (-)

und hochkonservierte Bereiche mit (:) gekennzeichnet. Die Lage des verwendeten Primerpaares ist rot markiert mit

(>>>>) fiir forward Primer und (<<<<) fiir reverse Primer.
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Schmelzkurvenanalyse

(A)

(B)

Meit Curve
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Abbildung A.3: (A) Schmelzkurve mit (B) Ableitungsfunktion fiir den Primer m¢-1a (0,5 pM).
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Abbildung A.4: (A) Schmelzkurve mit (B) Ableitungsfunktion fiir den Primer gapdh (0,4 uM).

PCR-Analysenprogramm

Tabelle A.17: PCR-Analysenprogramm

Zyklenanzahl Prozess Temperatur (°C) Zeit (min:s)
1 Aktivierung der Polymerase 95,0 1:30
Denaturierung 95,0 0:30
40 Primer-Anlagerung 60,0 1:00
Elogantion 72,0 0:15
1 Denaturierung 95,0 1:00
1 Zusammenlagerung 60,0 1:00
70 Schmelzkurvenanalyse 60,0-95 (in 0,5°C-Schritten) 0:10
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A.6. Erginzende Daten

A.6.2 Inzisionstest

Vergleich der OGG- und APE-Aktivitit in Zink-behandelten Zellen in An- und Abwesenheit von
EDTA und DTT

Um auszuschlieBen, dass fehlende zellulidre Effekte von Zink auf die OGG- und APE-Aktivitit nicht durch
die Anwesenheit von EDTA und DTT im Extraktions-, Verdiinnungs- und Reaktionspuffer bedingt sind,
wurde der Einfluss von Zink auf die zellulire OGG- und APE-Aktivitit ebenfalls in Abwesenheit von EDTA
und DTT durchgefiihrt.

M OGG-Aktivitat (0 mM EDTA, DTT)
1501 [ ] OGG-Aktivitat (1 mM EDTA, 0,5 mM DTT)
APE-Aktivitat (0 mM EDTA, DTT)

125 [7] APE-Aktivitit (1 mM EDTA, 0,5 mM DTT)

100 1 Lol L l l

-
(9]
1

a1
o
1

Inzision (% Kontrolle)

N
(S
1

ZnSsO, [uM]

Abbildung A.5: Vergleich des Einflusses von ZnSQ4 auf die zelluliire OGG- und APE-AKktivitit in An- und
Abwesenheit von EDTA und DTT. IPEC-J2-Zellen wurden fiir 1 h mit ZnSO, vorinkubiert und die Priparation der
Zellextrakte, wie unter Abschnitt 6.7.3 beschrieben in An- oder Abwesenheit von EDTA und DTT, durchgefiihrt. Die
Durchfithrung des Inzisionstest erfolgte wie unter Abschnitt 6.7.4 oder 6.7.7 beschrieben. Gezeigt sind Mittelwerte
aus mindestens einer Dreifachbestimmung + SD.

Proteinmenge der isolierten hOGG1
30

254 SE

20+ L

Inzision (%)
=
(6]
1

0 T T T T
15 2 2,5 3 5

isolierte hOGG1 (ng)

Abbildung A.6: Bestimmung der einzusetzenden Proteinmenge der isolierten hOGG1. 40 fmol Oligonukleotid I
wurde mit verschiedenen Proteinmengen der isolierten hOGG1 fiir 60 min bei 37°C inkubiert. Gezeigt sind Mittelwerte
aus einer Dreifachbestimmung + SD.
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Proteinmenge der isolierten hAPE1
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Abbildung A.7: Bestimmung der einzusetzenden Proteinmenge der isolierten hAPE1. 20 fmol Oligonukleotid II

wurde mit verschiedenen Proteinmengen der isolierten hAPEI fiir 30 min bei 37°C inkubiert. Gezeigt sind Mittelwerte

aus einer Dreifachbestimmung + SD.

A.6.3 Proteinsequenzvergleich

Alignment der humanen PARP-1 und der PARP-1 des Schweines
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Abbildung A.8: CLUSTAL 2.1 multiple sequence alignment der humanen PARP-1 und der PARP-1 des Schwei-

nes. Identische Aminosduren sind mit einem Stern (*) gekennzeichnet. Ungleiche, aber dhnliche Aminosiduren wurden

mit einem (-) und hoch konservierte Bereiche mit (:) gekennzeichnet. Graue Boxen kennzeichnen die Zinkfinger I bis

III. Die gestrichelte Box markiert die hoch konservierte Active Site der PARP-1. Cystein- und Histidinreste, die Be-

standteil der Zinkfingermotive sind sowie die fiir die katalytische Effizienz der PARP-1 erforderlichen Aminoséuren

sind rot markiert und eingekéstelt.

125



A. Anhang

Alignment der humanen OGG1 und der OGG1 des Schweines
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Abbildung A.9: CLUSTAL 2.1 multiple sequence alignment der humane OGG1 und der OGG1 des Schweines.
Identische Aminoséduren sind mit einem Stern (*) gekennzeichnet. Ungleiche, aber dhnliche Aminosduren wurden mit
einem (-) und hoch konservierte Bereiche mit (:) gekennzeichnet. Das hoch konservierte Helix-Hairpin-Helix-GPD-
Motiv ist in orange dargestellt. Aminosduren, die fiir Argumentation der Zink-vermittelten Inhibierung der OGG1
herangezogen wurden, sind rot markiert und eingekistelt.
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Abbildung A.10: CLUSTAL 2.1 multiple sequence alignment der humanen APE1 und der APE1 des Schweines.

Identische Aminosduren sind mit einem Stern (*) gekennzeichnet. Ungleiche, aber dhnliche Aminosiduren wurden mit

einem (-) und hoch konservierte Bereiche mit (:) gekennzeichnet. Griine Boxen kennzeichnen den N-Terminus, der
fuir die Redoxaktivitit der APE1 verantwortlich ist. Der blau gestrichelte Kasten gekennzeichnet die DNA-Reparatur-
Domine. Aminoséuren, die fiir Argumentation der Zink-vermittelten Inhibierung/Aktivierung der APE1 herangezogen

wurden, sind rot markiert und eingekistelt.
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A.6.4 Flammen-Atomabsorptionsspektrometrie
Wiederfindung

Die Bestimmung der Wiederfindungsrate dient dazu den Verlust des Analalyten wihrend des Veraschens ab-
zuschiitzen. Dafiir wurden Zellpellets aus 2,5 - 10° IPEC-J2 Zellen wie unter Abschnitt 6.8.1 beschriebenen
prépariert und vor dem Veraschen mit einer bestimmte Menge des Zink-Standards versetzt. Die Konzentra-
tionen des Zink-Standards wurden so gewihlt, dass sie sich im unteren (0,2 mg/L), mittleren (0,4 mg/L) und
oberen (0,6 mg/L) Kalibrierbereich lagen. Die Wiederfindung betrug im Mittel 90%.

Bestimmungs-, Erfassungs- und Nachweisgrenze

Die Grenzen wurden durch Vermessen von 10 Blindwerten nach der Leerwertmethode (DIN 32645) be-
stimmt. Den Blindwert erhielt man, indem 500 puL eines 1:1-Gemisches aus HNO3:H,O, fiir ca. 10h bei
95°C verdampft wurden und anschlieBend in 1 mL bidestilliertem H,O aufgenommen wurden.

Nachweisgrenze: 0,046 mg/L = 0,71 uM
Ermittlungsgrenze: 0,092mg/L = 1,42uM
Bestimmungsgrenze: 0,139mg/L = 2,13 uM

Einstellungen der Pin Aacle 900 T

Tabelle A.18: Einstellungen Pin Aacle 900 T

Luft 10,0 L/min
Acetylen 2,5 L/min
Wellenldnge 213,86 nm
Spaltbreite 0,7 nm
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