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Zusammenfassung

A Zusammenfassung

Der Alterungsprozess kann in zwei Qualitdten unterteilt werden, intrinsisches und
extrinsisches. Wahrend beim intrinsischen Altern- auch genannt chronologisches Altern-
vermehrt genetische und endogene Stoffwechselprozesse eine Rolle spielen, kann beim
extrinsischen Altern die ultraviolette Strahlung eine Ursache darstellen.

Da es sich bei der Alterung um langwierige Prozesse handelt sind genetische Erkrankungen
mit vorzeitiger Alterung wichtige Modellsysteme. Hierzu gehdrt auch die Erkrankung
Cockayne-Syndrom, die einen Defekt in der Nukleotidexzisionsreparatur aufweist.

Am Beispiel des Cockayne-Syndroms konnten wir und andere zeigen, dass sowohl
extrinsische als auch intrinsische Alterungsprozesse beobachtet werden kénnen.

Weiter zeigte sich bei dieser Erkrankung, dass Mutationen der mitochondrialen (mt) DNA
vermehrt im Alterungsprozess zu beobachten sind und dies vor allem im subkutanen Fett der
Haut zu beobachten ist, das alterabhangig reduziert ist.

Aus diesen Vorarbeiten heraus haben wir untersucht, wo Uber den Koérper normaler Mause
verteilt Mutationen der mt DNA in Epidermis, Dermis und subkutanem Fett vermehrt zu
beobachten sind und ob dies Uber oxidativen Stress zum Verlust des subkutanen
Fettgewebes flhrt, wie in Vorarbeiten untersucht.

In der Tat konnten wir zeigen, dass im subkutanen Fett gealterter Mause mitochondriale
Deletionen akkumulieren, die in jungen Mausen nicht vorhanden sind. Diese Deletionen
kénnen auch in Zellkulturen durch den oxidativen Stress einer repetitven UV-Bestrahlung
induziert werden.

Weiter war insbesondere an den Extremitaten der Anstieg der mitochondrialen D17-Deletion
im subkutanen Fett besonders hoch. Insofern liefert diese Arbeit erste Daten wie die
Steigerung der D17-Deletion Uber das subkutane Fett des gesamten Korpers verteilt erfolgt.

Weitere Untersuchungen sind notwendig um die Ergebnisse im Menschen zu bestatigen.
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B Einleitung
1. Chronologisches Altern — Theorien und Marker

1.1 Der Alterungsprozess allgemein

Zur Frage, wie es in Zellen zur Alterung kommt, gibt es verschiedene Theorien. Sie reichen
von der genetischen Ausstattung, Uber die replikative Seneszenz bis hin zu einer
Akkumulation von Schaden, die potentielle Faktoren fir eine Limitierung des Alters des
menschlichen Organismus sind.

Beispielsweise wurde bei einem Vergleich der Genome von Uber 95-jahrigen im Vergleich zu
jungeren Menschen gehauft eine bestimmte Variante des Gens FOXO3A (Forkhead box
O3A) festgestellt (7). Dieses Protein ist wichtig flir den Umgang der Zelle mit Stress (2).
Replikative Seneszenz hingegen ist ein Effekt, den Calvin Harley et al. im Jahr 1990
veroffentlichte. Er stellte fest, dass die Telomere von Fibroblasten mit der Haufigkeit der
Teilungen kirzer werden und folgerte daraus, dass die Fahigkeit der Zelle sich zu replizieren
durch die Lange der Telomere limitiert wird (3). Es hat sich dann gezeigt, dass die Lange der
Telomere nicht einfach nur von der Anzahl der Teilungen einer Zelle abhangt, sondern dass
oxidativer Stress sich direkt auf die Lange der Telomere auswirkt (4). Telomere dienen dabei
als Schadenssensor und tragen durch Interaktion mit Proteinen der Doppelstrangreparatur
und den Checkpoint-Proteinen dazu bei, dass die Zelle, im Fall von beispielsweise
oxidativem Stress, seneszent wird (5).

Im Jahr 1956 veroffentlichte Denham Harman darliber hinaus seine Theorie zum Thema
Alterung. Sie besagt, dass freie Radikale, wie beispielsweise reaktive Sauerstoffspezies
(ROS), wichtige zellulare Strukturen und Molekiile schadigen, wie DNA oder Proteine
schadigen und dass eine Akkumulation dieser Schaden zur Seneszenz der Zellen fuhrt (6).
Die wahrscheinlich grofite Quelle fir ROS in einer Zelle sind die Mitochondrien, in denen
bekannterweise durch fehlgeleiteten Elektronenfluss in der Atmungskette als Nebenprodukte
ROS entstehen kdnnen (7-10). Etwa 0,1% des Sauerstoffs aus der Atmungskette werden zu

ROS (11). Mit Hilfe der Superoxid-Dismutase (SOD) werden sie zu H,O, umgewandelt, das
uber die Fenton-Reaktion zum Hydroxyl-Radikal (OH-) umgewandelt werden kann. Dies ist

eine der agressivsten Formen von ROS und da OH- eine extrem kurze Lebensdauer
aufweist, bleibt die Entstehung dieser Form von ROS nicht ohne Konsequenzen in Form von
oxidativer Schadigung fir seine nachste Umgebung, die innere Mitochondrienmembran oder
die mitochondriale (mt) DNA (11, 12).

Um nun zumindest die weniger reaktiven ROS wieder abzufangen oder die durch ROS
entstandenen Schaden wieder zu reparieren, stehen der Zelle mehrere Mechanismen zur

Verfligung. Mehrere, sogenannte DNA-Reparaturmechanismen sind fir die Reparatur von
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Schaden an DNA verantwortlich (73), Enzyme wie z.B. Katalasen und Superoxiddismutasen
oder die Glutathionperoxidase in Kombination mit dem Peptid GSH (Glutathion) stehen direkt
fur die Reduktion bzw. die Reparatur von ROS-induzierten DNA-Schaden zur Verfugung
(74). Diese werden spater im Detail beschrieben.

Sind solche Reparaturproteine oder Radikale fangenden Enzyme in irgendeiner Weise
gestort, so fuhrt dies haufig entweder zur Entstehung von Krebs- oder zu

Alterungsphanotypen (13).

1.2 Altern und mitochondriale Schiaden

Mitochondrien enthalten ihr eigenes genetisches Material, die mt DNA. Den Zusammenhang
zwischen mt DNA-Schaden und (vorzeitigem) Altern hat vor allem die Arbeit von Trifunovic et
al aufgeklart (15).

In dieser Arbeit wurde in Mausen die mt Polymerase y (Pol y) mutiert. Diese Polymerase ist,
soweit bekannt, die einzige Polymerase in den Mitochondrien und somit vermutlich fir alle
Belange, wie DNA-Synthese, oder mt DNA Reparatur, zustandig. Die defekte Polymerase in
der sogenannten ,Mutator-Maus* war so konstruiert, dass sie zwar noch zu DNA-Replikation
fahig war, jedoch nicht mehr dazu in der Lage, mt DNA-Schaden zu erkennen oder zu
reparieren. Diese Mause zeigten dann bereits im Alter von etwa 25 Wochen typische
Zeichen vorzeitigen Alterns, die sich im weiteren Verlauf noch signifikant verstarkten. Dies
waren beispielsweise verringertes Koérpergewicht, Verlust des subkutanen Fettegewebes,
verringerte Knochendichte und Knochenmineralgehalt, Anamien, Haarausfall, Herzprobleme,
Kyphose, verringerte Fruchtbarkeit und eine geringere Lebensspanne (15).

Eine weitere Untersuchung dieser Mause erbrachte, eine Akkumulation von Schaden der mt
DNA. Des Weiteren zeigte sich, dass die Atmungskette in den Mitochondrien dieser Mause,
nicht gut funktionierte. Die Sauerstoffaufnahme war um 95% reduziert (76).

Einen weiteren Hinweis auf die Wichtigkeit der Integritdt der mitochondrialen DNA im
Alterungsprozess gibt uns die humane Common-Deletion (CD). Diese 4977 Basenpaare (bp)
grolBe Deletion der mt DNA steht in einem gewissen Zusammenhang mit dem
chronologischen Altern, da die Inzidenz dieser Deletion der mt DNA mit zunehmendem Alter
deutlich steigt (77, 18). Allerdings kann in der Haut eine gewisse Menge an Deletion nicht zu
einem bestimmten Lebensalter korreliert werden, sondern die Menge der Deletion reflektiert
eher die durch Strahlung (z.B. ultraviolette (UV)-Strahlung) induzierte Alterung, die individuell
verschieden sein kann (79, 20). Dies wird dadurch bestatigt, dass die CD auch durch
oxidativen Stress, wie beispielsweise durch repetitive UVA-Bestrahlung in der Haut, aber
auch in Zellen induziert werden kann (20-22). Dabei wird die CD hauptsachlich in der
Dermis, aber kaum in der Epidermis induziert. In der Haut kdnnen diese induzierten

Deletionen auch noch lange Zeit spater nachgewiesen werden (27).
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Wie es zu solchen gro3en mt Deletion kommt ist nicht genau geklart. Sie treten oft an Stellen
auf, an denen sich direct repeats also gleichgerichtete Sequenzwiederholungen befinden
(23). Die CD wird ebenfalls von solchen direct repeats flankiert, sie liegen im Bereich der
Basenpaare 8470-8482 und 13447-13459. Es wird angenommen, dass Deletionen durch
Rekombination oder durch falsche Basenpaarungen verursacht werden (24).

Im Fall von durch oxidativem Stress induzierter Deletion ware es also mdglich, dass sich im
Bereich der direct repeats oxidative Basenaddukte wie 8-Hydroxy-Desoxyguanosin (8-OH-
dG) bilden. Diese Addukte kdnnen durch Fehlpaarungen der Basen dazu flihren, dass die
wahrend der Replikation auftretende Einzelstrangbildung einen Bruch der DNA und somit
das Auftreten von Deletionen beglnstigen (22, 25).

Lagern sich namlich, nach der Einzelstrangbildung, die beiden Strange im Bereich der direct
repeats wieder aneinander an, kann sich dabei eine Schlaufe bilden, die bei der Replikation
dann verloren gehen kann (22, 26, 27).

Grolde Deletionen der mt DNA finden sich sowohl in muriner, als auch in humaner mt DNA.
Sie treten in der Haut von alteren, aber meist nicht in jungen Individuen auf. Die murine
Entsprechung der CD, zumindest in Bezug auf die Lage und GroRe der Deletion im
mitochondrialen Genom, ist die D17-Deletion.

Um zu bestimmen, wie viele dieser Deletionen sich ereignet haben, wird eine
semiquantitative PCR-Methode fir die murine D17-Deletion genutzt, fir die humane
Common-Deletion eine Real-Time-PCR (20, 23).
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1.3 Funktionsprinzip der Deletions-PCR:

Falls keine Deletion vorliegt, liegen die Bindungsstellen der Primer so weit voneinander
entfernt, dass kein PCR Produkt entsteht. Eine Deletion riickt diese Bindungsstellen so nahe
zusammen, dass ein PCR-Produkt entstehen kann (siehe Abb. 1).

Um die mt Common-Deletion in Relation zur Gesamtmenge der mt DNA zu setzen, wurde
als interner Standard (IS) eine stabile Region des mt Genoms amplifiziert. Dies ist
notwendig, da zum einen jede Zelle eine verschiedene Anzahl an Mitochondrien enthalt und
zum Zweiten, da in jedem Mitochondrium eine verschiedene Anzahl an Kopien der mt DNA

enthalten sein kann.

Legende

N\N\ Direct repeat
komplettes
mitochondrielles ) .
Genom Primer-site

~— DNA

e DNA-Strangbriiche

MEEM e oxidativer Stress

Deletion

Ubriges
mitochondrielles

Abb. 1 Entstehung der Common-Deletion bzw. der murinen D17 Deletion und ihr Nachweis: Im Normalzustand
liegen die Primeransatzstellen zur Messung der CD weit auseinander, so dass eine PCR kein Produkt ergibt.
Durch das Stattfinden der Deletion werden sie zusammengeriickt und eine PCR ergibt ein Produkt, das mit der

Produktmenge des IS-Primerpaares verglichen werden kann.
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2. UVA-induzierte DNA-Schaden

Die Common-Deletion, die, wie zuvor beschrieben, durch Altern oder oxidativen Stress
induziert wird, findet sich auch in durch Lichteinfluss vorzeitig gealterter Haut. In
Experimenten zeigte sich, dass sie durch UVA-Strahlung induziert wird, sowohl in vivo als
auch in vitro und dass sie in der Haut auch noch lange Zeit nach der Bestrahlung
nachweisbar bleibt (7, 27).

UVA-Strahlung ist mit einer Wellenlange von 320-400 nm in der Lage in tiefere
Hautschichten vorzudringen als die kurzerwellige UVB-Strahlung (280-320 nm). Im
Gegensatz zu UVB wird die DNA durch die Bestrahlung mit UVA meist nicht direkt
geschadigt. Vielmehr entstehen durch die UVA-Bestrahlung ROS, die wiederum auf die Zelle
und die DNA wirken (28, 29). Interessanterweise findet man die Induktion von ROS bereits
bei niedrigen Dosen von UV-Strahlung (Wellenlangen entsprechend der Sonnenstrahlung)
im Bereich von 2J/cm? (30).

Als Quelle der bei UVA-Bestrahlung entstehenden ROS werden als Photosensitizer
dienende endogene Chromophore genannt, zu denen Porphyrine, NAD(P)H, Flavine,
Cytochrome, Ham und andere Cofaktoren zahlen. Diese kdnnen durch Photonen des UVA-
Strahlung in einen angeregten Zustand Ubergehen der zur Generation von ROS fihrt (37,
32). Die mitochondriale Lokalisation vieler dieser Chromophore lasst vermuten, dass dort
auch als erstes die durch die ROS entstehenden Schaden zu finden sind.

Unter den durch ROS erzeugten Schaden finden sich Einzel- und Doppelstrangbriiche der
DNA (SSBs und DSBs), Basenschaden wie 8-OH-dG oder 7,8-dihydro-8-oxoadenine (7,8-
OH-dA), Basenverluste und T-G-Transversionen (33-36).

Weiterhin werden durch die UVA-Bestrahlung verschiedene Signale in den Zellen ausgel6st.
Dies schliet Signalwege ein, die sich durch Apoptose, Zellzyklusarrest, Seneszenz,
Transaktivierung von Stress-induzierbaren Genen (Entziindungsantwort), Hochregulierung
antioxidativ wirkender Enzyme (z.B. Mangan-Superoxid-Dismutase) oder Aktivierung der
Matrixmetalloproteinasen (MMPs) auswirken (37-42).

Somit wirkt UVA-Strahlung sich auf mehreren Wegen auf die Alterung von Zellen und
Geweben ein.

Die von UVA-Strahlung bzw. ROS induzierten DNA-Schaden werden von verschiedenen
Reparatursystemen, wie der Doppel- und Einzelstrangbruchreparatur (DSBR, SSBR), der
Basenexzisisonsreparatur (BER), der Nukleotidexzisionsreparatur (NER) oder der

Mismatchreparatur (MMR) detektiert und so gut es geht wieder entfernt.

10
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3. Defekte DNA-Reparatur und vorzeitiges Altern

Wie bereits beschrieben fiihren DNA-Schaden, auch in den Mitochondrien, zu Alterung.
Diese DNA-Schaden werden normalerweise durch die Reparatursysteme der Zelle wieder
entfernt oder ihre Ursachen wie z.B. ROS werden durch Enzyme wie Katalasen und
Superoxiddismutasen oder Peptide wie GSH direkt abgefangen, so dass im normalen
Alterungsprozess die Schaden nur langsam akkumulieren.

Im Fall von manchen Erkrankungen, den sogenannten Progerien, die als eines der
Hauptsymptome vorzeitiges Altern aufweisen, sind haufig die Proteine, die zu den erwahnten
Mechanismen beitragen, defekt.

Zwar unterscheiden sich Progerien in einigen Bereichen vom chronologischen
Alterungsprozess, doch das Verstandnis dieser Erkrankungen ermdéglicht uns Einsichten in

den mechanistischen Ablauf des normalen Alterungsprozesses.

3.1 Cockayne-Syndrom

Ein Beispiel fir eine solche Erkrankung ist auch das Cockayne-Syndrom (CS).

Beim Cockayne-Syndrom, benannt nach dem Londoner Arzt Edward Cockayne, der es 1933
erstmals beschrieb, handelt es sich um eine autosomal-rezessiv vererbte Erkrankung mit
einer Inzidenz von 1/250.000 Geburten (43). Betroffen ist eines von zwei Genen, entweder
CSA (Cockayne-Syndrom A, auch ERCCS8) in 20% der Falle oder CSB (Cockayne-Syndrom
B, auch ERCC®6) im Fall der ubrigen 80%.

Bei dieser Erkrankung treten folgende Symptome auf: Wachstumsverzégerung (besonders
die Gewichtszunahme betreffend), Ataxien, Lichtempfindlichkeit der Haut, Gehdrlosigkeit,
vermindertes Unterhautfettgewebe, geistige Retardierung, Neurodegeneration, Mikro-
zephalie, Demyelinierung des Gehirnstamms, Altern, dinner Haarwuchs, Katarakte, friher
Tod (44).

3.1.1 Nukleotidexzisionreparatur

Die Proteine CSA und CSB sind Teil der Nukleotidexzisionsreparatur (NER). Dieser
Reparaturpfad wird in globale Genomreparatur (GGR) und transkriptionsgekoppelte
Reparatur unterteilt. CSA und CSB gehdren zur Transkriptionsgekoppelten Reparatur (TCR)
(Abb.2). Hierbei wird die im Fall eines DNA-Schadens blockierte RNA-Polymerase |l (POL 1)
von CSB erkannt, das sonst wahrend der Transkription zusammen mit XPG (Xeroderma
Pigmentosum G) dynamisch mit POL Il interagiert. Die durch den DNA-Schaden blockierte
POL Il verstarkt ihre Interaktion mit CSB. Durch diese Interaktion von CSB und POL I
werden die Histon-Acetyltransferase p300 (HAT p300), ein Komplex bestehend aus ROC1
(Ring-box1), CUL4A (Cullin 4A), DDB1 (DNA damage binding protein 1) und CSA, sowie der
CSN Komplex (COP9-Signalosom-Komplex) rekrutiert. Der Komplex, zu dem auch CSA

11
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gehort, besitzt eine inaktive E3-Ubiquitin-Ligase, die in Verbindung mit dem CSN-Komplex
aktiv wird. Um dann die Proteine XAB2 (XPA-binding protein), HMGN1 (high mobility group
nucleosome binding domain 1) und TFIIS (transcription elongation factor Sll) zu rekrutieren
werden sowohl CSA, als auch CSB bendtigt. XAB2 ermdglicht nun die stabile Anlagerung
des NER-Hauptkomplexes TFIIH (transcription factor IIH), sowie von XPA (Xeroderma
Pigmentosum A) und RPA (Replication Protein A) an die beschadigte Stelle. CSB und POL I
werden im Verlauf, durch den CSA enthaltenden Komplex ubiquitiniert und dadurch fir den
proteasomalen Abbau gekennzeichnet. An dieser Stelle vereinigt sich der Verlauf der TCR
mit der globalen NER. Die Endonukleasen XPG (Xeroderma Pigmentosum G) und XPF
(Xeroderma Pigmentosum F) assoziiert mit ERCC1 (DNA excision repair protein1) schneiden
die DNA 5’und 3'vom Schaden ein, Polymerase ¢ oder 0 flillen die Lasionslicke. Die DNA
wird dabei durch einen PCNA-RPF-Komplex (Proliferating cell nuclear antigen-replication-
factor-c) stabil gehalten wird. Schlussendlich werden die DNA Strange durch Ligase Il in
Verbindung mit XRCC1 (X-ray repair cross-complementing protein 1) oder seltener von
Ligase | wieder ligiert. (45-48)

Abb. 2 Transkriptions-gekoppelte Nukleotidexzisionsreparatur. Ablauf der TCR. A) CSB und XPG
interagieren dynamisch mit RNA-Polymerase Il. B) Bei einer DNA-L&sion wird Pol Il blockiert, die Interaktion mit CSB
wird gestérkt. Der CSA enthaltende Komplex mit E3 Ubiquitinligaseaktivitat, wird rekrutiert, mit dessen Hilfe dann
XAB2, TFIIS und HMGN1 rekrutiert werden. C+D) Dies ermdglicht die Anlagerung des TFIIH-Komplexes sowie RPA
und XPA an XAB2. CSB und Pol Il werden durch die E3 Ubiquitinase ubiquitinyliert und so fiir den Abbau markiert. E)
Die Endonukleasen XPG und XPF mit ERCC1 schneiden die DNA 5°und 3" von der Schadensregion. F) Polymerase ¢

oder 0 flllen die entstandene Lasion. G) Ligase Il und XRCC1 oder Ligase | ligiert den neuen Strang.

12
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Die CS-Proteine erfillen aber nicht nur Aufgaben in der NER. Besonders fiir CSB sind noch

einige weitere Bereiche bekannt, in denen dieses Protein beteiligt ist.

3.1.2 Transkription

Bei einer der Aufgaben, an denen CSB beteiligt ist, handelt sich um die Stimulation der Pol-I
Transkription von ribosomaler RNA (49). Ein knockdown von CSB verhindert dabei die
Assoziation von Pol | mit rRNA kodierenden Regionen und die daraus folgende Synthese
von pre-rRNA (560). CSB spielt dabei zumindest in vitro auch eine Rolle bei der Pol-l
Elongation (57). Ein komplettes Fehlen von CSB zeigt allerdings keine Auswirkungen auf die
Pol-I Transkription, im Gegensatz zu mutierten oder trunkierten Varianten von CSB (57).

Die Transkription durch Pol-Il wird ebenfalls durch CSB beeinflusst. Insbesondere die
Wiederaufnahme der Transkriptionstatigkeit nach oxidativem Stress ist in CS-defizienten
Zellen unterdriickt (52, 53).

Weiterhin ist CSB an der Transkription via Pol-lll als Elongationsfaktor fir die Synthese von
strukturierten RNAs beteiligt. Ein Verlust von CSB oder eine Uberexpression von p53 mit
dem CSB direkt interagiert, verursacht dadurch die Fragilitdt der vier rRNA-kodierenden

Genloci in der Metaphase (54).

3.1.3 Chromatin-Remodelling

CSB ist weiterhin ein Hauptfaktor fur die Erhaltung und Remodellierung von Chromatin-
strukturen und konnte durch diese Eigenschaften weiteren Einfluss auf Transkriptions-

prozesse haben (55).

3.1.4 Interaktion mit p53 / Apoptoserequlation

Interessant ist weiterhin die Interaktion von CSB mit dem bekannten Tumorsuppressor p53
(56). Dabei scheint es so zu sein, dass p300 und CSB in Konkurrenz um die Bindung mit p53
stehen. CSB zeigt eine grofRere Affinitat zu p53 und reguliert so die Transkriptions-Aktivitat
von p53 herunter. Fehlt CSB, so wirde p53 durch p300 stabilisiert werden und die Zielgene
von p53 in Konsequenz Gbermalig aktiviert, inklusive der zur Apoptose filhrenden Gene. Auf
diese Weise wirde p53 in CS-Zellen toxisch wirken, weil es den wichtigen
Transkriptionsfaktor p300 wegfangt (67). Zudem wurde gezeigt, dass CSB nach oxidativem
Stress p300 rekrutiert. So wird die p53 Aktivitat heruntermoduliert und dies begunstigt das
Uberleben der Zelle und zur Aufhebung des Zellzyklusarrestes nach Stress anstatt zum
Zelltod (46). Des Weiteren zeigte sich kurzlich, dass CSB und CSA auch der p53 vermittelten
Apoptose nach Stress entgegenwirken, indem sie den Abbau von p53 durch Ubiquitinierung

induzieren (58).

13



Einleitung

3.1.5 Ubiquitinierung

Dass der CSA-enthaltende ROC1-Cul4A-DDB1 Komplex eine Ubiquitinierungsaktivitat
besitzt, wurde bereits im Abschnitt Gber die NER erwahnt. Dieser Komplex ubiquitiniert
sowohl die RNA-Polymerase Il und CSB, als auch CSA, wie neuere Daten belegen. Die
Bedeutung der CSA-Ubiquitinierung ist allerdings noch nicht geklart (569-67).

Auch die MdM2 abhangige Ubiquitinierung von p53, die dessen Aktivitat beeinflusst, wird von
CSA und CSB reguliert (58).

3.1.6 Basenexzisionsreparatur

CSB-defiziente Zellen zeigen eine Akkumulation oxidativer DNA-Schaden wie beispielsweise
8-o0xo0-dG oder 8-oxo-dA (62). Ein Zusammenhang zwischen CSB und der BER konnte
mittels hOGG1 (8-oxo-dG-glycosylase/apurinic-lyase) hergestellt werden (63). Diese
Interaktion konnte ebenso fir die mitochondriale BER gezeigt werden (64). Zudem zeigte
sich, dass CSB die Inzisionsaktivitdt von APE1 (apurinic-endonuclease 1) durch direkte

Interaktion stimuliert (65).

3.1.7 Altern im Cockayne-Syndrom

Alle genannten Bereiche, in denen vor Allem CSB, aber auch CSA involviert sind, hangen bis
zu einem gewissen Grad auch mit der Alterung zusammen. Zum Teil sogar sehr direkt, wie
beispielsweise die Regulierung von p53 zeigt (3.1.4), einem Protein, das durch die
Regulation der Apoptose auch zum Altern beitragen kann. Die Fahigkeit zur Ubiquitinierung
(3.1.5) hangt ebenfalls mit der Regulation von p53 zusammen, allerdings auch mit der
Nukleotidexzisionsreparatur. Die Interaktion der CS-Proteine mit anderen Proteinen der
Nukleotidexzisionsreparatur und Basenexzisionsreparatur (3.1.6 und 3.1.1), ist nétig um die
DNA intakt zu erhalten. Eine Stérung kann schlimmstenfalls zur Apoptose beispielsweise von
Gewebestammzellen fihren und somit zum Altern des Gewebes.

Im selben Zusammenhang ist auch die Fahigkeit von CSB zur Remodellierung von
Chromatin (3.1.3) zu sehen. Diese kann der Zuganglichkeit der DNA fir Reparaturprozesse
dienen.

Die Transkription (3.1.2) wird nach oxidativem Stress von CSB reguliert. So kann die Zelle zu
ihren Oblichen Prozessen zurlickkehren. Ist die Zelle nicht in der Lage, die Transkription
wieder zu initiieren, bedeutet dies auf Dauer vermutlich ihren Tod (52).

Alle diese Zusammenhange zwischen Funktionen der CS-Proteine und dem vorzeitigen
Altern sind jedoch nicht ausreichend, um den komplexen Phanotyp, der in CS-Patienten

auftritt, zu erklaren.
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3.1.8 Mitochondriale Interaktion

Ein Teil der CS-Symptome, wie beispielsweise Kleinwuchs, Katarakte, Verkalkung des
Gehirns, Neurodegeneration oder vorzeitiges Altern, Uberschneidet sich auffallig mit den
Symptomen  von Erkrankungen mit  defekten Mitochondrien, sogenannten
Mitochondriopathien.

Zunachst konnte kein Zusammenhang zwischen den beim Cockayne-Syndrom betroffenen
Proteinen CSA und CSB und den Mitochondrien hergestellt werden.

In eigenen Arbeiten konnten wir zeigen, dass Fibroblasten von CSA oder CSB-defizienten
Patienten durch UV-Bestrahlung oxidativ gestresst, im Vergleich mit Wildtyp-Zellen eine
deutliche Erhdéhung der mitochondrialen Common-Deletion aufweisen. Zudem wurde
gezeigt, dass die Ko-Inkubation von Vitamin E als Radikalfanger wahrend einer UV-
Bestrahlung in CSA-Zellen ausreicht, die Induktion der CD zu vermeiden. (64).

Desweiteren konnte nachgewiesen werden, dass die beiden Proteine nach oxidativem
Stress z.B. durch Wasserstoffperoxid induziert, in die Mitochondrien translozieren (64, 66).
Dort interagieren CSA und CSB mit Proteinen, die zur mt BER (Basenexzisionsreparatur)
gehoren (64). Dies legt nahe, dass CSA und CSB eine Rolle im Schutz vor mt DNA-Schaden
spielen. Wie genau sich die CS-Proteine auf diese Fahigkeit auswirken ist allerdings nicht

geklart.

Da wir und andere nachweisen konnten, dass im Alterungsprozess vermehrt Mutationen der
mitochondriellen DNA auftreten, speziell im subkutanen Fett von CSB™™-Mausen, und dass
es im Bereich des subkutanen Fettes zu Verlusten von Zellen durch erhéhten Umsatz kommt
(64), haben wir nun untersucht, wo in der Haut normaler, gealterter Mause vermehrt
Mutationen zu beobachten sind, wie der erhéhten Zellumsatz beim Altern zustande kommt

und welche Rolle oxidativer Stress bei diesen Vorgangen spielt.
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4. Zusammenfassung Versuche

In dieser Dissertation wurde die Haut von Wildtyp-Mausen verschiedenen Alters auf das
Auftreten der mitochondrialen D17-Deletion untersucht. Diese Deletion liegt in etwa an der
Postion, in der sich im humanen Mitochondrium die Common-Deletion befindet, die durch
oxidativen Stress induziert werden kann (23, 67). Es sollte gezeigt werden, wie sich diese
Deletion im chronologischen Altern unbehandelter Mause verhalt, wann sie friihestens auftritt
und auch, in welchen Kérperbereichen und Hautsegmenten sie verstarkt zu messen ist. Dies

bildet auch einen Hintergrund zu den in (64) verdffentlichten Daten.

Ebenso wurde untersucht, wie oxidativer Stress in Form von UVA-Bestrahlung sich auf die
Zellen auswirkt. Es war bekannt, dass die mitochondriale Common-Deletion durch UV-
Bestrahlung induziert wird. In einem Vorlaufer-Experiment mit CSB-defizienten Zellen zeigte
sich, dass auch die abgestorbenen Zellen des Uberstandes viel CD aufwiesen. Deshalb
sollte untersucht werden, wie lange die UVA-bestrahlten Zellen viabel bleiben oder wie
schnell sie absterben. Im Fall des Zelltodes war zu klaren, auf welche Art er stattfindet. Des
Weiteren soll die Menge an mitochondrialer Common-Deletion als Marker fir mitochondriale
DNA Schaden und deren Verteilung und Haufigkeit in viablen, apoptotischen und

nekrotischen Zellen gemessen werden.

Um des Weiteren mehr Uber die Vorgange in Fibroblasten unter oxidativem Stress zu
erfahren, wurde der zeitliche Verlauf von subletalem H,0O,-Stress untersucht. Hierflir wurde
untersucht, wie lange sich eine subletale Dosis von H,O, im Medium befindet und wie viel

davon sich im Zellinneren nachweisen lasst.
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C Material und Methoden

1. Gerate

Gerat Modell Firma
Thermo/Kendro,

Brutschrank Heracell 240

Dreieich/Hanau

Brutschrank Hypoxie

APT.line CB-CO, Inkubator mit O,-
Regelung

Binder, Tuttlingen

Geldokumentation, UV-

Transilluminator

RH-5.1 darkroom hood, easy 442K

Kamera

Herolab, Wiesloch

Drehteller

KDE 015; gebaut vom

Hausmeisterdienst

MTE, Weinstadt-Endersbach/
UKT, Tdbingen

ELISA Reader

Multiscan Ex

Thermo, Waltham

FACS

BD FACS Calibur

BD; Heidelberg

FACS-Sorter

BD FACS Aria-Zellsorter

BD; Heidelberg

Fluoreszenzreader

Tristar LB 941

Berthold Technology, Bad

Wildbad

Gelelektrophorese-

Protean Il, Modell 45-2020i

BioRad, Miinchen

Apparatur

Heizblock Thermomixer Model Comfort LS2 | Eppendorf, Hamburg
Axiovert25 Invers, Axiovert200

Mikroskope Zeiss, Jena

Fluorescence, HBO100

PCR Maschine

Primus 96 plus

MWG Biotech, Ebersberg

pH-Meter CG842 Schott, Wertheim
Photometer BioPhotometer 6131 Eppendorf, Hamburg
Pipetten Research, Reference Eppendorf, Hamburg
Pipettierhilfe Pipette boy Hirschmann, Eberstadt
Real Time PCR LightCycler®480/ Roche, Mannheim/
Maschine iCycler BioRad, Miinchen
Sterilbank Hera Safe KS 18 Heraeus, Frotscher
UVA-Lampe Sellasol 1200 Sellas, Gevelsberg
Vortexer Reax Top Heidolph, Kelheim
Wasserbad WB22 Funke Medingen, Freital
Zentrifuge Biofuge pico, Biofuge fresco/|Thermo Waltham/ Dreieich,

Heraeus, Multifuge 3S-R

Hanau

Tab. 1 Gerate
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2. Materialien

2.1 Kits

Kits

Hersteller

Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit |

BD Bioscience

QlAamp DNA-Mini Kit

QIAGEN, Hilden

Mitochondria Isolation Kit human

Miltenyi Biotec

Sso Fast EvaGreen Supermix

BioRad, Miinchen

SybrGreen Supermix

BioRad, Miinchen

Tab. 2 Kits

2.2 Enzyme
Enzyme Bezugsquelle
DNasel Sigma, Deisenhofen

Tag-DNA-Polymerase

QIAGEN, Hilden

Tab. 3 Enzyme

2.3 Primer

Primer

Sequenz (5’-3’ Richtung)

CD sense (68)

ACC CCCATACTCCTTACACTATTCC

CD antisense (68)

AAG GTATTC CTG CTAATGCTAGGCT

IS sense (68)

GAT TTG GGT ACC ACC CAAGTATTG

IS antisense (68)

AAT ATT CAT GGT GGC TGG CAG TA

PL 47 (23) TGC TTACCT TGT TAC GAC TTA

PL 48 (23) CGC TCTACCTCACCATCTCTT

PL 85 (23) TAA GTC GTA ACA AGG TAAGC

PL 86 (23) GAT GGT GGT AGG AGT CAA AA
Tab. 4 Primer
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2.4 Puffer und Medien

2.4.1 Gelelektrophorese
TAE-Puffer (50x)

Ladepuffer

2% Agarosegel

2.4.2 Zellkultur
Kryopuffer

-242g Tris-base, 100ml 0,5M EDTA-L6ésung (pH8), 57,19

Essigsaure, werden mit H,Opigest auf 11 aufgefilit.
-Glycerin und 1x TAE werden 1:1 gemischt, und
0,2% Farblésung (Orange G oder Bromphenolblau) sowie

1/10.000 Gel-Red werden hinzugefiigt.

-2% Agarose (w/v) wird mit der entsprechenden Menge
1x TAE-Puffer aufgeflllt und erhitzt.

-60% Kulturmedium, 12% DMSO, 28% FCS, sterilfiltrieren.

2.5.3 Puffer fur Maushautexperimente

Losung B

2.4.4 H,0, Bestimmung
Natriumphosphat-Puffer

2.5 Chemikalien

-30mM Hepes, 4mM Glukose, 3mM KCI, 130mM NacCl,
1mM Na,HPO,, 0,25% Trypsin auf 500ml mit H,Opgest auffillen

und sterilfiltrieren.

-0,25M Natriumphosphat werden in H,Opgest geldst und auf
pH 7.4 eingestellt

Chemikalien und Materialien

Bezugsquelle

Acrylamid/ Bisacrylamid (30%/ 0,8%) Roth, Karlsruhe

Agarose

Roth, Karlsruhe

Albumin Bovine

Sigma, Deisenhofen

Amplex® Red reagent

Life technologies, Darmstadt

D (-) Mannitol

Roth, Karlsruhe

D (+) Sucrose

Fluka, Buchs

DAPI

Life technologies, Darmstadt

dNTP Set, PCR Grade

QIAGEN, Hilden
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Dimethylsulfoxid (DMSO)

Sigma, Deisenhofen

Dinatriumhydrogenphosphat (Na,HPO,) Fluka, Buchs
Dithionit Fluka, Buchs
Dulbecco’s PBS (1x) PAA, Pasching

Eselserum

Jackson Immuno Research,
Suffolk

Ethylen- diamin- tetra Essigsaure (EDTA)

Roth, Karlsruhe

Ethanol 100%

Merck, Darmstadt

Fetales Rinderserum (FCS)

Thermo, Waltham

Formaldehyd Roth, Karlsruhe
GelRed Biotium, Hayward
Glycin Roth, Karlsruhe

GroRenstandard, 100 bp Plus DNA-Leiter

Fermentas, St. Leon Rot

Horseradish Peroxidase (HRP) (EIA Grade)

Life technologies, Darmstadt

H,O,/ Wasserstoffperoxid

Roth, Karlsruhe

Kaliumchlorid (KCI)

Roth, Karlsruhe

Kaliumhydrogenphosphat

Roth, Karlsruhe

Kaliumhydroxid

Sigma, Deisenhofen

Minimum Essential Medium (MEM) ohne Phenolrot

Life technologies, Darmstadt

MEM with Earle's Salts and L-Glutamine

PAA; Pasching

Methanol VWR, Darmstadt
Magnesiumchlorid (MgCl.) Fluka, Buchs
Magnesiumchlorid-Puffer (25mM) QIAGEN, Hilden

Milchpulver

DM, Karlsruhe

Natriumcarbonat

Roth, Karlsruhe

Natriumchlorid

Merck, Darmstadt

Natriumfluorid

Roth, Karlsruhe
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Natriumhydroxid Merck, Darmstadt
Natriumphosphat Sigma, Deisenhofen
Natriumpyruvat Fluka, Buchs
Natriumdodecylsulfat Fluka, Buchs
PCR-Puffer (10x) QIAGEN, Hilden
Propanol Merck, Darmstadt
Propionaldehyd Fluka, Buchs

SDS Pellets Roth, Karlsruhe

Streptomycin/ Amphotericin B

Life technologies, Darmstadt

TEMED

Roth, Karlsruhe

Tris Sigma, Deisenhofen

TritonX100 Roth, Karlsruhe

Trypanblau Biochrom, Berlin

Trypsin Life technologies, Darmstadt
Promocell, Troisdorf

Trolox Sigma, Deisenhofen

Tween 20 Roth, Karlsruhe

Urea Roth, Karlsruhe

Vitamin C Pulver

DM, Karlsruhe

Tab. 5 Chemikalien
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2.6. Gebrauchsmaterialien

Materialien

Firma

6-well-Platten

Greiner, Frickenhausen

24-well-Platten

Greiner, Frickenhausen

96-well-Platten

Greiner, Frickenhausen

96-well PCR Platten

Peqglab, Erlangen

Falcons

Greiner, Frickenhausen

Filtertips 0,5 - 10 pl

Greiner, Frickenhausen

Freezing Container ,Mr Frosty*

Thermo, Waltham

Glaswaren Schott AG, Mainz
Kryoréhrchen Greiner, Frickenhausen
Kivetten Ratiolab GmbH, Dreieich-Buchschlag

Nitrozellulosemembran

Millipore, Billerica

Objekttrager SuperFrost Plus

R. Langenbrinck, Emmendingen

PCR Reaktionsgefalte

Biozym, Hessisch Oldendorf

Plastikpipetten (5 ml, 10 ml)

Costar, Fernwald

Plastikwaren fur Zentrifugen, PCR

BD Bioscience, Heidelberg

Reaktionsgefalte (1 ml)

Eppendorf, Hamburg

Spritzen

Greiner, Frickenhausen

Sterilfilter (0,22um)

Millipore, Billerica

T 75 Kulturflaschen

Greiner, Frickenhausen

Whatman-Papier

GE-Healthcare, Chalfont St. Giles

Tab. 6 Gebrauchsmaterialien

2.7 PC-Programme

Programm Hersteller
Microsoft Word XP Microsoft
Microsoft Excel XP Microsoft
Microsoft PowerPoint XP Microsoft

Endnote X4 Thomson Reuters
Adobe Photoshop CS2 Adobe

iCycler BioRad

Easy Win 32 Herolab

Tab. 7 PC-Programme
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3. Zellen und Zelllinien

3.1 Fibroblasten

Name Genotyp Herkunft

FF3 Wildtyp / primar AG Berneburg

F92 Wildtyp / primar AG Berneburg

C5RO-WT Wildtyp / primar AG Prof. Leon
Mullenders, Leiden NL

WT*31.3.03 Wildtyp / primar AG Berneburg

WT*4.11.02 Wildtyp / primar AG Berneburg

WT*01 Wildtyp / primar AG Berneburg

WT*04 Wildtyp / primar AG Berneburg

WT*10 Wildtyp / primar AG Berneburg

CS3BE CSA defizient / primar AG Prof. Leon
Mullenders, Leiden NL

CS6BR CSA defizient / primar AG Prof. Lehmann,
Brighton UK

CS7PV CSA defizient / primar AG Prof. Stefanini,
Paria, Italien

CS1AN CSB- defizient / primar AG Prof. Leon
Mullenders, Leiden NL

CS1IAF CSB-defizient / primar AG Prof. Leon
Mullenders, Leiden NL

CS12PV CSB-defizient / primar Italien

CS2TAN CSB-defizient / primar AG Prof. Mullenders,
Leiden NL

CS4BR CSB-defizient / primar AG Prof. Lehmann,
Brighton UK

CS1AN-S3G2 CSB-defizient-immortalisiert | AG Prof. Leon
Mullenders, Leiden NL

CS3BE-S3G1 CSA-defizient-immortalisiert | AG Prof. Leon

Mullenders, Leiden NL

Tab. 8 Liste der Zellen
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4. Zellkultur

4.1 Zellkultur und Konservierung

4.1.1 Kultivierung von Fibroblasten

Alle Fibroblasten werden in MEM (Minimal essential Medium) komplementiert mit 10% FCS
(fetal calf serum) und 1% Streptomycin/Amphotericin B bei 37°C und 5% CO, kultiviert. Bei
erreichen einer Konfluenz von mindestens 80% werden die Zellen wie folgt gesplittet.

Das Kulturmedium wird aus der Zellkulturflasche abgesaugt oder abgeschittet. Zellen
werden mit circa 10 ml PBS (Phosphate-buffered saline; PAA) gewaschen. Nach Entfernen
des PBS werden die Zellen durch kurze Inkubation mit 3ml Trypsin/EDTA-LAOsung abgeldst.
Das Trypsin wird nach Lésung aller Zellen mit derselben Menge Kulturmedium abgestoppt.
Wenn bendtigt kann die Zellzahl mit der Neubauer-Zahlkammer bestimmt werden. Ebenso
kénnen bei Bedarf die Zellen zentrifugiert werden um das restliche Trypsin zu entfernen.

Die Zellen werden dann in einem geeigneten Volumen frischen Kulturmediums
aufgenommen und ausgesat.

Danach werden die Zellen wieder in den Zellkulturschrank gegeben.

4.1.2 Isolation von Fibroblasten

Fibroblasten werden aus Hautstlicken isoliert. Daflir wird das subkutane Fett grob entfernt,
die Hautstlcke in kleine Sticke geschnitten und mit der Epidermisseite nach unten in eine 6-
well-Platte gelegt. Nach einer kurzen Antrocknungszeit werden die Hautstucke mit warmem
Kulturmedium (MEM + 10% FCS + 1% Streptomycin/Amphotericin B) Uberschichtet und bei
37°C und 5% CO, inkubiert. Wenn Zellen aus den Hautstiicken herauswachsen, kdnnen
diese geerntet werden.

4.1.3 UVA-Bestrahlung von Zellen

Zellkulturmedium wird aus der Kulturschale abgenommen. Danach werden die Zellen mit

PBS Uberschichtet und auf einem Drehteller unter die UV-Lampe gestellt.

Nach der Bestrahlung wird das PBS abgesaugt und das Medium wieder in die Kulturschale
gegeben.

Die Bestrahlung der Zellen erfolgt repetitiv, 3-mal taglich mit einem Abstand von ca. 4h an
insgesamt 5 Tagen in der Woche.

4.1.4 Zellzahlbestimmung mit der Neubauer-Zahlkammer

5ul Zellsuspension werden mit ebenfalls 5ul Trypanblau gemischt und in die mit dem
Deckplattchen abgedichtete Zadhlkammer gegeben. Danach werden die Zellen in den vier
Eckquadraten der Zahlkammer unter dem Mikroskop ausgezahlt. Aus der gezahlten Zahl
wird dann der Mittelwert gebildet.

Daraus kann dann die Zellzahl pro ml errechnet werden:

Zellkonzentration [ml" ] = Mittelwert gezéhlte Zellen x Kammerfaktor x Verdiinnungsfaktor
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Durch die Tiefe der Kammer definiert betragt der Kammerfaktor 10*
Die Gesamtzellzahl im gegebenen Volumen berechnet sich wie folgt:
Gesamtzellzahl = Mittelwert gezéhlte Zellen x Kammerfaktor x Verdiinnungsfaktor x Volumen des Mediums

4.1.5 Kryokonservierung von Zellen

Zellen werden geerntet, das Pellet in 1ml Kryokonservierungspuffer resuspendiert und mit
Hilfe des Freezing Containers ,Mr. Frosty“ langsam auf -80°C gebracht. Zellen werden

spater in Flussigstickstoff gelagert.
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5. Molekularbiologische Methoden

5.1 DNA-Isolation

DNA-Isolation erfolgt mit dem QIAamp DNA-Mini Kit von Qiagen nach Anleitung des

Herstellers.

5.2 PCR

5.2.1 PCR zur Bestimmung mitochondrialer (mt) Deletionen

Diese Methode ist bereits mehrfach publiziert und von anderen Arbeitsgruppen reproduziert
worden (20, 21, 23, 67, 69-71).

In der DNA von Mitochondrien kénnen alters- oder schadigungsbedingt Deletionen auftreten.
Die Orte an denen die Briiche stattfinden sind dabei nicht willktrlich iber das mitochondriale
Genom verteilt sondern sie befinden sich an bestimmten Stellen.

Bei der humanen ,Common-Deletion® handelt es sich um eine solche Deletion. Um sie zu
messen werden Primer genutzt, die knapp aulerhalb des Bereiches liegen, der durch die
Deletion verloren geht.

Falls keine Deletion vorliegt, liegen diese Bereiche weit auseinander, z.B. 4977 Basenpaare
im Fall der humanen Common-Deletion. Dieser Abstand ist zu grof3 um bei dieser PCR ein
Produkt zu liefern. Erst wenn eine mitochondriale Deletion an dieser Stelle stattgefunden hat,
liegen die beiden Primersektionen nahe genug beieinander.

Die Common-Deletion wird mit Hilfe einer Real-Time-PCR gemessen. Dabei wird die Anzahl
der Vermehrungszyklen gezahlt, die bendtigt wird, dass die zunehmende DNA-Menge einen
gewissen Schwellenwert Ubersteigt.

Um die amplifizierte Deletionsmenge in Relation zur Gesamtmenge mitochondrialer DNA zu
setzen wird zusatzlich DNA von einer Region des Mitochondriums als interner Standard (IS)
amplifiziert, von der bislang keine Deletionen bekannt sind.

Die murine D17-Deletion entspricht in ihrer Position und GréRe der humanen Common-
Deletion. Zudem teilt sie auch andere Eigenschaften der CD (20, 23). Die murine D17-
Deletion wird mit Hilfe einer semiquantitativen PCR gemessen. Das so entstandene PCR-
Produkt kann fur die murine D17-Deletion mittels eines Agarosegels nachgewiesen werden.
Die Menge an Deletion kann danach durch densitometrische Messung am PC mit Photoshop
verglichen werden. Um einen Vergleich zur Gesamtmenge der mt DNA in der Probe zu
bekommen wird zeitgleich eine PCR einer stabilen Region der mt DNA vorgenommen, die in

dieser Arbeit als mIS (muriner interner Standard) bezeichnet wird.
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5.2.2 Ansatze

murine D17-Deletion: Primer: PL85/PL86, GroRe des PCR-Produkts im Gel: 851 bp

(Basenpaare).

Die PL85/86-Primer wurden ausgewahlt, weil ihre Position der entspricht, die im humanen

System von der Common-Deletion eingenommen wird (75).

zugehodrige Housekeeping-Primer: PL47/48 (als interner Standard), GréRe des PCR-
Produkts im Gel: 355 bp.

Ansatz
Puffer 5ul
H,O 41,8l
dNTPs 1,5ul
Primer1 0,75ul
Primer2 0,75ul
Taq 0,2ul
Template Sul
Gesamt 55ul
Tab. 9 Ansatz D17-PCR
5.2.3 PCR-Programm
Schritt Temperatur | Zeit
1 95°C 2min
35x
2 95°C 30s
3 56°C 30s
4 72°C 2min
Ende der Wiederholungen
5 72°C 5min

Tab. 10 PCR-Programm D17-Deletion
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5.3 Real-Time-PCR
5.3.1 Ansatze

humane Common-Deletion: Primer: CD1 und CD2

zugehdrige Housekeeping-Primer: IS1 und 1S2

Ansatz
H,O 11ul
SybrGreen-SuperMix / 12,5l
Sso Fast EvaGreen Supermix
Primer 1 0,2ul
Primer 2 0,2ul
Template Sul
Gesamt 24l

Tab. 11 Ansatz CD Real-Time-PCR

5.3.2 Real-Time-PCR-Programme

Schritt | Temperatur | Zeit (SybrGreen / EvaGreen)
1 95°C 2min / 2min
47x
95°C 5s/5s
58°C 30s/ 15s
4 72°C 10s / -

Tab. 12 Programm CD Real-Time-PCR

5.4 Agarosegelelektrophorese

Agarose wird in TAE-Puffer (Tris-Acetic-Acid-EDTA-Puffer) mit Hilfe einer Mikrowelle erhitzt,
bis alles geldst ist. Fllissige Agarose wird in die vorbereitete Gelkammer gegossen und mit
entsprechendem Kamm flr Taschen versehen. Nach dem Abklihlen und Festigen des Gels
wird dieses in die Laufkammer gelegt und mit TAE-Puffer Gberschichtet. Danach werden die
mit Laufpuffer gemischten DNA-Proben in die Taschen eingefillt und eine Spannung wird

angelegt (100V). Nach ca. 20 min kann das Gel unter einer UV-Lampe analysiert werden.
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5.5 FACS (Fluorescence-activated-cell-sorting)

5.5.1 Messung intrazellularer Wasserstoffperoxidgehalt

50ug von CM-H,DCF-DA, einem Abkdmmling von Dihydrofluirescein werden in 17,2ul
DMSO (Dimethylsulfoxid) gelést. Dies entspricht 5mM. Nach kurzem, vorsichtigem Vortexen,
werden 600ul PBS dazu gegeben und invertiert. In diese Ldsung werden 7x10° Zellen
gegeben und flr insgesamt 45min bei 37°C inkubiert. Zu den ungefarbten Kontrollzellen wird
die gleiche Menge DMSO gegeben und gleichzeitig inkubiert. Alle 10 Minuten wird die
Zellsuspension vorsichtig geschwenkt.

Nach der Inkubationszeit werden die Zellen fur 5 Minuten bei 1500 rpm zentrifugiert und das
Pellet zweimal mit 10 ml PBS gewaschen, dann in Medium (MEM + 10%FCS) resuspendiert.
Die ungefarbten Zellen werden jeweils in zwei Aliquots aufgeteilt, die gefarbten in drei. Zu
einem Aliquot der gefarbten und zu einem Aliquot der ungefarbten Zellen wird 25uM H,0, als
Positivkontrolle gegeben zu einem anderen gefarbten Aliquot 200uM H,O,. Bei den
ungefarbten Zellen wird zu einem Aliquot ebenfalls 25uM H,O, gegeben, der lGbrige Teil wird
als Negativkontrolle verwendet.

Zu verschiedenen Zeitpunkten nach Beginn des Stresses werden Zellen zur Messung des

intrazellularen H,O,-Gehaltes enthommen und im FACS-Calibur gemessen.

5.5.2 Messung von Apoptose und Nekrose

Die Zellen wurden nach Angaben des Herstellers mit dem AnnexinV-FITC Apoptosis
Detection Kit | gefarbt und innerhalb einer Stunde mit dem BD FACS Aria-Zellsorter

gemessen und gesortet.

5.6 In-vivo Untersuchungen in der Maus

5.6.1 Mausliste

Genotyp Hintergrund Geschlecht Alter Bezeichnung
WT C57BL/6 mannlich 3Monate 3MI
WT C57BL/6 weiblich 3Monate 3Mil
WT C57BL/6 weiblich 3Monate 3MIII
WT C57BL/6 weiblich 9Monate oMl
WT C57BL/6 weiblich 9Monate oMl
WT C57BL/6 mannlich 17 Monate 17MI
WT C57BL/6 weiblich 24Monate 24MI
WT C57BL/6 mannlich 24Monate 24Ml11
WT C57BL/6 weiblich 24Monate 24MIlI
WT C57BL/6 mannlich 24Monate 24MIV
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WT C57BL/6 weiblich 24Monate 24MV

XPG " BI6/Fvb weiblich 4\Wochen XPG 4-1

XPG " BI6/Fvb weiblich 13 Wochen XPG 13-1

XPG " BI6/Fvb mannlich 13 Wochen XPG 13-4

XPG " BI6/Fvb mannlich 13 Wochen XPG 13-5
TLR2 " Balb-c weiblich 3 Monate TLR2-ko-3M
TLR2 " Balb-c weiblich 16 Monate TLR2-ko-16M |
TLR2 " Balb-c weiblich 16 Monate TLR2-ko-16M I

Tab. 13 Mausliste

5.6.2 Isolation einzelner Hautpartien und von Koérperfett

Die tote Maus wird, falls sie gefroren ist, bei Zimmertemperatur aufgetaut. Wahrenddessen
kénnen Pinzetten, Schere und Eppendorff-Reaktionsgefalte vorbereitet und beschriftet
werden. Dann wird mit Hilfe der Schere und Pinzette die Haut der Maus eingeschnitten.
Dabei sollte méglichst so flach geschnitten werden, dass die Organe nicht freigelegt werden.

Die Haut sollte zudem maoglichst ohne sichtbare Fettdepots entfernt werden.

Abb. 3 Areale der Hautentnahme fiir die Messung der D17-Deletion. 1-Stirn, 2-Wangen, 3-Ohr, 4+5-
Schultern, 6+7-unterer Ricken, 8+9-Brust, 10+11-Bauch, 12+13-Vorderpfoten, 14+15-Hinterpfoten, 16-

mittlerer Ricken, 17-Nacken.

Nach der vorsichtigen Entfernung der Haut von den verschiedenen Arealen wird das
Korperfett entnommen. Hierfir werden die sichtbaren Fettdepots mit der Pinzette leicht
hochgehoben und dann mit der Schere abgeschnitten, wenn nétig unter mikroskopischer

Kontrolle. Alle Proben werden in Eppendorff-Reaktionsgefallen gesammelt.
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5.6.3 Isolation des subkutanen Fettes

Zur Isolation des subkutanen Fettes werden Pinzetten und Skalpelle, idealerweise mit
abgerundeter Klinge (z.B. Fig. 10), bendtigt. Die Haut wird mit den Haaren nach unten auf
eine saubere Unterlage (z.B. Petrischale) ausgebreitet. Wahrend die Haut mit der Pinzette
an einer Ecke festgehalten wird, I6st man mit Hilfe des Skalpells durch vorsichtiges
daruberfahren das subkutane Fett ab, wenn nétig unter mikroskopischer Kontrolle.

5.6.4 Auftrennung von Dermis und Epidermis

Um Dermis und Epidermis voneinander zu trennen wird nach dem Entfernen des subkutanen
Fettes die Ubrige Haut mit der Epidermis (Fellseite) nach unten in eine Petrischale mit etwas
Lésung B (siehe 2.5.3) gelegt und Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Idealerweise wird die Haut in
der Lésung noch etwas glatt gestrichen. Bei Bedarf kdnnen auch noch Fellhaare entfernt
werden.

Am nachsten Tag kann die Epidermis mit Hilfe zweier Pinzetten durch leichtes Streichen von

der Dermis abgenommen werden.

5.7 Oxidativer-Stress in Fibroblasten

5.7.1 H,0,-Messung im Medienuberstand

Die Messung des H,O, — Gehaltes im Medienlberstand erfolgt mit dem Farbstoff Amplex-
Red. Dieser Farbstoff an sich, ist nicht fluoreszent. In Anwesenheit von HRP und H,0,
reagiert er mit einer 1:1 Stéchiometrie zu Resorufin, einem fluoreszierendem Farbstoff.

Um eine Messung mit Amplex-Red zu ermdglichen muissen die Zellen frei von Phenolrot
kultiviert werden.

Zelllen werden in 6-well-Platten bis zur Konfluenz wachsen gelassen. Danach wird das
Medium (MEM + 10% FCS + 1% Streptomycin/Amphotericin B, phenolrotfrei) gegen Medium
mit nur 0,5% FCS ausgetauscht.

Amplex red sowie HRP werden im Dunklen auf Zimmertemperatur gebracht.

Zu gewissen Zeitpunkten wird dem Medium H,O, zugegeben, so dass sich eine
Gesamtkonzentration von jeweils 25uM ergibt.

Wahrend der Inkubationszeit wird eine Verdinnungsreihe von H,O, im Bereich zwischen 0
und 25 pM in Kulturmedium vorbereitet. Davon werden je 50pl in einer 96-well-Platte
vorgelegt

Nach Ablauf der Zeit werden aus jedem well 50ul Uberstand abgenommen und ebenfalls in
die 96-well-Platte gegeben.

Dann werden 4,85 ml 1x Natriumphosphat-Puffer mit 100ul HRP (10 U/ml) und 50ul Amplex-
Red (10mM) invertiert und 50pl hiervon in jedes well gegeben.
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Nach einer Inkubationszeit von einer halben Stunde im Dunkeln bei Raumtemperatur wird
die 96-well Platte am Fluoreszenzreader gemessen.

emission/extinction: Amplex-Red: 530/590 nm
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D Ergebnisse

1. Verteilung der D17 Deletion in muriner Haut

Cockayne-Syndrom Patienten weisen als eines der hervorstechendsten Merkmale
reduziertes subkutanes Fett, insbesondere im Bereich des Gesichtes auf. Untersuchungen
an 130 Wochen alten CSB™™-Mausen und an CSA™-Mausen ergaben deutlich erhhte
Mengen an muriner D17-Deletion im subkutanen Fett des Gesichtsareals. Die untersuchten
CSB™™-Mause wiesen denselben Phanotyp wie CS-Patienten mit reduziertem subkutanem
Fett im bukkalen Bereich auf. Ursache hierflr war der durch Apoptose erhdhte Zellumsatz
des subkutanen Fettes (64).

Der Verlust von subkutanem Fett im Gesichtsbereich ist auch ein Merkmal normalen Alterns.
Um herauszufinden, ob das subkutane Fett auch in WT-Mausen mit dem zunehmenden Alter
steigende Raten mitochondrialer D17-Deletion aufweist und ob es dabei eine Verteilung tUber
verschiedene Kdrperareale gibt, wurde die Haut verschiedener Mause in Areale unterteilt,
entnommen, wiederum aufgeteilt in Dermis, Epidermis und subkutanes Fett und schlieflich

auf die enthaltene Menge D17-Deletion untersucht.

1.1 Wildtyp
Verwendet wurden Wildtyp-Mause mit dem Hintergrund C57BL/6, da dies der Mausstamm

war, mit ddem in Vorarbeiten gearbeitet wurde.

Mittels PCR wurde die Menge an D17-Deletion, der murinen Entsprechung der humanen
Common-Deletion, im relativen Vergleich zum internen Standard der Maus (mlIS), einem
stabilen Teil der mt DNA, gemessen.

Ebenso wurden verschiedene Korperfettareale untersucht.

Die Haut von drei C57BL/6-Wildtyp-Mausen im Alter von 12-13 Wochen (3MI, 3MIl, 3MIII),
von zwei C57BL/6-Wildtyp-Mausen im Alter von 9 Monaten (9MI, 9MII), von einer C57BL/6-
Wildtyp-Maus im Alter von 17 Monaten (17MI) und von funf C57BL/6-Wildtyp-Mausen im
Alter von 24 Monaten (24MI-24MV), wurde in Areale unterteilt und abgetrennt. Daraus
wurden Dermis, Epidermis und subkutanes Fett isoliert und die darin enthaltene D17-
Deletion (Primer PL85 und PL 86) im Vergleich zum murinen internen Standard (mIS Primer
PL47und PL48) gemessen. Die Messung der D17-Deletion erfolgte in zwei PCR

Durchgangen jeweils in Tripletts.

33



Ergebnisse

Die gewahlten Areale sind:
1) Stirn, 2) Wange, 3) Ohren, 4+5) Schulter 6+7) Riicken unten, 8+9) Brust, 10+11) Bauch,
12+13) Vorderpfoten, 14+15) Hinterpfoten, 16) Rickenmitte, 17) Nacken.

Abb. 3a Verschiedene Areale der Hautentnahme aus Mausen.

Korperfett wurde an folgenden Stellen entnommen:

A) im unteren Bauchbereich, B) an den Flanken, C) vom Nacken, D) aus dem Achselbereich

und E) vom seitlichen Hals.

Die Darstellung der D17-Deletion wird relativ zur Menge des internen Standards in Prozent in
logarithmischer Skalierung angezeigt um auch die geringen Werte sichtbar zu machen. Die
Linie markiert den Grenzbereich unter dem der Level der Deletion als nicht nachweisbar

definiert wurde
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1.1.1 Stirn
a) Epidermis
In der Epidermis wurde im Stirnbereich von C57BL/6-Mausen keine Deletion gemessen.
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Abb. 4 D17-Deletion Stirn — Epidermis: In der Epidermis des Stirnbereiches wurde keine D17-Deletion

gemessen.

b) Dermis
In der Dermis des Stirnbereichs von C57BL/6-Mausen konnte keine D17-Deletion

nachgewiesen werden.
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Abb. 5 D17-Deletion Stirn — Dermis: In der Dermis des Stirnbereichs konnte keine D17-Deletion

nachgewiesen werden.
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¢) Subkutanes Fett

Im subkutanen Fett der C57BL/6-Mausen zeigt sich eine geringfligige Erhéhung der D17-

Deletion bei den altesten Mausen im Vergleich zu den drei Monate alten Mausen.
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Abb. 6 D17-Deletion Stirn — subkutanes Fett: Die Maus 24 MV zeigt eine geringe
Erhoéhung der Deletion im Vergleich zu den 3 Monate alten Kontrollmausen.

1.1.2 Wange

a) Epidermis

In der Epidermis der Wange von C57BL/6-Mausen wurde keine D17 Deletion gemessen.
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Abb. 7 D17-Deletion im Wangenbereich — Epidermis: In der Epidermis der Wangen wurde

keine D17-Deletion gemessen.
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b) Dermis

In der Dermis der Wange wurde keine deutliche Erhéhung der D17-Deletion gemessen.
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Abb. 8 D17-Deletion im Wangenbereich — Dermis: In der Dermis der Wange wurde

keine deutliche Menge der D17-Deletion gemessen.

c) Subkutanes Fett

Im subkutanen Fett der Wange zeigte sich ab einem Alter von 9 Monaten in einzelnen

Arealen eine geringflgige Erhéhung der D17-Deletion.
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Abb. 9 D17-Deletion im Wangenbereich - subkutanes Fett: Die Mause 9MI, 24Mi|

und 24MIV zeigen eine teilweise, geringe Erhéhung der D17-Deletion im Vergleich zu jingeren

WT-Tieren.
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1.1.3 Schulter
a) Epidermis

In der Schulter wurde in der Epidermis keine D17-Deletion-Deletion gemessen.
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Abb. 10 D17-Deletion der Schulter — Epidermis: In der Epidermis der Schulter wurde keine

D17 Deletion gemessen.

b) Dermis

Nur Maus 9MI zeigte ein geringes Level D17-Deletion in der Dermis im Schulterbereich.
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Abb. 11 D17-Deletion der Schulter — Dermis: In der Dermis des Schulterbereichs wurde keine

deutliche D17-Deletion gemessen.
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¢) Subkutanes Fett

Ab einem Alter von 9 Monaten zeigte sich im subkutanen Fett der Schulter eine signifikante

Erhéhung des Levels an D17-Deletion im Vergleich zu 3 Monate alten Mausen.

Maus
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Abb. 12 D17-Deletion der Schulter — subkutanes Fett Im subkutanen Fett der Schulter

zeigte sich ab einem Alter von 9 Monaten eine deutliche (aufter Maus 24MI) und ab 17 Monaten

eine sianifikante Erhdhuna der D17-Deletion im Veraleich zu 3-monatiaen Mausen.

1.1.4 unterer Rucken

a) Epidermis

In der Epidermis des unteren Rickenbereichs war keine D17-Deletion nachweisbar.
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Abb. 13 D17-Deletion im unteren Riicken — Epidermis: In der Epidermis des unteren

Ruckens wurde keine D17-Deletion gemessen.
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b) Dermis

Im Bereich des unteren Riickens war in der Dermis keine D17-Deletion messbar.
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Abb. 14 D17-Deletion im unteren Riicken — Dermis: In der Dermis des unteren Riickens

wurde keine D17-Deletion gemessen.
¢) Subkutanes Fett
Im subkutanen Fett des unteren Riickens zeigt sich nur bei zwei der 2-jahrigen Mausen eine
Erhohung der D17-Deletion.
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Abb. 15 D17-Deletion im unteren Riicken — subkutanes Fett: Die Mause 24MIV und
24MV zeigen deutlich erhdhte Level der D17-Deletion.
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1.1.5 Brust
a) Epidermis
In der Epidermis der Brust zeigte sich keine messbare D17-Deletion.
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Abb. 16 D17-Deletion im Brustbereich — Epidermis: In der Epidermis der Brust

wurde keine D17-Deletion gemessen.

b) Dermis

Es konnte in der Dermis des Brustbereichs aller WT-Mause keine D17-Deletion nach-

gewiesen werden.
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Abb. 17 D17-Deletion im Brustbereich — Dermis: In der Dermis des Brustbereichs

wurde keine D17-Deletion gemessen.
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¢) Subkutanes Fett
Ab einem Alter von 9 Monaten weisen die WT-Mause eine Erhéhung der D17-Deletion im

Brustbereich auf, ab 17 Monaten eine signifikante Erhéhung.
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Abb. 18 D17-Deletion im Brustbereich — subkutanes Fett: In allen Mausen ab einem Alter
von 9 Monaten, mit Ausnahme von Maus 24MIlI, zeigt sich eine deutliche Erh6hung der D17-Deletion

im Vergleich zu 3Monate alten WT-Mausen, die ab einem Alter von 17 Monaten signifikant ist.

1.1.6 Bauch
a) Epidermis
Im Bauchbereich konnte in der Epidermis keine D17-Deletion nachgewiesen werden.
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Abb. 19 D17-Deletion im Bauchbereich — Epidermis: In der Epidermis des Bauchbereiches

wurde keine D17-Deletion gemessen.
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b) Dermis

Im Bauchbereich der Dermis wurde keine D17-Deletion gemessen.
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Abb. 20 D17-Deletion im Bauchbereich — Dermis: In der Dermis des Bauchbereiches

wurde keine D17-Deletion nachgewiesen.

c) Subkutanes Fett

Im Bauchbereich zeigen bereits die 9 Monate alten und mehr als die Halfte der 2-jahrigen

Mause eine Erhéhung der D17-Deletion. Ab einem Alter von 17 Monaten ist diese signifikant.
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Abb. 21 D17-Deletion im Bauchbereich — subkutanes Fett: Die Mause 9MI, 9MII, 24Mill,

24MIV und 24MV zeigen eine erhéhte Menge D17-Deletion im Vergleich zu jungen Mausen.

43



Ergebnisse

1.1.7 Vorderpfoten

a) Epidermis

In der Epidermis der Vorderpfoten wurde keine D17-Deletion gemessen.
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Abb. 22 D17-Deletion in den Vorderpfoten — Epidermis: In der Epidermis der Vorderpfoten war keine D17-Deletion messbar.
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b) Dermis

In der Dermis der Vorderpfoten zeigt sich bei einer der 9 Monate alten Mausen (Maus 9MI) eine geringfiigige Erhéhung der D17-Deletion.
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Abb. 23. D17-Deletion in den Vorderpfoten — Dermis: Nur in Maus 9MI zeigt sich eine geringe Erhéhung der D17-Deletion
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¢) Subkutanes Fett

In den Vorderpfoten ist bereits in den drei Monate alten Mausen D17-Deletion messbar. Diese erhdht sich mit dem Alter der Mause noch weiter. In

den alten Mausen ab 17 Monaten ist diese Erhéhung signifikant.
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Abb. 24 D17-Deletion in den Vorderpfoten — subkutanes Fett: Im subkutanen Fett der Vorderpfoten ist in fast allen Mausen D17-

Deletion nachweisbar. Mit dem Alter steigt auch die Deletion signifikant an.
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1.1.8 Hinterpfoten

a) Epidermis

In der Epidermis der Hinterpfoten konnte keine D17-Deletion gemessen werden.
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Abb. 25 D17-Deletion in den Hinterpfoten - Epidermis In der Epidermis der Hinterpfoten wurde keine D17-Deletion gemessen.
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b) Dermis
In der Dermis der Hinterpfoten war ebenfalls keine Deletion messbar.

Maus
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Abb. 26 D17-Deletion in den Hinterpfoten — Dermis: In der Dermis der Hinterpfoten war keine D17-Deletion messbar.
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c) subkutanes Fett

Im subkutanen Fett der Hinterpfoten ist in einem Fall bereits in einer 3 Monate alten Maus D17-Deletion messbar. Bei alteren Mausen ist sie

ebenfalls regelmalig, teilweise sehr stark vorhanden. Ab einem Alter von 17 Monaten ist die D17-Deletion im Vergleich zu den 3 Monate alten

Mausen signifikant erhéht.

Maus
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Abb. 27 D17-Deletion in den Hinterpfoten — subkutanes Fett: Im subkutanen Fett der Hinterpfoten ist eine deutliche Menge D17-

Deletion teilweise bereits bei jungen Mausen messbar. Ab 17 Monaten ist die D17-Deletion im Vergleich zu jungen Mausen signifikant erhéht.
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1.1.9 mittlerer Riicken

a) Epidermis

In der Epidermis des mittleren Riickens konnte keine D17-Deletion detektiert werden.

mPCRI

Epidermis mittlerer Riicken C57BL/6 @ PCR Il

100

10 -

0,1 | i]-‘ i}_‘
0101 T T T T T T T T T

3ME 3MIL 3MIlEE SMIEE SMIl 17MI 24MI 24MI1 24MIll 24MIV 24MV

D17 relativ zu miIS in %

Maus

Abb. 28 D17-Deletion des mittleren Riickens — Epidermis: Die Epidermis des mittleren

Rickens wies keine messbare D17-Deletion auf.

b) Dermis

Die Dermis des mittleren Riickens enthielt ebenfalls keine D17-Deletion.
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Abb. 29 D17-Deletion des mittleren Riickens - Dermis: In der Dermis des mittleren

Rickens wurde keine D17-Deletion gemessen.
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¢) Subkutanes Fett
Im subkutanen Fett des mittleren Riickens weisen Mause die alter als 17 Monate alt sind

eine signifikante Erhéhung der D17-Deletion auf.
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Abb. 30 D17-Deletion des mittleren Riickens-subkutanes Fett: Ab einem Alter von 17

Monaten finden sich signifikant erhéhte Mengen D17-Deletion im subkutanen Fett des mittleren Riickens.

Allerdings nicht bei allen gemessenen Mausen.

1.1.10 Nacken

a) Epidermis
In der Epidermis des Nackens wurde keine D17-Deletion gemessen.
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Abb. 31 D17-Deletion des Nackens -Epidermis: In der Epidermis des Nackens wurde keine

D17-Deletion gemessen
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b) Dermis
In der Dermis war im Nackenbereich in einer der 24 Monate alten Mause eine geringe

Menge D17-Deletion messbar.
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Abb. 32 D17-Deletion des Nackens - Dermis: In der Dermis des Nackens war in einem Fall eine

geringe Menge D17-Deletion in einer 24 Monate alten Maus messbar.

c) Subkutanes Fett
Im Nacken war im subkutanen Fett ab einem Alter von 9 Monaten D17-Deletion vorhanden.

Mit zunehmendem Alter steigerte sich auch die Menge an Deletion signifikant.
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Abb. 33 D17-Deletion des Nackens - subkutanes Fett: Im subkutanen Fett des Nackens war ab

9 Monaten D17-Deletion messbar, die Menge steigerte sich mit zunehmendem Alter der Mause.
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1.1.11 Ohren
Die Ohren wurden immer komplett ohne Unterteilung in Hautkompartimente gemessen.

In den Ohren zeigte sich in keiner einzigen Maus D17-Deletion.
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Abb. 34 D17-Deletion in den Ohren von WT-Mausen: In den Ohren zeigte sich bei
Wildtyp-Mausen in keinem Alter D17-Deletion.

Die Untersuchung der verschiedenen Hautareale von C57BL/6-Wildtyp-Mausen unterschied-
lichen Alters zeigte, dass im Bereich der Epidermis keine Erhéhung der D17-Deletion mit
steigendem Alter stattfindet. Im Bereich der Dermis lieRen sich vereinzelt relativ geringe
Erhéhungen der D17-Deletion ab einem Alter von 9 Monaten messen, das Maximum lag
hierbei jedoch nur bei anndhernd 9% im Bereich der Vorderpfoten, ein Wert der in den
Messungen des subkutanen Fettes desselben Bereiches um ein Vielfaches Uberschritten

wird.

1.1.12 Zusammenfassung Haut WT

Es zeigt sich, dass insbesondere im subkutanen Fett die Menge an D17-Deletion sich mit
steigendem Alter der Mause drastisch erhoht. Allerdings findet diese Erhéhung nicht in allen
Arealen statt. Beispielsweise zeigt sich in den beiden Arealen im Gesicht der Maus, Stirn und
Wange, kaum Erhdéhung der Deletion mit dem Alter. Im subkutanen Fett der Stirn ist sogar
nur bei einer der 24 Monate alten Mause (24MV) eine Erhéhung zu messen. Im
Wangenbereich besteht bei einer der 9 Monate alten Mause und bei zwei der 24 Monate
alten Mause eine Erhdhung der D17-Deletion auf bis zu 15%.

Im Vergleich dazu, erhéht sich in den Arealen mit starker Deletion die Rate auf bis zu 89%

als Maximalwert der in den Pfoten von Maus 24MI auftritt.
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Insgesamt gesehen (siehe Abb. 35) ftritt die D17-Deletion im subkutanen Fett des
Gesichtsbereichs nur geringfugig auf (1,56% bzw. 2,69 % in Stirn und Wange). Im
subkutanen Fett von Bauch und mittlerem Rulcken ist sie schon deutlich messbar und
erreicht Werte von durchschnittlich 8,38% im Bauchbereich bzw. 6,49% im Bereich des
mittleren Rickens. Eine weitere Steigerung zeigt das subkutane Fett im Nacken und im
unteren Rickenbereich, wo sich die Deletion auf 12,52% (Nacken) und 12,74% (unterer
Ricken) erhoht. Die Spitzenwerte an D17 Deletion erreichen im Durchschnitt des
subkutanen Fettes die Brust (14,59%), die Schulter (15,41%), die Vorderpfoten (13,76%) und
die Hinterpfoten (17,17%)

Erhohung der D17-Deletion im subkutanen Fett alter Mause

25

2 * W alte Mause

£

5 20 ] |

€

=

N 15

2

K

2 40

N~

-

[a]

% 5

s

: |

b=

E O’ T ° T T T T o T o T T
£ g &5 © B 2 2 6 S S
5 e 5 ¥ 2 2 £ £ 58 %

2 S 5§53z o 5 5§ 2=z S
Areal S T

Abb. 35 Im subkutanen Fett alter Mause ist die Erhéhung der D17-Deletion in den
verschiedenen Hautarealen unterschiedlich verteilt. Im Kopfbereich ist die Deletion kaum vor-
handen, im Bauch und mittleren Riickenbereich ist sie schon deutlich erhéht, weiter steigert sie sich im
Bereich des Nackens und des unteren Riickens, ihre Spitzenwerte finden sich im Bereich der Schulter, der
Brust und der Pfoten. Die Steigerung von Stirn gegenuber Schulter, Brust, Vorder-und Hinterpfoten sowie

mittlerem Ruicken ist signifikant (p< 0,05).

54



Ergebnisse

1.1.13 Korperfett

Da sich die meiste D17-Deletion der WT-Mause im subkutanen Fett zeigte, wurde zum
Vergleich auch das Korperfett der Mause mit untersucht. Die dabei gewahlten Areale von
denen das Koérperfett entnommen wurde sind:

A) unterer Bauch, B) Nacken, C) Flanken, D) unter den Vorderpfoten, E) seitlich am Hals.

Es wurde immer das gesamte an diesen Stellen vorhandene Fett entnommen.

Abb. 36 Verteilung des enthnommenen Korperfettes in der Maus: A) unterer Bauch,
B) Flanken, C) Nacken, D) unter den Vorderpfoten, E) seitlich am Hals
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Abb. 37 D17-Deletion im Korperfett von jungen WT-Mausen: Im Korperfett junger Mause war
keine D17-Deletion messbar.
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Abb. 38 D17-Deletion im Korperfett von alten WT-Mausen: Im Bauch- und Flankenareal sind fiir alle

Mause (24MI-24MV, 17MI) deutliche Mengen an D17-Deletion messbar, in den Ubrigen Arealen (Nacken, Achsel
und Hals) ist keine Erhéhung im Vergleich zu jungen Mausen messbar.

Nach der Messung der D17-Deletion zeigte sich, dass in den jungen Mausen, wie bereits
zuvor, auch im Korperfett keine Deletion auftritt (Abb. 37), sie bei den alteren Mausen jedoch
durchaus auftritt, allerdings nicht in allen Arealen gleich (Abb. 38). Bei allen alten Mausen
zeigt sich im Korperfett eine sehr starke Erhdhung der D17-Deletion im Bauchareal und im
Fett des Flankenbereichs im Vergleich zu jungen Mausen. Gleichzeitig kann in den anderen

Arealen auch bei den alten Mausen keine Erhdhung der D17-Deletion gemessen werden.
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1.2 XPG-knockout -Méause
XPG ist, wie auch die CS-Proteine CSA und CSB in die NER involviert. Allerdings steht

dieses Protein in keinem bekannten direkten Zusammenhang mit Mitochondrien. Somit war
es interessant zu untersuchen, ob es in diesen Mausen eine Beeinflussung der Integritat der
mt DNA gibt. Dies war bei einer Untersuchung junger Tiere bis zu einem Alter von 13
Wochen nicht der Fall. Ein hdheres Alter erreichen diese Tiere meist nicht (72).

In keiner der XPG-knockout Mause konnte in irgendeinem Areal oder Gewebe D17-Deletion

gemessen werden.

a)Epidermis
In der Epidermis von 4 oder 13 Wochen alten XPG-knockout-Mausen konnte keine D17-

Deletion gemessen werden.
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Abb. 39 Epidermis XPG-knockout-Mause 4 und 13 Wochen: Es wurde keine D17-

Deletion gemessen.
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b) Dermis

Die Dermis der 4 oder 13 Wochen alten XPG-knockout-Mause enthielt ebenfalls keine D17-

Deletion.
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Abb. 40 Dermis XPG-knockout-Mduse 13 Wochen: Es wurde keine D17-Deletion

gemessen.

c) Subkutanes Fett

Auch im subkutanen Fett dieser Mause konnte keine D17-Deletion gemessen werden.
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Abb. 41 Subkutanes Fett XPG-knockout-Mause 13 Wochen: Es wurde keine D17-Deletion

gemessen
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1.3 TLR2 knockout-Mause

Da es sehr teuer ist, Mause Uber Jahre hinweg zu halten, war die Anzahl der alten Mause
die fur die Untersuchung auf D17-Deletion zu bekommen war begrenzt. Auf der Suche nach
weiteren alten Mausen im Tierstall der Uniklinik TUbingen, die beispielsweise bei der Zucht
Ubersehen worden waren, ergab es sich, dass zwei 16 Monate alte TLR2-knockout-
Weibchen mit Balb/c-Hintergrund gefunden wurden.

Da durch die genetische Veranderung keine Veranderung in der DNA-Reparatur zu erwarten
war und eine Veranderung des ROS-Haushaltes durch TLR2 nur als Signal im Infektionsfall
zu erwarten ist (73), konnte davon ausgegangen werden, dass sich die D17-Deletion bei
diesen Mausen so wie im WT verhalten wirde.

Die Untersuchung dieser Mause auf D17-Deletion ergab auch das erwartete Ergebnis. Die
D17-Deletion erhoht sich vornehmlich im subkutanen Fett der alteren Mause, wobei hier
ungewodhnlicherweise auch eine geringe Erhéhung im Bereich des Gesichts vorliegt.

Epidermis und Dermis der 16 Monate alten Mause zeigen nur sehr wenig D17-Deletion.

a) Epidermis
In der Epidermis zeigt sich bei einer der 16 Monate alten TLR2-ko-Mause eine geringe

Menge an D17-Deletion im Bereich der Wange.

H3M
Epidermis TLR2-ko Mittelwerte 3 / 16 Monate °"
@ 16 Mon |
016 Mon |l
100
°
£
o 10 -
2 b
=
N 1
2
©
C
[
hay
0,01 - \ \ \ T T

Nacken ‘—|

Wange
Schulter
unterer
Ricken
Bauch
Brust
mittlerer
Ricken ——

o
Stirn —
—
Vorderpfote ——

Vorderpfote
Hinterpfote
Hinterpfote

Areale

Abb. 42 D17-Deletion in Epidermis von TLR2-knockout-Mausen im Alter von 3 bzw. 16
Monaten Im Wangenbereich der Epidermis kann eine geringfligige Erhéhung der D17-Deletion in

einer der beiden 16 Monate alten Mause gemessen werden.
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b) Dermis
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Abb. 43 D17 Deletion in Dermis von TLR2-knockout-Mausen im Alter von 3 bzw. 16
Monaten. Im Fall der 16 Monate alten Mause kann eine geringe Erhdhung der D17-Deletion im

Bereich des Riickens im Vergleich zu jungen Mausen gemessen werden.

c) Subkutanes Fett
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Abb. 44 D17-Deletion in subkutanem Fett von TLR2-knockout-Mausen im Alter von 3
bzw. 16 Monaten. Bei 3 Monate alten TLR2-ko-Mausen kann keine D17-Deletion gemessen
werden. Im Fall der 16-Monate alten Mause kann bereits eine deutliche Erhdhung der D17-Deletion

gemessen werden, die ungewohnlicherweise auch in den Gesichtsarealen stattfindet.
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d) Korperfett und Ohren
Im Kdorperfett von TLR2-knockout-Mausen zeigte sich D17 Deletion sowohl im Bereich des

Bauches, wie auch in den WT-Mausen, allerdings auch bei einer Maus im Halsbereich.
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Abb. 45 D17 im Korperfett von TLR2-knockout-Mausen. Im Koérperfett von TLR2-
knockout Mausen wurde D17-Deletion vor allem im Bauchfett, in einem Fall auch im
Fett seitlich am Hals gemessen.

1.4 Zusammenfassung der Ergebnisse zu Maushaut und Fett

1.4.1 Wildtyp

In jungen C57BL/6 Mausen mit einem Alter von 3 Monaten war dabei in keinem der
untersuchten Hautareale in Dermis oder Epidermis D17-Deletion messbar. Lediglich im
subkutanen Fett der Vorder- und Hinterpfoten der 3-monatigen Mause war eine geringe
Menge D17-Deletion messbar (Abb. 24 + Abb. 27).

Dies entspricht auch den Erwartungen, die sich hauptsachlich auf Daten humanen Common-
Deletion (74-76) und auf die Ergebnisse mit Ratten und Mausen (23, 77, 78) stitzen.
Erwartet wurde dabei, dass die D17-Deletion, die in etwa der humanen Common-Deletion
entspricht, im Gewebe der jungen Mause nicht oder fast nicht auftritt, sich mit dem Altern
dann akkumuliert. Diese Akkumulation fand auch eindeutig statt und vergleicht man die
Areale im subkutanen Fett junger und alter WT-Mause, so ist die Steigerung der CD-Menge
in Schulter, Brust, Bauch, Vorder- und Hinterpfoten, mittlerem Ricken und Nacken
signifikant (p<0,05).

Bei den etwas alteren Mausen mit einem Alter von 9 Monaten konnte bereits der Beginn
einer Akkumulation von D17-Deletion festgestellt werden. Dabei fand sich in der Epidermis,
wie auch bei 3 Monate alten Mausen, keine Deletion.

In der Dermis dagegen fand man bereits geringe Mengen Deletion in den Bereichen Wange,

Schulter und Vorderpfote, wobei in Wange und Schulter nur minimale Mengen D17-Deletion

61



Ergebnisse

bis ca. 3,5% (Deletionswerte immer relativ zu Housekeeping-Werten) gemessen wurden, in
den Vorderpfoten bis zu knapp 9%. (Abb. 8, 11, 23)

Im subkutanen Fett von Wange, Schulter, Brust, Bauch, Vorder- und Hinterpfote und Nacken
der 9-monatigen Mause ergab sich eine moderate Erhéhung der D17-Deletion auf maximal
20 %. (Abb. 9, 12, 18, 21, 24, 27, 33)

Bei den alten Mausen im Alter zwischen ca. 17 Monaten bis zu 24 Monaten zeigte sich
erwartungsgemaf die starkste Erhdhung der gemessenen Deletion. Indes fand sich, wie
bereits bei den jlingeren Mausen zuvor, in der Epidermis keine messbare D17-Deletion.

Die Dermis enthielt nur im Nacken einer einzelnen Maus einen erhéhten Deletionswert (Abb.
32).

Die beinahe komplette Abwesenheit von D17-Deletion in der Haut alter Mause ist zwar etwas
unerwartet, da Steigerungen mit dem Alter erwartet worden waren (23, 77). Allerdings passt
dieses Ergebnis zu der Erkenntnis, dass beim Menschen die Common-Deletion in der Haut
eher auf Photoalterung als auf chronologisches Altern zurtickzuftihren ist (717). Entsprechend
war bei einem Vergleich der Werte von Dermis bzw. Epidermis mit denen des subkutanen
Fettes bis auf die Bereiche Wange und Brust in jedem Areal die Menge an CD signifikant
erhoht (p<0,05).

Wie in den Messungen der 9 Monate alten Mause, war auch bei den alten Mausen der
Hauptanteil der D17-Deletion im subkutanen Fett zu finden, der sich noch einmal stark
erhdht hat. Ohne Ausnahme konnte in jedem Areal zumindest in einem Individuum eine
Erhéhung der D17-Deletion des subkutanen Fettes festgestellt werden:

Im Stirn und Wangenbereich der alten Mause fallt diese allerdings trotzdem sehr gering aus.
Im Stirnbereich liegt der einzige Messwert der Deletion bei etwa 8%, im Wangenbereich
zwischen 3,5% beim niedrigsten und bis zu 13,3% beim hdchsten Wert (ausgenommen sind
bei diesen Angaben immer die Null-Werte ohne Deletion). Dies ist deshalb von Interesse, da

die in (64) gemessenen Deletionswerte von CSB™™

Mausen gleichen Alters aus eben diesen
Gesichtsbereichen stammen und deutlich starker erhéht sind.

Die Mittelwerte aus den gemessenen Deletionswerten fir den Wangen und Stirnbereich
liegen logischerweise mit 2,69% und 1,56% im Mittel deutlich niedriger als die Werte in den
Ubrigen Bereichen (Abb. 35).

Im Bereich der Schultern erreichte der Mittelwert aller Mause immerhin 15,41% (Abb. 35)
wobei es hier Schwankungen von keiner Deletion tber 3,2% als geringsten Messwert, bis hin
zu 55,5% gab (Abb.12). Dabei gab es bei vier der Mause deutliche messbare
Deletionswerte.

Im Bereich des unteren Rickens konnte ein Mittelwert von 12,74%. Der kleinste

Deletionswert lag bei 14,69% und das Maximum bei 58,8%, alle anderen Werte lagen im
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Bereich von Null. Wichtig ist hierbei, dass tatsachlich nur bei zwei der Mause in diesem
Bereich Deletion messbar war (Abb. 15).
Der Brustbereich wies einen Mittelwert von 14,59% (Abb. 35) auf, der geringste Dele-
tionswert dabei war 6,9% der hochste lag bei 57,1% (Abb. 18). In diesem Areal wiesen alle
bis auf eine der Mause deutlich messbare Deletionswerte auf.
Im Bauchbereich ergab sich ein Mittelwert von 8,38% (Abb. 35). Das Deletionsminimum lag
bei 4,1% das Maximum bei 16,1% (Abb. 21). Dabei zeigte sich bei der Halfte der Mause
messbare Deletion im subkutanen Fett des Bauchbereiches, die anderen ergaben bei der
Messung Deletionswerte im Bereich von 0%.

Im den Bereichen der Vorder- und Hinterpfoten wurden ebenfalls sehr hohe Deletionswerte
gemessen. Die Mittelwerte liegen in den Vorderpfoten bei 13,76% in den Hinterpfoten bei
17,17%, dem hochsten Mittelwert (Abb. 35). Die Deletionswerte lagen fur die Vorderpfoten in
Bereich zwischen 3,9% und 64,3% (Abb. 24) fur die Hinterpfoten zwischen 3,6% und 89,2%
(Abb. 27). In den Vorderpfoten war bei jeder Maus Deletion messbar, in den Hinterpfoten in
vier der ausgewerteten Mause.
Der Mittlere Ricken enthalt von allen gemessenen Arealen aulierhalb des Gesichtes im
subkutanen Fett den kleinsten Mittelwert. Er erreicht gerade 6,4% (Abb. 35) wobei die
Deletionswerte im Einzelnen zwischen 4,1% und 22,6% liegen (Abb. 30). Hier konnte
ebenfalls bei vier der Mause Deletion nachgewiesen werden.

Im Nackenbereich ergab sich ein ahnliches Bild wie im Bereich des unteren Rickens. Mit
einem Mittelwert von 12,52% (Abb. 35) und einer Spannbreite zwischen 4,68% und 38,3%
(Abb. 33). Der Nackenbereich wies bei allen gemessenen Mausen, Deletion auf, aber nie so
stark, wie beispielsweise in den Pfoten.

Fir die Menge an Deletion im subkutanen Fett ergibt sich also aufsteigend folgende
Reihenfolge:

Stirn< Wange< mittlerer Riicken< Bauch< Nacken< unterer Riicken< Vorderpfoten< Brust<

Schultern< Hinterpfoten.

Bei den alten Mausen war dabei der Unterschied in der Deletionsmenge im subkutanen Fett
zwischen Stirn und Schulter, Brust, Vorder-, Hinterpfoten und mittlerem Ricken signifikant,
sowie der Unterschied zwischen Wange und Schulter, Brust, Bauch, Vorder- und
Hinterpfoten und der Unterschied zwischen Brust und Bauch. Das heif3t, das subkutane Fett
des Gesichtsbereichs unterscheidet sich signifikant (jeweils p<0,05) von vielen anderen

Arealen alter Mause.

Keine der Mause, egal welchen Alters wies D17-Deletion im Bereich der Ohren auf.

63



Ergebnisse

Im nicht mit der Haut assoziierten Korperfett der Mause ergab sich sowohl eine
altersabhangige, als auch eine das Areal betreffende, spezifische und signifikante Verteilung
der Deletion (Abb. 37 +38). In jungen Mausen im Alter von 3 Monaten war im Korperfett
keine D17-Deletion nachweisbar. In den alten Mausen fand sich in jeder Maus im
Fettgewebe des Bauch- und des Flankenbereiches eine signifikante Erhéhung der D17-
Deletion (Bauch 22,86% (p=0,0018) und Flanken 32,12% (p=0,0003) im Mittel und
gegenuber jungen Mausen). Im Bereich des Nackens wurde bei einer Maus D17-Deletion
gemessen (3,9% im Mittel mit den Werten ohne Deletion), im Bereich unterhalb der

Vorderpfoten und im Halsbereich wurde keine D17-Deletion gemessen (0,76% bzw. 0,25%).

1.4.2 XPG-knockout-Mause

Die in dieser Arbeit untersuchten XPG-knockout-Mause einer Arbeitsgruppe aus Rotterdam,
erreichten ein Alter ca. 13 Wochen und zeigten ein ausgezehrtes Erscheinungsbild mit
verringertem Wachstum und Verlust des subkutanen Fettes (72).

Sie wiesen keine messbare D17-Deletion in der Dermis, der Epidermis oder dem subkutanen
Fett auf (Abb. 39-41). In diesem Punkt unterscheiden sie sich nicht von den 3 Monate alten
WT-Mausen.

1.4.3 TLR2-knockout-Mause

Die Ergebnisse mit einem einzelnen Deletionswert in der Wange (6,02%) in der Epidermis
(Abb. 42), zwei erhéhten Werten im Dermisbereich, unterer Riicken mit 7,4% und mittlerer
Rucken mit 6,13% (Abb. 43) sowie Deletionen in Stirn (7,31%), Wange (12,67%), Schulter
(8,96%), Pfoten (7,52% bzw. 4,7%) und Nacken (6,02%). im subkutanen Fett (Abb. 44) in
den 16 Monate alten Mausen und keiner Deletion in den jungen Mausen entspricht dem, was
an Ergebnissen erwartet worden war. Allerdings ist die Verteilung der Deletion in den beiden
ausgewerteten Individuen unterschiedlich zu den bisher gemessenen WT-Mausen mit
C57BL/6-Hintergrund.

Im Korperfett der TLR2-knockout-Mause fand sich Deletion im Bauchbereich (6,06%) und in
einem Fall im Halsbereich (4,44%) (Abb. 45). Zumindest was das Fett im Halsbereich
angeht, unterscheidet sich diese Verteilung ebenfalls leicht von der im C57BL/6-Wildtyp
(Abb. 38). Der Unterschied der Deletionsmenge im subkutanen Fett zwischen jungen und
den alteren Mausen war nur fir den Bereich des unteren Rickens signifikant. Allerdings ist
es schwierig, bei so wenigen Mausen eine sinnvolle Statistik zu machen, zumal sie auch

nicht das gleiche Alter wie die WT-Mause erreicht haben.
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2. Auswirkung von UVA-Stress auf CSA- und CSB-defiziente Zellen
im Vergleich zu Wildtyp-Zellen

In gealterten WT-Mausen, sowie auch Mausen mit mutierten CS-Proteinen zeigt sich eine
Akkumulation mitochondrialer D17-Deletion zusammen mit durch Apoptose erhdhtem
Zellumsatz (64). Mitochondriale Deletionen kdnnen auch durch oxidativen Stress in humaner
Haut induziert werden (27). Um zu klaren, ob diese induzierten Deletionen auch zum Zelltod
beispielsweise in Form von Apoptose oder Nekrose in Hautzellen (Fibroblasten) von CS-
defizienten Zellen und WT-Zellen flhren, wurden sie oxidativem Stress ausgesetzt und
danach wurde ausgewertet, ob Apoptose oder Nekrose induziert werden konnte und wie sich
zeitgleich die CD verhalt.

Eine Moglichkeit oxidativen Stress hervorzurufen ist, Gber UVA-Bestrahlung. Eine solche
Bestrahlung muss repetitiv erfolgen, um messbare DNA-Schaden, zu denen auch die CD

zahlt, zu induzieren.

40 4 A

20

100 4 B
80
60
40
20

CD relativ zu housekeeping in %

Woche1 Woche2 Woche3

Abb. 46 CD nach UVA-Bestrahlung in CS4BR-Fibroblasten A) CD gemessen an 1, 2
oder 3 Wochen lang repetitiv mit 6J/cm? bestrahlten CSB-defizienten Fibroblasten, nur adhérente
Zellen. B) CD gemessen an an 1, 2 oder 3 Wochen lang repetitiv mit 6J/cm? bestrahlten CSB-
defizienten Fibroblasten, adharente Zellen + abgestorbene Zellen aus dem Medieniiberstand.

(Adaptiert aus ,Mitochondrial DNA in cancer and aging of the skin“ von York Kamenisch)
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In vorangehenden Experimenten konnte gezeigt werden, dass die CD in WT-Zellen nach
einer Woche repetitivem oxidativen Stress, induziert durch UVA-Bestrahlung, zunimmt. Nach
zwei Wochen erfolgt eine weitere Zunahme, ebenso nach drei Wochen (22). Im Vergleich
dazu nimmt der Wert bei CSB-defizienten CS4BR-Fibroblasten nach der dritten
Bestrahlungswoche wieder ab (Abb. 46). Wurden dann die abgestorbenen Zellen aus dem
Uberstand dazugenommen und die CD gemessen, so ergibt sich auch nach der dritten

Woche doch wieder ein Anstieg der CD.

Dieses in Abb. 46 gezeigte Experiment zeigt, dass in den abgestorbenen Zellen, die sich im
Medienuberstand befanden, viel CD messbar war. Um nun zu sehen, ob es eine echte
Korrelation zwischen CD und Zelltod nach oxidativem Stress gibt und ob dabei eher
Apoptose oder Nekrose stattfindet, wurden Fibroblasten (CSA und CSB-defizient bzw. WT)
mit UVA repetitiv bestrahlt und anschliefend wurde untersucht, welcher Anteil der Zellen

apoptotisch, nekrotisch oder viabel war und wie in diesen Anteilen die CD verteilt ist.

Um naher zu untersuchen, auf welche Art und Weise die verschiedenen Zellen durch UVA-
Stress beeinflusst werden, wurde nun also zum einen gemessen, auf welchem Weg die
Zellen sterben, zum anderen, ob sich dabei eine Erhéhung der mitochondrialen DNA-

Schaden messen lasst.

Allgemein konnten bei diesem Experiment keine komplett einheitlichen Ergebnisse erzielt
werden. Eindeutige Tendenzen gab es bei den defizienten Zellen, die immer stark von der
UV-Strahlung betroffen waren. Bei den Wildtyp-Zellen gab es dabei groflere Unterschiede.
Dies liegt zum einen in der unterschiedlich hohen Passagenzahl der Zellen begriindet,
andererseits kommen diese Unterschiede aber auch durch die Variationen der genetischen
Ausstattung der Donoren zustande. Zudem muss berlcksichtigt werden, dass es
vorkommen kann, dass ein Anteil der Zellen durch die Bestrahlung (besonders ab der
zweiten Woche) so stark geschadigt wird, dass die Zellen von der
FITC (Fluoresceinisothiocyanat) - Annexin und PI (Propidiumiodid)-Farbung nicht erfasst
werden und falschlicherweise als viable Zellen gezahlt werden. Diese Tendenz kann man an
der Messung der Groflenverteilung der Zellen erkennen, wenn der Anteil besonders kleiner

Zellen (< 50 pm) sich im Vergleich zur Kontrolle erhoht.
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2.1 Apoptose und Nekrose
Sowohl in CSA und CSB defizienten Zellen, als auch in Wildtyp-Zellen zeigte sich nach den

Bestrahlungsintervallen (1,2 und 3 Wochen repetitiver UVA-Bestrahlung) eine Erhéhung des
Zelltodes. Dabei wurde insbesondere der Anteil der apoptotischen Zellen erhéht.

Nach der ersten Woche Bestrahlung ist der Anteil an apoptotischen (Gate P6) und
nekrotischen Zellen (Gates P4 und P5) in den CS-defizienten Zellen starker erhoht, als in
den Wildtyp-Zellen. Nach der zweiten und dritten Woche ist die Schadigung so stark, dass
kein eindeutiger Unterschied mehr zwischen Wildtyp und CS-defizienten Zellen erkennbar
ist. Teils sind die Zellen so stark geschadigt, dass sie nicht mehr farbbar sind. So ware es
madglich, dass sie in der Fraktion der viablen Zellen (Gate P3) mitgezahlt werden. Dieser
Verdacht ergab sich bei Zellen, die in der dritten Bestrahlungswoche beinahe nur noch
ungefarbte Zellen aufwiesen. Diese zeigten gleichzeitig, eine deutlich geringere Zellgrée im
Vergleich zu den unbestrahlten Kontrollzellen und konnten so aus der Bewertung

ausgeschlossen werden.

Bei einer Bestrahlung Uber drei Wochen (W) ergeben sich die folgenden Ergebnisse:

Die Anzahl der apoptotischen Zellen steigt mit den Wochen in allen Zellarten an. In der
ersten Woche noch starker in CS-defizienten Zellen, ab der zweiten Woche ohne
Unterschied zwischen WT und CS-defizienten Zellen. Bei den nekrotischen Zellen steigt die
Anzahl in der ersten Woche noch an, in der zweiten Woche nur noch geringfligig, wahrend
sie in der dritten Woche eher sinkt. Dieses Ergebnis ergibt sich dadurch, dass die Menge der
nekrotischen Zellen in den Kontrollschalen mit den Wochen langsam ansteigt (Siehe auch
Abb. 48).
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Abb. 47 und 48 sind Beispiele fur eine typische Bestrahlung von WT, CSA- und CSB-
defizienten Zellen. Der Anteil apoptotischer Zellen steigt an, insbesondere bei den

defizienten Zellen.
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Abb. 47 FACS-Sort —-Ergebnisse nach einer Woche Bestrahlung. Reprasentativ die Ergebnisse
eines FACS-Sorts nach einer Woche repetitiver Bestrahlung mit UVA-Licht (6J/cm2) Bei allen Zellen verstarkt
sich die Anzahl apoptotischer und nekrotischer Zellen. Besonders betroffen sind dabei die CSA und CSB-
defizienten Zellen. P3 sind die ungefarbten, deshalb viablen Zellen, P4+5 sind die stark mit PI gefarbten und

somit nekrotischen Zellen, wahrend P6 die nur mit FITC-Annexin gefarbten apoptotischen Zellen enthait.
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Abb. 48 FACS-Sort —Ergebnisse nach einer (A), zwei (B) und drei (C) Wochen Bestrahlung.
Ebenfalls reprasentativ, die Ergebnisse eines Experiments. Man kann deutlich erkennen, dass auch in den

Kontrollen die Viabilitat abnimmt, jedoch deutlich weniger als in den behandelten Zellen. Gleichzeitig nimmt die

Apoptose stark zu.
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Werden alle FACS-Sort Ergebnisse zusammengefasst, ergibt sich eine Zunahme von

Apoptose und Nekrose in der ersten Woche, die Anzahl lebender Zellen nimmt zugleich ab.
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Abb. 49 Ab- und Zunahme der Viabilitit verschiedener Zellen nach einer Woche UV-
Bestrahlung. Die Anzahl lebender Zellen im Vergleich zur Kontrolle nimmt bei allen Zellen eindeutig ab, am
starksten in den CSB-defizienten Zellen. Apoptose und Nekrose steigen bei allen Zellen an, wobei CSA- und

CSB-defiziente Zellen einen starkeren Anstieg der Apoptose aufweisen als WT-Zellen.

Nach zwei Wochen Bestrahlung ist der Unterschied zwischen WT und defizienten Zellen

nicht mehr eindeutig. Auch, weil Fibroblasten die lange Kultur nicht immer gut vertragen.
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Abb. 50 Ab- und Zunahme der Viabilitit verschiedener Zellen nach zwei Wochen UV-
Bestrahlung. Die Anzahl lebender Zellen nimmt weiter ab. In der Differenz wird dieser Effekt nicht so

deutlich, da auch in den Kontrollschalen die Viabilitat abnimmt.

70



Ergebnisse

Nach dreiwdchiger Bestrahlung sind besonders die hohen Werte flir Apoptose auffallig.
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Abb. 51 Ab- und Zunahme der Viabilitat verschiedener Zellen nach drei Wochen UV-
Bestrahlung. Die Anzahl lebender Zellen verandert sich im Vergleich zur zweiten Woche nicht mehr
stark. Der Anteil nekrotischer Zellen wird geringer, der Anteil apoptotischer Zellen steigt noch weiter. Fir
die CSA-defizienten Zellen sind in der dritten Woche nur Daten von einem Experiment vorhanden, da bei

den ubrigen Experimenten nach drei Wochen keine lebendigen Zellen mehr vorhanden waren.

2.2 Common-Deletion

Die Inzidenz der Common-Deletion ist in UVA-bestrahlten Zellen erhdht. Allerdings ergibt
sich dabei kein klares Muster. Diese Erhéhung zeigt sich namlich sowohl in den viablen
Zellen, als auch in nekrotischen und apoptotischen Zellen und ist zudem unbestandig (Abb.
52). Dies liegt vermutlich an vielen Faktoren, die auf sowohl die bestrahlten, als auch die
Kontrollzellen einwirken.

Um wenigstens eine gewisse Tendenz der CD aufzuzeigen, wurde die Anzahl der Zelllinien
mit erhdhter CD je Experiment und Woche gezahlt und durch die Gesamtzahl der
entsprechenden Zelllinien dividiert um Prozentwerte zu bilden, bei wie vielen Zelllinien die
CD erhoht ist (Abbh. 52).

Nach einer Woche Bestrahlung weisen die Halfte der lebendigen Zellen (aus P3), 37,5% der
apoptotischen Zellen (aus P6) und ebenfalls 50% der nekrotischen Zellen aus P4+5 eine
Erhdhung der CD auf. Dies bleibt im Fall der WT-Zellen in P3 auch nach zwei oder drei
Wochen Bestrahlung gleich, in P4+5 steigt der Wert nach zwei Wochen auf 75%, nach drei
Wochen auf 83,3%, wahrend in P6 der Wert nach zwei Wochen auf 25% sinkt, dann auf
50%. Die lebenden CSA und CSB-Zellen zeigen nach einer Woche Bestrahlung geringflgig
weniger Zelllinien mit erhdhter CD, nach zwei und drei Wochen jedoch deutlich mehr als die

WT Zellen. Dasselbe Bild ergibt sich auch fir apoptotische (P6) und nekrotische Zellen
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(P4+5). Nach einer Woche Bestrahlung liegt die Zahl von Zelllinien mit erhéhter CD &hnlich
hoch, wie beim WT, nach zwei oder drei Wochen deutlich hdher. (Siehe auch Abb. 52).
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Abb. 52 Anzahl der Zellarten mit Common-Deletion-Erh6hung nach 1, 2 oder 3 Wochen in %.
Die Werte fir CD wurden fiir jede Woche gemessen und es wurde gezahlt, welche der Zelllinien eine erhdhte
Menge an CD aufwiesen. Diese wurden durch die Gesamtanzahl der Zelllinien dividiert um daraus
Prozentwerte zu bilden. So wurde fiir jedes der gesorteten Felder (P3, P4+5, P6) gemessen, in wie vielen

Zelllinien die CD zunimmt.
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3. Verlauf von Wasserstoffperoxid-Stress in Fibroblasten

Um oxidativen Stress hervorzurufen und dadurch die Translokation der CS-Proteine in die
Mitochondrien zu induzieren, wurden in unserer Arbeitsgruppe Fibroblasten durch
Behandlung mit 25uM Wasserstoffperoxid gestresst. Diese Konzentration an H,O, erwies
sich in unseren Experimenten sowohl als wirksam, als auch als sublethale Dosis,
insbesondere, da zum Teil auch langere Einwirkzeiten genutzt wurden. Héhere Dosen H,0,
ergaben Probleme mit der Viabilitat der Zellen (79). Offen blieben dabei die Fragen, wie
lange verbleibt H,O, im Medium, wird es von der Zelle aufgenommen und kann dort
womoglich DNA- oder sonstige Schaden hervorrufen oder wird diese geringe Menge an
H,O, rapide durch die Zelle abgebaut und nur eine Signalwirkung sorgt fur die Translokation

der CS-Proteine ins Mitochondrium.

3.1 Im Medium von Fibroblasten

3.1.1 Wildtyp-Zellen
In Wildtyp-Zellen zeigte sich, dass 25uM H,0O, innerhalb von einer Stunde aus dem Medium

verschwunden sind, sofern sie sich Uber Zellen befinden. In Medium alleine wird H,O,

wahrend dieser Zeit nicht messbar abgebaut.

Uberstinde WT-Fibroblasten im Zeitverlauf
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Abb. 53 H,0,-Gehalt der Uberstinde von WT-Fibroblasten im Zeitverlauf nach
Stress mit 25uM H,0,: Bereits nach 5 Minuten hat die Menge an H>O, im Medieniiberstand
signifikant abgenommen. Nach einer Stunde ist kein Wasserstoffperoxid mehr im Medium
vorhanden. In der Medienkontrolle zeigt sich, dass in Medium ohne Zellen keine schnelle
Abnahme des H»0, stattfindet.
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3.1.2 CSA und CSB-defizienten Zellen
Auch in CSA und CSB-defizienten Zellen zeigt sich dasselbe Bild. Innerhalb einer Stunde

wird das H,0O, im Medienlberstand von Zellen abgebaut.

Uberstinde CS7PV-Fibroblasten im Zeitverlauf

30

25 -

15 -
10 -
: )
0

HzOz in |JM

n

<
- —

£
£
o
™

ungestresst
im

2,5min

5min

10min

15min

Medienkontrolle

Abb. 54 H,0,-Gehalt der Uberstinde von CSA-defizienten Fibroblasten im
Zeitverlauf nach Stress mit 25uM H,0,: Der Verlauf des Abbaus von H20;im

Medienlberstand von CSA-defizienten Zellen verlauft entsprechend der WT-Zellen. Nach einer

Stunde ist hier ebenfalls kein H2O2 mehr messbar.

Uberstinde CS12PV-Fibroblasten im Zeitverlauf
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Abb. 55 H,0,-Gehalt der Uberstinde von CSB-defizienten Fibroblasten im
Zeitverlauf nach Stress mit 25uM H,0, Der Verlauf des Abbaus von H202im
Medienuberstand von CSB-defizienten Zellen verlauft entsprechend der WT-Zellen Nach

einer Stunde ist hier ebenfalls kein HoO2 mehr messbar.
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3.2 In den Zellen

Um herauszufinden, ob und wie viel von den 25uM H,0, im Zellinneren von Fibroblasten

ankommen und wie der Zeitverlauf dabei aussieht, wurden Fibroblasten zuerst mit CM-

H.DCF-DA gefarbt dann mit 25uM H,O, gestresst bzw. unbehandelt belassen und zuletzt im

FACS ausgewertet.
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Abb. 56 FACS-Daten intrazellularer
H,0, Anhand der Abbildungen A und B
kann ersehen werden, wie die Gates
gesetzt wurden. Die Grafiken in lila
zeigen die Counts gegen FL1-H zu
verschiedenen Zeitpunkten, die linke
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nicht zu sehen, da, wie in B gezeigt,
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Abb. 57 dargestelllt.
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Intrazellularer H-0, Zeitverlauf
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Abb. 57 Verlauf von Stress mit 25uM H,0, im Zellinneren. Im Verlauf von zwei

Stunden zeigt sich nach extrazellularem Stress mit 25uM H2O; keine Erhéhung des

Farbstoffsignals im Zellinneren, das mit der intrazellularen Konzentration von H20»

korreliert. Die Positivkontrolle, bei der mit einer extrazellularen Konzentration von 200uM

H20O, gestresst wurde, zeigt messbare Werte und eine stetige Abnahme des

intrazellularen H20-.

Dabei zeigte sich, dass von den eingesetzten 25uM im Zellinneren prinzipiell nichts mehr zu

messen ist. Die Messung insgesamt wurde dadurch erschwert, dass alleine die gefarbten

Zellen ein Signal ergaben (Abb. 56 B). Durch die Zahlung der Zellen konnte zwar ein

Zeitverlauf der intrazellularen Konzentration von H,O, nach extrazellularer Zugabe einer

Konzentration von 200uM H,O, als Positivkontrolle gemessen werden, jedoch ergab sich bei

extrazellularer Zugabe von 25uM H,0O, keine eindeutige Zu- oder Abnahme des

intrazellularen Gehaltes von H,0, innerhalb der nachsten zwei Stunden (Abb. 56 und Abb.

57).
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E Diskussion

1. Murine D17-Deletion in Maushaut

Patienten mit CS sowie Mduse mit CSB™™-Genotyp zeigen einen Phanotyp mit verringertem
subkutanem Fett im Gesichtsbereich. Zudem ist dort, wie auch bei CSA”-Mausen die murine
D17-Deletion im Vergleich zum WT deutlich erhéht. Als Ursache fir den Verlust des
subkutanen Fettes in diesem Bereich, konnte ein durch Apoptose erhéhter Zellumsatz

bestatigt werden (64).

Um herauszufinden, wie sich mitochondriale Deletionen in der Haut und in subkutanem Fett
von chronologisch gealterten, unbehandelten WT-Mausen verhalten, wurden verschiedene
Areale der Haut von WT-Mausen (C57BL/6) verschiedenen Alters untersucht. Dabei wurden
Dermis, Epidermis und subkutanes Fett voneinander getrennt und die Starke der D17-
Deletion in den verschiedenen Hautarealen und Korperfettbereichen (Abb. 3 und 36)

gemessen.

1.1 Wildtyp-Méuse

In der Dermis und Epidermis von jungen und gealterten WT-Mausen wurde erwartungs-
gemal beinahe keine D17-Deletion gemessen. In der Literatur findet sich weniges zur
Messung von mitochondrialen Deletionen in der Haut unbehandelter Mause. Zur D17-
Deletion in der Haut von alten Mausen gibt es eine Publikation, die besagt, dass in Geweben
mit viel respiratorischer Aktivitat, zu denen auch die Haut gehért, sehr wenig D17-Deletion zu
messen ist (80). Es gibt eine negative Selektion gegen Zellen mit starker Deletionslast da
ihre Respiratorische Kapazitat eingeschrankt ist (72, 81, 82). In diesen Publikationen wurde
allerdings nicht geschaut, wie es sich bei sonnenexponierter Haut verhalt.

Zur Common-Deletion in menschlicher Haut gibt es mehrere Verdffentlichungen. In allen ist
die Common-Deletion in der Haut nur wenig vorhanden, selbst bei alteren Individuen (20,
83). Anders sieht das bei sonnenexponierter Haut aus, in der die CD verstarkt zu finden ist,
bzw. auch induziert werden kann (21, 83). Die Mause die untersucht wurden, sind vollig
unbehandelt gewesen und somit war auch keine solche induzierte Deletion zu erwarten.

Insgesamt gesehen bestatigt dies die Ergebnisse, die in der Maushaut erzielt wurden.
Im subkutanen Fett wurde in den meisten der untersuchten Areale eine signifikante

Steigerung der D17-Deletion beim Vergleich von jungen und gealterten Mausen gefunden
(Abb. 35).
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Hier die Reihenfolge mit starker werdender Deletionslast. Ein * bedeutet hierbei Signifikanz

gegenuber demselben Areal in jungen Mausen:

Stirn< Wange< mittlerer Riicken*< Bauch*< Nacken*< unterer Rlicken< Vorderpfoten*<

Brust*< Schultern*< Hinterpfoten™.

Im Korperfett kommt es zu einem signifikanten Anstieg von D17-Deletion im Bauch- und
Flankenbereich im Vergleich von jungen und alten Mausen (Abb. 37 und 38).

Insgesamt gesehen steigt der Anteil der D17-Deletion sowohl im subkutanen Fett als auch in
anderem Korperfett mit dem Alter der Maus eindeutig an. Dabei waren signifikante
Unterschiede in der Starke und auch bei der Verteilung der Deletion vorhanden (Abb. 35 und
38).

Bei einem Vergleich mit vorherigen Daten unserer Arbeitsgruppe féallt zudem auf, dass die
D17-Deletion im Gesichtsbereich der alten CSB™™-Mause stark erhoht ist (64). WT-Mause
zeigen in diesem Bereich nur geringe Mengen D17-Deletion im subkutanen Fett (Abb. 6 und
Abb. 9).

Die Frage, wie es in WT-Mausen zu mitochondrialen Deletionen kommt und wie diese
akkumulieren ist nicht eindeutig geklart.

Die Entstehung von mt Deletionen ist wahrscheinlich abhangig von der Replikation der mt
DNA und gleichzeitig an bestimmten Stellen vorliegenden DNA-Schaden (22, 24, 26, 27). Da
die Reparatur von DNA-Schaden mit dem Alter nachlasst (84, 85), kdbnnen auch in den
direct-repeat Regionen der mt DNA mehr Schaden akkumulieren und so in alteren Individuen
die Rate an neu entstehenden mt Deletionen steigern.

Des Weiteren ist die Rate oxidativer Schaden wie beispielsweise 8-oxo-G mit zunehmendem
Alter erhéht, vermutlich durch einen Anstieg des oxidativen Stresses (86-90). Die in
manchen Publikationen gezeigte Erhéhung der ROS-Produktion durch die Mitochondrien im
Alter (88) ist allerdings umstritten (97). Die in dieser Arbeit gemessenen Deletionswerte
sprechen auch fir die von Harman postulierte ,Free Radical Theory of Ageing“(6). In
CSB™™-Mausen, in denen das mutierte CSB nicht wie im WT mit den Proteinen der mt DNA-
Reparatur interagieren kann (64), ist es gut vorstellbar, dass bei der Replikation der mt DNA
haufiger als im WT punktuelle Mutationen vorhanden sind, die eine Entstehung von
Deletionen begtinstigen. Dies wirde erklaren, warum die Deletionen in CSB-defizienten
Individuen friher und in gealterten Individuen starker auftreten als im WT.

Bei Untersuchungen des Fettgewebes von Mausen verschiedenen Alters fanden sich
folgende Merkmale: Der Fettanteil am Kérpergewicht nahm ab einem Alter von einem Jahr

kontinuierlich ab. Das Verhaltnis von GSH zu seiner oxidierten Form GSSG im Fettgewebe
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verschlechtert sich bei einem Vergleich von 2 Monate alten Mausen zu 26-monatigen (92).
Ein verringertes Verhaltnis von GSH zu GSSG ware entweder durch langsameres Recycling
mittels Glutathion-Reduktase oder durch verstarkten oxidativen Stress zu erklaren. Dieser
wiederum kann eine Ursache fir einen Anstieg mitochondrialer Deletionen sein.

Zudem konnten die Autoren zeigen, dass oxidativer Stress im Fettgewebe zu einer
veranderten Differenzierung von Adipozyten fihrt, indem die klonale Expansion unterdriickt
wird (92). Dies ware neben der Apoptose (77) eine zusatzliche Erklarung daflir, warum es in

CS-Patienten und CSB™™-Mausen nur einen verringerten Anteil subkutanen Fettes gibt (77).

Eine weitere mdgliche Erklarung, wieso es in den Zellen von subkutanem- und Kérperfett zu
einer Akkumulation mitochondrialer Schaden kommt, ware beispielsweise die mit dem Alter
verminderte Autophagie.

Die Autophagie, die auch schon im Zusammenhang mit CSB genannt wurde (93), hangt
ebenfalls mit dem Altern zusammen (94). Durch Insulin wird die Makroautophagie, die auch
fur den Abbau beschadigter Mitochondrien verantwortlich ist, inhibiert, wahrend Glucagon sie
induziert (95). Mit zunehmendem Alter wird dabei der induzierende Effekt von Glucagon in
der Leber von Nagetieren schwacher (80, 96). Zudem wurde gezeigt, dass oxidativer Stress
sich auf die Regulation der Insulin-Signaltransduktion auswirken kann und somit die
Autopagie-inhibierende Funktion von Insulin verlangert (94, 97).

Durch diese Effekte wird es mit zunehmender Abnahme der Autophagie wahrscheinlicher,
dass geschadigte Mitochondrien nicht abgebaut werden und sowohl Schaden akkumulieren,
als auch weitere Schaden verursachen.

Das subkutane Fett in Mausen mit mutiertem CSB zeigt eine extrem erhéhte Akkumulation
von D17-Deletion, selbst im Vergleich mit alten WT-Mausen (64).

Ob nun direkt durch den Defekt im CSB-Protein oder indirekt Uber oxidativen Stress
gehemmt, ist in diesen Zellen die Autophagie der Mitochondrien von Beginn an reduziert
(93). Zudem wird durch die gestérte NER und BER und die anderen Bereiche in denen CS-
Proteine beteiligt sind, verstarkt Stress erzeugt (45-48, 62-65). Somit entsteht mehr Schaden
in diesen Zellen inklusive der Mitochondrien, der weder durch die direkte DNA-Reparatur,
noch durch ein umfassenderes System wie die Autophagie erfasst werden kann. Dadurch
sind CS-defiziente Zellen kaum in der Lage Schaden entgegenzuwirken und altern
deswegen bereits ab dem Beginn ihrer Entstehung.

Diese Theorie wiirde auch dazu passen, dass die entsprechenden Mausmodelle und auch
CS-Patienten stark reduziertes Fettgewebe aufweisen. Ist in Adipozyten die Autophagie
gestort, so findet keine vollstandige Differenzierung statt. Solche Zellen enthalten deutlich
mehr Mitochondrien als normale Zellen des weillen adipésen Gewebes. Diese Fettzellen

funktionieren dabei nicht so gut, wie normalerweise als Speicher fur Lipide (98).
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Mause bei denen das fir Autophagie benétigte Gen atg7 (autophagy-related gene-7)
ausgeknockt wird, zeigen folgenden Phanotyp: Signifikant verringertes weilles adipdses
Gewebe, geringere Korpergrolte, untypische weille Adipozyten mit mehreren kleinen
Lipidtropfchen und einer stark erhéhten Mitochondrienanzahl. Des Weiteren andert sich bei
diesen Mausen der gesamte Metabolismus. Sie sind trotz hochkalorischer Diat resistent
gegen Fettleibigkeit, zeigen gleichzeitig auch keine Lipidakkumulationen an ungewdhnlichen
Korperbereichen. lhre Sensitivitat gegentber Insulin ist erhéht, ebenso wie ihre Blutwerte flr
Triglyceride, Cholesterol und Leptin (99, 100).

Dieser Phanotyp erinnert stark an den von CS™™Maiusen oder auch CS-Patienten,
zumindest was das subkutane und Korperfett an unterschiedlichen Bereichen angeht. Auch
bei diesem Phanotyp im CS gibt es eine extreme Reduktion des Fettes und keine
Gewichtszunahme trotz entsprechender Diat. Mdglicherweise liegt diesem Phanotyp im CS
ebenfalls die gestérte Autophagie von Mitochondrien in Fettzellen zu Grunde. Dies musste

jedoch in weiteren Experimenten untersucht werden.

In WT-Mausen zeigte sich neben der altersabhdngigen Akkumulation der D17-Deletion
zusatzlich auch eine Verteilung sowohl im subkutanen als auch im Kérperfett. Die Bedeutung
dieser Verteilung indes ist nicht geklart.

In Untersuchungen des Fettgewebes zeigte sich, dass sich die Genexpression mit dem Alter
verandert, jedoch auch depotabhangig ist (707). Zudem verandert sich die Verteilung des
Fettes mit dem Altern dramatisch. Im fortgeschrittenen hohen Alter wird das Fett von
subkutanen zu abdominalen Depots und ektopischen Stellen umverteilt (702, 103). Diese
Umverteilung ist mit einem erhdhten Risiko fir das metabolische Syndrom verbunden (704,
105). Des Weiteren wurde auch gezeigt wurde, dass bei medikamenteninduzierter Lipo-
dystrophie auch die Mitochondrien betroffen sind, genauer genommen, dass Verluste
mitochondrialer DNA zu Lipodystrophie als Nebenwirkung fiihren (706, 107). In welchem
Zusammenhang die mitochondrialen Deletionen und die jeweiligen Fettdepots stehen, ist
insbesondere fiur das stark mit D17-Deletion belastete Kérperfett von Bauch und Flanken
eine interessante, jedoch offene Frage.

Interessant ware herauszufinden, wie diese Vorgange sich auf das Fettgewebe im
Alterungsprozess von Mausen und Menschen auswirken und inwiefern die Akkumulation von

Deletionen diesen Prozess eventuell mitbeeinflusst.

1.2 XPG-knockout-Mause

Das XPG-Protein ist wie auch CSA und CSB Bestandteil der Nukleotidexzisionsreparatur.

Weiterhin gibt es CS-Komplex-Erkrankungen, bei denen XPG-Mutationen Ursache sein
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konnen. Wie genau die Veranderungen sind, die bei diesen Patienten vorliegen und wie es
zum entsprechenden Phanotyp kommt ist indes unklar.

XPG-knockout Mause zeigen ein deutlich verringertes Wachstum und eine stark verkirzte
Lebensspanne von 24 Tagen im Vergleich zu WT-Mausen (7108).

Die in dieser Arbeit untersuchten XPG-knockout-Mause einer anderen Gruppe aus
Rotterdam, erreichten ein Alter von ca. 13 Wochen und zeigten ein ausgezehrtes
Erscheinungsbild mit verringertem Wachstum und Verlust des subkutanen Fettes (72).

Sie wiesen keine messbare D17-Deletion in der Dermis, der Epidermis oder dem subkutanen
Fett auf (Abb. 39-41). In diesem Punkt unterscheiden sie sich nicht von den 3 Monate alten
WT-Mausen.

Dies weist darauf hin, dass allgemein die mitochondrialen Deletionen in Mausen nicht die
Ursache sondern eine Auswirkung der geschadigten Proteine sind, die entweder durch
Basenschaden oder durch Alterungsproblematiken erst entstehen. In Mausen, in denen die
Reparatur maoglicherweise zu Grunde liegender DNA-Schaden sowie der Abbau solcher
Deletionen gestort ist (beispielsweise die Autophagie), akkumulieren mit der Zeit, je nach
Gewebe, steigende Mengen der Deletion. Diesem Anstieg kdnnte ansonsten nur noch der
Zelltod entgegenwirken, der in den einzelnen Geweben ja sehr unterschiedlich ist und
moglicherweise in Mausen mit CS-Phanotyp, wie den XPG-ko-Mausen oder CSB ™™ —
Mausen daflr sorgt, dass es in der ersten Lebenszeit dieser Mause im subkutanen Fett

keine Ansammlung der Deletion gibt.

1.3 TLR2-knockout-Mause

Bei den TLR-2-knockout-Mausen war wie zuvor schon erwahnt, keine Veranderung im
Vergleich zur WT entsprechenden Verteilung und Starke der D17-Deletion erwartet worden.
Vor allem, da TLR-2 nicht mit der DNA-Reparatur zusammenhangt und ROS nur im
Infektionsfall beeinflusst (73).

Die Ergebnisse mit einem einzelnen Deletionswert in der Wange von 6,02% in der Epidermis
(Abb. 42), zwei erhdhten Werten im Dermisbereich, unterer Riicken mit 7,4% und mittlerer
Ricken mit 6,13% (Abb. 43) sowie Deletionen in Stirn (7,31%), Wange (12,67%), Schulter
(8,96%), Pfoten (7,52% bzw. 4,7%) und Nacken (6,02%). im subkutanen Fett (Abb. 44) in
den 16 Monate alten Mausen und keiner Deletion in den jungen Mausen entsprechen voll
den Erwartungen. Allerdings ist die Verteilung der Deletion in den beiden ausgewerteten
Individuen unterschiedlich zu den bisher gemessenen WT-Mausen mit C57BL/6-Hintergrund.
Im Korperfett der TLR2-knockout-Mause fand sich Deletion im Bauchbereich (6,06%) und in
einem Fall im Halsbereich (4,44%) (Abb. 45). Zumindest was das Fett im Halsbereich
angeht, unterscheidet sich diese Verteilung ebenfalls leicht von der im C57BL/6-Wildtyp
(Abb. 38).
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Ob es bei den Mausen Unterschiede in der Verteilung der Deletionen nur durch individuelle
Unterschiede gibt oder ob es Zusammenhange, wie beispielsweise den genetischen
Hintergrund der Maus gibt, ware eine Frage, die durch weitere Experimente zu klaren ware.
Die hier gezeigten Ergebnisse sprechen dafiir, dass die TLR2-knockout-Mause mit Balb/c-
Hintergrund sich wie WT-Mause mit C57BL/6-Hintergrund verhalten. Die einzelnen

Abweichungen sind geringfiigig und dirften individuellen Unterschieden geschuldet sein.
1.4 Diskussion der Methode

1.4.1 Deletionsmessung

In verschiedenen Publikationen, in denen es um die Messung von Deletionen der mt DNA
geht, sind die prozentualen Anteile der Deletion wesentlich geringer, als die in dieser Arbeit
gemessenen Werte. (u.a.(20, 22, 23, 76, 109) )

Auch durch das Messverfahren der murinen D17-Deletion aus Bildern von Agarosegelen
ergaben sich einige Limitationen. Das Programm mit dem die densitometrische Dichte der
Deletion gemessen wurde (Adobe Photoshop CS2) ist bei der Erkennung der Helligkeit von
Banden an ein Maximum gebunden, das manchmal bei den Banden des Housekeeping-
Produktes erreicht wurde. Hierdurch konnte es sein, dass diese Banden zu schwach
bewertet wurden und deswegen die daraus errechnete Menge an Deletion starker sein kann.
Zusatzlich ist es mdglich, dass je nach eingesetzter Menge DNA beim housekeeping die
Plateau-Phase schneller erreicht wird. So wirde die gesamte DNA-Menge als starker
eingeschatzt werden und dies wirde wiederum die Werte fir die Deletion erhéhen.

Dies ware ein Ansatz, durch den erklart werden konnte, warum die Werte der
mitochondrialen Deletionen, sich in ihrer Hohe so stark unterscheiden.

Um dafiir zu sorgen, dass keine Uberstrahlung aus den benachbarten Bahnen einen
Messwert fur die Deletion erzeugt, wurde ein Grenzwert von 3% definiert. Alle berechneten
Werte unter diesem wurden als ,deletionsfrei“ gewertet. Dieser Prozentwert ergab sich bei
der Auswertung dadurch, dass sich, wenn auch selten, geringe Werte von ca. 1% Deletion
an Stellen ergaben, an denen auf dem Agarosegel definitiv keine Bande zu sehen war. Um
solche durch Hintergrundlicht entstandenen Werte auszuschlieen, wurde dieser Grenzwert

definiert.

1.4.2 Unterschiede bei Individuen

Bei der Verteilung der D17-Deletion, besonders im subkutanen Fett ergaben sich viele
Haufungen, allerdings auch deutliche individuelle Unterschiede innerhalb von alters-
gematchten Gruppen mit gleichem genetischem Hintergrund.

Besonders auffallig sind dabei die Unterschiede im subkutanen Fett gealterter Mause, die

zwar das gleiche Alter und denselben genetischen Hintergrund aufwiesen, aber gleichzeitig
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ein ganz unterschiedliches Verteilungsmuster der Deletion. Es bleibt ungeklart, wie stark und

durch welche Faktoren die Verteilung der D17-Deletion gesteuert wird.

2. Oxidativer Langzeitstress und seine Auswirkungen auf WT und

CS-defiziente Fibroblasten

Verschiedene Veroffentlichungen zeigen, dass Apoptose in der Hautalterung eine Rolle
spielt (110-112). Als Induktor fir die Apoptose wurde mehrfach geschadigte mt DNA genannt
(7113). Solche Schaden der mt DNA kénnen auch durch oxidativen Stress induziert werden
(21). Da in unserer vorangehenden Publikation die Akkumulation mitochondrialer Schaden
mit einer erhdhten Apoptose zusammenkam (64), interessierte uns, ob oxidativer Stress
auch zu erhéhtem Zelltod fihrt und ob dabei auch Schaden der mt DNA eine Rolle spielen.
Hierflr wurden WT sowie CSA- oder CSB-defiziente primare Fibroblasten repetitiv mit UVA
bestrahlt. Nach einer, zwei und drei Wochen wurde ein FACS-Sort durchgeflihrt, der
apoptotische, nekrotische und viable Zellen unterscheidet. In den gesorteten Zellen wurde

die CD gemessen.

Die Daten zum FACS-Sort nach repetitivem UVA-Stress zeigen, dass durch eine
Bestrahlung der Fibroblasten die Anzahl apoptotischer Zellen deutlich erhéht wird. Bei der
Nekrose ergeben sich nur geringfligige Unterschiede, wahrend die Anzahl viabler Zellen
sinkt. Gleichzeitig steigt wahrend einer Periode von 3 Wochen die Anzahl an Zelllinien mit
erhohter CD, wobei sich durch den Sort zeigt, dass keine eindeutige Haufung bei lebenden,

nekrotischen oder apoptotischen Zellen erkennbar ist.

2.1 Apoptose und Nekrose

Dieses Experiment zeigt, dass durch repetitive UVA-Bestrahlung mit geringer Dosis (6J/cm?)
die Anzahl apoptotischer Zellen in einer Fibroblastenkultur bereits nach einer Woche deutlich
ansteigt. In den CS-defizienten Zellen ist dieser Anstieg starker als in WT-Zellen. Nach zwei
Wochen ist die Menge apoptotischer Zellen weiter erhdht und es gibt keinen eindeutigen
Unterschied mehr zwischen WT und CS-Zellen. Drei Wochen repetitive UVA-Bestrahlung
fuhren zu einer weiteren, starken Steigerung des Anteils der apoptotischen Zellen (Abb. 47-
51).

Dass UVA-Bestrahlung Apoptose induzieren kann wurde bereits in verschiedenen
Veroffentlichungen bestatigt, allerdings wurden hierbei nicht mehrere Bestrahlungen in
niedriger Dosis (6J/cm?) sondern einzelne Bestrahlungen mit hoher Dosis UVA (ab 20 J/cm?)

verwendet (38, 41, 114). Somit konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass langfristige,
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repetitive Bestrahlung in einem als subletal angesehenen Bereich durchaus zum Zelltod in

Form von Apoptose fiihren kann.

Dieses Experiment zeigt weiterhin, dass die Menge der nekrotischen Zellen sich
uneinheitlich entwickelt (Abb. 47-51). In der ersten Woche zeigt sich eine leichte Zunahme
nekrotischer Zellen, die sich in der zweiten Woche jedoch nicht weiter steigert. In der dritten
Woche ist die Zahl nekrotischer Zellen sogar ricklaufig. Zum Thema Nekrose und UVA-
Bestrahlungen finden sich auch verschiedene Veréffentlichungen, doch auch hier wird, wie
im Abschnitt Gber Apoptose bereits erwahnt, nicht mit mehreren niedrigen sondern mit
einzelnen hohen UVA-Dosen oder mit einer niedrigen Dosis nach Zugabe verschiedener
Chemikalien bestrahlt (115, 116). So erklart sich, dass in diesem Experiment, anders als in
einer der gefundenen Publikationen, Nekrose nicht der hauptsachliche Weg UVA-bestrahlter

primarer Fibroblasten zum Zelltod ist (775).

2.2 Common-Deletion

Die Common-Deletion ist ein Marker sowohl fiir das chronologische Altern, als auch fir
Photoalterung und lasst sich auch in verschiedenen Tumoren nachweisen. Sie kann
allerdings auch durch oxidativen Stress, beispielsweise erzeugt durch eine repetitive UV-
Bestrahlung induziert werden (20, 67). Dies gilt sowohl fir menschliche Haut, als auch flr
Fibroblasten in Zellkultur. In den untersuchten Fibroblasten ergab sich dabei eine Steigerung
der CD im Verlauf einer dreiwdchigen Bestrahlung (67).

Ein anderes, vorangehendes Experiment zur Messung der CD nach repetitiver UVA-
Bestrahlung von Fibroblasten ergab, dass bei CS4BR-defizienten-Fibroblasten in der dritten
Bestrahlungswoche keine weitere Steigerung der CD zu finden ist, sondern eine Abnahme.
Nimmt man aus diesem Experiment den Medientberstand und isoliert daraus DNA, misst die
CD und addiert die Ergebnisse, so ergab sich auch in der dritten Bestrahlungswoche wieder
eine Erhéhung der CD (Abb. 46). Dieses Experiment warf die Frage auf, ob die CD dazu

fuhrt, dass die Zellen sterben oder ob es sich nur um einen gleichzeitigen Effekt handelt.

Der Basislevel an CD wird einmal durch die Passagenzahl beeinflusst, gleichzeitig auch
durch eine negative Klonselektion betroffener Zellen (81, 82, 117).

Wie auch in anderen Publikationen (27) sind bei dem hier gezeigten Versuch die Level an
CD auch im Vergleich zum Basislevel in vielen Zelllinien erhéht, insbesondere ab der
zweiten Woche (Abb. 52). Es zeigt sich dabei jedoch kein Verteilungsmuster. Das heil3t, die
CD ist weder in der Fraktion der viablen, noch bei nekrotischen oder apoptotischen Zellen
eindeutig starker erhoht. Zwar ergeben sich immer wieder einzelne Peaks, doch im

Gesamtbild keine Haufungen in den vorgegebenen Gruppierungen. Auch kann bei den
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gesorteten Zellen die stetige Erhéhung der CD mit steigender Anzahl Bestrahlungen nicht
mehr gezeigt werden.

Eindeutig ist also nur die Steigerung in der Anzahl der Zelllinien, die eine erhéhte CD
aufweisen (22°“>1). In der P3-Fraktion, also den viablen Zellen ist diese nur fiir CS-
defiziente Zellen zu sehen, wahrend die CD konstant in der Halfte der bestrahlten Zelllinien
erhoht ist. Allerdings liegt diese Erhdhung nicht immer in denselben Zelllinien vor.

In der P4+5 Fraktion steigt die Anzahl der Zellen, die eine Erhdhung der CD enthalten
eindeutiger an, auch wenn die Erhéhung an sich nicht gréRer ist. Es muss jedoch angemerkt
werden, dass die Auswertung der Fraktion mit nekrotischen Zellen zum Teil nur auf wenigen
(> 100) Zellen basiert.

In der apoptotischen Fraktion P6 steigt Gber drei Wochen die Zahl der Zelllinien mit erhéhter
CD sowohl in den CS-defizienten Zellen, als auch in den WT-Zellen an, auch wenn es in der

zweiten Woche einen Einknick bei den WT-Zellen gibt.

Diese Ergebnisse weisen also eher darauf hin, dass die Common-Deletion und der Zelltod
oxidativ gestresster Zellen nicht in direktem Zusammenhang stehen. Zwar haben beide
dieselbe Ursache, wie einmal das Experiment hier und auch unterschiedliche
Veroffentlichungen zeigen, doch hangen sie nicht kausal zusammen. Die Zusammenhange
zwischen UVA-Bestrahlung und einer Steigerung der apoptotischen Zellfraktion kdnnte

stattdessen beispielsweise durch ROS-abhangige Apoptosesignale hergestellt werden (7118).

Interessant ware ein weiterfiihrendes Experiment, in dem die Fraktion der viablen Zellen
oder auch nur UVA-bestrahlte Zellen auf Seneszenz oder Zellzyklusstatus untersucht
werden, ob sich dabei ein Verteilungsmuster der CD zeigt. Gerade weil die CD auch ein mit
Seneszenz assoziierter Biomarker ist (779) und der Zellzyklus als Reaktion auf den
oxidativen Stress oder die induzierten Schaden angehalten werden kénnte. Zellzyklusarrest
steht wiederum in direktem Zusammenhang mit der Alterung von Zellen und Geweben.
Zudem wurde kdirzlich auch ein Zusammenhang zwischen oxidativem Stress, Common-
Deletion und der ATM/Chk2-Checkpoint Aktivierung in HeLa-Zellen gefunden (120).

Insgesamt gesehen ist dieses Experiment vielen beeinflussenden Faktoren unterworfen, die
es erschweren, die Daten eindeutig zu interpretieren. Dies beginnt bereits bei den
verschiedenen primaren Zelllinien, die von unterschiedlichen Donoren stammen und die sich
deswegen alle in ihrer Reaktion auf Stress unterscheiden. Des Weiteren beeinflusst die
Passagenzahl der Zellen die Menge an CD positiv, wahrend die Probleme mit der
Atmungskette, die betroffene Zellen aufweisen zu einer negativen Selektion fihren (21, 82,
116).

85



Diskussion

Bei den CS-defizienten Zellen (insbesondere CSA-defiziente) waren nur Zellen mit hohen
Passagenzahlen vorhanden, fur die sich nur teilweise passende WT-Gegenstlicke fanden.
Zudem zeigte die Erfahrung in unserer Arbeitsgruppe, dass die Common-Deletion sich in der
Zellkultur oft nicht so verhalt, wie es flr in-vivo-Experimente verdffentlicht wurde.
Bekannterweise enthalten Mitochondrien nicht nur eine Kopie ihres Genoms, sondern
mehrere. Auch dies erschwert es, die Bedeutung einer bestimmten Menge an CD zu
erfassen (121, 122).

Ein weiteres Problem liegt im Setup des Experiments. Es missen Zellen Uber drei Wochen
lang in Zellkulturschalen gehalten werden. Wahrend dieses Zeitraumes gibt es nicht nur bei
den behandelten Zellen Veranderungen, sondern natirlich auch bei den Kontrollen. Da die
Kontrollschalen andere Bedingungen haben, finden hier andere Selektionsmechanismen
statt, die man noch naher untersuchen misste. Z.B. in welcher Zellzyklusphase befinden
sich die Zellen, gibt es in einer der Gruppen vermehrt Seneszenz, welche Gene werden
aktiviert oder inaktiviert, werden Mechanismen wie z.B. Autophagie aktiviert oder kann es

auch bei diesen Zellen zu einer Erhéhung der CD kommen?
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3. Wasserstoffperoxid-Stress

3.1 Stress im Medium

Viele der Experimente, die in unserer Arbeitsgruppe durchgefihrt und auch veréffentlicht
wurden, hatten als Grundlage oxidativen Stress von Fibroblasten, der durch direkte Zugabe
von 25uM H,0, zum Zellkulturmedium induziert wurde (79).

Dabei war nicht bekannt, wie lange das zugegebene H,0, im Medium vorhanden ist. Geklart
werden sollte zum einen, ob es beispielsweise einen Unterschied macht, ob H,O, bereits
einige Zeit vorher zum Medium gegeben wird und dann die Zellen damit gestresst werden,
oder ob diese Zugabe direkt erfolgen sollte. AuRerdem sollte auch untersucht werden, nach

welcher Zeit noch welcher Anteil des H,O, im MedienUberstand tber den Zellen zu finden ist.

3.1.1 Wildtyp-Fibroblasten

Bei der Messung des H,O,-Gehaltes nach Zugabe von 25uM H,O, zu verschiedenen WT-
Fibroblasten zeigte sich, dass das H,O, lGberall dort, wo sich unter dem Zellkulturmedium
auch Zellen befanden, nach der Zeit von 1h aus dem Medium verschwunden war. In
gleichzeitig angesetzten Kontrollen konnte nach dieser Zeit noch in etwa die urspringlich
angesetzte Menge H,O, nachgewiesen werden (Abb. 53).

Die Medienkontrolle zeigte, trotz leichter Schwankungen in manchen Versuchen, dass das
H,O, innerhalb dieser Zeit ohne Zellen nicht abgebaut wird. Wegen der vorhandenen
Schwankungen (data not shown), bei denen unklar ist, ob sie durch das Messverfahren oder
durch den Ansatz der H,O.-Lésung oder durch eventuelle, leichte Verluste von H,O, im
Verlauf der Zeit entstanden sind, sollte davon abgesehen werden, Medium mit H,O, vor der
Anwendung langer stehen zu lassen.

Nach einer Stunde war bei der Anwesenheit von Zellen kein H,O, mehr im Medium messbar.
Dies deutet auf zwei Mdglichkeiten hin:

Entweder wurde das gesamte H,O, in die Zelle aufgenommen und dort komplett oder
teilweise abgebaut, oder er wurde aulRerhalb der Zelle abgebaut.

H,O, ist zwar als ein Molekil bekannt, das die Zellmembran ohne Probleme passieren kann,
allerdings ist das so nicht ganz richtig. H,O, gelangt durch die Membranen in die Zellen,
jedoch nicht unlimitiert (723). Somit ist weiterhin unklar, ob und wie schnell H,O, ins

Zellinnere gelangt und wie lange er im Zellinneren verbleibt.

3.1.2 CS-defiziente Fibroblasten

Sowohl in CSA-defizienten als auch in CSB-defizienten Fibroblasten ergaben sich nach

Stress mit 25uM H,0, dieselben Ergebnisse wie fir WT-Fibroblasten. Innerhalb von einer
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Stunde wurde das zugegebene H,0O, entweder abgebaut oder in die Zellen aufgenommen
(Abb.54 und 55).

3.2 Stress im Zellinneren

Bei Messungen im Zellinneren zeigte sich, dass von 25uM H,O, im Zellinneren mit dieser
FACS-Farbung nichts zu messen ist (Abb. 49 und 50).

Messungen im Medium zeigen, dass nach einer Stunde bei Anwesenheit von Zellen die
kompletten 25uM H,O, verschwunden sind (Abb. 53). Zwar wird oft postuliert, dass H,O,
problemlos ins Zellinnere diffundiert, doch dies ist tatsachlich nicht der Fall. Der Durchtritt
von H,O, durch die Zellmembran ist nicht unlimitiert (723). Diese Limitierung hangt
vermutlich auch mit dem H,O.-Signalling zusammen, das normalerweise in bzw. zwischen
Zellen stattfindet (124-126).

Die Ergebnisse, dass kein Wasserstoffperoxid im Zellinneren messbar ist, passt auch zu den
Erkenntnissen anderer Gruppen, die zeigen konnten, dass bei externem Stress mit 30 uM
H,O, in Endothelzellen das Glutathion-Redoxsystem aktiviert wird und das H,O, schnell
abbaut (727). Unsere Messungen (Abb. 49 und 50) zeigen, dass auch in Fibroblasten das
H>O, schnell abgebaut ist. Vermutlich erfolgt der Abbau im Fall der Fibroblasten starker Gber
die Katalase. In Versuchen mit 100 uM extern zugegebenem H,O, zeigte sich, dass ein
Inhibitor fir Katalase die Anzahl Uberlebender Zellen stark senkte, wahrend ein Inhibitor flr
die Glutathion-Peroxidase, dem Enzym das fir die Redoxreaktion zweier GSH mit z.B. OH'
zu GSSG und H,0 bendtigt wird, keinen Einfluss auf die Zahl Gberlebender Zellen hat (728).
Zudem ist es nur logisch, dass die Zellen H,O, schnell abbauen, da es ja auch zellulare
Signale gibt, die Uber H,0, vermittelt werden. Um diese Signale trotz externem Stress durch
H,O, zu erhalten, muss dieser baldméglichst abgebaut werden (123, 127).

Im Fall des Stresses mit 200uM H,O, zeigte sich ein bestandiger Ruckgang der
intrazellularen Menge H,0, (Abb. 49).

Diese Erkenntnisse schlief3en allerdings nicht aus, dass die Signale, die durch die Zugabe
von 25uM H,0, induziert werden, durch Schaden beispielsweise der mt DNA hervorgerufen
werden. Etwas wahrscheinlicher scheint allerdings, dass die Anwesenheit von H,O, oder die

Aktivierung der Enzyme, die H,O, abbauen, allgemein zu einer Signalreaktion der Zelle flhrt.

88



Abkurzungen

F Abkurzungen

8-OH-dG 8-Hydroxy-Desoxyguanosin
8-OH-dA 8-Hydroxy-Desoxyadenosin

aa Aminosaure

Abb Abbildung

APE1 Apurinic Endonculease 1

APS Ammoniumpersulfat

BER Basenexzisionsreparatur

bp Basenpaare

BSA bovines Serumalbumin

bzw. beziehungsweise

°C Grad Celsius

CD Common-Deletion

cm Zentimeter

CSA Cockayne-Syndrome-A

CSB Cockayne-Syndrome-B

CSN COP9-Signalosom

CUL4A CullindA

(k)Da (Kilo)Dalton

DNA Desoxyribonucleinsaure

DDBA1 DNA-damage binding protein 1
dNTPs Desoxyribonukleosidtriphosphate
DMSO Dimethylsulfoxid

DSBR Doppelstrangbruchreparatur (double-strand-break-repair)
ERCC1-8 Excision-repair-cross-complementing protein 1-8
evtl. eventuell

FACS Fluorescence-activated-cell-sorting
FCS Fotales Kélberserum

FITC Fluoresceinisothiocyanat
FOXO3A Forkhead box O3

g Gramm

G Gauge

GSH Glutathion

h Stunde

H.0, Wasserstoffperoxid
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HAT p300 Histon-Acetyltransferase p300
HMGN1 high mobility group nucleosome binding domain 1
hOGG1 8-oxo-dG-glycosylase/apurinic lyase
HRP Meerrettichperoxidase

IS interner Standard

Jiem? Joule pro Quadratzentimeter

kg Kilogramm

ko knockout

I Liter

MEM Minimal essential Medium

mg Milligramm

Mg Mikrogramm

min Minuten

mIS muriner interner Standard

ml Milliliter

i Mikroliter

mM Millimolar

UM Mikromolar

MMP Matrix-Metalloproteinasen

MMR Mismatchreparatur

mMRNA messanger-Ribonucleinsadure

mt mitochondrial(e)

NADPH Nikotinamidadenindinukleotidphosphat
NER Nukleotidexzisionsreparatur

nm Nanometer

Nr Nummer

OH Hydroxyl-Radikal

% Prozent

p53 Protein 53

PARP Poly(ADP-Ribose)Polymerase

PBS Phosphat-buffered Saline
PCNA-RPF Proliferating cell nuclear antigen - replication-factor-c
PCR Polymerase-Kettenreaktion
Pen/Strep Penicillin/Streptomycin

Pl Propidiumiodid

POL I-11I RNA-Polymerase I-lI
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Pol y Polymerase vy

PSU1, und Pseudo-U1-RNA-gene locus

RN5S rRNA-5S-gene locus

RNU1 small nuclear RNA U1- gene locus
RNU2 small nuclear RNA U2 gene locus
ROC1 Ring-box1

ROS Reaktive Sauerstoffspezies

RPA Replication Protein A

rpm Rounds per minute

RT Raumtemperatur

S Sekunde

SDS Sodium-Dodecylsulphat

SSBR Einzelstrangbruchreparatur (single-strand-break-repair)
SOD Superoxid-Dismutase

Tab Tabelle

TAE Tris-acetic-acid-EDTA-buffer
Tag-Polymerase Thermophilus-aquaticus-Polymerase
TBS-(T) Tris-buffered-Saline-(mit Tween)
TCR Transkriptionsgekoppelte Reparatur
TEMED Tetramethylethylendiamin

TFIIH Transkriptionsfaktor 11H

TFIS Transkriptions-Elongationsfaktor 11S
TLR2 Toll-like-receptor 2

u.a. unter anderem

uN Uber Nacht

UVA/UVB ultraviolett-A oder B

\Y Volt

w Woche

WT Wildtyp

XAB2 XPA-binding protein

XPA-XPG Xeroderma Pigmentosum A-G
XRCCA1 X-ray repair cross-complementing protein 1
z.B. zum Beispiel

Tab. 14 Abkilrzungen
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