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Zusammenfassung 

Cyclosporin A verursacht im Gegensatz zu Everolimus ein dramatisch erhöhtes 

Hautkrebsrisiko bei Transplantationspatienten. Die molekulargenetische Wirkung von 

Cyclosporin A, welche über eine immunsuppressive Wirkung hinauszugehen scheint, 

ist weitgehend unerforscht. Auch Xeroderma Pigmentosum (XP-) Patienten besitzen 

ein mehr als 1000-fach erhöhtes Hautkrebsrisiko aufgrund einer defekten Nukleotid-

Exzisions-Reparatur (NER) von UV-induzierten DNA-Schäden. Daher sollte in dieser 

Dissertation der Einfluss des Immunsuppressivums Cyclosporin A im Vergleich zu 

Everolimus auf die funktionelle DNA-Reparaturfähigkeit in verschiedenen Zellsystemen 

sowie auf die Regulation von DNA-Reparatur-Genen untersucht werden.  

 

Anhand funktioneller DNA-Reparatur-Studien konnte eine Cyclosporin A-induzierte 

Hemmung der NER in immortalisierten SV40-transformierten Fibroblasten- und EBV-

transformierten Lymphoblastenzelllinien nachgewiesen werden. Im Gegensatz zu 

Cyclosporin A wurde durch Everolimus die NER nicht beeinflusst. Diese Ergebnisse 

könnten eine mögliche Erklärung für das unterschiedliche Hautkrebsrisiko bei 

Transplantationspatienten darstellen.  

 

Um den molekularen Mechanismus der Cyclosporin A-vermittelten Hemmung der NER 

besser zu verstehen, wurden anhand von Expressionsanalysen alle XP-Gene (XPA bis 

XPG) darauf hin untersucht, ob sie von Cyclosporin A auf mRNA- oder Proteinebene 

differenziell reguliert werden. Cyclosporin A verminderte die mRNA-Expression von 

XPB, XPC, XPD und XPG. Auf Proteinebene führte Cyclosporin A lediglich zu einer 

reduzierten XPA- und XPG-Proteinexpression. Durch Überexpression von XPA und 

XPG in normalen und XP-defizienten Fibroblastenzelllinien konnte die funktionelle 

Bedeutung dieser beiden Proteine auf die Cyclosporin A-induzierte NER-Inhibierung 

bestätigt werden, da das XPA- oder das XPG-Protein die Cyclosporin A-Wirkung auf 

die NER vollständig aufheben konnte.  

 

Ferner wurde untersucht, ob die Cyclosporin A-induzierte NER-Hemmung über 

ähnliche molekulare Mechanismen wie die immunsuppressive Wirkung, nämlich über 

eine Hemmung der Calcium-abhängigen Phosphatase Calcineurin und über 

Calcineurin-abhängige Signalwege (z. B. CREB, NFAT), vermittelt wird. Es zeigte sich, 

dass Calcium die NER ansteigen lässt. Darüber hinaus konnte auch eine Calcineurin-

Überexpression die NER erhöhen sowie die Cyclosporin A-induzierte Inhibierung der 

NER wieder vollständig aufheben. Weiterhin wurde demonstriert, dass eine 

Calcineurin-Herunterregulierung mittels RNAi die XPA- und XPG-Proteinexpression 
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reduzierte. Diese Ergebnisse belegen, dass die Cyclosporin A-induzierte NER-

Inhibierung durch Calcineurin und über eine Herunterregulierung der XPA- und XPG-

Proteinexpression vermittelt wird. Überdies konnte gezeigt werden, dass eine CREB-

Überexpression die NER ebenfalls erhöhte, was auf die Mitbeteiligung einer CREB-

vermittelten Transkriptionsregulation hinweist.  

 

Die Ergebnisse dieser Arbeit demonstrieren, dass Cyclosporin A über einen 

Calcineurin-abhängigen Signalweg eine differenzielle Regulation der XPA- und XPG-

Proteine bewirkt, welche die NER inhibiert. So kann zumindest zum Teil das erhöhte 

Hautkrebsrisiko von Transplantationspatienten auf der molekularen Ebene erklärt 

werden. 
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Abstract 

Unlike other immunosuppressive drugs including Everolimus, Cyclosporin A causes a 

dramatic increase of UV-induced skin cancer in transplant patients. The molecular 

mechanisms of Cyclosporin A are still unclear and seem to exceed the 

immunuosuppressive effect. Xeroderma pigmentosum (XP-) patients suffer from a 

more than 1000-fold increased skin cancer risk due to a defective nucleotide excision 

repair (NER) of UV-induced DNA damages. Therefore, this doctoral thesis examined 

the influence of Cyclosporin A compared to Everolimus on functional DNA repair 

capacity in different cell systems and on regulation of DNA-repair genes. 

 

Functional DNA repair assays revealed that Cyclosporin A inhibited the nucleotide 

excision repair pathway in immortalized SV-40 fibroblasts and EBV-lymphoblasts. In 

contrast, Everolimus did not affect the cellular nucleotide excision repair capacity. 

These results might explain the different skin cancer risk depending on the 

immunosuppressive medication. 

 

To further understand the mechanism of the Cyclosporin A-induced NER-inhibition, XP-

mRNA- and -protein-expression levels (XPA-XPG) were analysed in order to identify 

the XP-genes, which are differentially regulated by Cyclosporin A. It could be 

demonstrated that Cyclosporin A reduced XPB-, XPC-, XPD- and XPG- mRNA 

expression. In addition, Cyclosporin A downregulated XPA- and XPG- 

proteinexpression. Overexpression of XPA and XPG in normal fibroblasts and XP-

deficient cell lines confirmed the role of XPA and XPG in Cyclosporin A-induced 

reduction of NER, as XPA- or XPG-proteins fully complemented the diminshed NER in 

Cyclosporin A-treated cells.  

 

The immunosuppressive effect of Cyclosporin A is modulated via the calcium-

dependent phosphatase calcineurin and calcineurin-dependent signalling (i.e. CREB, 

NFAT). These pathways were analysed regarding the Cyclosporin A-induced NER-

inhibition. It could be demonstrated that calcium enhanced NER. Furthermore, 

calcineurin overexpression resulted in an increased NER and complemented the 

Cyclosporin A-induced reduction of NER. In addition, calcineurin knockdown via RNAi 

reduced XPA- and XPG- protein expression. Thus, the Cyclosporin A-induced 

reduction of NER is modulated via inhibition of calcineurin, which in turn is mediated by 

downregulation of XPA- and XPG-proteins. Likewise, CREB-overexpression also 

increased NER, indicating that NER may also in part be modulated transcriptionally.  
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The findings of this doctoral thesis reveal that Cyclosporin A inhibits nucleotide excision 

repair via a calcineurin-dependent signalling pathway and differential XPA- and XPG-

protein regulation. This may explain the skin cancer proneness in organ transplant 

patients on molecular levels.   
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Abkürzungsverzeichnis 

 

Neben den international gültigen physikalischen Einheiten, chemischen Symbolen und 

international gebräuchlichen Abkürzungen fanden folgende Abkürzungen Verwendung: 

 

Anneal Annealing temperature (Temperatur für Anlagerung der Primer) 

Aqua bidest zweifach destilliertes Wasser 

AP-1 Activating Protein 1  

APS Ammoniumpersulfat 

AMP Adenosin-5´-monophosphat 

ATP Adenosin-5´-triphosphat 

BCIP 5-Brom-4-Chlor-3-Indolylphosphat 

BER Basen-Exzisions-Reparatur (engl.: base excision repair) 

BSA Rinderserumalbumin (engl.: bovine serum albumin) 

cAMP zyklisches Adenosin-3’,5’-monophosphat 

cDNA komplementäre DNA (engl.: complementary DNA) 

CBP CREB-bindendes Protein 

Cdk Cyclin-abhängige Kinasen (engl.: cyclin dependent kinases) 

CPD Cyclobutan-Pyrimidin-Dimer(e) 

6-4PP Pyrimidin-6,4-Pyrimidon Photoprodukt(e) 

CMV Cytomegalovirus 

CRE cAMP-responsives Element 

CREB cAMP-responsives-Element-bindendes Protein 

CS Cockayne Syndrom 

CsA Cyclosporin A 

Cyp A Cyclophilin A 

DDB „damaged DNA“ Bindeprotein 

DEAE Diethylaminoethyl 

DEPC Diethylpyrocarbonat 

DMEM engl: Dulbecco's Modified Eagle Medium 

DMSO Dimethylsulfoxid 

dATP Desoxyadenosintriphosphat 

dCTP Desoxycytidintriphosphat 

ddNTP Didesoxyribonukleosidtriphosphat 

dGTP Desoxyguanosintriphosphat 

dNTP Desoxynukleosidtriphosphat 

DSB Doppelstrangbruch-Reparatur (engl.: double strand break repair) 

DTT Dithiothreitol 

dTTP Desoxytymidintriphosphat 

EBV Epstein-Barr-Virus 
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ECL engl.: enhanced chemiluminescence 

EDTA Ethylendiamintetraessigsäure 

EGTA Ethylenglycol-bis-(2-aminoethylether)-N,N´-Tetra-Acetat 

ELISA Enzymgebundener Immunabsorbtionstest (engl.: enzyme-linked immuno 

sorbent assay) 

ERK 1/2 Extrazellulär Signal-regulierte Kinasen 1 + 2 

FBS fötales Rinderserum (engl.: fetal bovine serum) 

FKBP FK506-bindendes Protein 

GAPDH Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase 

GGR Globale Genomreparatur (engl.: global genome repair) 

HCR Wirtzellreaktivierung (engl.: host cell reactivation) 

HEPES N-2-Hydroxyethylpiperazin-N’-2-ethansulfonsäure 

HR Homologe Rekombination 

HRP Meerrettichperoxidase (engl.: horseradish peroxidase) 

JNK c-Jun-N-terminale Kinase 

IgG Immunglobulin G 

LB Luria Bertani 

LUC Luciferase 

MAPK Mitogen-aktivierte Protein Kinase  

MEM engl: Minimal Essential Medium Eagle 

MmAb Monoklonaler Antikörper aus Maus (engl.: mouse monoklonal antibody) 

MMP Matrixmetalloproteinasen 

MTT 3-(4,5- Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-tetrazoliumbromid 

NFAT Nukleärer Faktor von aktivierten T-Zellen (engl: nuclear factor of activated T-

cells) 

NF- B Nukleärer Faktor Kappa B (engl.: nuclear factor kappa B) 

NBT Nitroblau-Tetrazoliumsalz 

NER Nukleotid-Exzisions-Reparatur (engl.: nukleotide excison repair) 

NHEJ nicht-homologe Endverknüpfung (engl.: non-homologous end-joining) 

nt Nukleotid 

OD optische Dichte 

PAGE Polyacrylamidgelelektrophorese 

Pen/Strep Penicillin/Streptomycin 

PBS Phosphat-gepufferte Kochsalzlösung (engl.: phosphate buffered saline) 

PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid 

PPi anorganisches Pyrophosphat 

PRR Postreplikatorisches Reparatursystem (engl.: post replication repair) 

qRT-PCR quantitative Realtime PCR 

RLU relative Lichteinheiten (engl.: relative light units) 

RNAi RNA-Interferenz 

RPA Replikationsprotein A 

http://de.wikipedia.org/wiki/Pyrophosphat
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RpAb Polyklonaler Antikörper aus Kaninchen (engl.: rabbit polyklonal antibody) 

U/min Umdrehungen pro Minute 

RPMI engl.: Roswell Park Memorial Institute 

RT-PCR Reverse-Transkriptase-PCR 

SDS Natriumdodecylsulfat (engl.: sodium-dodecylsulfate) 

SEM Standardfehler des Mittelwertes (Standarderror of the Mean) 

SOB Super Optimal Broth 

S-Phase Synthese-Phase 

S-TBS TBS mit zugesetztem CaCl2 und MgCl2 

SV Simian Virus 

SUMO engl.: small ubiquitin-like modifier 

TBE   Tris-Borat-EDTA-Puffer 

Taq thermus aquaticus 

TBS Tris-gepufferte Kochsalzlösung (engl.: tris buffered saline) 

TCR Transkriptionsgekoppelte Reparatur (engl.: transcription-coupled repair) 

TEMED N,N,N’,N’-Tetramethylendiamin 

TFA Trifluoressigsäure 

TGF 1 transformierender Wachstumsfaktor (transforming growth factor 1) 

TLS Transläsionale Synthese (engl.: translesion synthesis) 

TMB Tetramethylbenzidin 

TNF Tumornekrosefaktor 

Tris Tris-hydroxymethyl-aminomethan 

TTD Trichothiodystrophie 

Tween Polyoxyethylensorbitanmonolaurat 

UTR Untranslatierte Region 

VEGF Vascular Endothelial Growth Factor 

XP Xeroderma Pigmentosum 

XPV Xeroderma Pigmentosum Variante 

 

 

 

Es wurden folgende Fachtermini verwendet, deren Übersetzung ins Deutsche 

schwierig und in der Literatur weniger üblich ist: 

 

Blot:  Übertragung von Proteinen auf eine Nitrocellulosemembran 

Coating:  Beschichten von Wellplatten mit DNA oder Proteinen 

Stripping:  Ablösen von gebundenem Antikörper von einer Nitrocellulosemembran 

Reprobing: erneute Hybridisierung nach dem  „Stripping“ 

Konfluent: das Zusammentreffen oder Verschmelzen zweier oder mehrerer Objekte 

zu einem Ganzen (Zellkultur: dicht wachsende Zellen) 
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1. EINLEITUNG 
1.1 Immunsuppressiva und deren (Neben-) Wirkungen  

bei Transplantationspatienten 

 

Durch den Einsatz von Immunsupressiva (Kortikosteroide, Antimetabolite, Cyclosporin 

A, Tacrolimus, und andere) erzielte die Transplantationsmedizin seit den achtziger 

Jahren große Fortschritte. Die Abstoßungsraten von Nieren-, Leber- und 

Herztransplantaten wurden deutlich reduziert und Langzeitüberlebensraten nach 

Transplantationen und die damit verbesserte Lebensqualität sind deutlich gestiegen 

(Diethelm et al., 1992; Delmonico et al., 1994; Walker et al., 1998; Iman et al., 2001). 

 

Entscheidend für eine erfolgreiche Transplantation sind dabei die durch 

Immunsuppressiva modulierten zellvermittelten Immunreaktionen. Die zugrunde 

liegenden Mechanismen der Transplantatabstoßung begründen sich in einer 

komplexen Immunreaktion aus humoraler und zellulärer Immunantwort (Thorsby, 

1999). Die Fremderkennung eines Transplantats beruht vor allem auf MHC I- und MHC 

II-Antigen-Erkennung, wodurch über spezifische Cytokine wie IL-2 oder IL-6 eine T-

Zellrezeptor (TZR)-vermittelte Immunantwort induziert wird. Die B-Zell- und T-Zell-

Aktivierung und die Stimulation intrazellulärer Signaltransduktionsprozesse führen zur 

akuten und chronischen Transplantatabstoßung. Die Wirksamkeit der 

Immunsuppressiva beruht auf einer Hemmung dieser komplexen Immunreaktionen, um 

die Abstoßung des Transplantats zu verhindern. Meist werden sie in Kombination 

eingesetzt. Zu den wichtigsten unerwünschten Nebenwirkungen zählen in Abhängigkeit  

des eingesetzten Immunsupressivums eine erhöhte Infektionsgefahr, kardiovaskuläre 

Erkrankungen, Nephro- und Neurotoxizität, gastrointestinale Symptome (z. B. Übelkeit, 

Erbrechen, Diarrhoe), sowie ein erhöhtes Risiko für die Entwicklung von Diabetes 

mellitus und Tumoren der Haut, der Niere und des Knochenmarks. Transplantierte 

Patienten besitzen ein drei- bis vierfach erhöhtes Krebsrisiko, wobei das Risiko für die 

Entwicklung von Hautkrebs in Regionen mit hoher Sonneneinstrahlung bei über 50% 

im Vergleich zur gesunden Normalbevölkerung liegt (Penn, 1998; Euvrard et al., 2003). 

Präkanzerosen treten im Wesentlichen an sonnenlichtexponierten Arealen wie Gesicht, 

Ohren, Unterarmen und Handrücken auf (Euvrard et al., 1995). In den ersten 5 Jahren 

nach der Transplantation entwickeln sich bei 40% der Patienten maligne und 

prämaligne Hautveränderungen (Bouwes Bavinck et al., 1996). Auch die Entwicklung 

des Kaposi-Sarkoms wird 400 bis 500-mal häufiger beobachtet als bei der 

Normalbevölkerung (Penn, 2000). Als mögliche Ursache für die erhöhte Malignität-

Entwicklung nach Transplantationen wird ein Zusammenspiel von unterdrücktem 
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Immunsystem und einem direkten karzinogenen Effekt des jeweiligen 

Immunsuppressivums diskutiert (Domhan et al., 2009). Im Folgenden werden die 

wichtigsten Immunsuppressiva und deren molekularen Wirkmechanismen sowie 

mögliche Effekte auf die Tumorentwicklung aufgezeigt.  

 

 

1.1.1 Die Calcineurin-Inhibitoren Cyclosporin A und Tacrolimus 

1.1.1.1 Eigenschaften, Klinische Anwendungen und Nebenwirkungen 

Die Calcineurin-Inhibitoren Cyclosporin A und Tacrolimus sind zwei bedeutende 

immunsuppressiv wirksame Arzneimittel mit ähnlichen pharmakodynamischen 

Eigenschaften und vergleichbarem Nebenwirkungsprofil (Fukudo et al., 2005). 

Cyclosporin A wird vom Bodenpilz Tolypocladium inflatum Gams aus der Familie der 

Fungi imperfecti gebildet. Andere von Tolypocladium inflatum Gams gebildete 

Cyclosporine haben ebenfalls eine immunsuppressive Wirksamkeit, allerdings weitaus 

geringer als die von Cyclosporin A (Borel, 1989). Es ist ein neutrales, lipophiles 

zyklisches Polypeptid aus 11 Aminosäuren mit einem Molekulargewicht von 1203 

Dalton (Borel, 1981; Wenger, 1986). Die immunsuppressive Wirkung von Cyclosporin 

A zeigte sich vor allem in der erstmals erfolgreichen Transplantation von Dünndarm, 

Lunge und Pankreas (Stiller, 1996; Kahan, 1999). Nieren- und 

Knochenmarkstransplantationen sind die Hauptindikatoren für Cyclosporin A. Daneben 

wird es auch zur Prophylaxe von „graft-versus-host disease“ eingesetzt. Weitere 

Anwendungsgebiete liegen unter anderem in der Therapie von Multipler Sklerose, 

Rheumatoider Arthritis, Lupus erythematodes, Psoriasis, primär biliärer Zirrhose, 

Myasthenia gravis und atopischer Dermatitis (Dougados et al., 1993; Gregory et al., 

1996; Czech et al., 2000; Yocum et al., 2000; Cattran et al., 2001; Faerber et al., 

2001). Zu den wichtigsten unerwünschten Nebenwirkungen von Cyclosporin A zählen 

Nephrotoxizität und arterielle Hypertonie, Hepatotoxizitiät, Hypertrichose, Diabetes 

mellitus sowie ein erhöhtes Risiko für die Entstehung von lymphoproliferativen 

Erkrankungen und Malignomen (Mihatsch et al., 1998; Schroder et al., 1998). 

 

Das Makrolidantibiotikum Tacrolimus (FK506) wird vom Bodenpilz Streptomyces 

tsukulaensis gebildet. Tacrolimus wurde erstmals 1989 nach einer Herztransplantation 

eingesetzt. Es hat eine stärkere Wirkung als Cyclosporin A und wird aufgrund weniger 

Lebertransplantatabstoßungen bevorzugt bei Lebertransplantationen und bei 

therapierefraktären Abstoßungen als sogenannte „Rescue-Therapie“ eingesetzt (Kino 

et al., 1987; Peters et al., 1993; Mihatsch et al., 1998; Henry, 1999). Daneben wird es 

auch in der Behandlung der atopischen Dermatitis als Lokaltherapie eingesetzt 
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(Reitamo, 2001). Allerdings zeigt Tacrolimus schwere Nebenwirkungen und aufgrund 

des eingeschränkten Anwendungsbereiches bleibt Cyclosporin A das wichtigste 

Immunsupressivum (Thiel et al., 1994; Pirsch et al., 1997; Spencer et al., 1997; 

Mihatsch et al., 1998; Cao et al., 1999). 

 

 

1.1.1.2 Molekulare Wirkmechanismen 

Die Calcineurin-Inhibitoren Cyclosporin A und Tacrolimus (FK506) binden an ihre 

zelleigenen cytosolischen Rezeptoren – den Immunophilinen (peptidyl-prolyl cis-trans 

Isomerasen) – (Cyclosporin A an Cyclophilin A bzw. Tacrolimus an FK-506-bindendes 

Protein, FKBP12) und werden dadurch aktiviert (Handschumacher et al., 1984; 

Takahashi et al., 1989; Liu et al., 1991) (Abbildung 1). Die immunsuppressive Wirkung 

beruht auf einer Hemmung der humoralen Immunantwort durch Inhibierung der T-

Zellrezeptor-Signalübertragung und der B-Zell-Funktion, vermittelt durch Hemmung der 

Ca2+-Calmodulin-abhängigen Serin-Threonin-Phosphatase Calcineurin (Suzuki et al., 

1990; Clipstone et al., 1992; Fruman et al., 1992; Smith et al., 1994).  

 

Die T-Zellrezeptor vermittelte Immunantwort wird durch MHC-II-Antigene induziert, 

welche in T-Lymphozyten die Phospholipase C aktivieren, die wiederum einen 

intrazellulären Ca2+-Anstieg durch Bildung von Inositol-Trisphosphat (IP3) und 

Diazylglycerol (DAG) generiert. Diese erhöhte Ca2+-Konzentration aktiviert Calmodulin 

(calcium modulated protein), ein ubiquitäres regulatorisches Protein welches 

verschiedene Zielproteine – wie Proteinkinasen – reguliert und die Ca2+-Freisetzung 

moduliert (Broeke et al., 2004). Durch den intrazellulären Ca2+-Anstieg bindet 

Calmodulin an Calcineurin. Calcineurin, auch PP2B (Protein Phosphatase 2B) 

genannt, besteht aus einer katalytischen A-Untereinheit (CNA) und einer 

regulatorischen (auto-inhibierenden) B-Untereinheit (CNB) (Klee et al., 1998). CNA 

enthält eine Bindestelle für die Calcineurin B-Untereinheit sowie für Calmodulin, 

während CNB eine Ca2+-Bindestelle enthält (Rusnak et al., 2000; Feng et al., 2001).  

 

Die Bindung von Calmodulin an eine Region in der Nähe des C-Terminus der 

katalytischen A-Untereinheit von Calcineurin verdrängt die auto-inhibierende Domäne 

und gibt die aktive Seite frei (Stemmer et al., 1994). Dieser enzymatisch aktive 

Komplex dephosphoryliert die cytosolische Komponente des nukleären Faktors von 

aktivierten T-Zellen (NFATc), der daraufhin in den Kern von T-Lymphozyten 

translozieren kann (Loh et al., 1996; Beals et al., 1997). Dort bindet NFATc an die 

nukleäre Komponente (NFATn), und dieser aktivierte Komplex induziert zusammen mit 
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AP-1 die Transkription von für die humorale Immunantwort relevanten Genen, wie IL-1, 

IL-2, IL-3, IL-4, IL-5 und IL-8, Interferon- , und TNF-  (Andersson et al., 1992; Goldfeld 

et al., 1992; Smith et al., 1994; Rao et al., 1997). 

 

Über eine Hemmung von Calcineurin inhibieren Cyclosporin A und Tacrolimus die 

NFAT-vermittelte Expression immunrelevanter Gene, und damit die Aktivierung und 

Proliferation von B-Zellen und zytotoxischen T-Zellen (Flanagan et al., 1991; Schreiber 

et al., 1992; Ho et al., 1996; Ruhlmann et al., 1997) (Abbildung 1). Infolgedessen wird 

die Transplantatabstoßung durch Calcineurin-vermittelte Modulation der humoralen 

Immunantwort gehemmt.  

 

Ein weiterer Transkriptionsfaktor, der von Cyclosporin A und Tacrolimus inhibiert wird, 

ist das cAMP-responsive-Element-bindende Protein (CREB) (Schwaninger et al., 

1995). Dieses ubiquitär exprimierte Protein bindet an Gene, welche im Promotor ein 

cAMP-responsives Element (CRE) besitzen. CREB ist u. a. an der T-Zell-

Entwicklung/Aktivierung und Induktion der IL-2-Produktion beteiligt (Rudolph et al., 

1998). Es sind verschiedene Spleißvarianten von CREB bekannt (Sakai et al., 1999). 

CREB wird durch Phosphorylierung am Serin 133 (CREB-341) aktiviert (Parker et al., 

1996; Mayr et al., 2001). Die Phosphorylierung erfolgt über die cAMP-stimulierte 

Proteinkinase A sowie über Ca2+/Calmodulin-abhängige Kinasen I, II und IV, und über 

die extrazellulär Signal-regulierte Kinase (ERK) (Montminy, 1997; Sun et al., 1994; 

Enslen et al., 1995; Xing et al., 1998). An das phosphorylierte CREB bindet der 

Koaktivator CBP (CREB-bindendes Protein), der die CREB-vermittelte Transkription 

aktiviert (Kwok et al., 1994). Die immunsuppressive Wirkung von Cyclosporin A und 

Tacrolimus wird durch eine Hemmung der cAMP-stimulierten und Ca2+-induzierten 

CREB-vermittelten Transkription erzielt. Diese Hemmung erfolgt über eine Hemmung 

von Calcineurin, wobei das dephosphorylierte Substrat unbekannt ist und CREB am 

Serin 133 weiter phosphoryliert bleibt (Schwaninger et al., 1995; Kruger et al., 1997; 

Siemann et al., 1999).  
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Abbildung 1: Molekularer Wirkmechanismus der Calcineurin-Inhibitoren Cyclosporin A und 
Tacrolimus (FK506). Abkürzungen sind im Text erklärt. 

 

Calcineurin wird ubiquitär gebildet; da in Lymphozyten vergleichsweise wenig 

Calcineurin vorkommt, äußert sich die Inhibierung von Calcineurin in einer Suppression 

der humoralen Immunantwort (Fukudo et al., 2005). Cyclosporin A und Tacrolimus 

können Calcineurin nur inhibieren, wenn sie an ihre Immunophiline binden. Am Beispiel 

von Cyclosporin A/Cyclophilin A soll dies kurz erläutert werden: Alle bekannten 

eukaryotischen Cyclophiline haben Affinität zu Cyclosporin A (Colgan et al., 2005). Das 

menschliche Cyclophilin 18 (hCyp18, entspricht dem Cyclophilin A) kann am stärksten 

an Cyclosporin A binden (Fischer, 1994). Die katalytische Domäne von Cyp A bildet 

eine hydrophobe Tasche, in die Cyclosporin A binden kann und somit die 

Isomeraseaktivität von Cyclophilin A beeinflusst. Dadurch ändert Cyclosporin A seine 

Konformation und kann mit Calcineurin einen Komplex bilden (Liu et al., 1991; Zhang 

et al., 2004). Ein anderes Cyclophilin, Cyp B, kann ebenfalls stark an Cyclosporin A 

binden, Cyp A jedoch scheint der Hauptmediator der vermittelten Immunsuppression 

zu sein (Colgan et al., 2005). Neben dem Calcineurin-Signalweg wird die 

immunsuppressive Wirkung von Cyclosporin A auch durch den JNK/p38-Signalweg 

vermittelt (Matsuda et al., 2000). Die Hemmung der T-Zell-Aktivierung ist in diesem 

Signalweg unabhängig von Calcium und Calcineurin (Metcalfe et al., 1994). 

 

Als Ursache einer Entwicklung von Tumoren, besonders von kutanen Melanomen, 

unter einer Cyclosporin A-Therapie wird üblicherweise ein unterdrücktes Immunsystem 

und der damit insuffizienten Eliminierung von Tumorzellen angesehen (Masuhara et 

al., 1993). Möglicherweise begünstigt eine Hochregulation von TGF 1 in Cyclosporin 

A-Patienten das Wachstum bereits vorhandener Tumore (Hojo et al., 1999). Darüber 
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hinaus wird neben dieser Tumorprogression auch ein Effekt von Cyclosporin A auf die 

Tumorinitiation diskutiert. Vereinzelte Literaturhinweise bringen die molekularen 

Wirkmechanismen von Cyclosporin A in einen Zusammenhang mit einer Inhibierung 

der DNA-Reparatur (Ahlers et al., 1999; Herman et al., 2001; Herman et al., 2002; 

Sugie et al., 2002; Yarosh et al., 2005). Yarosh et al. (2005) zeigten, dass die 

Reparatur von Cyclobutan-Pyrimidin-Dimeren in Keratinozyten durch Cyclosporin A 

inhibiert wurde. Des Weiteren wurde in UV-bestrahlten peripheren-Blut-

mononucleären-Zellen (PBMC) die Inkorporation von radioaktiv-markierten Thymidin 

durch Cyclosporin A und Tacrolimus inhibiert (Herman et al., 2001). Ein erhöhtes 

Tumorwachstum unter einer Tacrolimus-immunsuppressiven Therapie wurde u. a. 

2002 von Schumacher et al. (2002) beschrieben. Ob Tacrolimus ein ähnliches 

Hautkrebsrisiko für Transplantationspatienten verursacht wie Cyclosporin A, ist 

allerdings unklar, denn bisher wurden geringere onkogene Effekte beobachtet  (Fung 

et al., 2001). 

 

 

1.1.2 Die mTor-Inhibitoren Rapamycin und Everolimus 

1.1.2.1 Eigenschaften, Klinische Anwendung und Nebenwirkungen 

Die mTOR-Inhibitoren Rapamycin (auch Sirolimus genannt) und Everolimus gehören 

zu der Gruppe der Proliferationshemmer. Rapamycin wurde aus Streptomyces 

hygroscopicus isoliert und nach seinem Fundort, den Osterinseln „Rapa Nui“ benannt 

(Vezina et al., 1975). Rapamycin gehört wie Cyclosporin A und Tacrolimus zu den 

makrozyklischen Immunsuppressiva (Sehgal, 2003). Rapamycin hat ein 

Molekulargewicht von 914 Dalton (Paiva et al., 1991). Seine antimykotische, 

antiproliferative und antitumoröse Wirkungen erlauben eine breite klinische Anwendung 

(Sehgal, 2003). Seit 1999 ist es als Immunsuppressivum zugelassen (Marx et al., 

2001). Rapamycin inhibiert nicht nur die Proliferation von T- und B-Lymphozyten, 

sondern auch die von Hepatozyten, Fibroblasten und nicht-lymphoiden Tumorzellen 

(Dumont et al., 1990). Zentraler Angriffpunkt von Rapamycin ist die 

Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K), welche die Signalwege der Proliferation und 

Angiogenese reguliert (Vivanco et al., 2002). Daneben inhibiert Rapamycin die STAT3-

Signalkaskade, welche in vielen Tumoren hochreguliert ist (Klampfer, 2006). Die 

antiproliferative Wirkung von Rapamycin wird in der Kardiologie genutzt um 

Restenosen durch Hyperplasie nach Stent-Implantationen zu verhindern (Gregory et 

al., 1993; Gallo et al., 1999; Poston et al., 1999). Zu den unerwünschten 

Nebenwirkungen bei einer Rapamycin-immunsuppressiven Therapie zählen erhöhte 

Lipid- und Cholesterolspiegel, Thrombozytopenie, Myelosuppression, milde Stomatitis, 

http://de.wikipedia.org/wiki/Osterinsel
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und Polyarthralgie. Im Gegensatz zu Cyclosporin A und Tacrolimus ist Rapamycin 

nicht nephrotoxisch (Saunders et al., 2001).  

 

Everolimus ist ein synthetisches Derivat von Rapamycin. Everolimus besitzt in vitro und 

in vivo die gleichen Eigenschaften wie Rapamycin, die Bindung an FKBP12 ist jedoch 

dreifach verringert (Schuler et al., 1997; Bohler et al., 1998; Sedrani et al., 1998). 

Everolimus ist hydrophiler, hat eine kürzere Halbwertszeit und besitzt eine größere 

Bioverfügbarkeit im Vergleich zu Rapamycin (Formica et al., 2004). 

 

Die antiproliferativen Effekte von Rapamycin und Everolimus machen sie zu einem 

wirksamen Medikament in der Krebstherapie (Hosoi et al., 1999; Huang et al., 2003; 

Chan, 2004; Faivre et al., 2006). Bei Patienten nach einer Nierentransplantation wurde 

ein Rückgang des Kaposi-Sarkoms beobachtet (Campistol et al., 2004; Stallone et al., 

2005; Lebbe et al., 2006). Durch Inhibierung der VEGF- (Vascular Endothelial Growth 

Factor) Produktion kommt es zusätzlich zur Regression des Tumors (Guba et al., 

2002). Darüber hinaus wurde beobachtet, dass Rapamycin Akt (Proteinkinase B)-

positive Lymphome in die Remission bringt (Wendel et al., 2004). Akt 

Signaltransduktionswege sind in Tumoren aktiv und vermitteln Chemoresistenz 

gegenüber Doxorubicin oder Cyclophosphamid (Min et al., 2003; Rajasekhar et al., 

2003). Daher stellt eine Kombination aus Rapamycin und Doxorubicin eine geeignete 

Therapie für die Behandlung von Lymphomen dar. Everolimus wird bei der Therapie 

von Posttransplantations-Lymphoproliferativen Erkrankungen (PTLD), 

Mantelzelllymphomen und Nierenzellkarzimonen eingesetzt (Majewski et al., 2000; 

Haritunians et al., 2007; Motzer et al., 2008). 

 

 

1.1.2.2 Molekulare Wirkmechanismen 

Rapamycin und Everolimus binden wie Tacrolimus an das Immunophilin FKBP12. Im 

Gegensatz zum Tacrolimus/FKBP12-Komplex, der die Phosphatase Calcineurin 

inhibiert, bindet der Rapamycin/Everolimus/FKBP12-Komplex an mTORC1, ein 

Protein, welches mit mTORC2 den Komplex mTOR (mammalian target of rapamycin) 

bildet (Loewith et al., 2002). Statt mTOR wird auch häufig die Bezeichnung FRAP 

(FKBP-Rapamycin-assoziiertes Protein) verwendet (Bierer et al., 1990). Durch diese 

Bindung werden die mTOR-Signalwege inhibiert (Abbildung 2). Die Serin-Threonin-

Kinase mTOR ist ein Mediator der G1-Progression des Zellzyklus und spielt in der 

Regulation verschiedenster Signalwege wie Wachstum und Metabolismus eine 

entscheidende Rolle (Heitman et al., 1991; Brown et al., 1994; Bjornsti et al., 2004). 
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Darüber hinaus wird die Rolle von mTOR in der Transformation von Epithelzellen 

beschrieben (Sodhi et al., 2006). Die Aktivierung und Autophosphorylierung von mTOR 

erfolgt über Cytokin- oder wachstumsfaktorinduzierte Signale. Zu den mTOR-

Signalwegen zählen die Regulation der p70S6-Kinase sowie des Cyclin E/Cdk2 

Proteinkomplexes (Brown et al., 1994; Sabatini et al., 1995; Zheng et al., 1995; Nojima 

et al., 2003). Die p70S6-Kinase phosphoryliert das ribosomale 40D-Protein-S6, was zu 

einer erhöhten Translation von mRNA-Transkripten mit einer Polypyrimidinsequenz am 

5´-Terminus führt (Jefferies et al., 1994; Jefferies et al., 1997). Der von mTOR 

aktivierte Cyclin E/Cdk2-Komplex synthetisiert Zellzyklusproteine. Ferner aktiviert 

mTOR den zur CREB/ATF-Familie gehörenden Transkirptionsfaktor CREM, welcher 

zur Transkription von PCNA (proliferating cell nuclear antigen) beiträgt (Feuerstein et 

al., 1995; Feuerstein et al., 1996; Javier et al., 1997; Sehgal, 2003). Im Gegensatz zu 

CREB agiert CREM als down-Regulator der cAMP-induzierten Transkription (Foulkes 

et al., 1991). Des Weiteren ist mTOR durch Phosphorylierung des eIF-4E binding 

protein (4E-BP1) an der Translation der für das Zellwachstum und Zellproliferation 

notwendigen Gene beteiligt (Beretta et al., 1996; Brunn et al., 1997; Wang et al., 2006). 

 

Rapamycin und Everolimus blockieren die mTOR-vermittelten 

Signaltransduktionswege, wodurch letztendlich über IL-2 die T- und B-Zellaktivierung 

und -Proliferation gehemmt und der Zellzyklus in der mittleren G1-Phase inhibiert wird 

(Terada et al., 1993). Die Inhibierung der p70S6-Kinase-Aktivität durch Rapamycin 

führt zu einer verminderten Expression ribosomaler Proteine und Elongationsfaktoren, 

wie den eEF-1  und den eEF-2-Elongationsfaktor für die Proteinsynthese (Terada et 

al., 1994). Über die Hemmung von CREB/ATF wird der Zellzyklusregulator PCNA 

gehemmt, der für den Übergang der G1-Phase in die S-Phase verantwortlich ist (Javier 

et al., 1997). Rapamycin blockiert die Phosphorylierung des 4E-BP1 und hemmt damit 

die eIF-4E-abhängige Translation (Beugnet et al., 2003). Da fast alle zellulären 

Proteine eIF-4E (eukaryotic translation initiation factor 4E) benötigen, scheint dies der 

Hauptmechanismus der antiproliferativen Wirkung von Rapamycin zu sein (Graves et 

al., 1995; Beretta et al., 1996). Weiterhin inhibiert Rapamycin durch mTOR die 

Synthese von Zellzyklusproteinen (Cdk1 und Cyclin A) über eine Hemmung der 

Kinaseaktivität des Cyclin E/Cdk2-Komplexes (Morice et al., 1993; Nourse et al., 1994). 
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Abbildung 2: Molekularer Wirkmechanismus der mTOR-Inhibitoren Everolimus und Rapamycin. 
Abkürzungen sind im Text erklärt. 

 

 

1.1.3 Azathioprin und Mycophenolat-Mofetil 

 

Azathioprin ist ein antiproliferativ wirksames Pro-Pharmakon, dessen Metabolit 6-

Mercaptopurin die Proliferation der T- und B-Lymphozyten hemmt. 6-Mercaptopurin 

inhibiert dabei die Purinnukleotid-Synthese und greift in die RNA-Synthese und den 

RNA-Metabolismus ein. Klinische Anwendung findet Azathioprin neben der 

Transplantationsmedizin unter anderem auch bei Multipler Sklerose, Lupus 

erythematodes, Arthritis und Morbus Crohn. Neben den allgemeinen durch 

Immunsuppressiva ausgelösten Nebenwirkungen (Kapitel 1.1) besitzt Azathioprin auch 

ein erhöhtes Risiko für die Entwicklung maligner Erkrankungen, besonders für 

Hautkrebs. Ein Zusammenspiel zwischen UVA-Strahlung und dem aktiven Metaboliten 

von 6-Mercaptopurin (6-Thioguanin) wird als mögliche Ursache herangezogen 

(O'Donovan et al., 2005). Dieser Metabolit wird in die DNA von Hautzellen eingebaut 

und durch UVA-Strahlung in Guanin-6-Sulfat umgewandelt, welches durch fehlerhafte 

transläsionale Synthese (Kapitel 1.4.3) zu Mutationen führen kann (Swann et al., 

1996). Der mutagene Effekt von Guanin-6-Sulfat begünstigt daher die Entwicklung von 

Hautkrebs (O'Donovan et al., 2005).  

 

Neben Azathioprin zählt Mycophenolat-Mofetil ebenfalls zu den Antimetaboliten. 

Mycophenolat-Mofetil inhibiert die Inosinmonophosphat-Dehydrogenase und hemmt 

damit die Synthese von Guanosin, welches essentiell für die Proliferation von T-Zellen 

ist (Allison et al., 1996; Mathew, 1998; van et al., 1999). Als potentes 
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Immunsuppressivum induziert es Apoptose und wirkt antiangiogenetisch (Messina et 

al., 2004; Vegso et al., 2007). Neben der hohen Lymphozyten-Spezifität und 

Zytotoxizität besitz Mycophenolat-Mofetil auch antiproliferative Eigenschaften (Morath 

et al., 2003). Im Gegensatz zu Azathioprin wurde ein geringeres Risiko für die 

Malignomentwicklung festgestellt (O'Neill et al., 2006). Diese anti-tumoralen Effekte 

von Mycophenolat-Mofetil könnten für einen Einsatz in der Transplantationsmedizin 

interessant sein (Halloran et al., 1997; Koehl et al., 2007).  

Antimetabolite werden meist mit Kortikoiden und Calcineurin-Inhibitoren kombiniert 

(Dual- oder Tripeltherapie). Dies führt zu einer nachweislich wirksameren 

Immunsuppression als eine reine Monotherapie und vermindert Nebenwirkungen, 

besonders des (Haut-) Krebsrisikos. 

 

 

1.1.4 Glucocorticoide 

 

Die zu den Kortikosteroiden gehörenden Glucocorticoide sind in der 

Transplantationsmedizin in zweierlei Hinsicht sehr effektiv: in geringen Dosen wirken 

sie entzündungshemmend und antiallergisch, in hohen Dosen zeigen sie  

immunsuppressive Wirkung. Prednison und sein aktiver Metabolit Prednisolon gehören 

zu den synthetischen Glucocorticoiden. Zur Prophylaxe werden sie auch in 

Kombination mit anderen Immunsuppressiva eingesetzt. Glucocorticoide binden an 

einen Rezeptor, der im Cytoplasma an HSP90 gebunden ist. Der Rezeptor löst sich 

von HSP90 und wandert in den Zellkern. Glucocorticoide inhibieren die 

Leukozytenmigration, modulieren die TNF- - und IL-1 Synthese, interagieren mit den 

Transkriptionsfaktoren AP-1 und NF- B und vermindern damit die antigenstimulierte T-

Zell-Aktivierung (Fessler et al., 1996; Bischof et al., 1998; Matsue et al., 2002). Die 

antiinflammatorischen Eigenschaften durch Verminderung der Leukotrien-, 

Prostaglandin- und Thromboxansynthese wirken einer Transplantatabstoßung 

entgegen. Zu den unerwünschten Nebenwirkungen zählen ein deutlich erhöhtes 

kardiovaskuläres Risiko sowie eine sogenannte Posttransplantationsosteoporose 

(Kasiske et al., 1996). Ein erhöhtes Risiko für die Tumorentwicklung ist bisher nur in 

Kombination mit Cyclosporin A und Azathioprin beschrieben worden (Glover et al., 

1997; Jensen et al., 1999a; Guenova et al., 2009). Karagas et al. (2001) beobachteten 

ein erhöhtes Plattenepithelkarzinom- und ein leicht erhöhtes Basalzellkarzinom-Risiko 

in nicht-transplantierten Patienten unter einer dauerhaften Glucocorticoideinnahme. 

 

 

http://de.wikipedia.org/wiki/Glucocorticoide
http://de.wikipedia.org/wiki/Prednison
http://de.wikipedia.org/wiki/Prednisolon
http://de.wikipedia.org/wiki/Glucocorticoide
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In Abbildung drei sind die molekularen Wirkmechanismen der Immunsuppressiva in 

einer schematischen Darstellung stark vereinfacht zusammengefasst. 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

Abbildung 3: Stark vereinfachte schematische Darstellung über die Wirkungsweisen 
verschiedener Immunsuppressiva bei einer T-Zell-Rezeptor (TZR)-vermittelten Immunantwort. 
Abkürzungen sind im Text erläutert. 
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1.2 UV-Strahlung und die Wirkung auf die Haut 

 

Die elektromagnetische Strahlung der Sonne gelangt in Form von UV-Strahlung (100 – 

400 nm), sichtbarem Licht (400 – 700 nm) und infraroter Strahlung (700 nm – 1 mm) 

auf die Erdoberfläche. Die UV-Strahlung wird in drei Wellenlängenbereiche unterteilt: 

die UVC-Strahlung hat eine Wellenlänge von 100 – 280 nm und wird durch die 

Erdatmosphäre nahezu vollständig absorbiert, der UVB-Bereich hat eine Wellenlänge 

von 280 – 320 nm und der UVA-Bereich eine Wellenlänge von 320 – 400 nm (Soehnge 

et al., 1997). 

 

Der Wirkungsort der Strahlung ist beim Menschen in erster Linie die Haut, welche sich 

aus Epidermis (Oberhaut), Dermis (Lederhaut) und Subcutis (Unterhaut) 

zusammensetzt. Die Epidermis besteht zu 90% aus Keratinozyten, welche im Stratum 

basale gebildet werden, von dort durch das Stratum spinosum und Stratum 

granulosum zum Stratum corneum wandern und als reife Korneozyten die Hornschicht 

bilden. Die im Stratum basale liegenden Melanozyten synthetisieren Melanin zum 

Schutz vor UV-Strahlung. In der Dermis liegen Fibroblasten netzartig mit 

Kollagenfaserbündeln, Glykosaminglykanen und Proteoglykanen vor. UV-Strahlung 

wird von den Hautschichten unterschiedlich absorbiert. Die Eindringtiefe der Strahlung 

nimmt dabei mit steigender Wellenlänge zu. So können bis zu 33% der UVB-Strahlen 

das Stratum corneum passieren und je nach Dicke der Epidermis auch das Stratum 

basale der Epidermis erreichen (Bruls et al., 1984). Die langwelligen UVA-Strahlen 

können bis zu 50% vom Stratum corneum absorbiert werden und bis in die Dermis 

gelangen (Bruls et al., 1984). Zwar wird nur etwa 1% der UVA-Strahlung von der 

Subcutis absorbiert, allerdings ist der UVA-Anteil am natürlichen Sonnenlicht ungefähr 

20-fach höher als der UVB Anteil (Parrish et al., 1982; Pitts, 1990). 

 

Eine Überdosierung an natürlicher oder künstlicher UV-Strahlung löst akute 

Entzündungsreaktionen der Haut (Schwellung, Rötung, Sonnenbrand, photoallergische 

Reaktionen) sowie chronische Hautreaktionen, wie Immunsuppression und vorzeitige 

Hautalterung (Photoaging) aus. Weitere Folgen sind die Entwicklung von 

Hautmalignomen, einschließlich Basalzellkarzinom, Plattenepithelkarzinom und 

kutanem Melanom (Slominski et al., 2000; Xu et al., 2001; Krutmann, 2003).  

 

Neben diesen Effekten gibt es auch noch weitere Wirkungen von UV-Strahlung. Dazu 

gehören unter anderem positives psychisches Wohlbefinden, eine Erhöhung des HDL-

Cholesterins, verstärkte Bildung von Vitamin D3, Blutdruckabnahme, Modulation der 
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Schilddrüsenaktivität und des Kortisolspiegels (Barth et al., 1994; Chel et al., 1998; 

Norris, 2001; Gambichler et al., 2002). Weitere biologische Wirkungen von UV-

Strahlung auf die Haut äußern sich zum Beispiel in aktivierten 

Signaltransduktionsprozessen, welche verstärkten Kollagenabbau und die Degradation 

der extrazellulären Matrix der Dermis auslösen (Di et al., 2005; Lemaitre et al., 2006; 

Moon et al., 2006). Des Weiteren werden durch UV-Strahlung über die MAPKinasen 

p38, JNK1/2/3 und ERK 1/2 zahlreiche andere Signaltransduktionsprozesse aktiviert, 

welche über die Transkriptionsfaktoren NF- B, AP-1 und p53 Proliferation, 

Differenzierung, Zellzyklusarrest, DNA-Reparatur und Apoptose modulieren (She et al., 

2002; Bode et al., 2003; Latonen et al., 2005; Mi et al., 2009). 

 

 

1.3 UV-induzierte DNA Schäden 

 

Zu den UV-induzierten DNA-Schäden gehören neben der Bildung von DNA-

Photoprodukten auch Einzelstrangbrüche oder Protein-DNA-Quervernetzungen (Sinha 

et al., 2002). UVB- und UVC-Strahlung kann direkt von der DNA absorbiert werden und 

ist hauptsächlich für DNA-Schäden verantwortlich. UVC-Strahlung wird zwar von der 

Ozonschicht absorbiert, findet beim experimentellen Arbeiten allerdings häufig 

Anwendung, da das Absorptionsmaximum der DNA bei 260 nm liegt und so durch 

UVC-Strahlung 2 bis 10 mal mehr Schäden entstehen als durch UVB-Strahlung 

(Ravanat et al., 2001). DNA-Photoprodukte entstehen hauptsächlich durch eine 

Photoadditionsreaktion zwischen zwei Pyrimidinbasen (Cytosin und Thymin, Abbildung 

4) (Friedberg et al., 2006). In weitaus geringerer Anzahl entstehen als Photoprodukte 

Adenin-Dimere oder Adenin-Thymin-Dimere (Zhao et al., 1996). Cyclobutan-Pyrimidin-

Dimere (CPD) entstehen aus einer Zykloaddition der C5-C6-Doppelbindungen 

benachbarter Pyrimidinbasen (Ley et al., 1983; Afaq et al., 2005). Pyrimidin-6,4-

Pyrimidon Photoprodukte (6-4PP) entstehen aus einer Zykloaddition der C5-C6-

Doppelbindung eines 5` Pyrimidins und der C4 Carbonyl-Gruppe eines 3` Pyrimidins 

(Rosenstein et al., 1987). Das Verhältnis von UV-induzierten CPD und 6-4PP ist 

ungefähr 3:1 (Sinha et al., 2002). Da 6-4PP eine größere Distorsion der DNA-

Helixstruktur bewirken als CPD, werden sie leichter erkannt und bis zu 5-mal schneller 

repariert (Reardon et al., 2003). 
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   CPD                                                  6-4PP 

 
Abbildung 4: Bildung von Cyclobutan-Pyrimidin-Dimeren (CPD) und Pyrimidin-6,4-Pyrimidon 
Photoprodukten (6-4PP) unter UV-Strahlung (rot: Dimerbindung) 

 

 

Neben den durch UVB- und UVC-Strahlung induzierten „direkten“ Schäden an der 

DNA kann UVA-Strahlung über Photorezeptoren anderer endogener Stoffe die DNA 

indirekt schädigen. Dies geschieht vor allem durch Riboflavine, Porphyrine, NAD(P)H 

und Hämproteine, welche langwellige Strahlung absorbieren und die Entstehung von 

ROS (reactive oxygen species) (Superoxidanionen, Hydroxyl-Radikale, Singulett-

Sauerstoff oder Wasserstoffperoxid) induzieren (Ravanat et al., 2001). Neben 

oxidativen Schäden an Lipiden und Proteinen bilden ROS Pyrimidindimere, 

Strangbrüche, Basenmodifikationen und DNA-Protein-Quervernetzungen (Stary et al., 

1997; de Laat et al., 1996). UV-Strahlung induziert auch die Oxidation von Basen und 

die Bildung von 8-oxoGuanosin aus Guanin (Douki et al., 1999). Dieses paart sich 

häufig mit Adenin, wodurch Transversionen von Guanin-Cytosin zu Thymin-Adenin 

entstehen können (Kasai et al., 1991; Stary et al., 1997). 

 

 

1.4 DNA Reparaturmechanismen 

 

Verschiedene Reparaturmechanismen stehen Prokaryoten und Eukaryoten zur 

Verfügung, um unterschiedlichste, durch UV-Strahlung, genotoxische Chemikalien 

oder durch endogene toxische Nebenprodukte induzierte DNA-Schäden zu reparieren. 

Die Reparatursysteme weisen aufgrund ihrer Komplexität Interaktionen und 

Überlappungen auf. Einer Aktivierung eines Reparaturmechanismus geht dabei in der 

Regel eine Aktivierung von „DNA damage checkpoints“ voraus, welche je nach 

Zellzyklus die DNA-Replikation oder -Transkription blockieren um DNA-Reparatur zu 

ermöglichen (Sancar et al., 2004). 
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Die Photoreaktivierung von Pyrimidindimeren stellt einen sehr alten Mechanismus der 

DNA-Reparatur da, welcher in Prokaryoten, Eukaryoten, Archaebakterien und einigen 

Säugern, aber nicht beim Menschen zu finden ist (Menck, 2002). Der Mechanismus 

der photoenzymatischen Reparatur beruht auf dem Enzym Photolyase, welches in 

einem lichtunabhängigen Schritt entweder an CPD (Photolyase) oder 6-4PP (6-4 

Photolyase) bindet (Essen et al., 2006). Durch Aktivierung mit UVA-Strahlung der 

Wellenlänge 350-450 nm wird der Antennenkomplex MTHF angeregt und überträgt die 

Anregungsenergie auf den katalytischen Kofaktor FADH. Dieser gibt daraufhin ein 

Elektron an das Photoprodukt ab, was zu einer Monomerisierung führt. 

Interessanterweise haben die in Säugern vorkommenden Cryptochrome in ihrer 

Sequenz und Struktur eine hohe Ähnlichkeit zu Photolyasen, sie fungieren als 

Photorezeptoren für den circadianen Rhythmus (Sancar et al., 2004; Partch et al., 

2005). Photolyase-Cremes stellen neue therapeutische Ansätze zur Photoreaktivierung 

von UVB-induzierten Photoprodukten beim Menschen dar (Stege et al., 2000). 

 

Im Folgenden wird ein Überblick über die wichtigsten menschlichen DNA-

Reparaturmechanismen gegeben. 

 

 

1.4.1 Die Exzisionsreparatur 

1.4.1.1 Die Basen-Exzisions-Reparatur (BER) 

Fehlerhafte Basenpaarung, durch UVA-induzierte reaktive Sauerstoffspezies (ROS) 

sowie durch Deaminierung und Alkylierung chemisch veränderte Basen werden von 

DNA-Glykolyasen erkannt und durch Einschneiden der N-glykosidischen Bindung 

zwischen Base und Desoxyribose aus dem DNA-Strang entfernt (Krokan et al., 2000). 

Bestimmte Glykolyasen (hOGG1) können durch ihre Lyaseaktivität an der 3` Seite der 

Läsion schneiden, wodurch ein Einzelstrangbruch entsteht. Die Endonuklease APE1 

schneidet danach an der 5`-Seite. Bei der short-patch-BER wird der frei verbliebene 

Phosphatrest durch DNA Polymerase beta (pol  ersetzt und die DNA Ligase III 

verbindet die beiden DNA Stränge. Bei der long-patch-BER übernimmt ein Komplex 

aus RFC/PCNA-RNA, Polymerase delta (pol und Polymerase epsilon (pol  die 

Reparatursynthese und fügt mehrere Nukleotide in 3´-Richtung ausgehend ein. Der 

überstehende DNA-Strang wird von der FEN1-Endonuklease entfernt und die DNA-

Stränge durch DNA-Ligase I verbunden (Sancar et al., 2004). 
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1.4.1.2 Die Mismatch-Reparatur 

Die während einer Replikation auftretenden fehlerhaften Basenpaarungen sowie die 

häufig in Bereichen von Mikrosatelliten-Sequenzen entstehenden Deletionen und 

Insertionen werden von der Mismatch-Reparatur erkannt und repariert. Die falsche 

Basenpaarung wird durch das hMutS  Proteindimer (hMSH2/hMSH6) erkannt, 

während sogenannte „loops“ in Mikrosatelliten-Sequenzen durch das hMutS -

Proteindimer (hMSH2/hMSH3) detektiert werden. Der fehlerhafte Strang wird durch die 

Exonuklease 1 herausgeschnitten und es erfolgt eine Resynthese des entfernten DNA-

Abschnittes durch die Polymerasen  (delta) und (epsilon) (Hoeijmakers, 2001). Eine 

defekte Mismatch-Reparatur äußert sich in einer erhöhten Mutationsrate und einer 

ansteigenden Mikrosatelliteninstabilität, was die Krebsentstehung begünstigen kann. 

Zu den auftretenden Krebserkrankungen bei vererbten Defekten in der Mismatch-

Reparatur gehören Hereditärer Nonpolyposis Colorectal Cancer (HNCC), Muir-Torre 

Syndrom und Turcot Syndrom (Thoms et al., 2007b). 

 

 

1.4.1.3 Die Nukleotid-Exzisions-Reparatur (NER) 

Die Nukleotid-Exzisions-Reparatur entfernt vielfältige DNA-Läsionen, wie zum Beispiel 

durch UV-Strahlung induzierte Photoprodukte, durch Chemotherapeutika wie Cisplatin 

hervorgerufene Inter- und Intrastrangverbindungen, sowie auch unförmige 

Basenaddukte, die durch polyzyklische aromatische Hydrogenkarbone entstehen und 

unter anderem im Zigarettenrauch vorkommen (Friedberg et al., 2006; Thoms et al., 

2007b). Bei Ausfall der BER werden kleinere durch Alkylierung oder Oxidation 

entstehende Basenschäden ebenfalls von der NER repariert (Rybanska et al., 2003). 

Die NER wurde erstmals bei E. coli beschrieben (Sancar et al., 1988). Die 

Reparaturproteine Uvr A, Uvr B und Uvr C binden als Komplex an UV-induzierte CPD, 

eine Helikase entfernt acht Nukleotide und eine Polymerase synthetisiert den 

fehlerhaften DNA-Strang (Levin et al., 1991). 

 

Die NER ist ein Multienzymprozess, welcher DNA-Schäden in aufeinander folgenden 

Schritten sowohl im globalen Genom als auch in aktiv transkribierten Teilen des 

Genoms unabhängig des Zellzyklus entfernt (Shuck et al., 2008). Der Unterschied der 

beiden Reparaturwege liegt in der Schadenserkennung, welche bei der globalen 

Genomreparatur (GGR) vom Proteinkomplex XPC/hHR23B/Zentrin und durch XPE 

(DDB1-DDB2-containing E3-ubiquitin ligase complex) erfolgt (Fousteri et al., 2008). Bei 

der transkriptionsgekoppelten Reparatur (TCR) führt die Blockierung des RNA 

Polymerase II Komplexes (RNAPIIo) an der DNA-Läsion zur Rekrutierung der 
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Reparaturproteine CSA und CSB, welche die Reparaturkaskade initiieren (Fousteri et 

al., 2008). Die weiteren Schritte beider Reparaturwege sind identisch: Der TFIIH-

Komplex bindet an die geschädigte DNA und ermöglicht die Rekrutierung von XPA-

RPA, welche den Schaden verifizieren und die Einzelstrang-Region stabilisieren. 

Nachdem die Helikasen XPB und XPD den Doppelstrang öffnen, schneiden die 

Endonukleasen XPG und XPF-ERCC1 die DNA 3` und am 5`-Ende ein 24 bis 32 

Nukleotide langes DNA-Fragment heraus. Die Lücke wird durch die DNA-Polymerasen 

 und  aufgefüllt und durch die DNA-Ligase I oder DNA-Ligase III PCNA-abhängig 

geschlossen (Shuck et al., 2008). Die folgende Abbildung gibt eine 

zusammenfassende Übersicht beider Reparaturwege der NER. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
 
Abbildung 5: Schematische Darstellung der Globalen Genomreparatur (GGR) und der 
Transkriptionsgekoppelten Reparatur (TCR) (modifiziert nach Fousteri et al., 2008). 

 

 

Defekte in der NER äußern sich in den drei seltenen autosomal-rezessiv vererbten 

Syndromen Xeroderma Pigmentosum (XP), Cockayne Syndrom (CS) und die 

photosensitive Form der Trichothiodystrophie (TTD) (Kapitel 1.5). 

http://de.wikipedia.org/wiki/DNA-Ligase
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1.4.2 Reparatur durch Rekombination (Doppelstrangbruch-

Reparatur) 

 

Durch ionisierende Strahlung, freie Radikale, Chemotherapeutika sowie während der 

Replikation entstehen Doppelstrangbrüche, welche durch homologe Rekombination 

(HR) und nicht-homologe Endverknüpfung (NHEJ) repariert werden (Jackson, 2002). 

Die homologe Rekombination erfolgt bevorzugt in der späten S- und G2-Phase, da sie 

die homologe Sequenz des Partnerchromosoms benötigt. Die NHEJ findet vorwiegend 

in der G1- und frühen S-Phase statt und ist fehlerbehaftet, da die beiden DNA-Enden 

ohne eine zur Verfügung stehende Matrize wieder zusammengefügt werden. Um die 

Enden vor Abbau zu schützen, binden zuerst die Proteine Ku70 und Ku80 (Walker et 

al., 2001). Der Proteinkomplex MRE11-RAD50-NBS1 sowie Artemis und FEN1 

modifizieren die 3`-und 5`-Überhänge der Bruchstelle so, dass Insertionen oder 

Deletionen entstehen (Hopfner et al., 2001; D'Amours et al., 2002). Der XRCC4-DNA 

Ligase IV Komplex ligiert die beiden Enden (Wilson et al., 1997). Bei der homologen 

Rekombination werden mithilfe des Proteinkomplexes MRE11-RAD50-NBS1 ebenfalls 

Überhänge an den Bruchstellen erzeugt. Weitere Proteine, die an die Überhänge 

binden, sind RAD51, RAD52 und RPA (Thompson et al., 2002; Costanzo et al., 2004). 

Anschließend kommt es zur Stranginvasion in den DNA-Doppelstrang des 

Schwesterchromatids (West, 2003). In der Folge wird der fehlende DNA-Abschnitt 

synthetisiert und ligiert (Khanna et al., 2001). Eine Störung dieses Reparatursystems 

führt zu verschiedenen genetischen Krankheiten, von denen Ataxia telangiectasia  (AT) 

und Nijmegen-Breakage-Syndrom (NBS) am besten charakterisiert sind (Chun et al., 

2004). 

 

 

1.4.3 Die Transläsionale Synthese (TLS) 

 

Verbleibt ein DNA-Schaden trotz Reparaturmechanismen auf der DNA, blockiert er 

während der Replikation die Polymerase und es kommt zu einem Replikationsstopp, 

der im Zelltod resultieren würde. Um dies zu verhindern, hat die Zelle ein 

postreplikatorisches Reparatursystem (PRR = post replication repair) entwickelt, mit 

dessen Hilfe die DNA trotz Schadens korrekt repliziert werden kann und Mutationen an 

den Tochtersträngen der DNA verhindert werden. Man spricht in diesem 

Zusammenhang auch von Transläsionaler Synthese (TLS) (Masutani et al., 2000; 

Gratchev et al., 2003; Lehmann, 2005). Sie wird von speziellen Polymerasen 

ausgeführt, die zur Y-Familie gehören und den DNA-Schaden „überlesen“ (bypass) 

http://de.wikipedia.org/wiki/Nijmegen-Breakage-Syndrom
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können (Ohmori et al. 2001). Die Polymerase eta (pol η) ist dabei am besten 

untersucht worden (Yuasa et al., 2000). Sie kann über UV-induzierte CPD hinweg 

lesen und die korrekte Base (Adenin) am gegenüberliegenden Strang des Schadens 

einfügen (Yuasa et al., 2000;Gratchev et al., 2003). Bei der Transläsionalen Synthese 

wird die Replikationsgabel vor dem DNA-Schaden gestoppt, Rad18 bindet an den 

Einzelstrang und rekrutiert Rad16, welche zusammen PCNA mono-ubiquitinieren. 

PCNA und Rad18 rekrutieren Polymerase η an den Einzelstrang („polymerase switch“), 

welche die Polymerase  (delta) verdrängt und an ihrer Stelle die Replikation entlang 

des Schadens fortsetzt (Lehmann, 2005). Nachdem über den Schaden hinweg gelesen 

wurde, dissoziiert Polymerase η  vom Strang und Polymerase  setzt die Replikation 

fort.  

 

Das XPV-Gen ist auf dem Chromosom sechs lokalisiert, besteht aus 11 Exons (Exon 1 

ist dabei untranslatiert) und ist zum RAD30-Gen der Hefe homolog (Masutani et al., 

1999). Frameshift- oder Missense-Mutationen im XPV-Gen führen zur fehlerhaften TLS 

(Inui et al., 2008). XPV (Variante)-Patienten haben keine funktionsfähige pol η und 

durch den Einbau falscher Basen akkumulieren sie Mutationen, die durch fehlerhafte 

TLS anderer Polymerasen entstanden sind (Broughton et al., 2002). Da pol η UV-

induzierte CPD überlesen kann, besitzen XPV-Patienten eine erhöhte UV-Mutabilität 

und zeigen klinisch trotz funktionsfähiger NER die gleichen Symptome wie XP-

Patienten, die einen Defekt in der NER besitzen (Thoms et al., 2007b; Inui et al., 2008). 

 

 

1.5 NER-assoziierte Erkrankungen 

 

Eine defekte Nukleotid-Exzisions-Reparatur ist Ursache für die drei seltenen, 

autosomal-rezessiv vererbten Krankheiten Xeroderma Pigmentosum (XP), Cockayne 

Syndrom (CS) und die photosensitive Form der Trichothiodystrophie (TTD) (Kraemer et 

al., 2007). Klinische Symptome aller Patienten sind eine stark erhöhte 

Sonnenempfindlichkeit und Hyperpigmentierungen in UV-exponierter Haut (de Boer et 

al., 2000). Die Genotyp-Phänotyp-Korrelationen sind aufgrund der verschiedenen 

Mutationen in einem oder mehreren der 13 beteiligten Gene komplex, sodass man 

insgesamt 7 verschiedene klinische Entitäten unterscheidet (Abbildung 6) (Runger et 

al., 2008). Neben einer klinischen differenziellen Diagnose werden die Patienten vor 

allem auch molekulargenetisch untersucht (Emmert et al., 2009).  
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1.5.1 Xeroderma Pigmentosum (XP) 

 

Xeroderma Pigmentosum-Patienten besitzen im Gegensatz zu CS- und TTD- 

Patienten ein mehr als 1000-fach erhöhtes Risiko, Hautmalignome zu entwickeln 

(Bootsma et al., 2002). Ihre trockene, pergamentähnliche Haut weist in UV-exponierten 

Arealen sowohl Hyper- als auch Hypopigmentierungen auf, und bereits in der Kindheit 

entwickeln sie Plattenepithel- und Basalzellkarzinome sowie kutane Melanome 

(Kraemer et al., 1994; Bootsma et al., 2002). Entsprechend ihrer Gendefekte unterteilt 

man XP-Patienten in 7 XP-Komplementationsgruppen XPA bis XPG und in die XP-

Variante XPV (de Boer et al., 2000; Zhou et al., 2003). Das Krankheitsbild tritt auf, 

wenn Patienten homozygot, compound heterozygot oder hemizygot sind; heterozygote 

Träger gelten als gesund (Bootsma et al., 2002). Die Symptome variieren je nach 

Komplementationsgruppe sehr stark und hängen sowohl von der Art und Lokalisation 

der Mutation als auch von der Stärke des Funktionsverlustes ab (Bootsma et al., 2002). 

 

Darüber hinaus entwickeln ungefähr 20% aller betroffenen XP-Patienten neurologische 

Störungen wie Schwerhörigkeit, Verlust von Sehnenreflexen, und progredienter 

geistiger Verfall durch neuronale Degeneration (de Boer et al., 2000; Leibeling et al., 

2006; Emmert et al., 2006a). Diese Patienten fallen in die Komplementationsgruppen 

XPA, XPB, XPD oder XPG (Abbildung 6).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 6: NER-Defektsyndrome und ihre klinischen Entitäten (modifiziert nach Runger et al., 
2008): Unterschiedliche Gendefekte in einem Gen können in verschiedenen Krankheiten 
resultieren. Genmutationen in verschiedenen Genen können jedoch auch denselben Phänotyp 
auslösen. 
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Die Zuordnung in eine Komplementationsgruppe erfolgt anhand von Virus-

transformierten Lymphoblasten-Zelllinien oder primären bzw. Virus-transformierten 

Fibroblasten-Zelllinien, welche aus Blut- oder Hautzellproben generiert werden (XP-

Zelllinien) (Khan et al., 1998; Emmert et al., 2000). Da alle Zellen der XP-Patienten 

einen Defekt in der NER haben (Bootsma et al., 2002), können mit XP-Zellen 

funktionelle UV-Überlebenstests und DNA-Reparaturtests durchgeführt werden. XP-

Zellen zeigen hierbei eine schlechtere NER als normale Fibroblasten (Emmert et al., 

2002). Die Charakterisierung des Gendefektes erfolgt funktionell durch 

Komplementierung mit einem XP-Gen-kodierenden Reportergenplasmid (Kapitel 

2.2.1.8). So kann beispielsweise die Überexpression des XPA-Proteins in einer XPA-

Zelllinie den XPA-Defekt korrigieren und die NER erhöhen (Levy et al., 1995). Darüber 

hinaus werden die Patienten molekulargenetisch anhand Basensequenzanalysen, 

mRNA- und Proteinexpressionen charakterisiert.  

 

Xeroderma Pigmentosum dient als Modellerkrankung für die Entwicklung UV-

induzierter Hauttumore und trägt dazu bei, die molekularen Mechanismen der 

Hautkarzinogenese in der gesunden Normalbevölkerung zu verstehen (Thoms et al., 

2007b). Polymorphismen in XP-Genen können zu einer veränderten 

Krebssuszeptibilität in der Normalbevölkerung führen (Blankenburg et al., 2005). 

Modulatoren der NER-Fähigkeit könnten daher als Marker für ein individuelles 

Hautkrebsrisiko dienen und neue Optionen zur Diagnose und Therapie darstellen 

(Thoms et al., 2007b). 

 

 

1.5.2 Cockayne Syndrom (CS) 

 

Cockayne Syndrom (CS)-Patienten weisen kein erhöhtes Hautkrebsrisiko auf (Emmert 

et al., 2006a). Sie besitzen einen Defekt in der transkriptionsgekoppelten Reparatur 

(TCR), wohingegen die globale Genomreparatur (GGR) vollständig intakt ist. CPD-

Läsionen können von CS-Zellen nicht repariert werden, während die Reparatur von 6-

4PP vollständig funktionsfähig ist (Herouy et al., 2003; Thoms et al., 2007b). CS-

Patienten zeigen neben einer Sonnenempfindlichkeit der Haut viele schwere 

neurologische Störungen, die auf eine primäre Demyelinisierung von Neuronen und 

Verkalkung der Basalganglien zurückzuführen sind. Zu den klinischen Symptomen 

zählen Mikrozephalie, Minderwuchs, ein sogenanntes Vogelgesicht, motorische 

Störungen, Zahnkaries und deutliche vorzeitige Alterung (Rapin et al., 2000).  
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CS Patienten werden entsprechend der defekten Gene in die 

Komplementationsgruppen CSA und CSB eingeteilt (Christmann et al., 2003). Die 

beiden Proteine sind in der TCR involviert und interagieren vermutlich mit der 

Polymerase II, welche durch einen entstandenen DNA-Schaden gehemmt wird. 

Wahrscheinlich spielen sie ebenfalls eine Rolle bei der Wiederaufnahme der 

Replikation nach Eliminierung des DNA-Schadens durch die NER. Es ist derzeit noch 

nicht genau bekannt, wie die genetischen Defekte zu den klinischen Symptomen 

führen und warum CS-Patienten kein erhöhtes Hautkrebsrisiko aufweisen (de Boer et 

al., 2000; Leibeling et al., 2006). Patienten, welche sowohl Symptome von Xeroderma 

Pigmentosum als auch Cockayne Syndrome aufweisen, werden in die klinische Entität 

XP/CS eingeordnet. An dieser Entität zeigt sich deutlich die Polyphänie eines XP-

Gens, da diese Patienten Mutationen in den XP- Genen haben und neben XP auch 

Symptome von CS zeigen (Emmert et al., 2006b). 

 

 

1.5.3 Trichothiodystrophie (TTD) 

 

Die Hälfte der Trichothiodystrophie-Patienten weisen eine erhöhte Lichtempfindlichkeit 

der Haut auf, zeigt jedoch wie CS-Patienten kein erhöhtes Hautkrebsrisiko. TTD-Zellen 

sind nicht in der Lage CPD-Läsionen durch NER zu reparieren. Ein typisches Symptom 

sind kurze, brüchige Haare, verursacht durch einen geringen Gehalt an 

schwefelreichen Proteinen, welche den Haaren ihre natürliche Festigkeit geben (Itin et 

al., 2001). Die Haare weisen unter dem Polarisationsmikroskop ein typisches 

Tigerschwanzmuster auf. Weitere Symptome sind Verhornungsstörungen (Ichthyose) 

und Entzündungen der Haut (Erytheme) sowie herabgesetzte Fertilität. 

 

Gendefekte in XPB, XPD, TTD-A (TTD Komplementationsgruppe A) und TTDN1 (nicht-

photosensitive Trichothiodystrophie) verursachen das Krankheitsbild der TTD (Giglia-

Mari et al., 2004). Diese Gene gehören zum TFIIH-Komplex, welcher sowohl in der 

Transkription als auch in der NER eine Rolle spielt (de Boer et al., 2000). Die 

Einordnung von Patienten in die klinische Entität XP/TTD erfolgt aufgrund von 

Untersuchungen der Mutationen in XPB oder XPD, welche sowohl einen XP-Phänotyp 

als auch einen TTD-Phänotyp verursachen (Taylor et al., 1997). Bisher sind zwei 

Patienten beschrieben worden, die eine XP phänotypische Mutation und eine TTD 

phänotypische Mutation im XPD-Gen aufweisen (Broughton et al., 2001). Diese 

Untersuchungen zeigen, dass unterschiedliche Defekte in demselben Gen in 

verschiedene NER Defektssyndrome resultieren. XP-Symptome resultieren aus 
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Mutationen, welche die NER beeinflussen, während CS- und TTD-Symptome durch 

Mutationen verursacht werden, welche eher die Transkription beeinflussen (Lehmann, 

2001). 

 

 

1.6 Die XP-Proteine 

 

Alle XP-Gene kodieren für unterschiedliche Proteine, welche essentiell für die 

Nukleotid-Exzisions-Reparatur (NER) sind (Lindahl et al., 1999; Herouy et al., 2003). 

Darüber hinaus spielen sie auch in anderen Reparatur- und Zellzyklusprozessen eine 

Rolle (Sugasawa et al., 2001; Shuck et al., 2008). Im Folgenden wird eine Übersicht 

über die 7 XP-Proteine gegeben. 

 

 

Xeroderma Pigmentosum Gruppe A Protein (XPA) 

Das XPA Protein besteht aus 273 Aminosäuren und wird durch das XPA-Gen auf dem 

Chromosom neun durch sechs Exons kodiert (Tanaka et al., 1990). Das Protein hat 

eine Größe von 31 kDa (Miura et al., 1991). Die funktionelle Form von XPA ist ein 

Homodimer (Yang et al., 2002). Es bindet mit seiner C-terminal lokalisierten Zink-

Finger-Domäne zusammen mit RPA (Replikationsprotein A) als Heterotrimer an DNA-

Schäden, welche sowohl in transkriptionell aktiven Genen als auch in inaktiven 

Abschnitten des Genoms liegen (Li et al., 1995; Stigger et al., 1998; Yang et al., 2002). 

Daher ist XPA in beiden Reparaturwegen, TCR und GGR, beteiligt. Neben seiner Rolle 

als Schadenserkenner dient es vor allem auch als Schadensverifizierer und rekrutiert 

den Transkriptionsfaktorkomplex TFIIH (Nocentini et al., 1997; Volker et al., 2001). Des 

Weiteren katalysiert XPA die Dissoziation der CAK-Untereinheit (Cdk-aktivierender 

Kinasekomplex) des TFIIH-Komplexes (Coin et al., 2008). Diese CAK-Untereinheit 

bindet während der Transkription den TFIIH-Kern, dissoziiert allerdings bei der NER 

(Chen et al., 2003a). Somit zeigt XPA auch eine andere funktionelle Rolle in der NER. 

 

XP-Patienten, die einen Defekt im XPA-Gen aufweisen, sind komplett NER-defizient 

und entwickeln häufig schwerwiegende Symptome. Diese Patienten zeigen auf beiden 

Allelen Mutationen und exprimieren kein XPA-Protein (States et al., 1998). Bisher sind 

19 Mutationen im XPA-Gen identifiziert worden, die meisten liegen in Exon 3, 4 und 6 

und führen zu einer Trunkierung des Proteins (Mellon et al., 2002; Tanioka et al., 

2005). Darüber hinaus gibt es auch Nonsense- und Missense-Mutationen. Patienten 
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mit Spleißstellen-Mutationen oder Mutationen im Exon 6 exprimieren noch geringe 

XPA mRNA-Mengen und zeigen mildere Symptome. 

 

 

Xeroderma Pigmentosum Gruppe B Protein (XPB) 

Das XPB-Protein ist eine 3’–5’ Helikase aus 782 Aminosäuren und wird durch das 

XPB-Gen auf dem Chromosom zwei durch 15 Exons kodiert (Weeda et al., 1990). Das 

Protein hat ein Molekulargewicht von 89 kDa. Die Helikase ist Bestandteil des 

Transkriptionsfaktorkomplexes TFIIH und öffnet bei der GGR und TCR den DNA-

Doppelstrang (Schaeffer et al., 1993; Evans et al., 1997b). Überdies spielt XPB auch 

eine Rolle bei der Transkription, indem es die Promotorregion der zu synthetisierenden 

DNA öffnet (Holstege et al., 1996). Aufgrund der multiplen Funktionen des XPB-

Proteins äußert sich ein defektes XPB-Gen in einem breiten Krankheitsbild (Weeda et 

al., 1997). Ein XP-Phänotyp entsteht durch Mutationen, welche die NER beeinflussen, 

während CS- oder TTD-Patienten eher Mutationen aufweisen, welche die 

transkriptionelle Funktion des Proteins beeinflussen (Hwang et al., 1996). Weltweit gibt 

es nur sehr wenige XPB-Patienten, da es sich um ein essentielles Protein handelt (Oh 

et al., 2006). 

 

 

Xeroderma Pigmentosum Gruppe C Protein (XPC) 

Das auf dem Chromosom drei  lokalisierte XPC-Gen wird durch 16 Exons kodiert und 

bildet ein aus 940 Aminosäuren bestehendes Protein mit einem Molekulargewicht von 

125 kDa (Legerski et al., 1994; Masutani et al., 1994; Khan et al., 2002). Das XPC-

Protein bildet mit hHR23B und Zentrin einen Komplex und erkennt nur DNA-Schäden 

im Genom, die nicht transkriptionell aktiv sind. Es fungiert dabei als Initiator der GGR 

und rekrutiert die anderen NER-Proteine (Volker et al., 2001; Sugasawa et al., 2002). 

Darüber hinaus interagiert XPC auch mit der Thymin-DNA-Glycolase und kann die 

Aktivität von hOGG1 stimulieren und spielt somit auch eine Rolle in der BER von 

oxidativen DNA-Schäden (Shimizu et al., 2003; D'Errico et al., 2006). Die meisten XP-

Patienten lassen sich in die Komplementationsgruppe C einordnen. Die Patienten 

können Schäden im globalen Genom nicht reparieren, zeigen aber eine normale TCR. 

Neurologische Symptome sind selten, sie besitzen eine milde Sonnenempfindlichkeit, 

weisen starke Hyperpigmentierungen auf und entwickeln frühzeitig Hautkrebs (Khan et 

al., 1998).  
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Xeroderma Pigmentosum Gruppe D Protein (XPD) 

Das XPD-Protein besteht aus 760 Aminosäuren und wird durch das XPD-Gen auf dem 

Chromosom 19 durch 23 Exons kodiert (Weber et al., 1990; Sung et al., 1993). Das 

Protein hat eine Größe von 87 kDa (Armelini et al., 2005) und ist mit ihrer 5`-3` -

Helikaseaktivität Teil des Transkriptionsfaktors TFIIH. In entgegengesetzter Richtung 

zu XPB öffnet XPD den DNA-Strang und hat somit ebenfalls eine duale Rolle bei der 

NER und in der Transkription (Coin et al., 1998). Während allerdings für die NER die 

Helikaseaktivität essentiell ist, hat XPD bei der RNA Pol II Transkription eher eine 

strukturelle oder stimulatorische Funktion für die Ausbildung der TFIIH-Ringstruktur 

(Winkler et al., 2000). Das XPD Protein reguliert des Weiteren auch die Kinaseaktivität 

des CAK und verbindet ihn mit TFIIH (Chen et al., 2003a). 

 

Die durch Mutationen im XPD-Gen verursachten klinischen Symptome sind so komplex 

wie bei XPB-Patienten und resultieren dabei eher aus einer fehlerhaften Transkription 

als aus einer fehlerhaften NER (Broughton et al., 1995; Coin et al., 1998). Es gibt 

sechs verschiedene klinische Entitäten mit milden oder schwerwiegenden Symptomen 

von XP, TTD, und Kombinationen mit CS (Emmert et al., 2009). XPD-Mutationen in der 

DNA-DNA Helikase-Domäne verursachen XP oder XP/CS, während Mutationen in der 

DNA-RNA Helikase-Domäne zu Transkriptionsfehlern führen und TTD verursachen 

(Lehmann, 2001). 

 

 

Xeroderma Pigmentosum Gruppe E Protein (XPE) 

Das XPE-Protein ist ein Dimer aus einer 127 kDa DDB1-Untereinheit und einer 48 kDa 

DDB2-Untereinheit, welche beide auf dem Chromosom 11 kodiert werden (Dualan et 

al., 1995; Nichols et al., 1996). Das Heterodimer bindet an CPD in der globalen 

Genomreparatur und dient wie XPC als Schadenserkenner (Tang et al., 2000). DDB2 

wird durch UV-Strahlung und in Abhängigkeit von p53 aktiviert (Wakasugi et al., 2002; 

Tan et al., 2002a; Wang et al., 2004). In der transkriptionsgekoppelten Reparatur ist 

XPE nicht involviert (Hwang et al., 1999). XPE-Patienten weisen Mutationen im DDB2-

Gen auf, sie zeigen milde XP-Symptome und keine neurologischen Auffälligkeiten 

(Nichols et al., 1996). XPE-defiziente Zellen haben eine NER-Kapazität bis zu 60% von 

Normalzellen (Itoh et al., 2000).  
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Xeroderma Pigmentosum Gruppe F Protein (XPF) 

Das auf dem Chromosom 16  liegende XPF-Gen wird durch 16 Exons kodiert und 

bildet eine aus 916 Aminosäuren bestehende Endonuklease mit einem 

Molekulargewicht von 103 kDa (Liu et al., 1993). Das XPF-Protein bindet an ERCC1 

und schneidet in 5`-Richtung des DNA-Stranges, nachdem XPG in 3`-Richtung 

geschnitten hat (Brookman et al., 1996; Sijbers et al., 1996). In der Doppelstrangbruch-

Reparatur entfernt XPF DNA-crosslinks (Sancar et al., 2004). Die XPF-

Komplementationsgruppe ist selten, die meisten Patienten leben in Japan. Es gibt nur 

wenige Patienten mit Hautkrebs. Neurologische Auffälligkeiten treten, wenn überhaupt, 

im Erwachsenenalter auf (Matsumura et al., 1998).  

 

 

Xeroderma Pigmentosum Gruppe G Protein (XPG) 

Das XPG-Protein ist eine aus 1186 Aminosäuren bestehende Endonuklease und wird 

durch das XPG-Gen auf dem Chromosom 13 kodiert (Mudgett et al., 1990; Emmert et 

al., 2001). Das Protein hat ein Molekulargewicht von 133 kDa und schneidet den 

schadhaften DNA-Strang in Richtung 3` (O'Donovan et al., 1994). Dabei interagiert 

XPG mit RPA und TFIIH (Lee et al., 2003). Ferner stabilisiert XPG den 

Transkriptionsfaktorkomplex TFIIH und ist an der Regulation von Genexpressionen 

beteiligt (Ito et al., 2007). Das XPG-Protein spielt auch bei der Reparatur oxidativer 

DNA-Schäden eine Rolle (Cooper et al., 1997; Nouspikel et al., 1997). Bisher lassen 

sich 13 Patienten der XPG-Komplementationsgruppe zuordnen. Die klinischen 

Symptome sind vielfältig. Patienten mit Missense-Mutationen haben noch eine geringe 

Nukleaseaktivität und zeigen milde Symptome, während ein völliger Ausfall des XPG-

Proteins in XP/CS-phänotypischen Symptomen mit neurologischen Erkrankungen 

resultiert (Emmert et al., 2002; Lalle et al., 2002).  
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Folgende Tabelle gibt einen abschließenden Überblick über die an der NER-Kaskade 

beteiligten XP-Proteine mit ihren Untereinheiten bzw. Interaktionspartnern sowie ihren 

posttranslationalen Modifikationen. 

 

Tabelle 1: Die an der NER beteiligten XP-Proteine 

NER Faktor 
Untereinheit/ 

Interaktionspartner 
Aktivität 

Posttranslationale 

Modifikation 

XPA RPA Schadensverifizierung Phosphorylierung 

XPB TFIIH Helikase De-/Phosphorylierung 

XPC 
hHR23B 

Zentrin-2 
Schadenserkennung 

Ubiquitinylierung 

Sumoylierung 

XPD TFIIH Helikase  

XPE 
DDB1, DDB2 

E3-Ligase 
Schadenserkennung Ubiquitinylierung 

XPF ERCC1 3`-Endonuklease  

XPG  5`-Endonuklease  
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1.7 Zielsetzung 

 

Die Immunsuppressiva Cyclosporin A und Everolimus werden in der 

Transplantationsmedizin erfolgreich eingesetzt. Die Ursachen des stark erhöhten 

Hautkrebsrisikos bei Transplantationspatienten unter einer Cyclosporin A Therapie – 

nicht jedoch bei einer immunsuppressiven Therapie mit Everolimus – sind nach wie vor 

unklar, erinnern jedoch stark an das ebenfalls deutlich erhöhte Hautkrebsrisiko bei 

Xeroderma Pigmentosum (XP-) Patienten. Daher sollte in dieser Arbeit die 

molekulargenetische Wirkung von Cyclosporin A und Everolimus auf die DNA 

Reparatur untersucht werden. 

 

Ziel des ersten Teils dieser Arbeit war, die unterschiedliche Wirkung von Cyclosporin A 

und Everolimus auf die Reparatur UV-induzierter DNA-Schäden funktionell zu 

charakterisieren. Die funktionellen Untersuchungen erfolgten dabei an immortalisierten 

SV40-transfomierten Fibroblasten-Zelllinien und EBV-transformierten Lymphoblasten-

Zelllinien, Vertreter zweier wichtiger Gewebskompartimente (Blut und Haut). 

 

Die molekularen Zusammenhänge eines möglicherweise Cyclosporin A-spezifischen 

Effektes auf die Karzinogenese-Initiation sind bisher weitgehend unerforscht. Hinweise 

liefert die defekte Nukleotid-Exzisions-Reparatur bei XP-Patienten. Im zweiten Teil 

dieser Arbeit wurde daher der Einfluss von Cyclosporin A auf die Expression der XP-

Gene auf mRNA- und Protein-Ebene analysiert. Hierbei sollten die jeweiligen XP-Gene 

und -Proteine identifiziert werden, die durch Cyclosporin A differenziell exprimiert 

werden. 

 

Der dritte Teil dieser Arbeit untersuchte die funktionelle Bedeutung einzelner durch 

Cyclosporin A modulierte XP-Gene auf die Nukleotid-Exzisions-Reparatur. Ein 

möglicher Effekt von Cyclosporin A auf XP-Gene sollte mittels Protein-Überexpression 

von XPA, XPC und XPG in normalen und in XP-defizienten Fibroblasten-Zelllinien 

charakterisiert werden. 

 

Im abschließenden vierten Teil dieser Arbeit sollten die Signalwege einer Modulation 

der Nukleotid-Exzisions-Reparatur analysiert werden. Hierbei sollte geklärt werden, ob 

eine Cyclosporin A-induzierte Hemmung der NER durch die Phosphatase Calcineurin 

vermittelt und über den Transkriptionsfaktor CREB reguliert wird. 
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2. MATERIAL UND METHODEN 
2.1 Material 

2.1.1 Geräte und Verbrauchsmaterial 

 

Die in dieser Arbeit verwendeten Geräte sind in Tabelle 2 aufgezählt. Verwendete 

Verbrauchsmaterialien sind in Tabelle 3 aufgelistet. 

 

Tabelle 2: Geräte 

Gerät Hersteller 

Blotkammer Rettberg,Göttingen 

Brutschrank Modell 200  Memmert, Büchenbach 

CO2-Inkubator  Sanyo, München 

Du 640® Spectrophotometer  Beckmann, München 

Elektrophoresekammer  Biometra, Göttingen 

Elektroporationsgerät  Bio-Rad, München 

Geldokumentationsanlage Kamara/BioDoc 

Controller/UV-Tisch Fluo-Link 

Biometra, Göttingen 

Glomax ™ 96 Microplate Promega, Mannheim 

LAS 4000 Fujifilm, Düsseldorf 

Lightcycler  Roche, Mannheim 

Luminometer  Promega, Mannheim 

Megafuge 1,0, Model G25  Thermo Fisher Scientific, Schwerte 

Mikroskop Axiowert 100  Carl Zeiss, Oberkochen 

Mikrowelle Panasonic, Hamburg 

Minigelplatten (8,6 cm x 7,7cm x 0,75 mm)  Biometra, Göttingen 

Mini Rocking Platform  Biometra, Göttingen 

pH-Meter Schütt, Göttingen 

Röntgenfilm-EntwicklungsmaschineSRX 101A Konica Minolta, München 

Spektralphotometer Dynatech MR 5000  Dynatech, Denkendorf 

Sequenziergerät ABI Prism Model 310 Genetic 

Analyzer 

Applied Biosystems, Darmstadt 

Sorvall RC6+ Thermo Fisher Scientific, Schwerte 

Spannungsgerät Power Ease 500  Invitrogen, Karlsruhe 

Sterilbank Hera Safe  Thermo Fisher Scientific, Schwerte 

Thermomixer 5436  Eppendorf, Hamburg 

Thermotron Inkubationsschüttler Infors, Bottmingen  (Schweiz) 

T-Gradient Thermoblock  Biometra, Göttingen 

Tischzentrifuge 5415 C  Eppendorf, Hamburg 

UNO Thermoblock  Biometra, Göttingen 
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UVC 500 Ultraviolet Crosslinker  Amersham Bioscience, Freiburg 

Vibrofix VF1 Electronic  IKA Labortechnik, Staufen 

Video Monitor WV-BM 900  Panasonic, Hamburg 

Video Graphic Printer UP-890CE  Sony, Berlin 

Waage BP2100; MC1 Sartorius, Göttingen 

 

 

Tabelle 3: Verbrauchsmaterialien 

Verbrauchsmaterialien Hersteller 

Autoradiographie-Filmkassette RS Laborgeräte, Heidelberg 

Elektroporationsküvette Bio-Rad, München 

Gewebekulturschale 94/16 mm Greiner bio-one, Frickenhausen 

Gewebekulturplatte 6 well, 96 well Greiner bio-one, Frickenhausen 

Immuno 96 MicroWell™ Plate, medisorp Nunc, Wiesbaden 

Kryo-Röhrchen (2 mL) Greiner bio-one, Frickenhausen 

Lumi-Film Chemiluminescent Detection (ECL) Roche, Mannheim 

Multiply  -µStrip Pro 8er Kette Sarstedt, Nümbrecht-Rommelsdorf 

Neubauer-Zählkammer  Brand, Wertheim 

Nitrocellulose, 0.45µM Protran BA85 Whatman, Dassel 

Parafilm Brand, Wertheim 

Pasteurpipetten 230 mm Brand, Wertheim 

Pipette 10 ml Brand, Wertheim 

Pipetten sterile (2,5 ml, 10 ml) Eppendorf, Hamburg 

Pipettenspitzen (10 μl, 100 μl, 1000 μl) Sarstedt, Nümbrecht-Rommelsdorf 

Plastikröhrchen 3,5 ml Sarstedt, Nümbrecht-Rommelsdorf 

Polypropylen-Röhrchen sterile 15 ml, 50 ml Greiner bio-one, Frickenhausen 

Polystyrene-Röhrchen Becton-Dickinson,  

Reaktionsgefäße 0,2 mL steril, RNase frei Biozym, Hessisch Oldendorf 

Reaktionsgefäße 1,5 ml und 2 ml Eppendorf, Hamburg 

Schikanekolben, Glasflaschen Schott, Mainz 

Whatmann-Filterpapiere Whatmann, Dassel 

Zellkulturflaschen 25 cm², 75 cm
2
 und 175 cm² Greiner bio-one, Frickenhausen 

Zellkulturplatte 35/10 mm Becton-Dickinson, Heidelberg 

Zellschaber 25 cm Becton-Dickinson, Heidelberg 
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2.1.2 Chemikalien 

 

Tabelle 4 listet alle verwendeten Chemikalien auf. 

 

Tabelle 4: Chemikalien 

Chemikalien Hersteller 

Acrylamid/Bisacrylamid 40% Bio-Rad, München 

Agar Fluka Chemie, Neu-Ulm 

Agarose-Seakem® Cambrex, Oberhaching 

Ammoniumpersulfat Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

Ampicillin Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

-Mercaptoethanol Merck, Darmstadt 

Bidestilliertes Wasser (Bidest-Anlage) Sartorius, Göttingen 

Bradford Mix Roti®  Quant Roth, Karlsruhe 

Bromphenolblau Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

BSA Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

Calciumchlorid Merck, Darmstadt 

Calcium Ionophor A23187 Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

Cyclosporin A Alexis, Lörrach 

Coomassie Brilliant Blau R250 Serva, Heidelberg 

DEAE-Dextran GE Healthcare, München 

DEPC Invitrogen, Karlsruhe 

DMEM PAA, Cölbe 

DMSO Merck, Darmstadt 

DTT Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

dNTP-Mix (dATP, dTTP, dGTP, dCTP)  Fermentas, St. Leon-Rot 

EDTA  Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

EGTA Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

Essigsäure (100%) Merck, Darmstadt 

Everolimus Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

Ethanol 98% (p.a.) Merck, Darmstadt 

Ethidiumbromid (1%) Roth, Karlsruhe 

FBS Biochrom AG, Berlin 

Formamid Amaresco, Solon (USA) 

5 x Lysepuffer Promega, Mannheim 

Glutamin (200 mM) PAA, Cölbe 

Glycin Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

HCl Merck, Darmstadt 

Hefeextrakt Difco, Augsburg 

HEPES-Puffer Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
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Isopropanol Merck, Darmstadt 

KCl Merck, Darmstadt 

Ladepuffer (Loading Dye 5 x) Qiagen, Hilden 

Lipofectamin 2000 Invitrogen, Karlsruhe 

Magnesiumchlorid Merck, Darmstadt 

MEM PAA, Cölbe 

Methanol Mallinckrodt Baker, Griesheim 

NaCl Merck, Darmstadt 

Nonidet P40 Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

Opti-MEM Gibco Invitrogen, Karlsruhe 

Passive Lysis 5x Buffer Promega, Mannheim 

Penicillin-Streptomycin (100x) PAA, Cölbe 

PMSF Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

Ponceau S Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

Roti-Quant Roth, Karlsruhe 

RPMI-1640 Zellkulturmedium Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

Schwefelsäure Merck, Darmstadt 

SDS Roth, Karlsruhe 

TEMED Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

TFA Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

TMB Invitrogen, Karlsruhe 

Trypsin / EDTA  Biochrom AG, Berlin 

Tris-Base Merck, Darmstadt 

Trypanblau Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

Trypton Difco, Augsburg 

Tween 20 Merck, Darmstadt 

Tween 80 Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

 

 

2.1.3 Puffer und Lösungen 

 

Häufig verwendete Puffer und Lösungen sind in Tabelle 5 aufgelistet. 

 

Tabelle 5: Puffer und Lösungen 

Proteinbiochemie 

Isolierung von Cytosolprotein (Puffer I) 

 pH 7,9 

10 mM Hepes 

10 mM KCl 

0,1 mM EGTA 

0,1 mM EDTA 

1,0 mM DTT 
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Proteinbiochemie-Fortsetzung 

                                                                             0,05 mM PMSF 

 

Isolierung von Kernprotein (Puffer II) 

pH 7.9 

20 mM Hepes 

400 mM NaCl 

1 mM EGTA 

1 mM EDTA 

1 mM DTT 

0,05 mM PMSF 

  

Trenngelpuffer, pH 8,8 (Puffer A) 45,5 g Tris-HCl 

1,0 g SDS 

In 250 ml Aqua bidest 

  

Sammelgelpuffer, pH 6,8 (Puffer B) 15,1 g Tris-HCl 

1,0 g SDS 

In 250 ml Aqua bidest 

  

Elektrophoresepuffer, pH 8,3 

 

0,192 M Glycin 

0,025 M Tris-Base 

0,1% SDS 

In 2 L Aqua bidest 

 

Blotpuffer, pH 8,3 

 

0,192 M Glycin 

0,025 M Tris-Base 

In 800 ml Aqua bidest 

+ 200 ml Methanol 

  

Blocklösung (Invitrogen) 

 

14 ml Aqua bidest 

4 ml Blocker/Diluent (Teil A; “buffered saline 

solution”) 

2 ml Blocker/Diluent (Teil B; “Hammersten 

casein solution“) 

  

Waschpuffer (Invitrogen) 150 ml Aqua bidest 

10 ml Antibody Wash Solution  

  

ECL-Lösung (Invitrogen) 594 µl Chemiluminescence Substrate 

31,25 µl Substrate Enhancer 
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Proteinbiochemie-Fortsetzung 
 

Spaltpuffer, 3%ig pH 7,4 
 

 

30 mM Tris  

3% SDS 

15% Glycin 

0,04% Bromphenolblau 

direkt vor Gebrauch 10% ß-Mercaptoethanol 

hinzufügen 

  

Coomassie Proteinfärbelösung 

 

0,15% Coomassie Brilliant Blau R250 

50% MeOH 

10% Essigsäure  

Mit Aqua bidest auffüllen 

  

Coomassie Entfärbelösung 

 

10% MeOH  

10% Essigsäure  

Mit Aqua bidest auffüllen 

  

Ponceau S-Lösung Ponceau S 0,2%  

3% TFA 

  

Stripping-Puffer, pH 6,7 345 µl β-Mercaptoethanol 

10 ml 10%iges SDS 

39,655 ml Tris HCl (63mM) 

Sonstige Lösungen 
 

Ampicillin Stocklösung 
 

50 mg/ml Ampicillin 
In Aqua bidest steril filtrieren 

  

BSA 3% (w/v) in 1x PBS 0,3 g BSA 

In 10 ml 1x PBS steril filtriert 

  

Ladepuffer 0.5 M EDTA 

50% Glyzerol 

0,01% Bromphenolblau 

  

10 x PBS, pH 7,2 

 

1,5 M NaCl 

30 mM KCl 

80 mM Na2HPO4 x 2 H2O 

10 mM KH2PO4 

  

10 x TBE-Stammlösung, pH 8,3 

 

0,9 M Tris 

0,89 M Borsäure 
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Sonstige Lösungen-Fortsetzung 

 25 mM EDTA 

  

10 x TBS, pH 7,4 0,25 M Tris 

1,37 M NaCl 

50 mM KCl 

6 mM Na2HPO4 

  

S-TBS 50 ml 10 x TBS 

5 ml 100 X CaCl2 & MgCl2 

445 ml Aqua bidest 

  

Einfriermedium MEM, DMEM, oder RPMI 

40% FBS 

20% DMSO 

  

SOC-Medium SOB-Medium + 20 mM Glucose 

1% Hefeextrakt  

2% Casein  

10 mM NaCl 

2,5 mM KCl, 

10 mM MgCl2, 

10 mM MgSO4 

 

 

2.1.4 Gebrauchsfertige Reaktionssysteme 

 

Tabelle 6 listet die verwendeten Reaktionssysteme auf. 

 

Tabelle 6: Reaktionssysteme 

Reaktionssystem Hersteller 

AllPrep™ DNA/RNA Mini Kit Qiagen, Hilden 

  

BigDye Terminator Cycle Sequenzing Kit Applied Biosystems, Darmstadt 

  

CellTiter96® Non-Radioactive Cell 

Proliferation Assay 

Promega, Mannheim 

  

Dual-Luciferase® Reporter Assay System Promega, Mannheim 
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Reaktionssystem Hersteller 

Passive Lysis 5x Buffer Promega, Mannheim 

  

PureYield 
TM 

Plasmid Maxiprep System Promega, Mannheim 

  

QIAamp® DNA Blood Kit Qiagen, Hilden 

  

QIAgen®Plasmid Midi Kit Qiagen, Hilden 

  

QuantiTect® SYBR green PCR Kit Applied Biosystems, Darmstadt 

  

Revert Aid H Minus First strand c-DNA-

Synthese Kit 

Fermentas, St.Leon-Roth 

  

RNeasy Mini Kit Qiagen, Hilden 

  

WesternBreeze® Chemiluminescent Western 

Blot Immunodetection System 

Invitrogen, Karlsruhe 

 

  

WesternBreeze® Chromogenic Western Blot 

Immunodetection Kit 

Invitrogen, Karlsruhe 

 

 

 

2.1.5  Enzyme und Marker 

 

In Tabelle 7 sind alle verwendeten Enzyme aufgelistet. Häufig verwendete Marker gibt 

die Tabelle 8 an.  

 

Tabelle 7: Enzyme 

Enzyme Hersteller 

BamHI Promega, Mannheim 

EcoRI Fermentas, St. Leon-Roth 

HindIII Fermentas, St. Leon-Roth 

NcoI Fermentas, St. Leon-Roth 

XbaI Fermentas, St. Leon-Roth 

Taq-DNA-Polymerase USB Europe GmbH, Staufen 

Taq-DNA-Polymerase (recombinant) Fermentas, St. Leon-Roth 
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Tabelle 8: Marker 

Marker Hersteller 

Gene Ruler
TM

 100 bp DNA Ladder Plus Fermentas, St. Leon-Roth 

  

Gene Ruler 
TM

1 kb DNA Ladder Fermentas, St. Leon-Roth 

  

MagicMark 
TM

 XP Standard to Antibodies Invitrogen, Karlsruhe 

  

Precision Plus Protein™ Standards, Broad 

Range 

Bio-RAD, München 

 

 

2.1.6 Antikörper, Primer, Plasmide und RNAi 

 

Die Tabelle 9 listet die in dieser Arbeit verwendeten Primär- und Sekundärantikörper 

auf. 

 

Tabelle 9: Primär- und Sekundärantikörper 

Primärantikörper Verdünnung  
Katalog- 
nummer 

Hersteller 

XPA MmAb  1:1000 MC-340 

 

Kamiya Biomedicals, 
Seattle, WA, (USA) 

    

XPB RpAb 1:500 GTX70311 Biozol, Eching 

    

XPC MmAb 1:1000 Ab6264 Abcam, Cambridge (UK) 

    

XPD MmAb 1:500 Ab54676 Abcam, Cambridge (UK) 

    

DDB1 RpAb 1:1000 Ab21080 Abcam, Cambridge (UK) 

    

DDB2 MmAb 1:50 Ab51017 Abcam, Cambridge (UK) 

    

XPF RpAb 1:500 Ab73720 Abcam, Cambridge (UK) 

    

XPG RpAb 1:500 Ab64931 Abcam, Cambridge (UK) 

    

ß-Actin MmAb 1:5000 A-5316 Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

    

RCC1 MmAb 1:1000 610378 BDBiosciences, Heidelberg 
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Primärantikörper Verdünnung  
Katalog- 
nummer 

Hersteller 

Calcineurin RpAb 1:2000 Ab71149 Abcam, Cambridge (UK) 

    

64 M-2 (Anti 6-4PP MmAb) 1:2000 D195-1 MBL, Japan 

    

TDM-2 (Anti CPD MmAb) 1:2000 D194-1 MBL, Japan 

    

Sekundärantikörper 
Verdünnung  
 

Katalog- 
nummer 

Hersteller 
 

Biotin-F(ab`)2 Fragment Goat  

Anti-Mouse IgG (H+L) 
1:2000 62-6340 Invitrogen, Karlsruhe 

    

HRP-Streptavidin Conjugate 1:10000 43-4323 Invitrogen, Karlsruhe 

    

alkalische Phosphatase  

conjugated anti-mouse  

alkalische Phosphatase  

conjugated anti-rabbit 

Entnommen aus Western 

Breeze® Chemiluminescent 

bzw Chomogenic Western Blot 

Immunodetection System 

Invitrogen, Karlsruhe 
 

 

 

Tabelle 10 gibt die verwendeten Primer wider. 

 

Tabelle 10: Liste der Primer 

Gen Exon 
Länge 
bp 

Primer Anneal 

XPA 5,6 120 Hs_XPA_1_SG QuantiTect
®
 Primer Assay 57°C 

     

XPB 10,11 60 Hs_ERCC3_1_SG QuantiTect
®
 Primer Assay 55°C 

     

XPC 
11,12 112 Forward Primer 5’-3’    CGTGGACGGGAAGGTGC 

Reverse Primer 5’-3’    GGCCACGCGGTGTAGAT 

54°C 

     

XPD 12,13 63 Hs_ERCC2_1_SG QuantiTect
®
 Primer Assay 55°C 

     

DDB1 2,3 141 Hs_DDB1_1_SG QuantiTect
®
 Primer Assay 55°C 

     

DDB2 4,5 72 Hs_DDB2_1_SG QuantiTect
®
 Primer Assay 55°C 

     

XPF 2,3 118 Hs_ERCC4_1_SG QuantiTect
®
 Primer Assay 54°C 

     

XPG 3,4,5 98 Hs_ERCC5_1_SG QuantiTect® Primer Assay 49°C 
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Gen Exon 
Länge 
bp 

Primer Anneal 

 

GAPDH 
 

1,2,3 
 

119 
 

Hs_GAPDH_2_SG QuantiTect® Primer Assay 
 

55°C 
     

CREB wt 

CREB mut 

3 523 Forward Primer 5’-3’   

CAATGGGCAGACAGTTCAAGTC 

Reverse Primer 5’-3’   

GATCTGCTGTCCATCAGTGGTC 

62°C 

 

 

Die zur Transfektion verwendeten Plasmide und RNAi sind in Tabelle 11 aufgelistet. 

 

Tabelle 11: Liste der Plasmide und RNAi 

Name Menge Katalognummer / Hersteller / Bezug 
 

pCNA 
 

100-250 ng 
 

Überlassen von E. Oetjen, Molekulare Pharmakologie, 

Universität Göttingen (Oetjen et al. 2005) 

    

pCNB 100-250 ng Überlassen von E. Oetjen, Molekulare Pharmakologie, 

Universität Göttingen (Oetjen et al. 2005)   

   

pcmvLUC 125 ng Überlassen von M. Hedayati und L. Grossman, Johns 

Hopkins University, Baltimore, MD, USA  

    

pRL-CMV 125 ng E2261, Promega, Mannheim 

    

pXPA 125 ng Überlassen von Dr. K. H. Kraemer, NCI, Bethesda, MD, 

USA (Emmert et al. 2002) 

    

pXPC3 125-500 ng Überlassen von Dr. K. H. Kraemer, NCI, Bethesda, MD, 

USA (Emmert et al. 2002) 

    

pXPG 250 ng Überlassen von Dr. K. H. Kraemer, NCI, Bethesda, MD, 

USA (Emmert et al. 2002) 

    

pCREB 200 ng Überlassen von E. Oetjen, Molekulare Pharmakologie, 

Universität Göttingen (Oetjen et al. 2005) 

    

pCREBS133A 200 ng Überlassen von E. Oetjen, Molekulare Pharmakologie, 

Universität Göttingen (Oetjen et al. 2005) 

    

RNAi I 20-200 pmol PP3CaHSS108397(3_RNA), Invitrogen, Karlsruhe 
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Name Menge Katalognummer / Hersteller / Bezug 

RNAi II 20-200 pmol PP3CaHSS183012(3_RNA), Invitrogen, Karlsruhe 

    

Stealth 
TM

 RNAi 

Negative Control 

20 pmol 12935-300, Invitrogen, Karlsruhe 

 

 

2.1.7 Bakterienstämme, Zelllinien und Kulturmedien 

 

Folgende Tabelle 12 gibt die in dieser Arbeit verwendeten Bakterienstämme an. 

 

Tabelle 12: Verwendete Bakterienstämme 

E.coli Bakterienstamm Kulturmedium Bezug/ Referenz 
   

DH5   

MLB-100 

LB Medium (pH 7.0): 

10% Trypton (w/v) 

 5% Hefeextrakt (w/v) 

10% NaCl (w/v)  

50 μg/ml Ampicillin 

Für LB-Platten: 15 g/ l Agar 

Invitrogen 

Sambrook, 2001 

 

 

Die in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien sind in Tabelle 13 aufgelistet. 

 

Tabelle 13: Zelllinien 

Zelllinie Zellursprung 
Kulturmedium  
(= komplett) 

Bezug/ Referenz 

    

AG10107 EBV-transformierte 

Lymphoblasten 

RPMI-1640 

10% (v/v) FBS 

1% Glutamin 

1% Pen/Strep 

Coriell Cell 

Repositories, 

Camden, NJ, USA 

    

GM00637 SV40-transformierte 

Fibroblasten 

MEM 

10% (v/v) FBS 

1% Glutamin 

1% Pen/Strep 

Coriell Cell 

Repositories, 

Camden, NJ, USA 

XP2OS SV40-transfomierte  

XPA-defiziente 

Fibroblasten 

MEM 

10% (v/v) FBS 

1% Glutamin 

1% Pen/Strep 

Überlassen von Dr. K. 

H. Kraemer, NCI, 

Bethesda, MD, USA 

(Satoka et al., 1990) 
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Zelllinie Zellursprung 
Kulturmedium  
(= komplett) 

Bezug/ Referenz 

    

XP2OSpCAH19WS SV40-transfomierte 

XPA-defiziente 

Fibroblasten, stabil 

transfiziert mit XPA 

MEM 

10% (v/v) FBS 

1% Glutamin 

1% Pen/Strep 

 

Levy et al., 1995 

Dr. Kenneth H. 

Kraemer, NCI, 

Bethesda, MD, USA 

XP4PA-SV-EB 

SV40-transfomierte  

XPC-defiziente 

Fibroblasten 

DMEM 

10% (v/v) FBS 

1% Pen/Strep 

Dr. Kenneth H. 

Kraemer, NCI, 

Bethesda, MD, USA 

 

 

2.1.8 Datenbanken und Computerprogramme 

 

Folgende Datenbanken und Computerprogramme sind verwendet worden (Tabelle 14). 

 

Tabelle 14: Verwendete Datenbanken und Computerprogramme 

Datenbank / Computerprogramm Herkunft / Hersteller 
 

Adobe Photoshop 

 

Adobe Systems GmbH, München 

  

BioLinx 2.0 Dynatech Laboratories, Denkendorf 

  

DNA Sequencing Analysis Version 5.2 Applied Biosystems, Darmstadt 

  

LightCycler LCDA Version 3.5.28 Roche, Mannheim 

  

Multi Gauge Fujifilm, Düsseldorf 

  

NCBI (National Center for Biotechnology 

Information) Datenbank 

NCBI, Bethesda, USA www.ncbi.nlm.nih.gov 

  

SigmaPlot 9.0 Systat.Software GmbH, Erkrath 
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2.2 Methoden 

2.2.1 Zellkultur- und Transfektionsmethoden 

2.2.1.1 Kultivierung humaner Zelllinien 

Die Kultivierung humaner Lymphoblasten und Fibroblasten erfolgte stets unter sterilen 

Bedingungen mit autoklavierten oder sterilisierten Materialien und Lösungen. Die 

Zellen wurden je nach benötigter Zellmenge in 25 cm², 75 cm² oder 175 cm² 

Zellkulturflaschen mit Belüftungskappen in einem 37°C und 5% CO2-befeuchtenden 

Inkubator kultiviert. Der Zustand der jeweiligen Zelllinien wurde regelmäßig 

mikroskopisch kontrolliert und je nach Proliferationsrate und Stoffwechselaktivität 

wurde das Medium alle zwei bis sechs Tage gewechselt. Waren Fibroblastenzellen 

konfluent, wurden sie passagiert und in größeren oder mehreren Zellkulturflaschen neu 

ausgesät. Dazu wurde unter der Sterilbank das Medium von den Zellen abgenommen 

und restliches Medium durch einmaliges Waschen mit 10 ml 1x PBS entfernt. Um die 

adhärent-wachsenden Fibroblasten in Suspension zu bringen, wurden sie für 5 min in 4 

ml Trypsin / EDTA inkubiert. Das Ablösen der Zellen vom Boden der Zellkulturflasche 

wurde durch Zugabe von 10 ml komplettem Medium gestoppt, da das enthaltene FBS 

das agierende Trypsin sättigt. Anschließend wurden die Zellen durch Zentrifugation bei 

188 x g für 10 min pelletiert, in frischem Medium resuspendiert und in neue 

Zellkulturflaschen umgesetzt. Die in Suspension wachsenden Lymphoblasten wurden 

durch Teilung auf mehrere Flaschen und anschließend mit frischem Medium 

ausgedünnt.  

 

 

2.2.1.2 Kryokonservierung und Revitalisierung 

Zur langfristigen Lagerung der Zelllinien wurden Stammkulturen hergestellt und in 

flüssigem Stickstoff gelagert. In 0,5 ml inkomplettem Medium wurden 1 x 106 

Fibroblastenzellen bzw. 1x107 Lymphoblastenzellen mit je 0,5 ml Einfriermedium in 

einem Kryo-Röhrchen vermischt und sofort in ein Isopropanol-gefülltes Gefriergefäß 

überführt. So wurden die Zellen schonend mit einer Rate von 1°C/min heruntergekühlt 

und konnten – nachdem sie für 24 h bei -80°C eingefroren worden sind – anschließend 

in flüssigem Stickstoff überführt werden. Zur Revitalisierung wurde die Kryokultur zügig 

im 37°C Wasserbad aufgetaut, in 5 ml komplettem Medium überführt und für 5 min bei 

188 x g abzentrifugiert. Die pelletierten Zellen wurden in frischem Medium 

resuspendiert, in eine 75 cm² Zellkulturflasche überführt und unter den 

Standardbedingungen kultiviert. Die XP-defizienten Zelllinien wurden aufgrund ihres 

langsameren Wachstums in 25 cm² Zellkulturflaschen herangezogen. 
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2.2.1.3 Behandlung und Stimulation der Zellen 

Bei allen Zellkulturexperimenten wurden die Zellen vor der eigentlichen Durchführung 

des Experimentes bereits für 24 h in Medium mit oder ohne Immunsuppressiva 

inkubiert. GM00637 Fibroblasten und AG10107 Lymphoblasten wurden unter Zusatz 

von Cyclosporin A und Everolimus inkubiert, während die Inkubation der XP-

defizienten Zelllinien nur unter Zusatz von Cyclosporin A stattfand. Dem Medium der 

GM00637 Fibroblasten wurde für Versuche zur NER und CREB-vermittelten 

Transkription (Kapitel 3.4) außerdem noch das Calcium-Ionophor A23187 zugegeben, 

welches den intrazellulären Ca2+-Spiegel erhöhen sollte.  

 

Cyclosporin A wurde in einer Stammlösung von 830 µM angesetzt. Dazu wurde das 

Pulver abgewogen und in 0,1 mg/ml Ethanol sowie 0,02 mg/ml Tween 80 unter 

ausgiebigem Schütteln auf einem Schüttelinkubator gelöst. Anschließend wurde 

inkomplettes Medium bis zu einer Gesamtkonzentration für 1 mg/ml zugetropft. Die so 

erhaltene Stammlösung wurde steril filtriert und lichtgeschützt bei -20°C gelagert. Die 

Endkonzentrationen (0,5 nM – 1,5 µM) in Zellkulturexperimenten wurden direkt vor 

einem Experiment durch Verdünnung in den entsprechenden kompletten Medien 

angesetzt. 

Zur Herstellung einer 10 mM Everolimus Stammlösung wurden 2,5 mg des Pulvers in 

261 µl Ethanol gelöst und dann mittels inkompletten Medium auf eine Konzentration 

von 1 mM verdünnt. Diese Stammlösung wurde ebenfalls lichtgeschützt bei -20°C 

aufbewahrt und kurz vor den Zellkulturexperimenten mit den entsprechenden Medien 

auf Endkonzentrationen von 2,5 nM bis 30 µM verdünnt. 

Für eine 1 mM Calcium-Ionophor A23187 Stammlösung wurde 1 mg A23187 in 191 µl 

Ethanol gelöst, ausgiebig geschüttelt und anschließend 1,719 ml inkomplettes Medium 

dazu pipettiert. Nach ausgiebigem Schütteln wurde diese Stammlösung lichtgeschützt 

bei 4°C aufbewahrt. GM00637 Fibroblasten wurden mit dem Calcium-Ionophor nicht 

vorinkubiert, sondern erst nach Transfektion stimuliert. 

 

 

2.2.1.4 Zellzahlbestimmung 

Zur Zellzahlbestimmung wurden Neubauer-Zählkammern verwendet (0,0025 mm2 x 

0,1 mm), bei denen sich die Zellzahl pro ml bei bekanntem Volumen der Zählkammer 

ermitteln lässt. Bei dieser Bestimmung wurden 10 µl der Zellsuspension mit 90 µl 

Trypanblau vermischt und davon 10 µl auf die Kammer pipettiert. Die lebenden Zellen 

verblieben ungefärbt und konnten mittels Mikroskop in vier Großquadraten ausgezählt 

werden. Tote Zellen färbten sich blau, da Trypanblau durch defekte Zellmembranen ins 
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Absorptionsmessung 
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Cytosol eindringen und dort die Zellproteine binden kann. Die Zellzahl pro ml 

berechnete sich nach folgender Formel: Zellen x 10 x 2500. 

 

 

2.2.1.5 UV-Überlebenstest (Post-UV cell survival) 

Um die Sensitivität einer Zelllinie gegenüber UV-Licht und bestimmten 

Immunsuppressiva messen zu können, wurden UV-Überlebenstests durchgeführt, 

welche mittels dem CellTiter96® Non-Radioactive Cell Proliferation Assay gemessen 

worden sind. Dieser Test bestimmt die Proliferationsrate der Zellen in einer Zellkultur 

nach Behandlung mit UV oder Inkubation mit bestimmten Substanzen anhand der 

Aktivität mitochondrialer Dehydrogenasen. Die mitochondriale Succinatdehydrogenase 

metabolisch aktiver Zellen wandelt das wasserlösliche Tetrazoliumsalz 3-(4,5- 

Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-tetrazoliumbromid (MTT) in ein blaues Formazansalz 

um. Nach Zugabe einer Stopplösung wird die Intensität der Formazanlösung 

photometrisch bei einer Wellenlänge von 550 nm bestimmt. Das Verhältnis der Menge 

der Formazan-Bildung in UV- und immunsuppressiv-behandelten Zellen zur Menge der 

Formazan-Bildung in unbehandelten Zellen, angegeben in Prozent, ermöglicht somit 

eine Aussage über die Vitalität der Zellen bzw. Zytotoxizität der 

Inkubationssubstanzen. 

 

 

 
 
 
 
 
 

Abbildung 7: Schematische Darstellung des UV-Überlebenstests 

 

 

Der Test wurde an GM00637 Fibroblasten und AG10107 Lymphoblasten durchgeführt. 

Dazu wurden je 4000 GM00637 Fibroblasten in eine 96well-Platte in 100 µl des 

entsprechenden Kulturmediums mit oder ohne Immunsuppressiva in verschiedenen 

Endkonzentrationen ausgesät und über Nacht inkubiert. Am nächsten Tag wurde das 

Medium entfernt, die Zellen mit 1x PBS gewaschen und mit verschiedenen UVC-Dosen 

(10-50 J/m²) in einem Ultraviolett Crosslinker mit 254 nm UVC-Röhren bestrahlt.  

AG10107 Lymphoblasten wurden in 75 cm² Zellkulturflaschen über Nacht mit oder 

ohne Immunsuppressiva inkubiert, am nächsten Tag herunter zentrifugiert und je 7000 

Zellen in einem Volumen von 50 µl 1x PBS in eine 96well-Platte pipettiert. Dann wurde 

mit 10 bis 70 J/m² UVC bestrahlt. Anschließend sind die GM00637 Fibroblasten und 
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AG10107 Lymphoblasten mit 100 µl frischem Medium mit oder ohne 

Immunsuppressiva für 48 h inkubiert worden. Nach dieser Inkubationszeit wurde pro 

well 15 µl Dye-Solution zu den Zellen gegeben und die Platte für 4 h im Inkubator 

gelagert. Die Reduktion von MTT zu blauem Formazan wurde durch Zugabe von 100 

µl Stopp-Solution beendet. Zur vollständigen Zelllyse wurde die Platte über Nacht 

lichtgeschützt gelagert. Anschließend erfolgte die colorimetrische Bestimmung des 

Formazan im Photometer (Dynatech MR 5000, siehe Tab. 2). Mithilfe der Software 

BioLynx 2,0 wurde die Absorption quantitativ ausgewertet. Als Leerwert wurden 

Medium-gefüllte wells ohne Zellen eingesetzt. Das UV-Überleben der Zellen (Post-UV 

cell survival) errechnete sich aus dem Verhältnis des Überlebens bestrahlter Zellen 

relativ zum Zellüberleben unbestrahlter Zellen. 

 

 

2.2.1.6 Transiente Transfektion von Lymphoblasten 

Unter einer transienten Transfektion versteht man das Einschleusen von Fremd-DNA, 

meist in Form eines ringförmigen Plasmides, in eukaryotische Zellen. Anschließend 

exprimieren die Zellen vorübergehend die auf der DNA kodierten Gene. Im Gegensatz 

zur stabilen Transfektion wird die DNA nicht in das Genom integriert. Als 

„Reportergene“ werden Luciferase, β-Galaktosidase, Chloramphenicol-

Acetyltransferase oder GFP verwendet. Die zu transfizierenden Plasmide sind Tabelle 

11 zu entnehmen. 

 

AG10107 Lymphoblasten wurden mit der DEAE-Dextran-Methode transfiziert. 

(modifiziert nach Sambrook, 2001). Bei diesem Verfahren lagert sich DNA an das 

Polykation DEAE-Dextran an und bildet ein Polykation-DNA-Kopräzipitat. Dieser 

Komplex wird dem Kulturmedium von Suspensionszellen zugegeben, welche ihn durch 

Endozytose aufnehmen. Bei der nächsten Zellteilung schließlich gelangt die DNA in 

den Zellkern und es schließen sich Transkriptions- sowie Translationsprozesse an. 

 

Für den Versuch wurden die 24 h vorinkubierten Zellen aus einer 75 cm² 

Zellkulturflasche für 10 min bei 188 x g zentrifugiert und das abgezogene Medium 

aufbewahrt („konditioniertes Medium“). Die Zellen wurden anschließend mit S-TBS 

gewaschen, erneut bei 188 x g für 10 min zentrifugiert und je 2 x 106 Zellen in einem 

Volumen von 200 µl S-TBS in Polystyrene Röhrchen überführt. In den Polystyrenen 

Röhrchen wurde zuvor der Plasmid-DEAE-Dextran-Mix pipettiert (siehe Tabelle 15). 

Nach Zugabe der Zellsuspension wurde das Polystyrene Röhrchen rasch ca. 4 sec 

gevortext und dann für 15 min im Inkubator gelagert. Diese „Transfektionszeit“ wurde 
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mit je 1 ml konditioniertem Medium unter vortexen beendet. Es folgte ein 

Zentrifugationsschritt bei 188 x g und 10 min. Danach wurde das Medium vorsichtig 

abgesaugt und das Zellpellet in je 2 ml konditioniertem und frischem Medium mit oder 

ohne Immunsuppressiva im Verhältnis 1:1 resuspendiert. Die transfizierten Zellen 

wurden für 48 h im Brutschrank inkubiert. 

 

Tabelle 15: Plasmid-DEAE-Dextran-Mix 

Plasmid-DNA-Konzentration Pipettierschema für 1 Ansatz 

0 ng Plasmid: 0 µl 

DEAE-Dextran (2mg/ml): 12,5 µl 

S-TBS: 37,5 µl 

125 ng pcmvLUC 

125 ng pRL-CMV 

pcmvLUC: 2,5 µl 

pRL-CMV: 2,5 µl 

DEAE-Dextran ( 2mg/ml): 12,5 µl 

S-TBS: 32,5 µl 

 

 

2.2.1.7 Transiente Transfektion von Fibroblasten 

Die in dieser Arbeit verwendeten Fibroblasten wurden mit Lipofectamin transfiziert. Bei 

diesem Prinzip bildet sich ein Präzipitat aus Nukleinsäuren und kationischen Lipiden. 

Dieser Nukleinsäure-Liposomen-Komplex wird ähnlich wie DEAE-Dextran durch 

Endozytose aufgenommen. Zur Transfektion wurden die Zellen am Vortag in einer 

Zelldichte von 1,5 x 105 Zellen in 6well-Gewebekulturplatten im entsprechenden 

Medium mit oder ohne Immunsuppressiva ausgesät. Am nächsten Tag  wurde das 

Medium abgezogen und die Zellen einmal mit je 2 ml Opti-MEM gewaschen. Der 

Nukleinsäure-Lipofectamin-Mix wurde ähnlich der Protokollvorlage des Lipofectamin 

2000 Transfection System in Polystyrene Röhrchen pipettiert. Folgende Änderungen 

des Pipettierschemas wurden gemacht: je Transfektionsansatz wurde ein Gemisch A 

aus 2 µl Lipofectamin in 750 µl Opti-MEM für 5 min inkubiert. Ein Gemisch B enthält die 

zu transfizierende Nukleinsäuremenge in 250 µl Opti-MEM (siehe Tabelle 11). Diese 

beiden Gemische wurden nach 5 min vereinigt und zur Präzipitatbildung für 30 min bei 

RT inkubiert. Je 1 ml des Nukleinsäure-Lipofectamin-Mixes wurde dann in die wells 

pipettiert und die Platten für 5 h in den Inkubator gestellt. Nach der Inkubationszeit 

wurde der Nukleinsäure-Lipofectamin-Mix wieder entfernt, die Zellen mit 2 ml frischem 

Kulturmedium mit oder ohne Immunsuppressiva überschichtet und für 48 h im 

Brutschrank inkubiert. 
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2.2.1.8 Der Wirts-Zell-Reaktivierungsassay zur Messung der NER 

Die Messung der zellulären DNA-Reparaturfähigkeit erfolgte anhand des Wirts-Zell-

Reaktivierungsassays. Mithilfe dieses Assays wurde quantitativ die Nukleotid-

Exzisions-Reparatur von Wirtszellen untersucht, welche zuvor verschiedenen 

Substanzen ausgesetzt waren. Dieser sensitive und spezifische Assay basiert auf 

folgendem Prinzip (Abbildung 8): Ein nicht-replizierendes Plasmid (pcmvLUC), welches 

ein Firefly-Luciferase-Reportergen trägt, wird in-vitro mit 1000 J/m² UVC bestrahlt, 

sodass sich innerhalb des Plasmides UV-induzierte DNA-Schäden, die Cyclobutan-

Pyrimidin-Dimere (CPD) und Pyrimidin-6-4-Pyrimidon Photoprodukte (6-4PP), mit einer 

Ratio von 3:1 bilden. Es ist bekannt, dass 56 J/m2 UVC 1 Cyclobutan-Pyrimidin-Dimer 

pro ~900 bp generiert (Protic-Sabljic et al., 1985). Innerhalb des Luciferase Reporter 

Gens (1656 bp) würden sich bei einem 1000 J/m² bestrahlten Plasmides insgesamt ca. 

32 CPD bilden.  

 

Die zu untersuchende Zellreihe wird mit dem Plasmid transfiziert und nach zwei Tagen 

Prozessierung in der Wirtszelle die Aktivität der exprimierten Firefly-Luciferase im 

Zelllysat in einem Luminometer gemessen. Nur ein innerhalb des Luciferase-

Reportergens vollständig repariertes Plasmid führt zur Expression des Luciferase-

Proteins (Qiao et al., 2002). Verbleibt ein unrepariertes Photoprodukt auf dem Plasmid, 

kann das Reportergen nicht exprimiert werden. Die Menge an exprimierter Firefly 

Luciferase spiegelt die Reparaturfähigkeit der Wirtszellen wider und berechnete sich 

aus dem Verhältnis der Luciferaseaktivität des UVC-bestrahlten Plasmides relativ zur 

Luciferaseaktivität des nicht UVC-bestrahlten Plasmides. Zur Normalisierung der 

gemessenen Firefly-Luciferase-Aktivtät wurde außerdem ein Plasmid kotransfiziert, 

welches ein Reportergen für die Renilla-Luciferase enthält. Die Aktivität der Renilla-

Luciferase lässt sich im Luminometer unabhängig von der Firefly-Luciferase 

bestimmen. Sie dient als interne Kontrolle zur Normalisierung der gemessenen Firefly-

Luciferase-Aktivtät. Aufgrund der Kotransfektion des Renilla-Luciferase-Plasmides 

können zum Beispiel unspezifisch toxische Effekte der verwendeten Substanzen auf 

die Zellen erkannt und ausgeschlossen werden. 
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Abbildung 8: Schematische Darstellung des Wirts-Zell-Reaktivierungsassay 

 

 

Zusätzlich können neben der Transfektion von pcmvLUC und pRL-CMV auch weitere 

Expressionsplasmide oder RNAi kotransfiziert werden (Abbildung 8, grau pX), welche 

entweder ein Protein überexprimieren oder herunterregulieren (Tabelle 11). Diese 

Versuche dienten zum einen der Komplementierung von defizienten XP-Zelllinien, zum 

anderen wurde die Wirkung von Cyclosporin A auf diese Proteine untersucht. 

 

Für eine Messung der zellulären NER wurden 48 h nach der Transfektion die Zellen 

wie folgt vorbereitet: Die Lymphoblasten wurden für 10 min bei 188 x g zentrifugiert, 

das Medium abgesaugt und die Zellen mit 1x PBS gewaschen. Dann wurde erneut 

zentrifugiert, das PBS vorsichtig abgesaugt und die Zellen in je 200 µl Lysepuffer für 30 

min bei RT inkubiert. Die Zellsuspension wurde anschließend in ein Eppendorf-

Reaktionsgefäß überführt und für 5 min bei 1300 x g zentrifugiert. Bei transfizierten 

Fibroblasten wurde das Medium von den Platten gesaugt, einmal mit 1x PBS 

gewaschen und die Zellen ebenfalls mit je 200 µl Lysepuffer inkubiert. Mit Hilfe eines 

Zellschabers wurden restliche Zellen abgelöst und die Suspension für den 

Zentrifugationsschritt ebenfalls in ein Eppendorf-Reaktionsgefäß überführt. Der 

Überstand enthielt die zytosolischen Proteine, mit denen die Bestimmung der 

Luciferase-Aktivitäten im Luminometer erfolgen konnte. Die für die Messungen 

benötigten Lösungen (Beetle Luciferin für Firefly Luciferase; Coelenterazin für Renilla 

Luciferase) wurden dem Dual-Luciferase® Reporter Assay System der Firma Promega 

entnommen und die Messungen nach Anleitung des Herstellers durchgeführt.  

 

Beide Luciferase-Enzyme oxidieren ihr jeweiliges Substrat, das Luciferin, wobei als 

Nebenprodukt Energie in Form von Licht entsteht (Tabelle 16). Die Firefly-Luciferase 

benötigt zusätzlich ATP und Mg2+ und es entstehen AMP, PPi, und CO2.  

 

 Lumineszenz  

1000 J/m² 
UVC 

    
  

DNA-Reparatur 

48h Inkubation 

pcmvLUC 

  

pRL-CMV 

+ 

+ 

  

pX Transfektion 
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Tabelle 16: Luciferinreaktion 

Substrat Enzym Produkte 

Beetle Luciferin  

+ATP + Mg2++ O2 

Firefly Luciferase Oxyluciferin + AMP + PPi + CO2 + Licht 

   

Coelenterazine 

+ O2 

Renilla Luciferase Coelenteramide + CO2 + Licht 

 

 

Die Lichtemission ist proportional zu der eingesetzten Luciferase-Menge und kann im 

Luminometer quantifiziert werden. Die gemessenen Werte wurden als relative 

Lichteinheiten (RLU) dargestellt. Als Leerwert wurden RLU von Wells ohne Zelllysat 

gemessen. 

 

 

2.2.1.9 Kultivierung von Bakterien 

Die Anzucht von Bakterien erfolgte in LB-Medium, welches in Aqua bidest angesetzt, 

autoklaviert und nach dem Abkühlen mit dem entsprechenden Antibiotikum zur 

Selektion versetzt wurde. Fertiges LB-Medium wurde bei RT aufbewahrt. Zur 

Herstellung von Agarplatten wurde das LB-Medium mit 15 g Agar pro Liter Medium 

versetzt, autoklaviert, nach dem Abkühlen mit Antibiotika versetzt und unter sterilen 

Bedingungen in Gewebekulturschalen gegossen. Die fest gewordenen Agarplatten 

wurden bei 4°C gelagert. 

 

Die Anzucht von Bakterien auf einer Agarplatte erfolgte nach einer Transformation 

(Kapitel 2.2.1.10). Die transformierten Bakterien wurden auf eine Agarplatte pipettiert 

und mit gebogenen Glas-Pasteurpipetten ausgestrichen. Die Platten wurden über 

Nacht im Brutschrank bei 37°C inkubiert. Am nächsten Tag wurden die 

Bakterienkolonien entweder für eine Vorkultur weiter verwendet oder die Platten mit 

Parafilm verschlossen im Kühlschrank bei 4°C gelagert. Zur Herstellung einer 

Bakteriensuspension wurden in sterilen 15 ml Röhrchen 5 ml LB-Medium mit einer 

Bakterienkolonie von einer Agarplatte versetzt und im Inkubationsschüttler bei 37°C für 

8 h bei 180 U/min geschüttelt. Die leichte Schrägstellung (~40°) diente der besseren 

Sauerstoffversorgung der Bakterien. Diese Vorkultur wurde anschließend im Schikane-

Kolben mit 200 ml LB-Medium über Nacht im Inkubationsschüttler weiter kultiviert 

(Hauptkultur).  
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2.2.1.10 Transformationsmethoden in E. coli 

Kompetente MLB-100 Bakterien wurden nach einem Protokoll von Sambrook (2001) 

hergestellt, sodass sie für die Elektroporation verwendet werden konnten. Dabei 

wurden die Zellen für ca. 5 msec einem elektrischen Impuls ausgesetzt, der 

mikroskopisch kleine Poren in der Zellmembran verursacht, wodurch die DNA in die 

Zelle gelangen kann. Um eine hohe Effizienz der Elektroporation zu erzielen, war 

besonders darauf zu achten, dass die Temperatur der kompetenten Bakterien nicht 

mehr als 4°C betrug. Für die Transformation wurde ein Aliquot (80 µl) der Bakterien auf 

Eis aufgetaut, mit 50 ng Plasmid-DNA vermischt und durch ein kurzes Auf- und 

Abpipettieren in der Bakterienlösung verteilt. Das Gemisch wurde in eine vorgekühlte 

sterile Elektroporationsküvette überführt und sofort die Elektroporation (2500 kV, 25 μF 

und 200 Ω) in einem Elektroporationsgerät durchgeführt. Der gesamte Inhalt der 

Küvette wurde in 900 μl SOC-Medium (Tabelle 5) aufgenommen und im 

Inkubationsschüttler bei 37°C für 1 h bei 110 U/min inkubiert. Danach wurden 100 bis 

300 µl auf eine Agar-Platte ausplattiert (Siehe Kapitel 2.2.1.9) 

 

Kompetente DH5  Bakterien wurden mit der Hitzeschock-Methode transformiert. Dafür 

wurden 80 µl auf Eis aufgetaute Bakterien mit Plasmid-DNA vermischt, kurz gevortext 

und abzentrifugiert, und das Gemisch für 30 min auf Eis gelagert. Dann erfolgte der 

Hitzeschock: auf einem Termomixer wurden die Bakterien für 1 min bei 42°C inkubiert, 

danach für 2  min auf Eis gestellt und anschließend in 1 ml LB-Medium aufgenommen. 

Für 1 h wurde das Gemisch im Inkubationsschüttler bei 37°C und 110 U/min inkubiert. 

 

 

2.2.2 Molekularbiologische Methoden 

2.2.2.1 Isolierung von Plasmid-DNA 

Ausgehend von einer Bakterien-Hauptkultur (siehe Kapitel. 2.2.1.9) wurde für eine 

Isolierung der Plasmid-DNA entweder das QIAgen Plasmid Midi-Kit (Qiagen, Hilden) 

oder das PureYieldTM Plasmid Maxiprep System (Promega, Mannheim) nach Anleitung 

der Hersteller verwendet. Die Übernacht-Kultur wurde für beide Protokolle für 15 min 

bei 755 x g zentrifugiert und der Überstand verworfen. Das Pellet wurde resuspendiert 

und die Bakterien mit einem alkalischen Lysepuffer lysiert. Die Präzipitation der 

Proteine erfolgte durch Zugabe eines schwach sauren Neutralisationspuffers. Nach 

einem Zentrifugationsschritt wurde der Überstand auf eine Säule des jeweiligen Kits 

gegeben. Beim QIAgen Plasmid Midi-Kit wurde durch Zugabe eines Puffers mit sehr 

hoher Salzkonzentration die Plasmid-DNA von der Matrix eluiert und durch eine 

abschließende Fällung mit Isopropanol konzentriert. Dann folgte ein 10-minütiger 
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Zentrifugationsschritt bei 4°C und 15800 x g. Die gereinigte DNA wurde in Nuklease-

freiem Wasser aufgenommen. Beim PureYield TM Plasmid Maxiprep System 

beschleunigte das Anlegen eines Vakuums die einzelnen Waschschritte. Die DNA 

wurde mit Nuklease-freiem Wasser unter Zentrifugierem eluiert. Die Konzentration der 

DNA wurde im Photometer gemessen (Kapitel 2.2.2.3). 

 

 

2.2.2.2 Isolierung von DNA und RNA 

Die gleichzeitige Isolierung von DNA und RNA aus GM00637 Fibroblasten und 

AG10107 Lymphoblasten erfolgte unter Verwendung des AllPrep™ DNA/RNA Mini Kit 

(Qiagen, Hilden) nach Anleitung des Herstellers. Das Kit bietet den Vorteil einer 

gleichzeitigen Isolierung von DNA und RNA. Die Zellen wurden zunächst in 1x PBS 

gewaschen, zur Lyse in einem Puffer aufgenommen und in ein AllPrep DNA Spin 

Column überführt. Die DNA bindet durch einen Zentrifugationsschritt an die Säule, 

während die RNA die Säule passiert. Da die RNA sehr anfällig für spontane und 

enzymatische Hydrolyse ist und leicht von RNAsen abgebaut werden kann, wurde mit 

ihr sofort weitergearbeitet. Dazu wurde sie in 70%igem EtOH aufgenommen und in 

eine RNeasy Spin Column überführt. Nach einem Zentrifugationsschritt für 15 sec bei 

8000 x g wurde die Säule mit zwei verschiedenen Waschpuffern gewaschen und 

anschließend zentrifugiert. Der Durchfluss wurde jeweils verworfen. Die Säule wurde 

danach nochmals abzentrifugiert, um Rückstände des Puffers zu entfernen. Die Elution 

der RNA erfolgte mittels Zugabe von 50 µl DEPC-Wasser und einem 

Zentrifugationsschritt für 1 min bei 8000 x g. Die an die AllPrep DNA Spin Column 

gebundene DNA wurde ebenfalls mit zwei verschiedenen Puffern des Kits gewaschen 

und zentrifugiert. Mittels Elutionspuffer wurde die DNA von der Säule gelöst. Die 

Konzentrationsbestimmungen von DNA und RNA erfolgte im Photometer (Kapitel. 

2.2.2.3). Alternativ wurden DNA und RNA getrennt voneinander isoliert. Dazu bediente 

man sich dem Rneasy Mini Kit (Qiagen, Hilden) und dem QIAamp® DNA Blood Kit und 

isolierte entsprechend den Angaben des Herstellerprotokolls.  

 

 

2.2.2.3 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren 

Die Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren erfolgte photometrisch in einem 

Spektralphotometer. Je 2 µl der Nukleinsäure wurde in 98 µl Aqua bidest verdünnt 

(1:50 Verdünnung) und gegen einen Referenzwert (100 µl Aqua bidest) in 

Quarzküvetten bei einer Wellenlänge von 260 nm gemessen. Die 
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Nukleinsäurekonzentration wird aus der optischen Dichte (OD) bei 260 nm, der 

Verdünnung der DNA und einem spezifischen Multiplikationsfaktor (M) berechnet: 

C Nukleinsäure (µg / ml) = OD260nm x M x Verdünnung 

 

Der Multiplikationsfaktor (M) für dsDNA beträgt 50, der für RNA 40. Zur Beurteilung der 

Reinheit der Nukleinsäure wurde der Quotient aus der Absorption bei 260 nm und der 

Absorption bei 280 nm herangezogen, wobei ein Wert zwischen 1,8 und 2,0 für eine 

hohe Reinheit sprach.  

 

 

2.2.2.4 Aufreinigung von DNA 

Um DNA von Proteinen und Zellbestandteilen zu reinigen, erfolgte eine 

Phenol/Chloroform-Extraktion. Dabei wurden gleiche Volumina an Phenol und 

Chloroform zur DNA gegeben und intensiv gemischt. Nach einem Zentrifugationsschritt 

bei 5200 x g für 10 min wurde die wässrige obere Phase mit der DNA in ein neues 

Eppendorf-Reaktionsgefäß überführt. Anschließend wurde mit 1 Volumen 

Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol der Waschschritt wiederholt. Die DNA, welche sich 

in der wässrigen Phase befindet, wurde anschließend mit Ethanol gefällt, um sie zu 

konzentrieren und von Salzverunreinigungen zu befreien. Für eine Präzipitation wurden 

zur DNA 1/10 Volumen 3 M Natriumacetat-Lösung und 2,5 Volumen 96%igen EtOH 

gegeben. Dieser Ansatz wurde für 15 min bei -80°C gelagert und dann für 20 min bei 

15800 x g zentrifugiert. Das Sediment wurde mit 70%igem EtOH gewaschen, 

anschließend getrocknet und in einem entsprechenden Volumen Aqua bidest 

aufgenommen.  

 

 

2.2.2.5 Kontrolle von Plasmid-DNA durch Restriktionsverdau und    

            Sequenzierung 

Zur Kontrolle der isolierten Plasmide (Kapitel. 2.2.2.1) wurden diese durch 

Restriktionsverdau oder Sequenzierung verifiziert. Beim Restriktionsverdau wird die 

DNA an gezielten Positionen durch Restriktionsendonukleasen gespalten. Diese 

erkennen kurze definierte Nukleotidsequenzen und schneiden die DNA innerhalb oder 

in einem definierten Abstand zu dieser Region. Der Schnitt kann entweder versetzt 

oder gegenüberliegend erfolgen. Während beim versetzten Schneiden überhängende 

Enden, sogenannte blunt ends entstehen, führt das gegenüberliegende Schneiden zu 

stumpfen Enden (sticky ends). Da sich überhängende Enden leichter ligieren lassen, 

werden diese bevorzugt für Klonierungen eingesetzt. 
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Für den Restriktionsverdau wurden 100 bis 200 ng Plasmid-DNA mit 1 µl des 

jeweiligen Restriktionsenzyms unter Zusatz des entsprechenden Restriktionspuffers in 

einem Gesamtvolumen von 10 µl für 1 h im 37°C Brutschrank inkubiert (siehe Tabelle 

7). Das Restriktionsenzym wird meist im Überschuss angesetzt. Prinzipiell verdaut 1 

Unit Enzym 1 µg DNA in 1 h.  Die Plasmide pCNA und pCNB wurden in verschiedenen 

Ansätzen mit NcoI, EcoRI, und BamH1 verdaut. Das Plasmid pXPA wurde mit XbaI 

linerarisiert, das Plasmid pXPC-3 mit HindIII verdaut. Das Plasmid pXPG wurde in 

verschiedenen Ansätzen mit EcoRI, XbaI und HindIII verdaut. Der Verdau wurde durch 

Inkubation bei 65°C gestoppt und anschließend auf ein 1%iges Agarosegel 

aufgetragen (Kapitel 2.2.2.8) und bei 100 V aufgetrennt. Die entstanden Fragmente 

wurden anschließend mit den Vektorkarten oder mit den verdauten Plasmiden aus dem 

Stock verglichen. 

 

Die Plasmide pCREB und pCREBS133A wurden zur Überprüfung der korrekten 

Transformation nach der Methode von (Sanger et al., 1977) ansequenziert. Der zu 

sequenzierende Abschnitt wurde in einer PCR-Reaktion amplifiziert (Kapitel 2.2.2.6), 

bei der neben Desoxynukleotidtriphosphate (dNTPs), auch fluoreszenzmarkierte 

Didesoxynukleotide (ddATP, ddCTP, ddGTP, ddTTP) verwendet worden sind, denen 

die 3´OH-Gruppe fehlt. Werden diese in einen neu synthetisierten Strang eingebaut, 

kommt es zum Kettenabbruch. Da die Kettenabbruch-Reaktionen zufällig erfolgen, 

entstehen während der Sequenzier-PCR verschieden lange DNA-Fragmente, welche 

am Ende je ein anderes fluoreszierendes ddNTP haben. Bei der sich anschließenden 

Sequenzierung werden die unterschiedlichen DNA-Fragmente elektrophoretisch 

aufgetrennt. Anhand ihrer fluoreszierenden Basen (Adenin: Grün, Thymin: Rot, 

Cytosin: Blau, Guanin: Schwarz) können die einzelnen Fragmente nach Anregung 

durch einen Laserstrahl detektiert und identifiziert werden. 

 

Die CREB-Sequenz weist an Position 133 der Transaktivierungsdomäne die 

Basensequenz TCC auf, welche für die Aminosäure Serin kodiert. Zur Aktivierung der 

CREB-vermittelten Transkription muss dieses Serin phosphoryliert werden, damit der 

Koaktivator  CBP binden und die transkriptionelle Aktivität von CREB vermittelt werden 

kann. Das Plasmid pCREBS133A hat anstelle des T ein G, sodass statt Serin die 

Aminosäure Alanin kodiert wird. Dadurch unterbleibt die Bindung von CBP an CREB, 

für die eine Phosphorylierung des Serin an Position 133 der Transaktivierungsdomäne 

erforderlich ist.  
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Zur Amplifikation wurde das BigDye® -Termintor Cycle Sequenzing Kit verwendet und 

die Sequenzreaktion entsprechend den Herstellerangaben angesetzt. Die Plasmid-

DNA wurde in einer Konzentration von 200 bis 300 ng eingesetzt, die Primer (Tabelle 

10) für die CREB-Wildtyp (CREB wt)- bzw. CREB-Mutante (CREB mut)- Sequenz 

wurden in einer Konzentration von 10 pmol/µl hinzugegeben. Nach der Sequenzier-

PCR wurde die DNA mit 96%igem EtOH gefällt (Kapitel. 2.2.2.4), um nicht gebundene 

ddNTP`s zu entfernen. Die gereinigte DNA wurde anschließend in 12,5 µl Aqua bidest 

und 7,5 µl Formamid aufgenommen, für 2 min auf 90°C erhitzt, kurz auf Eis abgekühlt, 

und danach in ein Reaktionsgefäß überführt. Die Sequenzierung erfolgte mit dem 

Kapillar-Sequenziergerät ABI310. Die digitale Sammlung der Daten mit der 310 Data 

Collection Software und die Auswertung der Sequenzdaten erfolgte mit der 

Sequenzing-Analysis 5.2.0. Software (Applied Biosystems, Darmstadt). Nach Abgleich 

der erhaltenen Sequenzen mit den entsprechenden Genkarten konnte die CREB mut- 

Sequenz anhand des Basenaustausch T-G an Position 133 als Serin-Alanin-Mutante 

identifiziert werden. 

 

 

2.2.2.6 Polymerase Kettenreaktion (PCR) 

Das Prinzip einer PCR entspricht der Replikation, bei der eine DNA-Polymerase einen 

neuen DNA-Strang an einer einzelsträngigen Matrize synthetisiert. Dieser Vorgang 

wird zyklisch wiederholt, wobei die synthetisierte DNA bei jedem Zyklus wieder neu als 

Template zur Verfügung steht. Durch die zyklische Wiederholung von 

Hitzedenaturierung des Doppelstranges, Anlagern (Annealing) der Primer und 

Verlängerung (Elongation) des DNA-Stranges durch die hitzestabile Taq-DNA 

Polymerase, wird die DNA exponentiell amplifiziert. Die PCR-Produkte wurden zur 

Sequenzierung (Kapitel 2.2.2.5), cDNA-Synthese (Kapitel 2.2.2.7), oder qRT-PCR 

(Kapitel 2.2.2.9) eingesetzt.  Beim Annealing der Primer ist die Wahl der Temperatur 

entscheidend und richtet sich nach folgender Formel: Tm = (C+G) x 4°C + (A+T) x 2°C. 

Ausschlaggebend ist dabei die niedrigere Temperatur der eingesetzten Primer. Als 

Annealingtemperatur wurde eine 2°C niedrigere als die errechnete niedrigere 

Temperatur eingestellt. Idealerweise sollten die Primer zwischen 18 und 24 bp lang 

sein. Die Synthesedauer des Doppelstranges wird in Abhängigkeit zur Länge des PCR-

Produktes eingestellt. Im Allgemeinen wird 1 kbp in 1 min synthetisiert. Als Template 

wurde 1 μl verdünnte cDNA (1:5), 1 bis 100 ng Plasmid-DNA oder 600 ng genomische 

DNA eingesetzt. Die Standard-PCR-Reaktionen (Tabelle 17) fanden in 50 μl-Ansätzen 

statt und wurden, um eine Fehlhybridisierung der Primer zu vermeiden, auf Eis 

pipettiert. 
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Tabelle 17: Verwendete PCR-Programme 

PCR Programm Sequenz-PCR RT-PCR qRT-PCR 

Initiale Denaturierung 95°C 15 min 70°C 5 min 95°C 15 min 

Denaturierung 95°C, 30 sec  94°C, 15 sec 

Annealing 55°C, 15 sec 60°C , 4min 
49°C – 55°C, 15 sec – 30 

sec 

Elongation 60°C, 4min  72°C, 10 sec – 20 sec 

Zykluswiederholung 30 x  30 – 40 x 

Finale Elongation 70°C, 5 min 70°C 10 min 72°C, 10 min 

 

 

Nach Abschluss der Amplifikation wurde ein Aliquot des Reaktionsansatzes mittels 

Agarosegelelektrophorese überprüft (Kapitel 2.2.2.8). Der restliche Ansatz wurde bis 

zur weiteren Verwendung bei 4°C gelagert. 

 

 

2.2.2.7 cDNA Synthese (Reverse Transkription) 

Bei der cDNA-Synthese katalysiert die Reverse Transkriptase, eine RNA-abhängige 

DNA-Polymerase, aus mRNA eine komplementäre DNA. Dabei wird in der RT-PCR 

erst ein RNA-DNA-Hybridstrang generiert und anschließend die RNA hydrolisiert. Bei 

der Synthese schließlich entsteht einzelsträngige cDNA. Die PCR wurde mit Hilfe des 

First strand c-DNA-Synthese-Kits der Firma Fermentas nach Herstelleranweisungen 

durchgeführt. Als Primer wurden Oligo (dt)-Primer verwendet. Diese lagern sich im 

Bereich des Poly (A)-Schwanzes am 3´-Ende der mRNA an und sorgen dafür, dass 

alle mRNA-Moleküle selektiv in cDNA umgeschrieben werden. Die Tabelle 18 listet den 

PCR-Ansatz auf:  

 

Tabelle 18: Ansatz für eine RT-PCR 

RNA 500 ng 

Oligo dt Primer (0,5 µg/ µl) 1 µl 

5*Reaktionspuffer 4 µl 

Rnase Inhibitor 1 µl    

10mM d` NTP Mix 2 µl 

Rev. Transkriptase 1 µl 

Aqua bidest ad 20 µl 

 

 



2. MATERIAL UND METHODEN  56 

 

Die PCR erfolgte in zwei Schritten (Kapitel 2.2.2.6), wobei zunächst die cDNA 

Erststrangsynthese mit der RNA als Template erfolgte. In der zweiten PCR, diente die 

gebildete cDNA als Template. Das Amplifikat wurde bis zur weiteren Verwendung für 

eine Realtime RT-PCR (Kapitel 2.2.2.9) bei -20°C gelagert. 

 

 

2.2.2.8 Agarosegelelektrophorese 

DNA-Fragmente werden zur Auftrennung und Analyse durch horizontale 

Agarosegelelektrophorese im elektrischen Feld aufgetrennt. Die DNA wandert durch 

ihre negative Ladung in Abhängigkeit ihrer Größe zur Anode. Die Laufgeschwindigkeit 

nimmt mit steigender Molekülgröße ab und richtet sich nach der Porengröße des Gels, 

die von der Konzentration an Agarose abhängt  (0,5% bis 2% (w/v)). In Abhängigkeit 

der zu erwartenden Fragmentgröße wurden 0,8 bis 1,5%ige Agarosegele mit NuSieve-

Agarose in 100 ml 1 x TBE-Puffer angesetzt. Zum Lösen der Agarose wurde der Puffer 

auf 50°C erhitzt und anschließend in eine Elektrophoresekammer gegossen. Zur 

Ausbildung von Geltaschen wurde ein Kamm eingesetzt. Die DNA-Proben wurden mit 

6 x Ladepuffer versetzt, um ein Absinken auf den Boden der Tasche zu ermöglichen, 

die Lauffront verfolgen sowie degradierende Enzyme durch das enthaltene EDTA 

inhibieren zu können. Die Größenauftrennung der DNA-Fragmente erfolgte für 1,5 

Stunden bei einer Spannung von 100 V. Um die Größe der DNA-Fragmente 

bestimmen zu können, wurde ein geeigneter Längenstandard neben der Probe 

aufgetragen. Zur Visualisierung der Fragmente wurde das Gel für ca. 10 min in ein 

Ethidiumbromid-Färbebad (Endkonzentration 0,1 µg/ml) gelegt. Der 

Fluoreszenzfarbstoff interkaliert zwischen die Basen der DNA und lässt diese unter 

UV-Licht fluoreszieren. An einem UV-Transilluminator-System wurden die gefärbten 

DNA-Fragmente sichtbar gemacht und fotographisch dokumentiert. 

 

 

2.2.2.9 Quantitative Realtime PCR (qRT-PCR) 

Die qRT-PCR beruht auf dem Prinzip der herkömmlichen PCR, welche zusätzlich die 

gewonnene cDNA quantitativ während eines jeden PCR Zyklus erfasst. Auf diese 

Weise ist die Expression der zu untersuchenden Gene auf RNA Ebene anhand ihrer 

cDNAs quantifizierbar. Die qRT-PCR wurde mit Hilfe des QuantiTect® SYBR green 

PCR Kits der Firma Qiagen nach Anleitung des Herstellers durchgeführt. Die 

quantitative Bestimmung der cDNA-Menge erfolgt anhand des Fluoreszenzfarbstoffs 

SYBR green, der in die Basen von DNA-Doppelsträngen interkaliert. Somit wird nach 

jedem PCR Zyklus mit Zunahme an DNA ein Anstieg der Fluoreszenzintensität bei 
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einer Wellenlänge von 530 nm gemessen. Dieser Anstieg erfolgt in den ersten Zyklen 

exponentiell und wird dann aufgrund zunehmender Störfaktoren (Verbrauch von 

Substraten, Bildung von Monophosphatnukleotiden und Pyrophosphat) linear. Am 

Beginn der exponentiellen Phase liegt der Schwellenwert-Zyklus (Cycle Threshold, Ct), 

bei dem die Fluoreszenz erstmals signifikant über der Hintergrund-Fluoreszenz liegt. 

Der Ct-Wert ist der Schnittpunkt einer Fluoreszenzkurzve mit dem Schwellenwert. Er 

wird zur Quantifizierung der Expressionen verwendet, da sich die Templatemengen 

einzelner Amplifikationen in diesem Bereich untereinander vergleichen lassen. Eine 

höhere oder niedrigere Templatemenge resultiert also in einem signifikant früheren 

oder späteren Anstieg der Fluoreszenz.  

 

Für die quantitative Auswertung ist eine Standardkurve zusätzlich erforderlich. Da der 

Logarithmus einer eingesetzten Menge linear und umgekehrt proportional zum Ct ist, 

kann bei einer bekannten Ausgangsmenge durch Auftragen des Logarithmus der 

Ausgangsmenge gegen den Ct eine Standardkurve konstruiert werden. Dadurch ist es 

möglich, für jede unbekannte Probe den Logarithmus der Kopienzahl zu bestimmen. 

Für die Erstellung einer Standardkurve wurde die Konzentration des für die qRT-PCR-

Reaktion spezifischen Produktes photometrisch bestimmt und eine Verdünnungsreihe 

angesetzt. Der Bereich der Standardkurve musste für jedes Gen abhängig von seiner 

Expression angepasst werden. Dieser lag ausgehend von einer 500 amol/μl-

Stocklösung zwischen 500 amol/μl bis 5 x 10-4 amol/μl.  Die eingesetzte cDNA-Menge 

eines zu untersuchenden Gens kann durch Verwendung eines Referenzgens 

normalisiert werden. In dieser Doktorarbeit wurde auf das sogenannte housekeeping 

Gen GAPDH normalisiert.  

 

Ein qRT-PCR-Ansatz für eine Probe setzte sich wie folgt zusammen: 

 

Tabelle 19: Ansatz für eine qRT-PCR 

cDNA 100 ng 

Primer sense (10 pmol/µl) 1 µl 

Primer antisense (10 pmol/µl) 1 µl 

SYBR-Green Mix (HotStarTaq™ DNA Polymerase, 

PCR Puffer, d´NTP-Mix, 25 mM MgCl2 

10 µl    

Aqua bidest Ad 20 µl 

 

 

Für jedes Gen wurde eine Doppelbestimmung durchgeführt. Die Auswertung der Daten 

wurde mit Hilfe der LightCycler LCDA Version 3.5.28 Software durchgeführt. Nach 
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Abschluss der Amplifikation wurde die Spezifität der PCR-Produkte durch eine 

Schmelzkurvenanalyse durchgeführt. Dabei wurde bei steigender Temperatur von 50 

bis 95°C die Fluoreszenzabnahme jeder Probe gemessen, welche aus einer 

Strangtrennung des DNA-Doppelstranges und der Freisetzung des SYBR green 

resultiert. Die Temperatur, bei der es zur Strangtrennung kommt, ist für jedes PCR-

Produkt spezifisch und wurde daher anhand der jeweiligen Schmelztemperatur 

bestimmt. Unspezifische Produkte oder Primer-Dimere können so durch zusätzliche 

Maxima von spezifischen Produkten unterschieden werden. 

 

 

2.2.2.10 ELISA zum Nachweis von DNA-Photoprodukten 

Der enzymgekoppelte Immunadsorptionstest (ELISA) zeichnet sich dadurch aus, dass 

ein Enzym chemisch mit einem Antikörper oder Antigen gekoppelt wird. Dabei wird die 

unmarkierte Komponente an einen festen Träger gebunden (Coating). Bei den meisten 

durchgeführten ELISA wird das Antigen an eine Mikrotiterplatte gebunden und die 

Anlagerung des markierten Antikörpers getestet. Die Antikörperbindung wird mit Hilfe 

einer enzymatischen Farbreaktion dargestellt, deren Extinktion in einem Photometer 

bestimmt werden kann.  

 

In dieser Doktorarbeit wurde ein ELISA zur Quantifizierung UV-induzierter Cyclobutan-

Pyrimidin-Dimere (CPD) und Pyrimidin-6,4-Pyrimidon Photoprodukte (6-4PP) in der 

DNA nach den Angaben des Protokolls von (Mori et al., 1991) durchgeführt. Dabei 

reagieren die in der DNA vorhandenen Photoprodukte mit monoklonalen Antikörpern 

gegen CPD (TDM-2) und 6-4PP (64 M-2) zu Immunkomplexen. Die isolierte DNA 

(Kapitel 2.2.2.2) von bestrahlten Zellen, die für 0 h, 6 h oder 24 h in Kulturmedium mit 

oder ohne Immunsuppressiva inkubiert worden sind, wurde auf spezielle 96well 

Mikrotiterplatten gecoatet, um eine optimale Haftung zu ermöglichen. Die Platten 

wurden vorher mit 0,003% Protaminsulfat beschichtet, getrocknet, dann mit Aqua 

bidest gewaschen und erneut getrocknet. Die DNA wurde durch zweiminütiges 

Erhitzen auf 95°C denaturiert und dann auf Eis gestellt, um Renaturierung zu 

verhindern. Dazu wurde die DNA für die Detektion von 6-4PP in einer Konzentration 

von 200 ng in 50 µl, für die Detektion von CPD in einer Konzentration von 10 ng in 50 

µl 1x PBS verdünnt. Die einzelsträngige DNA wurde auf die Platte aufgetragen und 

über Nacht bei 37°C getrocknet. Die getrockneten Platten wurden fünfmal mit 1x PBS 

+ 0,05% Tween 20 gewaschen. Dieser Waschschritt wurde nach jedem 

Inkubationsschritt wiederholt. Um unspezifische Bindungen des TDM-2 oder 64 M-2 

Antikörpers abzublocken, wurden die Platte mit 200 µl einer 2%igen FBS in PBS-



2. MATERIAL UND METHODEN  59 

 

DNA auf wellplate 

gecoatet 

Anti-CPD or  

Anti-6-4 PP 
Biotinylierter  
Anti-Mouse IgG 

Streptavidin-
Peroxidase 

TMB (farblos) – 
Absorptionsmessung  
bei 450 nm 

Lösung für 30 min bei 37° inkubiert. Nach einem erneuten Waschschritt erfolgte die 

Inkubation mit je 100 µl des TDM-2 oder 64 M-2 Antikörpers in einer 1:2000 

Verdünnung für 30 min bei 37°C. Anschließend wurde mit einem monoklonalen 

biotinylierten zweiten Antikörper (Biotinylated F(ab`)2 goat anti-mouse IgG) in einer 

1:2000 Verdünnung beschichtet. Nach einem weiteren Waschschritt wurde ein 

Streptavidin-Peroxidase-Konjugat in einer 1:10000 Verdünnung dazugegeben, welches 

spezifisch an das Biotin bindet. Nach dem Entfernen des überflüssigen Peroxidase-

Konjugates in einem weiteren Waschschritt wurde das chromogene Substrat TMB 

zugegeben. Durch die Reaktion der Streptavidin-gekoppelten Peroxidase mit dem 

Substrat TMB kam es zu einem blauen Farbumschlag der ursprünglich farblosen 

Lösung. Die Enzym-Substrat-Reaktion wurde mit 50 μl 2M H2S04 abgestoppt, wodurch 

der blaue in einen gelben Farbton umschlug. Die Absorption der Verfärbung wurde bei 

450 nm gegen eine Referenzwellenlänge von 630 nm im ELISA-Reader bestimmt. 

Anhand der Färbung konnte auf den prozentualen Anteil der Photoprodukte in der 

jeweiligen Probe geschlossen werden. Die Reparaturkinetik der Photoprodukte 

errechnete sich aus der Ratio der Absorption von DNA, die nach 6 oder 24 h repariert 

wurde relativ zur DNA, welche gleich nach Bestrahlung isoliert wurde. 

 

 

 
 

 
 
 
 
Abbildung 9: Schematische Darstellung des ELISA 

 

 

2.2.3 Proteinbiochemische Methoden 

 

Zur Analyse von Proteinen wurden jeweils 4 x 106 Zellen in 10 cm Kulturschalen mit 

den entsprechenden Medium und Zusätzen für 24 h kultiviert. 

 

 

2.2.3.1 Isolierung von Gesamtprotein 

Die im Medium kultivierten Zellen wurden einmal mit 5 ml 1x PBS gewaschen und in 

200 µl Passive Lysis 5x Buffer aufgenommen. Anschließend wurde das Homogenisat 

für 30 min bei 15800 x g und 4°C zentrifugiert. Das im Überstand vorhandene 

Gesamtprotein wurde im Photometer quantifiziert (Kapitel 2.2.3.3). 
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2.2.3.2 Isolierung von Cytosol- und Kernprotein 

Zur Isolierung von Cytosol- und Kernprotein wurden die kultivierten Zellen dreimal mit 

10 ml 1x PBS gewaschen, der Überstand entfernt und das Zellsediment in 400 µl 

Puffer I (Tabelle 5) resuspendiert. Die Suspension wurde in ein Eppendorf-

Reaktionsgefäß überführt und für 15 min auf Eis gestellt. Anschließend wurden 25 µl 

10% Nonidet P 40 zugegeben und für 5 min bei 5200 x g zentrifugiert. Der Überstand 

mit den cytosolischen Proteinen wurde in ein neues Eppendorf-Reaktionsgefäß 

überführt und die Konzentration im Photometer bestimmt (Kapitel 2.2.3.3). Das 

Zellsediment mit den Zellorganellen und Membranbestandteilen wurde viermal mit je 1 

ml Puffer I (ohne PMSF) für 5 min bei 5200 x g zentrifugiert und die Überstände 

verworfen. Anschließend wurden 50 µl Puffer II (Tabelle 5) zugegeben und die Probe 

über Nacht bei -80°C gelagert. Am nächsten Tag erfolgte eine 15-minütige Inkubation 

in einem Ultraschallbad bei 4°C, anschließend wurde für 30 min bei 4°C und 15800 x g 

zentrifugiert. Der Überstand mit den Kernproteinen wurde abgenommen und für eine 

Proteinbestimmung vorbereitet (Kapitel 2.2.3.3.). 

 

 

2.2.3.3 Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford 

Die Konzentrationsbestimmung von Proteinlösungen erfolgte nach Bradford (1976) in 

einem Spectrophotometer. Hierbei bindet der Farbstoff Coomassie Blau an die 

Argininreste von Proteinen, wodurch das Absorptionsmaximum des Farbstoffs von 465 

nm auf 595 nm verschoben wird. Für eine Messung wurde 1 µl Probe mit 800 µl Aqua 

bidest und 200 µl Bradford Mix Roti® in einem 3,5 ml Glasröhrchen vermischt.  

Die Absorption wurde gegen einen Leerwert bei einer Wellenlänge von 595 nm 

gemessen. Anhand einer zuvor erstellten Eichgeraden, welche mit 0 bis 0,25 mg/ml 

BSA erstellt wurde, konnte die Proteinkonzentration ermittelt werden. Die in µg / µl 

angegebenen Proteinkonzentrationen wurden im Spaltpuffer (Tabelle 5) auf eine 

Konzentration von 50 µg oder 100 µg in einem Gesamtvolumen von 20 µl, 25 µl oder 

30 µl gebracht. Ein 1:1 Verhältnis von Protein zu Spaltpuffer sollte dabei eingehalten 

werden, um alle Proteine ausreichend zu denaturieren. War mehr Protein in einer 

Probe vorhanden, wurde durch Zugabe von Aqua bidest und damit einer Erhöhung des 

Gesamtvolumens entsprechend verdünnt. Das im Spaltpuffer erhaltene anionische 

Detergenz SDS denaturiert die Proteine, während das -Mercaptoethanol 

Disulfidbrücken reversibel spaltet. Die Proben wurden für 5 min bei 95°C erhitzt und 

anschließend bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert. 
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2.2.3.4 Elektrophoretische Trennung der Proteine (SDS-PAGE) 

Die SDS-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) nach Laemmli (1970) ist eine denaturierende 

Gelelektrophorese in einem diskontinuierlichen Polyacrylamid-Gel, bei der Proteine 

nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt werden. Die aufzutrennenden Proteine 

werden dabei zunächst in einem Sammelgel konzentriert und dann in einem Trenngel 

gemäß der Größe aufgetrennt. Die vollständige Entfaltung der Proteine erfolgt durch 

das im Spaltpuffer enthaltene SDS, welches die Proteine mit negativ geladenen (sich 

abstoßenden) Sulfatgruppen umhüllt. Die negative Nettoladung der Proteine ermöglicht 

somit eine Größen-Auftrennung der Polypeptidketten nach ihrem Molekulargewicht in 

Richtung Anode. Das Polyacrylamid-Gel wirkt dabei wie ein Sieb, wobei die Porenweite 

des Gels mit steigender Konzentration an Polyacrylamid sinkt. Mittels Markerproteinen 

kann über eine Eichgerade das Molekulargewicht eines Proteins bestimmt werden. Je 

nach Molekulargewicht des nachzuweisenden Proteins wurden 6%ige bis 10%ige Gele 

hergestellt (siehe Tabelle 20).  

 

Zur Herstellung der Gele wurden die in Tabelle 20 aufgeführten Lösungen verwendet. 

Nach Zugabe von TEMED und APS wurde das Trenngel zügig aufgrund der 

beginnenden Polymerisation in die Gelelektorphorese-Kammer gegossen. Um eine 

gleichmäßige Polymerisation und eine exakte Grenzschicht zu gewährleisten, wurde 

das Trenngel mit Isopropanol überschichtet. Nach ca. 60 min war die Polymerisation 

abgeschlossen. Nach Entfernung des Isopropanols wurde das mit TEMED und APS 

versetzte Sammelgel auf das Trenngel gegossen und ein Kamm mit 10 Taschen 

eingesetzt. Nachdem das Sammelgel auspolymerisiert war, konnten die Gele bis zum 

Gebrauch vor dem Austrocknen geschützt und bei 4°C für bis zu 5 Tage gelagert 

werden. 

 

Tabelle 20: Zusammensetzung der Polyacrylamid-Gele 

Reagenz Trenngel 6% Trenngel 7,5% Trenngel 10% Sammelgel 

Puffer C 1,2 ml 1,5 ml 2 ml 375 µl 

Aqua bidest 3,3 ml 3 ml 2,5 ml 1,5 ml 

Puffer A 1,5 ml 1,5 ml 1,5 ml - 

Puffer B - - - 625 µl 

TEMED 3 µl 3 µl 3 µl 2,5 µl 

APS (1,5 g in 10ml 30 µl 30 µl 30 µl 37,5 µl 

     

Protein DDB1, XPF, XPG XPB, XPC, XPD 
Calcineurin, DDB2,  

-Actin, RCC1, XPA 
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Die Proben (Kapitel. 2.2.3.1 und 2.2.3.2) wurden erneut für 5 min bei 95°C erhitzt, kurz 

anzentrifugiert und in die Geltaschen aufgetragen. Zur Größenbestimmung der 

Proteinbanden wurden in eine Geltasche je 4 µl der beiden Proteinmarker (Tabelle 8) 

pipettiert. Die Elektrophoresekammer wurde mit Elektrophoresepuffer befüllt und die 

Elektrophorese bei 20 mA und 200 V pro Gel gestartet. Der Stromfluss wurde auf 30 

mA pro Gel erhöht, wenn die Proteine in das Trenngel eingewandert sind. Die 

Elektrophorese wurde beendet, nachdem die Bromphenolblaufront den unteren Rand 

des Trenngels erreicht hatte (nach 2 bis 3 Stunden). 

 

 

2.2.3.5 Transfer von Proteinen auf Trägermembran 

Nach Abschluss der Gelelektrophorese erfolgte in einer Blotkammer durch Anlegen 

einer Spannung der elektrophoretische Proteintransfer auf eine proteinbindende 

Nitrocellulosemembran (Towbin et al., 1979). Hierbei wurde eine so genannte semidry- 

Apparatur verwendet, bei welcher das Gel und die Nitrocellulosemembran zwischen 

Transferpuffer getränkten Filterpapieren liegen. Es wurden Nitrocellulosemembranen 

mit einer Porengröße von 0,45 μm verwendet, welche zusammen mit sechs 

Filterpapieren für 15 bis 30 min in Transferpuffer inkubiert wurden, bevor der 

Zusammenbau in der Blotkammer erfolgte. Unmittelbar nach Auftrennung der Proteine 

durch SDS-PAGE wurde das Trenngel kurz in Transferpuffer getaucht. Die einzelnen 

Bestandteile wurden anschließend luftblasenfrei nach folgendem Schema aufeinander 

geschichtet und in eine Blotkammer mit einer Edelstahlkathode und einer 

Glas/Graphitanode gelegt: auf den Boden der Blotkammer (Anode) wurden drei 

getränkte Whatmann-Filterpapiere luftblasenfrei gelegt. Darauf wurde erst die 

Nitrocellulosemembran, dann das Gel platziert. Schließlich wurden drei weitere 

getränkte Whatmann-Filterpapiere auf das Gel gelegt. Der Deckel (Kathode) wurde 

aufgesetzt und die Apparatur angeschlossen. Der Transfer erfolgte bei einer 

Stromstärke von 100 mA für 45 min. 

 

 

2.2.3.6 Kontrolle der geblotteten Proteine 

Die Effizienz der Proteinübertragung auf die Nitrocellulosemembran wurde durch 

Färbung der Proteine mit Ponceau S überprüft (Salinovich et al., 1986). Hierzu wurde 

die Nitrocellulosemembran für 10 sec in Ponceau S-Lösung geschwenkt und danach 

die Hintergrundfärbung durch Leitungswasser entfernt. Die gefärbten Proteinbanden 

konnten durch mehrmaliges Waschen in Leitungswasser wieder entfärbt werden. Das 

Polyacrylamid-Gel wurde zur Kontrolle des Transfers für 10 min in einer Coomassie 
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Proteinfärbelösung (Tabelle 5) gefärbt. Mittels einer Coomassie Entfärberlösung 

(Tabelle 5) und eines Aktivkohle-Beutels wurde das Gel anschließend über mehrere 

Stunden entfärbt. Der Farbstoff bleibt als blauer Komplex unspezifisch an den 

Proteinen gebunden. War der Blotvorgang erfolgreich, waren auf dem Gel nur noch 

schwache Proteinbanden zu sehen. 

 

 

2.2.3.7 Immunchemischer Protein-Nachweis 

Der Transfer auf eine Nitrocellulosemembran und die anschließende immunologische 

Analyse der Proteine mittels spezifischen Antikörpern wird Western Blot Analyse 

genannt. Um eine unspezifische Bindung des primären Antikörpers an die 

Nitrocellulosemembran zu verhindern, müssen freie Bindungsstellen auf der 

Nitrocellulosemembran vor Antikörperbehandlung blockiert werden. Dieses wurde 

durch Vorbehandlung mit Blocklösung (Tabelle 5) erreicht. Dazu wurde die 

Nitrocellulosemembran für 30 min in 5 ml Blocklösung bei leichtem Schwenken 

inkubiert. Danach wurde dreimal für 5 min mit je 5 ml Aqua bidest gespült und die 

Nitrocellulosemembran mit dem primären Antikörper (Tabelle 9) über Nacht bei 4°C 

unter leichtem Schwenken inkubiert. Die optimale Verdünnung der primären Antikörper 

richtete sich nach deren Sensitivität und wurde im Verhältnis zur eingesetzten 

Proteinmenge zuvor spezifisch ausgetestet. 

 

Am folgenden Tag wurde zur Entfernung von überschüssigem ungebundenem 

Antikörper die Nitrocellulosemembran viermal für 5 min in einer Waschlösung (Tabelle 

5) gewaschen. Anschließend folgte eine Inkubation für 60 min bei RT in 5 ml des 

sekundären alkalische-Phosphatase-gekoppelten Antikörpers (Tabelle 9) Nach vier 

weiteren Waschschritten wurde die Nitrocellulosemembran mit Aqua bidest gespült und 

für die Detektion der Immunkomplexe entweder für 5 min in 625 µl ECL-Lösung 

inkubiert oder für 10 bis 20 min in 5 ml Chromagen-Lösung geschwenkt. Beide 

Reagenzien wurden dem Kit WesternBreeze® Chemiluminescent bzw Chromogenic 

Western Blot Immunodetection System (Invitrogen) entnommen. Das in der 

Chromagen-Lösung enthaltene Substrat BCIP wird durch die Aktivität der alkalischen 

Phosphatase erst in ein Indoxyl und dann zu blauem Indigo überführt. Dieses reduziert 

das zur Farbverstärkung eingesetzte NBT zum purpurnen Diformazan. Diese Reaktion 

wurde durch Schwenken in Aqua bidest gestoppt. Das in der ECL-Lösung enthaltene 

Substrat CDP-Star® reagiert nach Abspaltung eines Phosphatrestes durch die 

alkalische Phosphatase zu einem angeregten, instabilen Zustand, aus dem es unter 

Emission von Chemolumineszenz zerfällt. Durch Exposition von ECL-Filmen in einer 



2. MATERIAL UND METHODEN  64 

 

Autoradiographie-Filmkassette kann diese detektiert werden. Die Expositionszeiten der 

einzelnen Antikörper variierten dabei zwischen 5 sec und 30 min. Die Filmentwicklung 

erfolgte mit der Röntgenfilm-Entwicklungsmaschine SRX 101A. Ein Teil der Antikörper 

konnte während der Doktorarbeit mit der Geldokumentationsanlage LAS 4000 

immunchemisch nachgewiesen werden. Dabei wurde die Chemolumineszenz mit einer 

CCD Kamera  festgehalten und das entstehende Bild digital gespeichert. 

 

Die Dokumentation und Quantifizierung der Immunreaktion erfolgte mittels der digitalen 

Geldokumentationsanlage LAS 4000 (Tabelle 2) und der mitgelieferten Multi Gauge 

Software (Tabelle 14) wobei die Quantifizierung der Signale immer unter Abziehen 

eines manuell festgelegten Hintergrundes erfolgte. Alle Signale wurden mit den 

Signalen der jeweiligen Ladekontrollen ( -Actin für Cytosol, RCC1 für Kern) verrechnet, 

um kleine Unterschiede in der aufgetragenen Proteinmenge auszugleichen. 

 

 

2.2.3.8 Reprobing von Nitrocellulosemembranen 

Die Nitrocellulosemembran kann bis zum nächsten immunologischen Protein-

Nachweis in Klarsichtfolie eingewickelt bei -20°C gelagert werden. Für die Detektion 

weiterer Proteine auf einer bereits entwickelten Nitrocellulosemembran müssen 

primärer und sekundärer Antikörper entfernt werden um die gleichen Signale nicht 

erneut zu detektieren. Dieser Vorgang wird als Stripping bezeichnet. Dazu wurde die 

Nitrocellulosemembran in Stripping-Puffer (Tabelle 5) für 30 min bei 50°C unter 

leichtem Schwenken inkubiert. Die im Puffer enthaltenden Detergenzien wurden durch 

gründliches Waschen mit 1x PBS wieder entfernt. Die Waschschritte wurden bis zur 

Geruchsfreiheit der Nitrocellulosemembran wiederholt. Danach erfolgte das Reprobing: 

durch Inkubation für 30 min in 5 ml Blocklösung wurden unspezifische Bindungsstellen 

auf der Nitrocellulosemembran blockiert und es konnte wiederholt mit primärem 

Antikörper inkubiert werden (Kapitel. 2.2.3.7). 
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3. ERGEBNISSE 
3.1 Wirkung von Cyclosporin A und Everolimus auf die 

Reparatur UV-induzierter DNA-Schäden 

 

Der Einfluss von Cyclosporin A und Everolimus auf eine „UV-Response“ wurde an 

ausgewählten menschlichen Zelllinien, den immortalisierten SV40 transformierten 

GM00637 Fibroblastenzellen und den EBV-transformierten AG10107 

Lymphoblastenzellen durchgeführt. Diese normalen menschlichen Zellarten 

repräsentieren zwei wichtige Gewebskompartimente (Haut und Blut) des menschlichen 

Organismus und werden in der molekularen Diagnostik von Xeroderma Pigmentosum 

Patienten verwendet. Der Einfluss von Cyclosporin A und Everolimus auf die Reparatur 

UV-induzierter DNA-Schäden wurde anhand drei verschiedener Testverfahren 

untersucht. Der Zellüberlebenstest nach UV-Bestrahlung misst auf einfache Weise die 

Fähigkeit von Fibroblasten und Lymphoblasten, mit UV-Schäden ganz allgemein 

zurechtzukommen. Dieser Test spiegelt ungefähr die klinischen Symptome einer 

Sonnen-Sensitivität wider. Der Wirts-Zell-Reaktivierungsassay (host cell reactivation, 

HCR) ist ein sensitiver und spezifischer Test für die quantitative Messung der 

funktionellen Nukleotid-Exzisions-Reparatur (NER) anhand der Fähigkeit von 

Wirtszellen, UV-geschädigte Plasmid-DNA zu reparieren. Um die Reparaturkinetik von 

UV-induzierten Cyclobutan-Pyrimidin-Dimeren (CPD) und Pyrimidin-6,4-Pyrimidon 

Photoprodukten (6-4PP) messen zu können, wurde ein ELISA mit speziellen 

monoklonalen Antikörpern gegen diese UV-Schäden etabliert (Mori et al., 1991). Die 

GM00637 Fibroblasten und AG10107 Lymphoblasten wurden 24 h vor Versuchsbeginn 

in Kulturmedium mit oder ohne Immunsuppressiva inkubiert. 

 

 

3.1.1 Einfluss von Cyclosporin A und Everolimus auf das Zell-

Überleben nach UV-Bestrahlung 

3.1.1.1 UV-Titrationskurvenbestimmung für beide Zelllinien 

Das zelluläre Überleben nach UV-Bestrahlung spiegelt die Fähigkeit einer Zelle wider, 

mit UV-induzierten DNA-Schäden umzugehen. Normale immortalisierte SV40-

transformierte GM00637 Fibroblastenzelllinien und EBV-transformierte AG10107 

Lymphoblastenzelllinien wurden mit verschiedenen Dosen (0 J/m² bis 70 J/m²) UVC-

Strahlung bestrahlt und nach einer Inkubationszeit von 2 Tagen ihr zelluläres 

Überleben bestimmt. Während der zweitägigen Inkubationszeit wurden die durch UVC-

Strahlung entstandenen DNA-Schäden durch NER eliminiert oder durch Transläsionale 
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Synthese (TLS) über sie hinweg gelesen. Mittels des UV-Überlebenstests sollte die 

Wirkung der Immunsuppressiva Cyclosporin A oder Everolimus auf das Zellüberleben 

untersucht und es sollte analysiert werden, ob sich das Zellüberleben nach 

Bestrahlung und nach Zugabe von Cyclosporin A oder Everolimus ändert.  

Um das zelluläre Überleben der Zelllinien besser vergleichen zu können, wird häufig 

die D50 angegeben, welche die Dosis darstellt, bei der 50% der Zellen überleben. Die 

folgende Abbildung 10 zeigt die UV-Dosis-Response-Kurve von GM00637 Fibroblasten 

und AG10107 Lymphoblasten. Als Kontrollzelllinie diente die XPA-defiziente Zelllinie 

XP2OS, welche einen Defekt im XPA-Gen aufweist.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
Abbildung 10: UV-Dosis-Response-Kurve von GM00637 Fibroblasten, AG10107 
Lymphoblasten und der XPA-defizienten Zelllinie XP2OS. 

 

  

Abbildung 10 stellt das unterschiedliche Zellüberleben der normalen GM00637 

Fibroblastenzelllinie und der normalen AG10107 Lymphoblastenzelllinie im Vergleich 

zur XPA-defizienten Fibroblastenzelllinie XP2OS dar. Die D50 für GM00637 

Fibroblasten betrug 30 J/m², die für AG10107 Lymphoblasten 50 J/m². Bei der Zelllinie 

XP2OS lag die D50 bei ca. 10 J/m². Im Gegensatz zu der normalen GM00637 

Fibroblastenzelllinie und der normalen AG10107 Lymphoblastenzelllinie ist bei der 

XPA-defizienten Fibroblastenzelllinie XP2OS die NER defekt und die Zellen können die 

UV-induzierten DNA-Schäden nicht reparieren (Satokata et al., 1990;Tanaka et al., 

1990;Kobayashi et al., 1998;Asahina et al., 1999;Mellon et al., 2002). Dass bei dieser 

XPA-defizienten Zelllinie mit steigender UVC-Dosis ein geringes Überleben gemessen 

werden konnte, liegt daran, dass außer NER noch andere Prozesse als UV-

Schadensantwort aktiv sind, wie zum Beispiel TLS (Nakajima et al., 2004). 



3. ERGEBNISSE  67 

 

3.1.1.2 Cyclosporin A-Titrationskurvenbestimmung für beide Zelllinien 

Versetzte man das Kulturmedium von GM00637 Fibroblasten und AG10107 

Lymphoblasten mit Cyclosporin A oder Everolimus, ließen sich nach zwei Tagen 

dosisabhängige toxische Effekte in beiden Zelllinien beobachten (Abbildungen 11). Im 

Vergleich zu unbehandelten Zellen sank das zelluläre Überleben bei GM00637 

Fibroblasten ab einer Cyclosporin A-Dosis von 0,5 µM auf 83% und verringerte sich 

weiter auf 28% bei einer Konzentration von 2 µM (Abbildung 11a). Demgegenüber 

nahm das Zellüberleben bei AG10107 Lymphoblasten bei einer Konzentration von 0,5 

µM Cyclosporin A auf 79% ab und verringerte sich weiter auf 54% bei einer 

Konzentration von 2 µM (11b). Dieses Ergebnis verdeutlicht, dass Cyclosporin A  mit 

steigender Konzentration auf beide Zelllinien toxisch wirkt. 

 

 

 

 

  

  

 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 11: Cyclosporin A-Dosis-Response-Kurve von GM00637 Fibroblasten (a) und 
AG10107 Lymphoblasten (b). Die Mittelwerte ± SEM sind für jede Konzentrationen angeben. 
Insgesamt sind n = 9 unabhängige Experimente (in achtfachen Ansätzen) durchgeführt worden. 

 

 

In dieser Arbeit wurde der Konzentrationsbereich ab 0,5 µM Cyclosporin A als 

toxischer Bereich für das Zellüberleben von GM00637 Fibroblasten und AG10107 

Lymphoblasten definiert. Um möglichst nah an klinisch relevanten Konzentrationen im 

Serumspiegel von Organtransplantierten zu sein, wurde für Untersuchungen des 

zellulären Überlebens nach UV-Bestrahlung ein Konzentrationsbereich gewählt, 

welcher nahe dem therapeutischen Bereich liegt. Für Organtransplantierte der 

Universitätsklinik Göttingen liegen die Cyclosporin A-Serumspiegelwerte bei 100 bis 

300 µg/l (entspricht 0,08 µM bis 0,25 µM) (www.clinchem.med.uni-goettingen.de). Ein 

Vergleich des Zellüberlebens von GM00637 Fibroblasten und AG10107 

Lymphoblasten (Abbildung 11) zeigte, dass die gewählten Konzentrationen (0,005 bis 

2 µM) sowohl in einem toxischen als auch einem nicht-toxischen Bereich lagen. 

a         b 
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3.1.1.3 Everolimus-Titrationskurvenbestimmung für beide Zelllinien 

Die Dosis-Response-Kurven von Everolimus-behandelten GM00637 Fibroblasten und 

AG10107 Lymphoblasten sind in Abbildung 12 ersichtlich. Bei GM00637 Fibroblasten 

verringerte sich das zelluläre Überleben bei einer Kultivierung mit 5 nM Everolimus auf 

86% und sank weiter auf 60% bei 1 µM (12a). AG10107 Lymphoblasten zeigten bei 5 

nM ein Zellüberleben von 77%, welches mit steigender Everolimus-Konzentration (bis 

100 nM) nicht weiter abnahm (12b).  

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

Abbildung 12: Everolimus-Dosis-Response-Kurve von GM00637 Fibroblasten (a) und AG10107 
Lymphoblasten (b). Die Mittelwerte ± SEM sind für jede Konzentrationen angeben. Insgesamt 
sind n = 10 unabhängige Experimente (in achtfachen Ansätzen) durchgeführt worden. 

 

 

Die Serumkonzentrationen von Everolimus in Organtransplantierten liegen bei 3 bis 8 

µg/l (www.clinchem.med.uni-goettingen.de) und entsprechen einer Konzentration von 

3,1 nM bis 8,3 nM. Als toxischer Konzentrationsbereich wurde die Konzentration von 5 

nM Everolimus definiert. Die gewählten Konzentrationen des Zellüberlebenstests lagen 

somit im klinisch-relevanten Bereich und zeigten bei GM00637 Fibroblasten und 

AG10107 Lymphoblasten eine toxische Wirkung. Da in beiden Zelllinien allerdings 

auch bei viel höheren Konzentrationen (bis 1 µM Everolimus) ein Zellüberleben von 

60% beobachtet worden ist (Abbildung 12), wurden hohe Konzentrationen ebenfalls für 

eine mögliche Wirkung auf das Zellüberleben nach UV-Bestrahlung gewählt.  

 

 

 

a         b 
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3.1.1.4 Bestimmung des dosisabhängigen Einflusses von Cyclosporin A 

und Everolimus auf das Zellüberleben nach UV-Bestrahlung 

Nachdem die relevanten UVC-Dosen und die Konzentrationen für Cyclosporin A und 

Everolimus bestimmt wurden, war das nächste Ziel, den Einfluss beider 

Immunsuppressiva auf das Zellüberleben nach UV-Bestrahlung zu untersuchen. Dazu 

wurden GM00637 Fibroblasten und AG10107 Lymphoblasten mit ihrer jeweiligen D50 

UVC-Dosis (30 J/m² für GM00637 Fibroblasten und 50 J/m² für AG10107 

Lymphoblasten) bestrahlt und mit verschiedenen Konzentrationen an Cyclosporin A 

oder Everolimus für zwei Tage inkubiert. Das Zellüberleben nach UV-Bestrahlung 

wurde definiert als die Ratio des Zellüberlebens von bestrahlten Zellen mit bzw. ohne 

Immunsuppressiva relativ zum Zellüberleben von unbestrahlten Zellen mit oder ohne 

Immunsuppressiva. Bei diesem „relativen“ Zellüberleben ließen sich evtl. toxische 

Effekte von Cyclosporin A oder Everolimus eliminieren.  

 

In Abbildung 13 ist das relative Zellüberleben von GM00637 Fibroblasten und 

AG10107 Lymphoblasten unter Cyclosporin A- bzw. Everolimus-Behandlung 

dargestellt. Es ist zu erkennen, dass mit steigenden Cyclosporin A-Konzentrationen 

das relative Zellüberleben in beiden Zelllinien stark abnahm. In GM00637 Fibroblasten 

sank das relative Zellüberleben bereits ab einer Cyclosporin A-Konzentration von 0,005 

µM auf 78% und erreichte bei einer Konzentration von 1,5 µM einen Wert von 42% 

(Abbildung 13a). Ähnliche Beobachtungen waren in AG10107 Lymphoblasten zu 

erkennen: das relative Zellüberleben verringerte sich bei einer Konzentration von 0,1 

µM Cyclosporin A auf 76% und zeigte bei einer Konzentration von 1,5 µM einen Wert 

von nur noch 32% (Abbildung 13b).  

 

Im Gegensatz zu Cyclosporin A wurde das relative Zellüberleben in GM00637 

Fibroblasten und AG10107 Lymphoblasten durch Everolimus-Behandlung nicht 

moduliert (Abbildung 13c und d). Obwohl die Everolimus-Konzentrationen vor allem in 

unbestrahlten GM00637 Fibroblasten eine toxische Wirkung verursachten (Abbildung 

12), eliminierte sich dieser Effekt durch einen Vergleich mit bestrahlten Zellen und es 

zeigte sich kein Einfluss von Everolimus, auch bei sehr hohen Konzentrationen (bis zu 

1 µM) auf das relative Zellüberleben.  
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Abbildung 13: Relatives Zellüberleben von GM00637 Fibroblasten und AG10107 
Lymphoblasten mit steigenden Konzentrationen an Cyclosporin A (a, b) und steigenden 
Konzentrationen an Everolimus (c, d). Die Mittelwerte ± SEM sind für jede Konzentration 
angeben. Insgesamt sind n = 7 unabhängige Experimente (achtfach) durchgeführt worden. 

 

 

3.1.2 Einfluss von Cyclosporin A und Everolimus auf die 

Nukleotid-Exzisions-Reparatur (NER) 

 

Der Wirts-Zell-Reaktivierungsassay (host cell reactivation, HCR) misst die Nukleotid-

Exzisions-Reparatur-Fähigkeit von Wirtszellen anhand der Enzymaktivität der auf 

einem Expressionsplasmid kodierten Luciferase (pcmvLUC) (Carreau et al., 1995;Qiao 

et al., 2002;Wei et al., 2003;Thoms et al., 2007a). Das nichtreplizierende Plasmid 

pcmvLUC wurde mit 1000 J/m² UVC-Strahlung bestrahlt, um Cyclobutan-Pyrimidin-

Dimere (CPD) und Pyrimidin-6,4-Pyrimidon Photoprodukte (6-4PP) zu generieren. 

Diese UV-Dosis generiert CPD und 6-4PP in einer Ratio von 3:1. Es ist bekannt, dass 

56 J/m2 UVC-Strahlung 1 CPD alle 900 bp generiert (Protic-Sabljic et al., 1985). Dies 

entspräche für das Luciferasegen in pcmvLUC (1656 bp) ca. 32 CPD. Nach 

a           b 

c           d 
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Transfektion in GM00637 Fibroblasten und AG10107 Lymphoblasten sollen die UV-

induzierten DNA-Schäden von der Wirtszelle durch NER repariert werden. Verbleibt 

nur ein unrepariertes Photoprodukt auf der DNA, kann die Luciferase nicht exprimiert 

werden (Wei et al., 2003). Die Expression des Luciferasegens spiegelt daher die NER-

Kapazität der Wirtszellen wider. Diese Reparaturkapazität errechnet sich aus der 

Luciferaseaktivität des UV-bestrahlten Plasmides im Vergleich zur Luciferaseaktivität 

des nicht bestrahlten Plasmides. Die Aktivität der Firefly Luciferase wurde gegen die 

Aktivität der Renilla Luciferase eines zweiten Expressionsplasmides (pRL-CMV) 

normalisiert, um die Transfektionseffizienz, Zellproliferation, oder Toxizität zu 

eliminieren. Dieses Plasmid wurde in allen Ansätzen kotransfiziert. Die Lichteinheiten 

werden in RLU angegeben.  

 

Die Reparaturkapazität bei normalen Fibroblasten und Lymphoblasten liegt bei einem 

1000 J/m² UVC-bestrahltem Plasmid zwischen 20% und 50%, was bedeutet, dass 20% 

bis 50% aller Plasmide vollständig von den Wirtszellen repariert worden sind (Emmert 

et al., 2002). Andere Arbeitsgruppen errechneten bei normalen Zellen NER-

Kapazitäten von 13% bis 20% (Parris et al., 1992; Moriwaki et al., 1994; Otto et al., 

1999; Wei et al., 2003). In NER-defizienten Zellen wird ein UVC-bestrahltes Plasmid 

viel weniger bis gar nicht exprimiert (Emmert et al., 2002). Um signifikant 

unterschiedliche Reparaturniveaus zwischen normalen und defizienten Zellen messen 

zu können, wird die NER von sehr stark bestrahlten Plasmiden gemessen (1000 

J/m² UVC). 

 

 

3.1.2.1 Cyclosporin A-Einfluss auf die NER 

GM00637 Fibroblasten und AG10107 Lymphoblasten wurden nach Transfektion mit 

verschieden Konzentrationen an Cyclosporin A für 48 h inkubiert und anschließend die 

Aktivität der Firefly- und Renilla-Luciferase gemessen. In Abbildung 14 sind die auf 

Renilla normalisierten Lichteinheiten der Firefly Luciferase des unbestrahlten und 1000 

J/m² UVC- bestrahlten pcmvLUC gegen steigende Cyclosporin A-Konzentrationen 

aufgetragen. Diese Lichteinheiten spiegelten die Luciferaseaktivität wider. Bei 

GM00637 Fibroblasten nahmen die Lichteinheiten beim unbestrahlten Plasmid mit 

steigenden Cyclosporin A-Konzentrationen nicht ab (Abbildung 14a). Im Gegensatz 

dazu sanken die Lichteinheiten des bestrahlten Plasmides in Anwesenheit von 

Cyclosporin A dosisabhängig. Bei einer Konzentration von 0,2 µM waren nur noch 66% 

RLU detektierbar. Ähnliches konnte bei AG10107 Lymphoblasten beobachtet werden 

(Abbildung 14c). Cyclosporin A führte zwar zu einer leicht verminderten 
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Luciferaseaktivität des unbestrahlten Plasmides, die Luciferaseaktivität des bestrahlten 

Plasmides war allerdings deutlich reduziert. Die Lichteinheiten des bestrahlten 

Plasmides zeigten bei einer Cyclosporin A-Konzentration von 0,25 µM nur 74,1% im 

Vergleich zu unbestrahltem Plasmid (95,7%)  

 

Die Nukleotid-Exzisions-Reparatur der GM00637 Fibroblasten und AG10107 

Lymphoblasten errechnete sich aus der Ratio der auf Renilla normalisierten 

Luciferaseaktivität des bestrahlten versus unbestrahlten Plasmides. Unbehandelte 

GM00637 Fibroblasten zeigten eine relative NER von 13% (Abbildung 14b). Diese 

Reparaturkapazität sank mit steigender Konzentration an Cyclosporin A deutlich auf 

nur 3% bei 0,2 µM. Die relative NER in unbehandelten AG10107 Lymphoblasten 

betrug 15,5% (Abbildung 14d). Cyclosporin A führte ebenfalls zu einer erheblichen 

Abnahme der NER bis auf 7,9% in 0,35 µM Cyclosporin A-behandelten 

Lymphoblasten. Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass in zwei verschiedenen 

Zellsystemen, GM00637 Fibroblasten und AG10107 Lymphoblasten, die Cyclosporin 

A-Behandlung zu einer verminderten Nukleotid-Exzisions-Reparatur führte. 
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Abbildung 14: Wirkung von Cyclosporin A auf die Luciferaseaktivität nach Transfektion eines mit 
0 J/m² oder 1000 J/m² bestrahlten pcmvLUC in GM00736 Fibroblasten (a) und AG10107 
Lymphoblasten (c), sowie auf die relative Nukleotid-Exzisions-Reparatur in beiden Zelllinien (b, 
d). Die Mittelwerte ± SEM sind für jede Konzentration angeben. Insgesamt sind n = 5 
unabhängige Experimente (in Triplikaten) durchgeführt worden. 

 

 

3.1.2.2 Everolimus-Einfluss auf die NER 

In gleicher Weise wurden GM00637 Fibroblasten und AG10107 Lymphoblasten nach 

Transfektion mit verschiedenen Konzentrationen an Everolimus für 48 h inkubiert und 

anschließend die Aktivität der Firefly- und Renilla-Luciferase gemessen. Im Gegensatz 

zur Inkubation mit Cyclosporin A (Abbildung 14) wurde bei GM00637 Fibroblasten und 

AG10107 Lymphoblasten bei einer Inkubation mit Everolimus keine Veränderung ihrer 

NER-Kapazität beobachtet. Die Abbildung 15 veranschaulicht, dass steigende 

Konzentrationen von Everolimus die Luciferase-Aktivitäten sowohl des unbestrahlten, 

als auch des bestrahlten Plasmides verminderten. Bei GM00637 Fibroblasten nahmen 

die Lichteinheiten beider Plasmide erst bei einer Konzentration oberhalb 10 µM 

Everolimus ab (Abbildung 15a), während die Lichteinheiten beider Plasmide von 

AG10107 Lymphoblasten bereits bei einer Konzentration von 1 nM deutlich reduziert 

c           d 

a           b 



3. ERGEBNISSE  74 

 

waren (80% im Vergleich zu unbehandelten Zellen, Abbildung 15c). Die relative 

Reparaturkapazität, die sich aus der Luciferaseaktivät von bestrahltem zu 

unbestrahltem Plasmid errechnete, war bei GM00637 Fibroblasten und AG10107 

Lymphoblasten mit steigenden Konzentrationen an Everolimus allerdings unverändert 

(Abbildung 15b und d). Dies verdeutlicht, dass Everolimus die Nukleotid-Exzisions-

Reparatur in GM00637 Fibroblasten und AG10107 Lymphoblasten nicht beeinflusst 

hat.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 15: Wirkung von Everolimus auf die Luciferaseaktivität nach Transfektion eines mit 0 
J/m² oder 1000 J/m² bestrahlten pcmvLUC in GM00736 Fibroblasten (a) und AG10107 
Lymphoblasten (c), sowie auf die relative Nukleotid-Exzisions-Reparatur in beiden Zelllinien (b, 
d). Die Mittelwerte ± SEM sind für jede Konzentration angeben. Insgesamt sind n = 4 
unabhängige Experimente (in Triplikaten) durchgeführt worden 
 

 

 

 

 

a         b 
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3.1.3 Einfluss von Cyclosporin A und Everolimus auf die 

Reparaturkinetik von UV-induzierten Cyclobutan-Pyrimidin-

Dimeren und Pyrimidin-6,4-Pyrimidon Photoprodukten 

 

Der Einfluss von Cyclosporin A und Everolimus auf die Nukleotid-Exzisions-Reparatur 

wurde anhand der Reparaturkinetik von UV-induzierten DNA-Photoprodukten, den 

Cyclobutan-Pyrimidin-Dimeren (CPD) und Pyrimidin-6,4-Pyrimidon Photoprodukten (6-

4PP), mittels ELISA spezifisch analysiert. Die Elimination dieser Photoprodukte 

(Kapitel. 2.2.2.10) wird anhand photoprodukt-spezifischer monoklonaler Antikörper 

gegen CPD und 6-4PP detektiert (Mori et al., 1991). Enzymmarkierte tertiäre 

Antikörper lösen über ihr Enzym eine Farbreaktion aus, die photometrisch 

gemessen wird. Die Absorptionswerte repräsentieren die Anzahl an nicht-

reparierten Photoprodukten nach bestimmten Zeitintervallen.  

 

GM00637 Fibroblasten und AG10107 Lymphoblasten wurden in Kulturmedium mit oder 

ohne Immunsuppressiva 24 h vorinkubiert, anschließend mit UVC-Strahlung 

entsprechend ihrer D50 bestrahlt und entweder ihre DNA sofort oder nach 6 h oder 24 h 

Inkubationszeit (in Kulturmedium mit oder ohne Immunsuppressiva) isoliert. Die 

Reparaturkinetik der Photoprodukte errechnete sich aus der Ratio der Absorption von 

DNA, welche nach 6 h oder 24 h repariert wurde relativ zur DNA, welche unmittelbar 

nach UVC-Bestrahlung isoliert wurde.  

 

 

3.1.3.1 Einfluss auf Cyclobutan-Pyrimidin-Dimere (CPD) 

Unbehandelte GM00637 Fibroblasten enthielten 6 h nach UVC-Bestrahlung 79% CPD 

(Abbildung 16a). Nach 24 h haben GM00637 Fibroblasten 36% der CPD repariert, 

somit waren noch 64% an CPD detektierbar. Eine vergleichbare Reparaturkinetik von 

CPD ist bei AG1010 Lymphoblasten beobachtet worden (Abbildung 16b). Auch in 

anderen Arbeitsgruppen zeigten Fibroblasten bzw. Keratinozyten ähnliche 

Reparaturkinetiken (Emmert et al., 2000; Canning et al., 2006). GM00637 Fibroblasten, 

welche mit 5 nM bzw. 100 nM Everolimus kultiviert worden sind, ließen ebenfalls keine 

Veränderung der CPD-Reparatur erkennen. Hier wurden nach 6 h noch 71% (5 nM) 

bzw. 58% (100 nM) an CPD detektiert und nach 24 h ist die Anzahlt noch vorhandener 

CPD nur leicht auf 63% (5 nM) bzw. 59% (100 nM) zurückgegangen. Im Gegensatz zur 

unveränderten Reparaturkinetik von Everolimus-behandelten GM00637 Fibroblasten 

resultierte eine Kultivierung in 0,1 µM Cyclosporin A in eine nahezu komplette 
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Inhibierung der Reparatur von CPD. Nach 6 h und 24 h waren in GM00637 

Fibroblasten noch 98 bis 96% CPD detektierbar.  

 

Die Reparaturkinetik von AG10107 Lymphoblasten ähnelte den GM00637 Fibroblasten 

(Abbildung 16b). Die in 5 nM und 50 nM Everolimus-kultivierten AG10107 

Lymphoblasten enthielten nach 24 h noch 59% und 58% CPD. Die Kultivierung mit 

Cyclosporin A (0,5 µM) führte hier ebenso zu einer nahezu vollständigen Blockierung 

der Reparatur von CPD, nur ungefähr 4% der CPD wurden repariert.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 16: Reparaturkinetik von UV-induzierten CPD in Cyclosporin A- und Everolimus-
kultivierten GM00637 Fibroblasten (a) und AG10107 Lymphoblasten (b). Jeder Datenpunkt 
zeigt den Mittelwert ± SEM von n=4 unabhängigen Experimenten (in Triplikaten). 

 

 

3.1.3.2 Einfluss auf Pyrimidin-6,4-Pyrimidon Photoprodukte (6-4PP) 

Des Weiteren wurde die Reparaturkinetik von Pyrimidin-6,4-Pyrimidon Photoprodukten 

in unbehandelten und mit Cyclosporin A oder Everolimus kultivierten GM00637 

Fibroblasten und AG10107 Lymphoblasten untersucht. UVC-Bestrahlung generiert 6-

4PP zu einem Drittel im Verhältnis zu CPD (Sinha et al., 2002). In Abbildung 17 ist zu 

erkennen, das nach 24 h in unbehandelten sowie in Everolimus-kultivierten GM00637 

Fibroblasten noch 59% bzw. 51% an 6-4PP detektiert wurden und unbehandelte 

AG10107 Lymphoblasten 50% 6-4PP aufwiesen, sowie 53% 6-4PP in 100 nM 

Everolimus-behandelten AG10107 Lymphoblasten detektiert wurden. Wie erwartet, 

hatte Everolimus keinen Effekt auf die Elimination von 6-4PP in beiden Zelllinien. 

Demgegenüber führte die Kultivierung mit Cyclosporin A in GM00637 Fibroblasten und 

AG10107 Lymphoblasten zu einer kompletten Inhibierung der Reparatur von 6-4PP 

sowohl nach 6 h als auch nach 24 h in beiden Zelllinien (Abbildung 17). 

a         b 
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Abbildung 17: Reparaturkinetik von UV-induzierten 6-4PP in Cyclosporin A- und Everolimus-
kultivierten GM00637 Fibroblasten (a) und AG10107 Lymphoblasten (b). Jeder Datenpunkt 
zeigt den Mittelwert ± SEM von n=4 unabhängigen Experimenten (in Triplikaten). 

 

 

3.2 Wirkung von Cyclosporin A auf die XP-Gene und           

XP-Proteine 

 

Die molekularen Zusammenhänge der Cyclosporin A-induzierten Inhibierung der NER 

sind bisher weitgehend unbekannt. Da Organstransplantierte unter einer Cyclosporin 

A-Therapie ein stark erhöhtes Hautkrebsrisiko ähnlich wie Xeroderma Pigmentosum- 

Patienten besitzen, könnte der Cyclosporin A-Effekt auf die NER durch eine mögliche 

Modulation der für die NER relevanten XP-Gene erfolgen. Der Einfluss von Cyclosporin 

A auf die quantitative Expression der XP-Gene wurde auf mRNA- und Protein-Ebene 

untersucht. Dabei wurden alle 7 XP-Gene, XPA bis XPG, in GM00637 Fibroblasten 

und AG10107 Lymphoblasten, die in Cyclosporin A-versetztem Medium kultiviert 

wurden, mittels quantitativer realtime-PCR (qRT-PCR; Kapitel 2.2.2.9) und Western 

Blot (Kapitel 2.2.3.7) analysiert. 

 

 

3.2.1 Expression der XP-mRNA in Cyclosporin A-behandelten 

Fibroblasten 

 

Für eine Analyse der XP-mRNA von Cyclosporin A behandelten GM00637 

Fibroblasten wurden die Zellen in 0 µM, 0,1 µM und 0,5 µM Cyclosporin A-versetztem 

Kulturmedium für 1, 3, 6 und 24 h kultiviert, anschließend die mRNA isoliert (Kapitel 

2.2.2.2) und daraus die cDNA synthetisiert (Kapitel 2.2.2.7) Die Expression der XP-

a         b 
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Gene wurde in allen Proben bestimmt und gegen die GAPDH-Expression normalisiert. 

Die Transkriptmenge in unbehandelten GM00637 Fibroblasten wurde als 100% 

definiert. Nach 24 h wurde eine signifikant verringerte mRNA-Menge von XPB, XPC, 

XPD und XPG detektiert (p<0,005; Tabelle 21). 

 

Tabelle 21: XP-mRNA-Expression (normalisiert zu GAPDH) in 0 µM, 0,1 µM und 0,5 µM 
Cyclosporin A-kultivierten GM00637 Fibroblasten. Angegeben sind die Mittelwerte ± SEM von n 
= 11 unabhängigen Experimenten. n.s. = nicht signifikant. Die durch Cyclosporin A-
herunterregulierten Gene sind durch einen roten Pfeil gekennzeichnet. 

 

Cyclosporin A 0 µM 0,1 µM 0,5 µM 
Veränderung 

der Expression 

XPA-mRNA 100% + 3,0 115,0% + 3,9 115,6% + 9,1 ↔ n.s 

XPB-mRNA 100% + 3,5 75,0% + 3,8 78,1% + 4,9  ↓ p = 0,0015 

XPC-mRNA 100% + 5,1 89,9% + 3,2 80,2% + 2,9 ↓ p = 0,003 

XPD-mRNA 100% + 4,1 94,3% + 4,7 81,7% + 2,9 ↓ p = 0,002 

DDB1-mRNA 100% + 4,8 88,7% + 7,1 86,5% + 6,2 ↔ n.s. 

DDB2-mRNA 100% + 2,4 100,2% + 3,8 96,5% + 6,4           ↔ n.s 

XPF-mRNA 100% + 4,7 99,4% + 4,9 86,3% + 6,1 ↔ n.s. 

XPG-mRNA 100% + 4,6 86,3% + 4,6 81,1% + 4,0 ↓ p = 0,005 

 

 

In Tabelle 21 ist zu erkennen, dass die in Cyclosporin A-kultivierten GM00637 

Fibroblasten nach 24 h eine signifikant verminderte XPB, XPC, XPD und XPG mRNA 

(78,11%, 80,2%, 81,7%, 81,1%; p<0,005) im Vergleich zu unbehandelten Zellen 

zeigten. Dabei war die Transkriptmenge in 0,1 µM und 0,5 µM behandelten Zellen nicht 

signifikant unterschiedlich. Die mRNA-Transkriptmenge in DDB1, DDB2 (XPE), und 

XPF wurde dagegen nicht durch Cyclosporin A beeinflusst. Diese Daten verdeutlichen, 

dass Cyclosporin A die mRNA von XPC, welches als Schadenserkenner der GGR 

fungiert, herunterregulierte, sowie die Transkriptmenge beider Helikasen (XPB und 

XPD) und der Endonuklease XPG verminderte. 

 

 

3.2.2 Expression der XP-mRNA in Cyclosporin A-behandelten 

Lymphoblasten 

 

Analog zu GM00637 Fibroblasten wurden die XP-mRNA Expressionen von AG10107 

Lymphoblasten, welche in 0 µM, 0,1 µM und 0,5 µM Cyclosporin A kultiviert waren, 

gemessen. Die Transkriptmenge von XPB, XPC und XPG nahm in dieser Zelllinie nach 

24 h Kultivierung in 0,5 µM Cyclosporin A ebenfalls signifikant ab (82,5%, 76,5%, 
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83,0% p<0,05). Im Gegensatz zu GM00637 Fibroblasten war die mRNA von XPD 

unverändert. Die Transkriptmenge von XPA, DDB1, DDB2 (XPE) und XPF wurde 

ebenfalls nicht durch Cyclosporin A beeinflusst.  

 
Tabelle 22: XP-mRNA-Expression (normalisiert zu GAPDH) in 0 µM, 0,1 µM und 0,5 µM 
Cyclosporin A-kultivierten AG10107 Lymphoblasten. Angegeben sind die Mittelwerte ± SEM 
von n = 8 unabhängigen Experimenten. n.s. = nicht signifikant. Die durch Cyclosporin A-
herunterregulierten Gene sind durch einen roten Pfeil gekennzeichnet. 

 

Cyclosporin A 0 µM 0,1 µM 0,5 µM 
Veränderung 

der Expression 

XPA-mRNA 100% + 2,7 103,3% + 13.9 84,7% + 9.7 ↔ n.s. 

XPB-mRNA 100% + 3,3 100,9% + 5,3 82,5% + 2,2  ↓ p = 0,0065 

XPC-mRNA 100% + 3,5 86,8% + 8,7 76,5% + 6,8 ↓ p = 0,006 

XPD-mRNA 100% + 3,4 101,1% + 2,9 96,8% + 2,7           ↔ n.s. 

DDB1-mRNA 100% + 4.1 93,5% + 3.3 99,5% + 3.6           ↔ n.s. 

DDB2-mRNA 100% + 7,8 108,4% + 19,8 88,6% + 7,2 ↔ n.s. 

XPF-mRNA 100% + 5,7 120,8% + 13,5 89,9% + 3,2 ↔ n.s. 

XPG-mRNA 100% + 4,4 89,3% + 7,1 83,0% + 6,1  ↓ p = 0,036 

 

 

Die Ergebnisse der quantitativen realtime-PCR zeigten einen signifikanten Einfluss von 

Cyclosporin A auf die mRNA-Expression von XPB, XPC, XPD und XPG in GM00637 

Fibroblasten und auf die mRNA-Expression von XPB, XPC und XPG in AG10107 

Lymphoblasten. Studien über XP-Patienten belegen, dass eine verminderte mRNA 

eines XP-Gens mit einer defekten NER und klinischen XP-Symptomen korreliert 

(Emmert et al., 2002; Khan et al., 2006; Oh et al., 2006). In Bezug auf die bisherigen 

Ergebnisse dieser Doktorarbeit lässt sich daher vermuten, dass die unter Cyclosporin 

A stark reduzierte NER-Kapazität in GM00637 Fibroblasten und AG10107 

Lymphoblasten (Kapitel 3.1) aus einer verminderten mRNA-Expression von XPB, XPC, 

XPD und XPG resultieren könnte.  

 

 

3.2.3 Expression der XP-Proteine in Cyclosporin A-behandelten 

Fibroblasten 

 

Die Wirkung von Cyclosporin A auf die XP-Protein-Expression wurde mittels Western 

Blot analysiert (Kapitel 2.2.3.7). GM00637 Fibroblasten wurden für 24 h in Medium mit 

0 µM, 1 µM oder 0,5 µM Cyclosporin A kultiviert, anschließend die Cytosol- und 

Kernproteine isoliert (Kapitel 2.2.3.2) und die XP-Proteine nacheinander mit 
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verschiedenen Antikörpern immunchemisch nachgewiesen. Die XP-Protein-

Expressionen wurden gegen -Actin (für cytosolische Proteine) oder RCC1 (für 

Kernproteine) normalisiert, um den Effekt unterschiedlicher Proteinladungsmengen (50 

bis 100 µg) zu eliminieren. Die Konzentrationen der XP-Proteine errechnete sich aus 

der Ratio von XP: -Actin (für cytosolische Proteine) oder XP:RCC1 (für Kernproteine). 

 

In Abbildung 18 ist zu erkennen, dass die Protein-Konzentrationen von XPB, XPC, 

XPD, DDB2 (XPE) und XPF von Cyclosporin A-behandelten Zellen ähnlich stark 

exprimiert wurden wie die unbehandelter Zellen. Das XPB- und das DDB2-Protein war 

in unbehandelten und Cyclosporin A-behandelten Zellen im Kern vorhanden, während 

das XPC- und XPD-Protein auch im Cytosol, das XPC allerdings etwas schwächer 

exprimiert, detektierbar war. Das XPF-Protein war dagegen nur im Cytosol vorhanden. 

Das DDB1-Protein war in Cyclosporin A behandelten Zellen im Cytosol weniger 

exprimiert, dagegen nahm es im Kern dosisabhängig zu. Dies lässt vermuten, dass 

Cyclosporin A eine Translokation des DDB1-Proteins vom Cytosol in den Kern bewirkt. 

Tatsächlich transloziert DDB1 unter UV-Strahlung durch eine erhöhte Expression 

seines Dimerpartners DDB2 in den Kern (Liu et al., 2000).  

 

Im Gegensatz zu diesen unveränderten XP-Protein-Expressionsmengen war die 

Menge an XPG- und XPA-Protein in 0,1 µM und 0,5 µM Cyclosporin A-behandelten 

Zellen deutlich reduziert. Das XPG-Protein, welches nur im Cytosol vorhanden ist, war 

in 0,1 µM und 0,5 µM Cyclosporin A-behandelten Zellen nur noch zu 46% bzw. 25% 

detektierbar. Hier zeichnete sich eine klare Cyclosporin A-Dosisabhängigkeit ab. Das 

XPA-Protein war im Cytosol ebenfalls deutlich reduziert und im Kern von Cyclosporin 

A-behandelten Zellen nicht mehr detektierbar. Das XPA-Protein zeigte sich als zwei 

Banden, die einer Größe von 38 kDa und 40 kDa entsprechen. Die in 0,1 µM und 0,5 

µM Cyclosporin A-kultivierten GM00637 Fibroblasten wiesen eine deutlich reduzierte 

40 kDa Proteinbande (12% der normalen Proteinmenge) auf, während die 38 kDa 

Proteinbande leicht erhöht war (120% in 0,1 µM und 126% in 0,5 µM Cyclosporin A-

behandelten im Vergleich zu unbehandelten Zellen). Im Kern konnten beide 

Proteinbanden nicht mehr detektiert werden. 
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Abbildung 18: Wirkung von 0 µM, 0,1µM und 0,5 µM Cyclosporin A auf die cytosolische und 
nukleäre Protein-Expression von XPA, XPB, XPC, XPD, DDB1, DDB2 (XPE), XPF und XPG in 
GM00637 Fbroblasten. Angegeben ist die jeweilige Ratio der Banden-Intensitäten zwischen 

XP-Protein und -Actin (Cytosol) oder XP-Protein und RCC1 (Kern) relativ zu unbehandelten 
Kontrollen. Dargestellt ist je ein repräsentativer Blot von insgesamt drei bis fünf unabhängigen 
Versuchen. 

 

 

Um die 38 kDa und 40 kDa Proteinbanden als XPA zu verifizieren, erfolgte ein 

immunchemischer Nachweis des XPA-Proteins in den XPA-defizienten 

Fibroblastenzelllinien XP2OS und XP12RO. In Abbildung 19 ist ersichtlich, dass beide 

Proteinbanden in XP2OS und XP12RO nicht detektierbar waren. Dies stimmt mit 

vorherigen Berichten überein (Miura et al., 1991). In der XP2OS Zelllinie hat an der 

3`Spleißakzeptor-Stelle im Intron drei ein Basenaustausch (G>C) stattgefunden. 

Dadurch ergibt sich eine Leserasterverschiebung (engl.: frameshift) und ein vorzeitiges 

Stoppcodon. Die Translation resultiert in einem trunkierterten Protein, welches nur aus 

130 AS anstelle der kompletten 273 AS besteht (Satokata et al., 1990; Miyamoto et al., 

1992; Rademakers et al., 2003). Die Zelllinie XP12RO hat ein Basenaustausch 

(C619T) im Exon drei, was zu einer reduzierten mRNA-Menge und keiner XPA-Protein-

Expression führt (Satokata et al., 1992; McDowell et al., 1993). Es ist nicht genau 

bekannt, an welcher Stelle der Antikörper gegen das XPA-Protein bindet. Da jedoch 

keine Proteinbanden in den XPA-defizienten Zelllinien XP2OS und XP12RO detektiert 

worden sind, muss sich das Epitop des Antikörpers im C-terminalen Bereich des 

Proteins befinden.  
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Abbildung 19: Immunchemischer Nachweis des XPA-Proteins in GM00637 Fibroblasten und in 
den XPA-defizienten Fibroblastenzelllinien XP2OS und XP12RO. 

 

 

3.3 XPA-, XPC- und XPG- Überexpression in Cyclosporin A- 

behandelten Zelllinien  

 

Die zuvor gezeigten Ergebnisse einer differenziellen Regulation der XP-Gene und XP-

Proteine durch Cyclosporin A könnten als mögliche Erklärungen für die Cyclosporin A-

induzierte Inhibierung der NER dienen. Da allerdings, wie bei XPA, XPB, XPC und 

XPD beobachtet, die Expression von XP-mRNA nicht zwangsläufig mit der Expression 

von XP-Protein korreliert, wurde auf funktioneller Ebene die Bedeutung der beiden 

durch Cyclosporin A-regulierten XP-Gene XPA und XPG als auch auf das XPC-Gen 

als Kontrolle für eine Cyclosporin A-induzierte Inhibierung der NER untersucht.  

 

Die Endonuklease XPG wurde auf die funktionelle NER überprüft, bei der Cyclosporin 

A sowohl die Expression von mRNA als auch von Protein herunterregulierte. Als 

zweites XP-Gen wurde XPA untersucht, welches als Schadensverifizierer in beiden 

Reparaturwegen – GGR und TCR – involviert ist und einen limitierenden Faktor für die 

NER darstellt (Koberle et al., 2006). XPA zeigte unter Cyclosporin A eine verminderte 

Proteinexpression, nicht aber eine verminderte mRNA-Expression. Als drittes XP-Gen 

wurde XPC analysiert, welches als Schadenserkenner nur in der GGR fungiert und 

vorzugsweise CPD repariert (Emmert et al., 2000). XPC wurde durch Cyclosporin A – 

im Gegensatz zu XPA – auf mRNA-Ebene, nicht aber auf Proteinebene beeinflusst und 

diente somit als Kontrolle.  

 

Mit der HCR-Methode (Kapitel 2.2.1.8) wurde in GM00637 Fibroblasten sowie in XPA-, 

und XPC- defizienten Fibroblasten der Einfluss einer XPA-, XPC-, oder XPG-Protein-

Überexpression auf die Cyclosporin A-induzierte Inhibierung der NER untersucht.  
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Die Überexpression der XP-Proteine erfolgte mittels Kotransfektion eines XPA-, XPC-, 

oder XPG-cDNA-enthaltenden Plasmides unter der Kontrolle eines SV40-Promotors 

(Tabelle 11).  

 

 

3.3.1 Überexpression von XPA, XPC und XPG in normalen 

Fibroblasten und Cyclosporin A-Effekt auf die NER 

 

Anhand der verminderten Expression von XPA- und XPG-Protein in Cyclosporin A-

kultivierten GM00637 Fibroblasten (Abbildung 18) wurde vermutet, dass diese beiden 

Proteine auch funktionelle Bedeutung in der Cyclosporin A-vermittelten Inhibierung der 

NER in dieser Zelllinie besitzen. Aus diesem Grund wurde untersucht, ob die 

verminderte NER in Cyclosporin A-kultivierten GM00637 Fibroblasten durch 

Überexpression von entweder XPA- oder XPG-Protein komplementiert werden kann. 

Darüber hinaus wurde zu Kontrollzwecken auch das XPC-Protein in Cyclosporin A-

behandelten GM00637 Fibroblasten überexprimiert um das Ergebnis der Western Blot 

Analysen zu untermauern, dass Cyclosporin A auf die Regulation des XPC-Proteins 

keine Wirkung zeigt. 

 

In Abbildung 20 ist die relative NER in GM00637 Fibroblasten dargestellt, die in 

normalem oder 0,1 µM Cyclosporin A-versetztem Medium kultiviert und entweder mit 

einem XPA-, XPC-, oder XPG-cDNA-enthaltenden Plasmid kotransfiziert worden sind. 

Die relative NER, die sich aus den Luciferaseaktivitäten von unbestrahltem und 

bestrahltem pcmvLUC errechnet (Kapitel 3.1.2), wurde hier bei unbehandelten 

GM00637 Fibroblasten 100% gesetzt. In diesem Versuch verminderte Cyclosporin A 

die NER in GM00637 Fibroblasten signifikant auf 87% (p = 0,04). Wurde das XPA-

Protein durch Kotransfektion eines XPA-cDNA-enthaltenden Plasmides überexprimiert, 

konnte der Cyclosporin A-Effekt auf die NER nicht mehr beobachtet werden. Ein 

ähnliches Ergebnis wurde durch Überexpression des XPG-Proteins mittels eines XPG-

cDNA-enthaltenden Plasmides erzielt. Die inhibitorische Wirkung von Cyclosporin A 

auf die NER in GM00637 Fibroblasten konnte somit durch Überexpression des XPA- 

als auch des XPG-Proteins vollkommen aufgehoben werden. Im Gegensatz zu XPA 

und XPG konnte die Überexpression des XPC-Proteins mittels eines XPC-cDNA-

enthaltenden Plasmides die Cyclosporin A-induzierte Inhibierung der NER nicht 

komplementieren. In Cyclosporin A-kultivierten GM00637 Fibroblasten, bei denen das 

XPC-Protein überexprimiert wurde, ist eine relative NER von 85% detektiert worden 

(Abbildung 20).  
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Diese Ergebnisse demonstrieren die Bedeutung des XPA- und XPG-Proteins in der 

Cyclosporin A-vermittelten Inhibierung der relativen NER, denn sie bestätigen, dass die 

Überexpression des XPA- und XPG-Proteins, nicht aber des XPC-Proteins, die 

inhibitorische Wirkung von Cyclosporin A vollständig komplementieren konnte. Dies 

unterstützt zusätzlich die Western Blot Analysen, in denen gezeigt wurde, dass 

Cyclosporin A eine verminderte Proteinexpression von XPA und XPG, nicht aber von 

XPC verursacht (Abbildung 18). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 20: Effekt der XPA-, XPC-, und XPG-Protein-Überexpression auf die relative NER in 
unbehandelten und 0,1 µM Cyclosporin A-kultivierten GM00637 Fibroblasten. Dargestellt sind 
die Mittelwerte ± SEM von n=3 unabhängigen Experimenten (in Triplikaten), (* p<0.05; *** 
p<0.0005). 

 

 

3.3.2 Überexpression von XPA in XPA-defizienten Fibroblasten 

und Cyclosporin A-Effekt auf die NER 

 

Die inhibitorische Wirkung von Cyclosporin A auf die NER konnte in GM00637 

Fibroblasten durch Überexpression von XPA aufgehoben werden (Kapitel 3.3.1). XPA 

scheint somit ein zentraler Angriffspunkt von Cyclosporin A zu sein, was 

immunchemisch ebenfalls nachgewiesen werden konnte (Kapitel 3.2.3). Um die 

Bedeutung von XPA in der Cyclosporin A-induzierten NER-Inhibierung zu verifizieren, 

wurde die NER in XPA-defizienten Fibroblasten (XP2OS) untersucht, welche in 

Medium ohne Cyclosporin A oder mit 0,1 µM Cyclosporin A kultiviert worden sind 

(Abbildung 21). Zusätzlich wurde in dieser Zelllinie das XPA-Protein mittels XPA-

cDNA-enthaltenden Plasmides überexprimiert, um einen eventuellen Effekt auf eine 

möglicherweise Cyclosporin A-abhängige NER festzustellen.  

 

* *** 
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Die relative NER in der XPA-defizienten Fibroblastenzelllinie XP2OS war stark 

reduziert (0,7%) im Vergleich zu GM00637 Fibroblasten (28%) (Abbildung 21). Die 

NER der stark geschädigten XPOS-Zelllinie wies eine ähnlich geringe NER-Kapazität 

auf wie andere XPA defiziente Zelllinien (Landi et al., 2002; Wei et al., 2003; Tanioka et 

al., 2005). Eine weitere Abnahme der Reparaturkapazität war in Cyclosporin A-

kultivierten XP2OS Zellen im Vergleich zu GM00637 Fibroblasten (24%) nicht 

detektierbar (Abbildung 21). Eine XPA-Protein-Überexpression führte zu einer 

Zunahme der relativen NER auf 10,8%. Sind diese transient-korrigierten XP2OS-

Fibroblaten in 0,1 µM Cyclosporin A-versetztem Medium kultiviert worden, konnte 

ebenfalls keine Abnahme der relativen NER beobachtet werden. Ein ähnlich fehlender 

Cyclosporin A-Effekt auf die relative NER ist in der stabil-korrigierten XP2OS-

Fibroblastenzelllinie (XP2OS-pAHC19WS) festgestellt worden. Diese Zelllinie 

exprimiert XPA stabil unter einem CMV-chicken-Promotor. Die in Cyclosporin A-

kultivierten XP2OS-pAHC19WS wiesen eine ähnliche Reparaturkapazität (6,1% in 0,1 

µM Cyclosporin A-Medium) wie unbehandelte Zellen auf (5,6%). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
Abbildung 21: Effekt der XPA-Protein-Überexpression auf die relative NER in transient oder 
stabil korrigierten XPA-defizienten Fibroblasten, die in Medium ohne oder mit 0,1 µM 
Cyclosporin A kultiviert worden sind. GM00637 Fibroblasten dienen als Kontrolle der 
Cyclosporin A-induzierten NER-Inhibierung. Angegeben sind die Mittelwerte ± SEM von n=5 
unabhängigen Experimenten (in Triplikaten), (* p<0.05). 
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3.3.3 Überexpression von XPC in XPC-defizienten Fibroblasten 

und Cyclosporin A-Effekt auf die NER 

 

Die Überexpression von XPC in GM00637 Fibroblasten führte nicht zu einer 

Korrigierung der Cyclosporin A-induzierten NER-Inhibierung (Kapitel 3.3.1). Um dieses 

Ergebnis zu reproduzieren, wurde die NER in XPC-defizienten Fibroblasten (XP4PA-

SV-EB) untersucht, welche in Medium ohne oder mit 0,1 µM Cyclosporin A kultiviert 

worden sind (Abbildung 22). Zusätzlich wurde in dieser Zelllinie ebenfalls das XPC-

Protein mittels XPC-cDNA-enthaltenden Plasmides überexprimiert, um zu überprüfen, 

ob Cyclosporin A tatsächlich keinen Einfluss auf das XPC-Protein zeigt. 

 

Die XPC-defiziente Zelllinie XP4PA-SV-EB war wie die XPA-defiziente Zelllinie XP2OS 

ebenfalls sehr geschädigt und mittels HCR-Methode (Kapitel 3.1.2) konnte eine relative 

NER von nur 0,1% detektiert werden (Abbildung 22). Eine ähnlich geringe NER-

Kapazität wurde auch von Zellen anderer XPC-Patienten beobachtet (Legerski et al., 

1994; Emmert et al., 2000; Khan et al., 2006; Emmert et al., 2006b). Eine weitere 

Abnahme der Reparaturkapazität durch Cyclosporin A-Behandlung konnte nicht mehr 

gemessen werden. Die Überexpression des XPC-Proteins erhöhte die relative NER ca. 

38-fach (3,8%). Diese transient-komplementierten XP4PA-SV-EB-Fibroblasten zeigten 

nach 0,1 µM Cyclosporin A-Kultivierung eine stark reduzierte relative NER. Dieses 

Ergebnis verdeutlicht, dass XPC die Cyclosporin A-induzierte Inhibierung der NER 

nicht aufheben konnte, und korreliert mit den Daten der GM00637 Fibroblasten 

(Abbildung 20), bei denen eine XPC-Komplementierung ebenfalls nicht die verminderte 

NER korrigieren konnte. Die Ergebnisse stimmen ebenfalls mit den Western Blot 

Analysen überein (Abbildung 18), die demonstriert haben, dass XPC kein Angriffspunkt 

von Cyclosporin A darstellt. 
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Abbildung 22: Effekt der XPC-Protein-Überexpression auf die relative NER in transient 
korrigierten XPC defizienten Fibroblasten, welche in Medium ohne oder mit 0,1 µM Cyclosporin 
A behandelt worden sind. Angegeben sind die Mittelwerte ± SEM von n=3 unabhängigen 
Experimenten (in Triplikaten), (*** p<0.0005). 

 

 

3.4 Wirkungen von Calcium, Calcineurin und CREB auf die      

Nukleotid-Exzisions-Reparatur 

 

Die bisherigen Ergebnisse verdeutlichen, dass eine Cyclosporin A-induzierte 

Hemmung der NER durch eine Inhibierung des XPA- und XPG-Proteins erfolgte, 

welches immunchemisch und mittels HCR nachgewiesen werden konnte. 

Demgegenüber scheint die differenzielle mRNA-Expression von XPB, XPC und XPD 

keine funktionelle Bedeutung der Cyclosporin A-induzierten NER-Inhibierung zu haben. 

Cyclosporin A vermittelt seine immunsuppressive Wirkung durch Inhibierung der Ca2+-

Calmodulin-abhängigen Serin-Threonin-Phosphatase Calcineurin (Ho et al., 1996). Es 

gibt vereinzelt Literaturhinweise, dass Calcium spontane und auch UV-induzierte DNA-

Reparatur moduliert (Gafter et al., 1997; Ahlers et al., 1999; Ori et al., 2005). Aus 

diesem Grund sollte der Einfluss von Calcium auf die NER in GM00637 Fibroblasten 

charakterisiert werden. In einem nächsten Schritt sollte ermittelt werden ob die 

Cyclosporin A-induzierte Hemmung der NER durch die Phosphatase Calcineurin 

vermittelt wird. Die Hemmung von Calcineurin über Cyclosporin A führt zur einer 

Inhibierung der beiden Transkriptionsfaktoren NFAT und CREB und damit zu einer 

verminderten Expression der für die humorale Immunantwort relevanten Gene 

(Flanagan et al., 1991; Ho et al., 1996; Oetjen et al., 2005). Daher wurde im letzten 

Schritt der Einfluss des Transkriptionsfaktors CREB auf die NER-Kapazität untersucht. 
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3.4.1 Einfluss von Calcium auf die NER 

 

Calcium-Ionen (Ca2+) modulieren als sogenannte „second messenger“ zahlreiche 

Signalwege durch die Aktivierung der Transkriptionsfaktoren NFAT, CREB, NF- B, 

JNK1 und MEF2, welche die Expression verschiedenster für die Immunfunktion, 

Zellproliferation und -Differenzierung relevanten Gene regulieren (Braun et al., 1979; 

Dolmetsch et al., 1997; Feske et al., 2001; Winslow et al., 2005). UV-Strahlung 

induziert Calcium-Signalwege (Schieven et al., 1993). Darüber hinaus wurde über 

gestörte Calcium-Signalwege in XP- und Ataxia telangiectasia-Patienten berichtet 

(Schallreuter et al., 1991; Kondo et al., 1993).  

 

Basierend auf diesen Untersuchungen sollte die Wirkung von Calcium auf die NER 

mittels Calcium-Ionophoren untersucht werden. Calcium-Ionophore transportieren 

selektiv divalente Kationen (Mn2+ > Ca2+ > Mg2+) durch biologische Membranen 

(Akerman et al., 1981). Das Calcium-Ionophor A23187 bildet mit Ca2+ stabile Komplexe 

und wird daher besonders bei Untersuchungen zur Aktivität von Calcium verwendet 

(Reed et al., 1972). A23187 erhöht die intrazelluläre Ca2+-Konzentration (Martina et al., 

1994; Wang et al., 1994). GM00637 Fibroblasten wurden mit 0,25 µM oder 0,5 µM 

A23187 kultiviert und die relative NER ermittelt, welche sich aus den 

Luciferaseaktivitäten von unbestrahltem und bestrahltem pcmvLUC errechnet (Kapitel 

3.1.2). Die relative NER ist bei unbehandelten GM00637 Fibroblasten 100% gesetzt 

worden. In Abbildung 23 ist ersichtlich, dass sowohl 0,25 µM als auch 0,5 µM des 

Calcium-Ionophores A23187 die relative NER signifikant auf 128 % (p=0,025) bzw. 

121% (p=0,034) erhöhte. Dieses Ergebnis belegt, dass die relative Reparaturfähigkeit 

in GM00637 Fibroblasten durch eine erhöhte intrazelluläre Ca2+-Konzentration 

vermittelt wird und unterstützt bisherige Beobachtungen einer durch Calcium 

modulierten DNA-Reparatur (Gafter et al., 1997; Ahlers et al., 1999; Ori et al., 2005).  
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Abbildung 23: Wirkung eines intrazellulären Calcium-Anstieges durch das Calcium-Ionophor 
A23187 auf die relative NER in GM00637 Fibroblasten. Angegeben sind die Mittelwerte ± SEM 
von n=3 unabhängigen Experimenten (in Triplikaten) (* p<0.05). 

 

 

3.4.2 Einfluss einer Calcineurin-Überexpression auf die NER  

 

Es konnte zuvor beobachtet werden, dass ein intrazellulärer Calcium-Anstieg in 

GM00637 Fibroblasten die relative NER erhöhte. Durch einen Anstieg der 

intrazellulären Calcium-Konzentration wird die Serin-Threonin-Phosphatase 

Calcineurin aktiviert (Crabtree, 1999). Um zu prüfen, ob die zuvor gezeigte Cyclosporin 

A-induzierte Inhibierung der NER durch Calcineurin vermittelt wird, wurde der Einfluss 

der Calcineurin-Überexpression auf die NER-Kapazität untersucht. Dazu wurde sowohl 

die aktive katalytische A-Untereinheit von Calcineurin (Calcineurin A) als auch die 

regulatorische B-Untereinheit (Calcineurin B) in GM00637 Fibroblasten überexprimiert. 

Dies geschah mittels Kotransfektion eines Calcineurin A- oder Calcineurin B- 

Expressionsvektors (pCNA bzw pCNB, Tabelle 11) und HCR (Kapitel 2.2.1.8). In 

Abbildung 24 ist die relative NER, welche sich durch die Luciferaseaktivität des 

bestrahlten versus unbestrahlten pcmvLUC ermittelt, in GM00637 Fibroblasten 

dargestellt. Die relative NER ist in unbehandelten GM00637 Fibroblasten dabei 100% 

gesetzt.  

 

Die Überexpression von Calcineurin A führte zu einer Dosis-abhängigen Zunahme der 

relativen NER auf das 2 bis 3 fache (Abbildung 24a). Die Calcineurin A-Untereinheit ist 

auf dem Plasmid ohne autoinhibitorische Domäne kodiert und bedarf daher keiner 

Aktivierung durch Calcineurin B (Oetjen et al., 2005). Wurde das Calcineurin A-Plasmid 

in einer Menge von 200 ng transfiziert, stieg die NER signifikant auf 230% (p=0,0003). 

Dieses Ergebnis belegt, dass die NER in GM00637 Fibroblasten allein durch 

Überexpression von Calcineurin A erhöht wird. Des Weiteren wurde als Kontrolle die 
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regulatorische Untereinheit von Calcineurin (Calcineurin B) in GM00637 Fibroblasten 

überexprimiert (Abbildung 24b). Calcineurin B lagert sich in Anwesenheit von Ca2+ an 

die katalytische Calcineurin A-Untereinheit und aktiviert dadurch Calcineurin A (Milan 

et al., 1994; Rusnak et al., 2000). Da die alleinige Calcineurin B-Überexpression die 

Calcineurin-Phosphataseaktivität nicht induzieren kann, zeigte sich wie erwartet kein 

Einfluss auf die NER. Eine Überexpression beider Untereinheiten erhöhte die relative 

NER nur bei einer Konzentration von je 200 ng signifikant auf 140% (p=0,006), 

ansonsten wurde die Wirkung eher gedämpft (Abbildung 24c). Dies lässt sich durch 

unspezifische Hemmungseffekte aller transfizierten Plasmide erklären, die zu einer 

verminderten Luciferaseaktivät führen können. 

 

Überdies wurde die aktive katalytische Calcineurin A-Untereinheit in 0,1 µM 

Cyclosporin A-kultivierten GM00637 Fibroblasten überexprimiert (Abbildung 24d). Die 

relative NER bei 0,1 µM Cyclosporin A behandelten Zellen betrug in diesem Versuch 

82,5% (p<0,005). Eine Kotransfektion mit 150 ng oder 200 ng pCNA in diesen Zellen 

hob die inhibitorische Cyclosporin A-Wirkung auf die NER vollkommen auf. Somit 

konnte die Überexpression von Calcineurin – durch Überexpression der aktiven 

katalytischen Calcineurin A – die Cyclosporin A-induzierte NER-Inhibierung vollständig 

komplementieren und die Zellen zu ihrer „normalen“ Reparaturfähigkeit verhelfen. 
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Abbildung 24: Analyse der relativen NER in GM00637 Fibroblasten, bei denen die aktive 
katalytische Calcineurin A-Untereinheit (a), die regulatorische Calcineurin B-Untereinheit (b), 
beide Calcineurin-Untereinheiten (c) oder die aktive katalytische Calcineurin A-Untereinheit in 
0,1 µM Cyclosporin A-kultivierten GM00637 Fibroblasten überexprimiert wurde (d). Dargestellt 
sind die Mittelwerte ± SEM von n=3 unabhängigen Experimenten (in Triplikaten), (ns = nicht 
signifikant, * p<0.05, ** p<0.005, *** p<0.0005). 

 

 

3.4.3 Einfluss einer Calcineurin-Herunterregulierung auf die NER 

 

Die Wirkung von Calcineurin auf die NER in GM00637 Fibroblasten wurde durch 

Calcineurin-Herunterregulierung zusätzlich analysiert. Die Calcineurin-

Herunterregulierung erfolgte mittels RNAi gegen die katalytische A-Untereinheit, 

welche in GM00637 Fibroblasten kotransfiziert wurde (Kapitel 2.2.1.8). Die Effizienz 

der Herunterregulierung wurde mittels Western Blot Analysen überprüft (2.2.3.7).  

In Abbildung 25 ist die relative NER von unbehandelten und Calcineurin A-RNAi-

transfizierten GM00637 Fibroblasten dargestellt. Ähnlich zur indirekten 

pharmakologischen Calcineurin-Inhibierung über Cyclosporin A bewirkte die direkte 

Calcineurin A-Inhibierung durch RNAi-knockdown ebenfalls eine signifikant reduzierte 

relative NER. Diese verminderte Reparaturfähigkeit wurde durch Kotransfektion von 20 

* 

a         b 

c         d 
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pmol je zwei verschiedener RNAi gegen Calcineurin A erzielt, welche im Vergleich zu 

einer Kontroll-RNAi (95%) die relative NER auf 78% (RNAi I) bzw. 85% (RNAi II) 

reduzierten (Abbildung 25a). Diese NER-Inhibierung lag im Bereich einer Cyclosporin 

A-induzierten Verminderung der Reparaturfähigkeit, welche in mehreren Versuchen 

reproduzierbar war (z.B. Abbildung 24d). Die Kotransfektion von höheren 

Konzentrationen an RNAi bis zu 200 pmol reduzierte die relative NER jedoch nicht 

weiter als 54% (Abbildung 25b). Die Effizienz der Calcineurin A-Herunterregulierung 

wurde immunchemisch nachgewiesen (Abbildung 25c). Die Transfektion der RNAi 

führte zu einer verminderten Calcineurin A-Proteinexpression auf 37% (RNAi I) bzw. 

56% (RNAi II). Diese Ergebnisse belegen zum einen, dass die NER in GM00637 

Fibroblasten durch Calcineurin moduliert werden kann und darüber hinaus bestätigen 

sie, dass die Cyclosporin A-induzierte Inhibierung der NER durch Calcineurin vermittelt 

wird.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 25: Wirkung der Calcineurin A-Herunterregulierung mittels 20 pmol RNAi (a) und 20 
pmol-200 pmol RNAi (b) gegen die katalytische aktive Calcineurin A-Untereinheit auf die 
relative NER in GM00637 Fibroblasten. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM von n=4 
unabhängigen Experimenten (in Triplikaten), (ns = nicht signifikant, *** p<0.0005). Die 

Herunterregulierung wurde immunchemisch nachgewiesen und auf -Actin normalisiert (c). 
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3.4.4 Einfluss einer Calcineurin-Herunterregulierung auf die XP-

Protein-Expression 

 

Es konnte vorab dargestellt werden, dass die Cyclosporin A-induzierte Hemmung der 

NER durch Calcineurin vermittelt wird. Ferner wurde der Einfluss des XPA- und XPG-

Proteins auf die verminderte NER in Cyclosporin A-kultivierten GM00637 Fibroblasten 

mittels Western Blot Analysen (Kapitel 3.2.3) und funktionell durch Überexpression von 

XPA und XPG (Kapitel 3.3) analysiert. Basierend auf diesen Daten wurde vermutet, 

dass die Cyclosporin A-induzierte Reduzierung der Proteine XPA und XPG und damit 

die verminderte NER ebenfalls durch Calcineurin vermittelt wird. Aus diesem Grund 

wurde in GM00637 Fibroblasten untersucht, ob eine Calcineurin A-Herunterregulierung 

mittels RNAi die Expression der Proteine XPA und XPG in ähnlicher Weise moduliert 

wie Cyclosporin A. Zu Kontrollzwecken wurde ebenfalls der Einfluss auf die XPC-

Proteinexpression untersucht. Hier sollte sich, wie in Cyclosporin A-kultivierten 

GM00637 Fibroblasten demonstriert (Kapitel 3.2.3), keine verminderte Expression des 

XPC-Proteins zeigen. 

 

Die Kotransfektion zwei verschiedener RNAi gegen die aktive katalytische Calcineurin 

A-Untereinheit reduzierte die Expression des Calcineurin A Proteins signifikant auf 

37% (RNAi I) bzw. 56% (RNAi II; Abbildung 25c). Dies führte zu einer signifikant 

verminderten XPA- und XPG-Proteinexpression (Abbildung 26). Dabei verringerte ein 

Calcineurin A-knockdown das 38 kDa XPA-Protein auf 63% (RNAi I) bzw. 21% (RNAi 

II) und das XPG-Proteinin auf 19% (RNAi I) und 27% (RNAi II) in Gesamtzelllysaten 

von GM00637 Fibroblasten. Die 40 kDa XPA-Proteinbande wurde nicht berücksichtigt, 

da die Kontroll-RNAi ebenfalls eine verminderte Proteinexpression zeigt. Die 

Ergebnisse dieser Western Blot Analysen korrelieren mit der Cyclosporin A-induzierten 

Verminderung der XPA- und XPG-Proteinexpression (Abbildung 18) und 

demonstrieren, dass der Einfluss von Cyclosporin A die XPA- und XPG-Proteine über 

Calcineurin vermittelt wird.  

 

Im Gegensatz zu der unveränderten Proteinexpression in 0,1 µM und 0,5 µM 

Cyclosporin A-kultivierten GM00637 Fibroblasten (Abbildung 18) resultierte der 

Calcineurin A-knockdown zu einer erhöhten XPC-Proteinexpression (Abbildung 26). 

Dies unterstützt die vorhergehenden Ergebnisse einer nicht-inhibitorischen Wirkung 

von Cyclosporin A auf das XPC Protein. Die Tatsache, dass 0,1 µM und 0,5 µM 

Cyclosporin A-kultivierte GM00637 Fibroblasten keine erhöhte XPC-Proteinexpression 

zeigen wie ein Calcineurin A-knockdown Zellen (Abbildung 18), lässt vermuten, dass 
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die gewählte Cyclosporin A-Konzentration zu niedrig gewählt wurde und daher keine 

Erhöhung detektiert werden konnte. Diese Vermutung würde auch die verschieden 

stark reduzierte XPG-Proteinexpression in Calcineurin A-RNAi behandelten (19% und 

27%) und in Cyclosporin A-behandelten GM00637 Fibroblasten (46% und 25%, 

Abbildung 18) erklären. 

Diese Daten verdeutlichen die bisher dargestellten Ergebnisse einer Cyclosporin A-

induzierten Hemmung der NER und einer verminderten Expression des XPA- und 

XPG-Proteins, welche über Calcineurin vermittelt wird. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 26: Effekt der RNAi-vermittelten Calcineurin-Herunterregulierung auf die XP-Proteine 
XPA, XPC und XPG in GM00637 Fibroblasten. Die Zahlen unter jedem Blot geben die Ratio 

der Banden-Intensitäten zwischen XP-Protein und -Actin relativ zu unbehandelten Kontrollen 
wider. 

 

 

3.4.5 Einfluss einer CREB-Überexpression auf die NER 

 

Die bisherigen Ergebnisse bestätigen eine Calcineurin-vermittelte Regulation der NER, 

welche ähnlich zu Cyclosporin A nicht nur die Reparaturfähigkeit in GM00637 

Fibroblasten modulierte, sondern auch die Expression der XPA- und XPG-Proteine 

regulierte. Die XPA- und XPG-Proteinexpression könnte demnach über einen 

Calcineurin-abhängigen Signalweg reguliert werden, welcher durch die 

Phosphataseaktivität von Calcineurin entweder posttranslational oder transkriptionell 
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wirkt. Da Calcineurin die Expression verschiedenster Gene u. a. über die 

Transkriptionsfaktoren NFAT oder CREB reguliert (Flanagan et al., 1991; Ho et al., 

1996; Oetjen et al., 2005), sollte in dieser Arbeit geklärt werden, ob Calcineurin die 

NER über den Transkriptionsfaktor CREB moduliert. Dazu wurde ein 

Expressionsvektor für CREB (pCREB) in GM00637 Fibroblasten kotransfiziert und die 

relative NER gemessen. Da eine transkriptionelle Aktivität von CREB durch Ca2+ 

induziert wird (Oetjen et al., 2005), wurden GM00637 Fibroblasten zusätzlich mit 0,25 

µM und 0,5 µM des Calcium-Ionophores A23187 kultiviert. Die Wirkung der pCREB-

Kotransfektion auf die relative NER wurde durch die Luciferaseaktivität des bestrahlten 

versus unbestrahlten pcmvLUC (Kapitel 2.2.1.8) in GM00637 Fibroblasten ermittelt. In 

Abbildung 27 ist zu erkennen, dass CREB ohne Ca2+-Induktion durch A23187 die 

relative NER der CREB-kotransfizierten GM00637 Fibroblasten nicht beeinflusst. Sind 

die CREB-kotransfizierten GM00637 Fibroblasten in Medium mit 0,25 µM oder 0,5 µM 

A23187 kultiviert worden, erhöhte sich die relative NER signifikant auf 131% 

(p=0,0007) bzw. 163% (p=0,007). Ausgehend vom zuvor dargestellten Ergebnis, dass 

Calcium alleinig die relative NER auf etwa 120% erhöht (Abbildung 23) lässt sich in 

diesem gezeigten Ergebnis eine additive Wirkung von Calcium + CREB auf die 

Reparaturfähigkeit vermuten. Dieses Ergebnis belegt, dass die Calcineurin-vermittelte 

Modulation der relativen NER zumindest teilweise über den Transkriptionsfaktor CREB 

reguliert wird. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 27: Wirkung von CREB auf die relative NER in GM00637 Fibroblasten, die mit 0 µM, 
0,25 µM oder 0,5 µM A23187 inkubiert worden sind. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM von 
n=2 unabhängigen Experimenten (in Triplikaten), ** p<0.005, *** p<0.0005. 
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3.4.6 Einfluss einer CREB-Herunterregulierung auf die NER 

 

Als Negativ-Kontrolle für einen CREB-vermittelten NER-Anstieg wurde ein 

Expressionsvektor pCREBS133A in GM00637 Fibroblasten kotransfiziert, welcher die 

CREB Sequenz kodiert, jedoch an der Position 133 anstelle der Base T die Base G 

besitzt. Dadurch wird statt Serin (TCC) die Aminosäure Alanin (GCC) kodiert. Zur 

Aktivierung der CREB-vermittelten Transkription muss dieses Serin phosphoryliert 

werden, damit der Koaktivator  CBP binden und die transkriptionelle Aktivität von 

CREB vermittelt werden kann (Parker et al., 1996; Mayr et al., 2001). Wird Serin 

durch Alanin ersetzt, unterbleibt die Bindung von CBP an CREB, für die eine 

Phosphorylierung des Serin an Position 133 der Transaktivierungsdomäne 

erforderlich ist (Oetjen et al., 2005).  

 

Die Kotransfektion dieser dominant-negativen CREB Serin-Alanin-Mutante zeigte 

auf die relative NER in GM00637 Fibroblasten keine Wirkung (Abbildung 28). Eine 

zusätzliche Kultivierung in 0,5 µM A23187 ließ die relative NER signifikant auf 

119% ansteigen (p=0,02). Dieser Anstieg in der relativen Reparaturfähigkeit wurde 

bereits zuvor in alleinig mit A23187-kultivierten GM00637 Fibroblasten dargelegt 

(Abbildung 23) und ist damit ein reproduzierbares Ergebnis einer erhöhten relativen 

NER durch intrazellulären Calcium-Anstieg. 

 

 
  

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Abbildung 28: Wirkung der Serin-Alanin mutierten inaktiven Form von CREB (CREBS133A) auf 
die relative NER in GM00637 Fibroblasten, welche  mit 0 µM oder 0,5 µM A23178 kultiviert 
worden sind. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM von n=2 unabhängigen Experimenten (in 
Triplikaten), * p<0.05. 
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4. DISKUSSION 
 

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss der Immunsuppressiva Cyclosporin A 

und Everolimus auf die Nukleotid-Exzisions-Reparatur untersucht. Die hierbei 

dargestellten Wirkmechanismen einer Karzinogenese-Initiation von Cyclosporin A 

liefern neue Erklärungen für das stark erhöhte Hautkrebsrisiko bei einer Cyclosporin A-

basierten immunsuppressiven Therapie und zeigen neue Kenntnisse auf, warum unter 

einer Everolimus-immunsuppressiven Therapie bisher kein erhöhtes Hautkrebsrisiko 

festzustellen ist. 

 

Im ersten Teil der Arbeit wurde die Reparatur UV-induzierter DNA-Schäden in  

transformierten Fibroblasten- und Lymphoblasten-Zelllinien unter dem Einfluss beider 

Immunsuppressiva untersucht. Des Weiteren wurde die Wirkung von Cyclosporin A auf 

die Expression der für die Nukleotid-Exzisions-Reparatur relevanten XP-Gene 

analysiert. Darüber hinaus konnten die XP-Gene identifiziert werden, welche durch 

Cyclosporin A differenziell auf mRNA und Proteinebene exprimiert werden. Der 

Einfluss von Cyclosporin A auf einzelne XP-Proteine wurde anschließend funktionell 

auf die Nukleotid-Exzisions-Reparatur in normalen und XP-defizienten Zelllinien 

untersucht. Im letzten Teil wurden die Wirkungen der Phosphatase Calcineurin und des 

Transkriptionsfaktors CREB auf die Cyclosporin A-induzierte Hemmung der NER 

analysiert.  

 

Die erzielten Ergebnisse dienen zum Verständnis der molekularen Zusammenhänge 

einer Cyclosporin A-vermittelten Begünstigung der Tumorinitiation bei 

Transplantationspatienten. Diese wird aufgrund einer verminderten Nukleotid-

Exzisions-Reparatur durch Modulation der XP-Gene XPA und XPG in einem 

Calcineurin-abhängigen Signalweg vermittelt. 
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4.1 Cyclosporin A, jedoch nicht Everolimus, vermindert die 

Reparatur UV-induzierter DNA-Schäden durch Inhibierung 

der Nukleotid-Exzisions-Reparatur (NER) 

 

Im ersten Teil dieser Arbeit wurde der Einfluss von Cyclosporin A und Everolimus auf 

die Reparatur UV-induzierter DNA-Schäden in GM00637 Fibroblasten und AG10107 

Lymphoblasten analysiert. Ausgangspunkt dieser Untersuchung waren verschiedene 

Studien über Immunsuppressiva und deren Nebenwirkungen, welche unhabhängig 

ihrer Wirkung auf Immunzellen den schädigenden Effekt von UV-Strahlung verstärken 

(van Leeuwen et al., 2009). Organ-Transplantationspatienten besitzen ein stark 

erhöhtes Hautkrebsrisiko (McGregor et al., 1995; DiGiovanna, 1998). Zu den typischen 

UV-induzierten Hautkrebsformen, welche Transplantationspatienten in einem 

aggressiveren Verlauf im Gegensatz zur gesunden Normalbevölkerung entwickeln, 

zählen das Plattenepithelkarzinom, das Basalzellkarzinom und das kutane Melanom 

(Jensen et al., 1999b; Buell et al., 2005; Euvrard et al., 2006). Das 

Plattenepithelkarzinom-Risiko beträgt bei Transplantationspatienten über 50% (Queille 

et al., 2007). Innerhalb der ersten fünf Jahre entwickeln 40% aller 

Transplantationspatienten prämaligne und maligne Hautveränderungen (Ulrich et al., 

2002).  

 

Das Hautkrebsrisiko variiert dabei unter den verschiedenen immunsuppressiven 

Therapien und ist bei Calcineurin-Inhibitoren im Vergleich zu mTOR-Inhibitoren erhöht 

(Halloran, 2000). Neben einer insuffizienten Elimination von Tumorzellen aufgrund des 

supprimierten Immunsystems könnte darüber hinaus auch ein direkter onkogener 

Effekt die Tumorprogression erhöhen (Guba et al., 2004; Tiu et al., 2006). Cyclosporin 

A erhöht die Expression von TGF- welcher zur Tumorprogression beitragen könnte 

(Andjelic et al., 1997; Maluccio et al., 2003; Li et al., 2005; Hojo et al., 1999). 

Interessanterweise wird nach Absetzen der immunsuppressiven Therapie teilweise ein 

Rückgang der Tumore beobachtet (Euvrard et al., 2004; Otley et al., 2005). Die 

molekularen Zusammenhänge eines durch Cyclosporin A begünstigten 

Tumorwachstums sind allerdings überwiegend unbekannt. Auch das geringe oder 

möglicherweise sogar fehlende Hautkrebsrisikos von mTOR-Inhibitoren konnte bisher 

nicht umfassend geklärt werden (Euvrard et al., 2004; Mathew et al., 2004; Kauffman 

et al., 2005). Da Transplantationspatienten hauptsächlich Sonnenlicht-induzierten 

Hautkrebs entwickeln, könnte ein unmittelbarer Zusammenhang mit einer Reparatur 

von UV-induzierten DNA-Schäden bestehen (de Boer et al., 2000; Bootsma et al., 

2002). Auch Xeroderma Pigmentosum (XP-) Patienten besitzen ein vielfach erhöhtes 
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Risiko für die Entwicklung von Hautkrebs aufgrund einer defekten Nukleotid-Exzisions-

Reparatur. Daher schien es interessant zu sein, die Nebenwirkungen von Cyclosporin 

A und Everolimus in Bezug auf eine mögliche UV-induzierte Karzinogenese-Initiation 

hin zu untersuchen. 

 

In dieser Arbeit konnte als erstes gezeigt werden, dass mit steigenden Cyclosporin A-

Konzentrationen das relative Zellüberleben nach UV-Bestrahlung in immortalisierten 

SV40-transformierten GM00637 Fibroblasten und EBV-transformierten AG10107 

Lymphoblasten stark abnahm, während unter Everolimus kein Einfluss festzustellen 

war (Abbildung 13). Des Weiteren wurde in beiden mit Cyclosporin A oder Everolimus 

behandelten Zelllinien die NER-Kapazität anhand der Enzymaktivität einer auf einem 

Expressionsplasmid kodierten Luciferase analysiert. Dabei konnte belegt werden, dass 

Cyclosporin A die Nukleotid-Exzisions-Reparatur in GM00637 Fibroblasten und 

AG10107 Lymphoblasten inhibiert, dagegen Everolimus die NER-Kapazität nicht 

beeinflusst (Abbildungen 14 und 15). In einigen bisherigen Studien ergaben sich 

Hinweise auf eine verminderte DNA Reparatur, welche als mögliche Erklärung eines 

stark erhöhten Hautkrebsrisikos unter einer Cyclosporin A-Therapie dienen könnte. 

Diese wurde allerdings indirekt durch eine verminderte Tritium- oder 5`-

Bromdesoxyuridin- (BrdU-) Aufnahme in Cyclosporin A-behandelten peripheren-Blut- 

mononukleären-Zellen (PBMC) und in der Epidermis von BALB/c-Mäusen gemessen  

(Herman et al., 2002;Sugie et al., 2002). In dieser Arbeit konnte durch Messung der 

Nukleotid-Exzisions-Reparatur eine direkte Inhibierung von Cyclosporin A auf diesen 

Reparaturweg belegt werden. Interessanterweise konnte in 0,2 µM Cyclosporin A-

kultivierten GM00637 Fibroblasten eine ähnlich niedrige Reparaturkapazität gemessen 

werden (Abbildung 14b) wie in Fibroblastenzelllinien von XP-Patienten, welche einen 

genetischen Defekt aufweisen (ca. 3%; Emmert et al., 2002).   

 

Ferner konnte bestätigt werden, dass die durch UVC-Strahlung generierten 

Cyclobutan-Pyrimidin-Dimere (CPD) und Pyrimidin-6,4-Pyrimidon Photoprodukte (6-

4PP) in Cyclosporin A-kultivierten GM00637 Fibroblasten und AG10107 

Lymphoblasten kaum eliminiert wurden, wohingegen in Everolimus-behandelten Zellen 

die Reparaturkinetik nicht beeinflusst wurde (Abbildungen 16 und 17). Eine Studie von 

Yarosh et al. (2005) konnte bereits zeigen, dass Cyclosporin A die Eliminierung von 

CPD in menschlichen Keratinozyten inhibiert. UV-induzierte 6-4PP entstehen ungefähr 

mit einer Frequenz von 20 bis 30% im Vergleich zur Menge an gebildeten CPD (Sinha 

et al., 2002). Beide Photoprodukte spielen je nach Reparaturfähigkeit der Zelle in der 

UV-induzierten Apoptose und in der Karzinogenese eine unterschiedliche Rolle (de 
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Lima-Bessa et al., 2008). Während in XP-defizienten Zellen beide Photoprodukte durch 

fehlende Reparatur zur Apoptose führen, induzieren in normalen Zellen vorwiegend 6-

4PP Apoptose, CPD führen dagegen zum Zellzyklusarrest (Lo et al., 2005). In NER-

defizienten Zellen sind 6-4PP allerdings toxischer als CPD, da CPD von der 

Transläsionalen Synthese (TLS) durch Polymerase eta umgangen werden können 

(Masutani et al., 1999; de Lima-Bessa et al., 2008). Dass eine fehlende Reparatur von 

6-4PP ein erhöhtes Hautkrebsrisiko verursacht, zeigen Cockayne Syndrom- (CS)- und 

Trichothiodystrophie- (TTD)- Patienten, welche 6-4PP im Gegensatz zu CPD 

reparieren können und keinen Hautkrebs entwickeln, während XP-Patienten keine der 

beiden Photoprodukte reparieren können und ein vielfach erhöhtes Hautkrebsrisiko 

besitzen (Riou et al., 2004). Dass Cyclosporin A die Reparatur von 6-4PP hemmt, 

wurde in dieser Arbeit erstmals gezeigt. 

 

Die Ursache der unterschiedlichen biologischen Wirkungen von CPD und 6-4PP liegt in 

der Verteilung der Läsionen in der DNA und den unterschiedlichen Reparaturkinetiken. 

6-4PP entstehen bevorzugt zwischen den Nukleosomen in linker DNA, während CPD 

auch in Bereichen der Nukleosomen generiert werden (Mitchell et al., 1990; Gale et al., 

1990; Thoma, 1999). 6-4PP werden von der Nukleotid-Exzisions-Reparatur besser 

erkannt und dadurch schneller repariert (Courdavault et al., 2005). Innerhalb der ersten 

3 Stunden nach UV-Strahlung werden bereits 80 bis 90% 6-4PP repariert, während 

nach 6 Stunden nur ca. 20% CPD repariert werden und nach 24 h noch ca. 50 bis 60% 

an CPD vorhanden sind (Nakagawa et al., 1998). UV-induzierte CPD werden 

bevorzugt von XPC und DDB2 detektiert (Hwang et al., 1999; Wittschieben et al., 

2005), während XPA eine größere Affinität für 6-4PP aufweist (Jones et al., 1993; 

Mellon et al., 2002; Koberle et al., 2006). Dass in dieser Arbeit die Eliminierung beider 

Photoprodukte in Cyclosporin A-behandelten Fibroblasten und Lymphoblasten inhibiert 

wurde, verdeutlicht, dass Cyclosporin A sowohl die Reparatur von CPD als auch von 6-

4PP hemmt.  

 

Die in dieser Arbeit dargestellten Daten lassen deutlich erkennen, dass Everolimus auf 

die Nukleotid-Exzisions-Reparatur keinen Einfluss hat. Klinische Studien offenbaren, 

dass mTOR-Inhibitoren einer Tumorprogression eher entgegenwirken können. 

Everolimus wird als immunsuppressive Therapie bevorzugt eingesetzt, da es das 

Nebenwirkungsspektrum in Bezug auf UV-induzierten Hautkrebs und anderen seltenen 

Hautkrebsarten wie Kaposi Sarkom deutlich reduziert (Stallone et al., 2005; de Fijter, 

2007; Meier et al., 2009). In Abhängigkeit von UVB-Strahlung erhöht die mTOR 

vermittelte p70S6-Kinase-Aktivität die Matrix-Metalloproteinase 1- (MMP1-) Expression 
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(Brenneisen et al., 2000). MMP1 kommt eine besondere Rolle in der Entwicklung von 

Hauttumoren zu, da eine UV-induzierte erhöhte Expression von MMP1 zu verstärktem 

Kollagenabbau und damit zu einem leichteren Metastasieren führt (Lemaitre et al., 

2006). Als mögliche Erklärung einer Anti-Tumor-Aktivität dient vor allem die Inhibierung 

des mTOR-Signalweges, welcher in vielen Tumorarten hyperaktiviert ist und zu einer 

verstärkten Angiogenese durch Hochregulierung von VEGF (Vascular Endothelial 

Growth Factor) führt, den Zellzyklus arretiert und die IL-10-Produktion erhöht (Guba et 

al., 2002; Luan et al., 2002; Nepomuceno et al., 2003; Guertin et al., 2005). Die Anti-

Tumor-Aktivität von mTOR-Inhibitoren zeigte sich klinisch in einer Inhibierung des 

Wachstums von Rhabdomyosarkomen, Neuroblastomen, Glioblastomen oder auch B-

Zell-Lymphomen (Huang et al., 2000; Huang et al., 2003). In Mäusen wurde das 

Wachstum von Plattenepithelkarzinomen reduziert (Khariwala et al., 2006). Des 

Weiteren wurde in Cyclosporin A-behandelten Mäusen ein verringertes UV-induziertes 

Hautkrebsrisiko nach Zugabe von Everolimus zu einer Cyclosporin A-basierten 

Therapie beschrieben (Wulff et al., 2008).  

 

In dieser Arbeit ließ sich zwar keine eindeutige Anti-Tumor-Aktivität von Everolimus in 

Bezug zur DNA-Reparatur beobachten. Allerdings scheinen Everolimus-kultivierte 

GM00637 Fibroblasten und AG10107 Lymphoblasten eine zum Teil bessere „UV-

Schadensantwort“ als unbehandelte Zellen zu besitzen. Das relative Zellüberleben 

nach UV-Bestrahlung schien in Everolimus-kultivierten Fibroblasten und 

Lymphoblasten leicht höher zu sein als in unbehandelten Zellen (Abbildung 13). Die 

relative NER-Kapazität war unter Everolimus etwas höher im Vergleich zu normal 

kultivierten Zellen (Abbildung 15). Die Elimination der UV-induzierten Photoprodukte 

erfolgte in GM00637 Fibroblasten und AG10107 Lymphoblasten nach 24 h etwas 

schneller als in unbehandelten Zellen (Abbildungen 16, 17a). Diese Ergebnisse sind 

statistisch nicht signifikant, weisen aber einen Trend zu einer besseren DNA-

Reparaturfähigkeit von UV-induzierten DNA-Schäden in Everolimus-kultivierten 

Fibroblasten und Lymphoblasten auf, welcher einen Beitrag zum verminderten 

Hautkrebsrisiko unter mTOR-Inhibitor-Therapie leisten könnte. 
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4.2 Cyclosporin A reguliert die XP-Gene differenziell auf 

mRNA- und Proteinebene 

 

Anhand von Zellkulturstudien zur Reparatur UV-induzierter DNA-Schäden an normalen 

Lymphoblasten und Fibroblasten konnte dargestellt werden, dass Cyclosporin A im 

Gegensatz zu Everolimus die Nukleotid-Exzisions-Reparatur hemmt. Xeroderma 

Pigmentosum-Patienten besitzen ein mehr als 1000-fach erhöhtes Risiko für die 

Entwicklung von Hautkrebs aufgrund einer defekten Nukleotid-Exzisions-Reparatur von 

UV-induzierten DNA-Schäden, verursacht durch genetische Defekte der XP-Gene XPA 

bis XPG. Aus diesem Grund wurde der Einfluss von Cyclosporin A auf die Regulation 

der XP-Gene und Proteine untersucht. Damit sollte geklärt werden, ob die Cyclosporin 

A-induzierte NER-Inhibierung durch eine Modulation der XP-Gene verursacht wird. 

 

Alle 7 XP-Gene, XPA bis XPG, sind essentiell an der NER beteiligt. Während in der 

transkriptionsgekoppelten Reparatur UV-induzierte DNA-Schäden von einem Komplex 

aus CSA/CSB  und der Polymerase II erkannt werden, fungiert in der globalen 

Genomreparatur das XPC Protein als Schadenserkenner und initiiert die 

Reparaturkaskade. Die Helikasen XPB und XPD, Komponenten des TFIIH-Komplexes, 

entwinden den DNA-Strang. Das Entwinden führt zur Rekrutierung des XPA-RPA-

Proteinkomplexes, welche den Schaden verifizieren und die Endonukleasen XPF und 

XPG zur Läsion dirigieren. Nachdem XPG in 3`-Richtung eingeschnitten hat, schneidet 

XPF zusammen mit ERCC1 den Strang in 5`-Richtung. Die Lücke wird anschließend 

neue synthetisiert und ligiert. In dieser Arbeit konnte in AG10107 Lymphoblasten und 

GM00637 Fibroblasten eine Cyclosporin A-vermittelte Herunterregulierung der XP-

mRNA von XPB, XPC, XPD und XPG beobachtet werden. Auf Proteinebene 

verminderte Cyclosporin A in GM00637 Fibroblasten nur die Expression von XPA und 

XPG. In den folgenden Abschnitten werden diese Ergebnisse erläutert und diskutiert. 

 

 

4.2.1 Cyclosporin A inhibiert die Expression des XPA-Proteins, 

nicht aber die Expression der XPA-mRNA 

 

In dieser Arbeit ließ sich ein Cyclosporin A-Effekt auf das XPA-Protein, nicht jedoch auf 

die XPA-mRNA erkennen (Tabellen 21 und 22 und Abbildung 18). XPA stellt ein 

limitierendes Protein für eine erfolgreiche NER dar (Koberle et al., 2006). Die Anzahl 

an XPA-Molekülen in einer Zelle ist mit 200000 ziemlich hoch und im Vergleich mit 

anderen NER-Proteinen am höchsten (Araujo et al., 2001; Koberle et al., 2006).  
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Im Gegensatz dazu ist die XPA-mRNA-Menge mit nur 5 bis 8 Transkripten pro Zelle 

ziemlich gering und zeigt, dass XPA konstitutiv auf sehr geringem Niveau exprimiert 

wird (Layher et al., 1997). Nach UV-Strahlung erhöht sich die XPA-Proteinmenge nicht 

(Goukassian et al., 2000). Wird die Menge an XPA-Protein auf unter 10% reduziert, 

kann die NER nicht mehr erfolgen (Koberle et al., 2006). Die hohe Anzahl an XPA-

Molekülen im Vergleich zu anderen NER-Faktoren unterstreicht die essentielle 

Bedeutung des XPA-Proteins in der NER. Die relativ geringe XPA-Transkriptmenge 

scheint nicht nur langlebiger als andere mRNA-Transkripte zu sein, sondern auch mit 

hoher Effizienz das XPA-Protein zu exprimieren, damit eine Reparatur von UV-

induzierten DNA-Schäden ungehindert erfolgen kann. Es ist daher sehr wahrscheinlich, 

dass ein XPA-mRNA-Transkript mehrfach translatiert wird (Koberle et al., 2006). Die 

Tatsache, dass durch UV-Strahlung das XPA-mRNA und -Protein nicht reguliert 

werden (Goukassian et al., 2000), unterstreicht die Bedeutung einer vorrätigen XPA-

Proteinmenge in der Zelle, welche transkriptionell nicht moduliert wird. Das in dieser 

Arbeit dargestellte Ergebnis einer Cyclosporin A-vermittelten Herunterregulierung von 

XPA auf Protein-, nicht aber auf mRNA-Ebene könnte ein Hinweis darauf sein, dass 

eine transkriptionelle Regulation des XPA-Gens möglicherweise nicht erforderlich ist, 

um eine funktionsfähige NER-Kapazität zu leisten. Demnach hätte Cyclosporin A 

keinen Angriffspunkt auf die transkriptionelle Regulation von XPA. 

 

Der XPA-Promotor zeigt sehr wenige mögliche Bindestellen für Transkriptionsfaktoren, 

die XPA negativ als auch positiv regulieren könnten. Ein positives Element im Promotor 

ist in der 5`-untranslatierten Region lokalisiert und könnte die Translation erhöhen 

(Topping et al., 1995). Des Weiteren codiert das Exon 2 eine Bindedomäne für ERCC1 

(Li et al., 1995). Ein Protein, welches XPA auf transkriptioneller Ebene regulieren kann, 

ist HMGA1 (high-mobility group A1), ein Proto-Onkogen, welches in verschiedenen 

Krebsarten (Brustkrebs, Lungenkrebs, Leukämien) überexprimiert ist (Giannini et al., 

2005; Sgarra et al., 2005; Liau et al., 2006). Die Bindung von HMGA1 an das negative 

Kontrollelement des XPA-Promotors (-268 bis -276) führt zu einer verringerten XPA-

mRNA-Expression und zu einer verminderten Reparatur von CPD nach UV-Strahlung 

(Adair et al., 2007). Auf diese Weise könnte eine transkriptionelle Regulation von XPA 

die NER-Funktion modulieren. Da in dieser Arbeit keine Herunterregulierung der XPA-

mRNA beobachtet wurde (Tabelle 21 und 22), könnte davon ausgegangen werden, 

dass eine verminderte NER nicht durch eine Modulation der XPA-mRNA sondern 

durch XPA-Proteinregulierung erfolgt. Da bisher keine weiteren transkriptionellen 

Regulationsmechansimen von XPA bekannt sind, ist zu vermuten, dass XPA  

möglicherweise posttranslational modifiziert werden kann. Wäre dies der Fall, könnte 
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die Cyclosporin A-vermittelte XPA-Protein-Herunterregulierung eventuell Ursache einer  

posttranslationalen Regulation sein. 

 

XPA ist ein Zink-Finger Protein und spielt als Schadenserkenner und 

Schadensverifizierer sowohl in der globalen Genomreparatur (GGR) als auch in der 

transkriptionsgekoppelten Reparatur (TCR) eine wichtige Rolle. In der GGR 

akkumuliert es an DNA-Läsionen in Abhängigkeit von XPC (Rademakers et al., 2003). 

Die funktionelle Form von XPA ist ein Homodimer, welches mit RPA 

(Replikationsprotein A) einen Komplex bildet (Yang et al., 2002). Dieses Heterotrimer 

bindet in beiden Reparaturwegen an DNA-Läsionen und verifiziert den Schaden. Das 

XPA-Protein wandert als zwei unterschiedlich große Proteinbanden mit einer Größe 

von 38 kDa und 40 kDa im Polyacrylamid-Gel (SDS-PAGE). Diese zwei 

unterschiedlichen Banden wurden bereits von Miura et al. (1991) beschrieben, wobei 

die 38 kDa Proteinbande als ein Degradationsprodukt der 40 kDa definiert wurde. In 

dieser Arbeit reduzierte Cyclosporin A im Cytosol die 40 kDa Proteinbande, während 

im Kern durch Cyclosporin A beide Proteinbanden nicht mehr detektierbar waren 

(Abbildung 18). Die 40 kDa Proteinbande wird als eine posttranslational modifizierte 

Form von XPA beschrieben (Miura et al., 1991; Yang et al., 2002; Wu et al., 2006). Es 

ist allerdings bis jetzt nicht klar, ob die zwei detektierten Proteinbanden 

posttranslationale Modifikationen von XPA darstellen oder nicht. Durch UV-Strahlung 

kann XPA zwar phosphoryliert werden, doch diese Modifikation ist als dritte Bande 

oberhalb von 40 kDa im SDS-PAGE sichtbar (Wu et al., 2006). Es ist eher 

unwahrscheinlich, dass die zwei verschiedenen XPA-Proteinbanden unterschiedliche 

Reduktionszustände aufgrund von Disulfidbrücken darstellen, da Iakoucheva et al. 

(2001b) die Cysteine von XPA als reduzierend identifizierten und somit keine 

Disulfidbrücken detektiert werden konnten (Iakoucheva et al., 2001b; Wu et al., 2006). 

Die in dieser Arbeit durchgeführten Westen Blot Analysen erfolgten mit SDS und -

Mercaptoethanol unter reduzierenden Bedingungen. Daher kann ausgeschlossen 

werden, dass es sich bei den zwei verschiedenen XPA-Proteinbanden um 

Disulfidbrücken handelt. Eine definitive Erklärung für das Auftreten dieser zwei Banden 

konnte auch in dieser Arbeit nicht gefunden werden. Weiterführende Untersuchungen 

wären daher interessant, welche Aufschluss über die Cyclosporin A-induzierte 

verminderte 40 kDa Proteinbande geben könnten. 

 

Die Möglichkeit, dass im Western Blot das 34 kDa große Replikationsprotein A (RPA) 

detektiert wurde, kann ebenfalls ausgeschlossen werden, denn RPA komplexiert nur 

durch UV-Strahlung mit XPA (Yang et al., 2002; Lee et al., 2003). Der XPA/RPA-
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Komplex erhöht zwar die Bindung an DNA-Läsionen, dennoch können sowohl das 

XPA-Monomer als auch das XPA-Dimer an schadhafte DNA binden, wobei das XPA-

Dimer eine höhere Affinität zu DNA-Läsionen besitzt (Yang et al., 2002 ;Liu et al., 

2005). RPA besteht aus drei Untereinheiten (70 kDa, 34 kDa, 11 kDa) von denen die 

70 kDa-Untereinheit innerhalb der DNA-Bindedomäne von XPA (AS 153-176) bindet, 

während die 34 kDa-Untereinheit im N-Terminus von XPA (AS 1-58) bindet (Stigger et 

al., 1998; Buchko et al., 1998). RPA kann auch unabhängig von XPA an UV-

geschädigte DNA binden, und assistiert wahrscheinlich auch bei der Synthese und 

Ligation des neuen DNA-Abschnittes (Rademakers et al., 2003). Die p34 Untereinheit 

von RPA kann phosphoryliert werden und könnte die DNA-Replikation und 

Rekombination regulieren (Oakley et al., 2001). Auf die Interaktion mit XPA oder auf 

die NER-Funktion hat die phosphorylierte Form von RPA allerdings keinen Einfluss 

(Stigger et al., 1998). Daher ist es eher unwahrscheinlich, dass Cyclosporin A über 

RPA zu einer verminderten XPA-Proteinmenge führt. Dies könnte allerdings 

Gegenstand zukünftiger Untersuchungen sein, um eine Interaktion von Cyclosporin A 

mit RPA auszuschließen. 

 

 

4.2.2 Cyclosporin A inhibiert die Expression der XPG-mRNA und 

des XPG-Proteins 

 

Die Beobachtung, dass Cyclosporin A sowohl die XPG-mRNA als auch das XPG-

Protein herunterregulierte, deutet auf eine funktionelle Bedeutung auf die durch 

Cyclosporin A verminderte NER. Tatsächlich ließ sich durch Überexpression des XPG-

Proteins die verminderte NER in Cyclosporin A-kultivierten Fibroblasten vollständig 

korrigieren (Abbildung 20). Das XPG-Protein besitzt in der NER mehrere Funktionen: 

zum einen stabilisiert es den TFIIH-Komplex, zum anderen koordiniert es die 

Endonukleaseaktivität von XPF, und es rekrutiert die Proteine PCNA, DNA Polymerase 

delta und DNA Ligase I für die Strangsynthese (Gary et al., 1997; Constantinou et al., 

1999; Araujo et al., 2001; Reardon et al., 2003). Überdies kommt dem XPG-Protein 

auch eine Funktion in der Basen-Exzisions-Reparatur (BER) zu: es stimuliert die 

Bindung der Glykolyase NTH1 an schadhafte DNA, welche oxidative DNA-Schäden 

eliminiert. Die Reparatur oxidativer DNA-Schäden ist zum Beispiel bei XPG-Missense-

Mutationen noch intakt (Cooper et al., 1997; Le et al., 2000). Cyclosporin A könnte 

demzufolge auch die BER über XPG beeinflussen. Da XPG im Komplex mit TFIIH 

auch in der Transkription eine Rolle spielt (Ito et al., 2007), könnte die Cyclosporin A-

induzierte Herunterregulierung von XPG auch die generelle Transkription beeinflussen. 
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Bartels et al. (2007) konnten eine prozessive Funktion von XPA auf die Endonukleasen 

XPF und XPG feststellen. Allerdings zeigten Rademakers et al. (2003), dass die 

Rekrutierung von XPG unabhängig von XPA erfolgt. In XPA-defizienten Zellen können 

XPF und XPG den schadhaften Strang nicht mehr schneiden (Feng et al., 1997). Der 

Cyclosporin A-Effekt auf XPG könnte demnach zusätzlich durch die Inhibierung von 

XPA erfolgen. Es bleibt allerdings zu klären, ob Cyclosporin A eine direkte Interaktion 

zwischen XPA und XPG inhibiert.  

 

 

4.2.3 Cyclosporin A inhibiert die Expression der XPC-mRNA, nicht 

aber die Expression des XPC-Proteins 

 

In dieser Arbeit konnte in beiden Cyclosporin A-behandelten GM00637 Fibroblasten 

und AG10107 Lymphoblasten eine reduzierte XPC-mRNA-Menge detektiert werden 

(Tabelle 21 und 22). Die durch Cyclosporin A verminderte XPC-mRNA-Expression 

scheint allerdings keine direkte funktionelle Rolle in der Cyclosporin A-induzierten 

NER-Inhibierung zu spielen, denn ein Cyclosporin A-Effekt auf das XPC-Protein ließ 

sich nicht beobachten (Abbildung 18). Die XPC-Proteinmenge ist mit nur ca. 25000 

Molekülen pro Zelle im Vergleich zu allen anderen NER-Proteinen am geringsten 

(Araujo et al., 2001). Die XPC-mRNA-Menge weist mit 10 Transkripten pro Zelle eine 

normale bis leicht erhöhte Transkriptionsaktivität auf (Lockhart et al., 2000; Warrington 

et al., 2000; Khan et al., 2002). Nach UV-Strahlung ist eine Zunahme an XPC mRNA 

und -Protein zu beobachten (Adimoolam et al., 2002; Ferguson et al., 2005).  

 

Die Wirkung von Cyclosporin A auf die XPC-mRNA, nicht aber auf das XPC-Protein, 

könnte sich durch transkriptionelle Regulation von XPC erklären lassen. Die 

Transkription von XPC wird über Hypermethylierungen des Promotors reguliert, was zu 

einer verminderten Proteinmenge führt (Wu et al., 2007b). Diese transkriptionelle 

Modifikation scheint eine wichtige Rolle für die XPC-Genexpression darzustellen, 

welche mit einer verringerten DNA-Reparaturfähigkeit assoziiert ist und bisher vor 

allem bei der Entstehung von Lungentumoren beschrieben wurde (Wu et al., 2007b). In 

dieser Arbeit wurden Hypermethylierungen des XPC-Promotors allerdings nicht 

untersucht. Im Promotor von XPC gibt es verschiedene mögliche Bindestellen für die 

Transkriptionsfaktoren OCT-1, EGR-1, Sp1, AP-1, E2F1 sowie für p53 (Adimoolam et 

al., 2002; Wu et al., 2007b; Lin et al., 2009). Der von Calcineurin regulierte 

Transkriptionsfaktor NFAT kann mit anderen Transkriptionsfaktoren, wie zum Beispiel 

mit AP-1, EGR-1 und Sp1 kooperativ an DNA binden und die Transkription regulieren 
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(Rao et al., 1997; Santini et al., 2001). Calcineurin beeinflusst die Interaktion des 

Transkriptionsfaktors NFAT mit den Transkriptionsfaktoren Sp1 und Sp3 und damit die 

Sp1/Sp3-abhängige Transkription des Cdk-Inhibitor 1 (p21; Santini et al., 2001). Wird 

p21 aktiviert, arretiert es den Zellzyklus, und spielt besonders bei der Keratinozyten-

Differenzierung eine bedeutende Rolle (Santini et al., 2001; Gartel et al., 2005). In der 

Studie von Santini et al. (2001) konnte Cyclosporin A die Promotor-Aktivität von p21 

inhibieren und die p21-Proteinexpression vermindern. Basierend auf dieser Studie 

wäre daher zu vermuten, dass die XPC-mRNA-Expression über eine kooperative 

Bindung von NFAT mit den Transkriptionsfaktoren Sp1, AP-1 und EGR-1 reguliert wird 

und diese Calcineurin-sensitiv ist. Für eine Erklärung der Cyclosporin A-vermittelten 

XPC-mRNA-Herunterregulierung wäre es daher interessant zu untersuchen, ob XPC 

auf mRNA-Ebene durch diese Transkriptionsfaktoren reguliert werden könnte. 

 

Die Kenntnis von XPC-Interaktionspartnern, über die Cyclosporin A die XPC-mRNA 

möglicherweise herunterregulieren und das XPC-Protein dennoch stabilisieren könnte, 

würde einen zusätzlichen Hinweis für die Cyclosporin A-induzierte verminderte XPC-

mRNA-, nicht aber XPC-Proteinmenge geben. XPC bildet zusammen mit hHR23B und 

Zentrin 2 einen Komplex und fungiert als Schadenserkenner in der globalen 

Genomreparatur (Evans et al., 1997b). Das Protein Zentrin 2, welches die 

Zentromerformierung reguliert, stabilisiert XPC zusätzlich an die DNA und koppelt die 

NER vermutlich an die Zellteilung (Araki et al., 2001). Zu den weiteren Faktoren, 

welche in der Schadenserkennung involviert sind, gehören, TFIIH, DDB2 und p53. Der 

XPC-hHR23B-Komplex interagiert mit TFIIH und rekrutiert ihn zur Schadensstelle 

(Araujo et al., 2001). Das DDB1/DDB2 Proteindimer akkumuliert unabhängig von XPC 

an CPD und die Überexpression an DDB2 erhöht die Rekrutierung von XPC an DNA-

Läsionen (Fitch et al., 2003). Weiterhin stimuliert p53 die Transkription von XPC und 

DDB2 und deren Rekrutierung an schadhafte DNA (Adimoolam et al., 2002; Tan et al., 

2002b; Wang et al., 2004). DDB2 ist mit p53 nur in der globalen Genomreparatur und 

nicht in der transkriptionsgekoppelten Reparatur beteiligt (Ford et al., 1997). Durch UV-

Strahlung wird das XPC-Protein durch SUMO-1 und Ubiquitin modifiziert (Wang et al., 

2005). Diese Modifikationen können nur in Anwesenheit der XPA- und DDB2-Proteine 

erfolgen. Während die Ubiquitinylierung Proteine zum Degradieren bringt, reguliert die 

Sumoylierung die Transkription, inhibiert die Ubiquitinylierung und erleichtert Protein-

Protein-Interaktionen sowie -Lokalisationen (Gill, 2004; Johnson, 2004). DDB2 könnte 

nach seiner Funktion als Schadenserkenner durch XPC-Sumoylierung die 

Rekrutierung und Bindung von XPC an die DNA-Läsion zusätzlich erleichtern und 

anschließend XPC ubiquitinieren (Sugasawa et al., 2005; Wang et al., 2005). 
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Interessanterweise wird in XPA- und XPE-defizienten Zellen XPC nicht modifiziert 

(Sugasawa et al., 2005; Wang et al., 2005). XPA und DDB2 könnten durch 

Ubiquitinylierung und Sumoylierung des XPC-Proteins den XPC-hHR23B-Komplex 

stabilisieren.  

Es wäre möglich, dass sich der in dieser Arbeit gezeigte immunchemische Nachweis 

einer unveränderten XPC-Proteinmenge in Cyclosporin A-behandelten GM00637 

Fibroblasten durch Sumoylierung über XPA und/oder DDB2 erklären lässt. Dadurch 

würde das XPC-Protein nicht abgebaut werden. Zwar ist eine Sumoylierung und 

Ubiquitinylierung bisher nur nach UV-Strahlung beobachtet worden (Wang et al., 

2005), allerdings könnte eine verminderte Funktion eines NER-Proteins – in diesem 

Fall XPA – zu einer erhöhten Funktion anderer NER-Proteine führen, um DNA-

Schäden vollständig reparieren zu können. Da Cyclosporin A die XPA-

Proteinexpression verminderte, auf DDB2 allerdings keinen Einfluss zeigte (Abbildung 

18), könnte DDB2 die Degradation des XPC-Proteins unterbinden. Somit ließe sich 

eine unveränderte XPC-Proteinmenge in Cyclosporin A-behandelten Fibroblasten 

erklären. Die könnte Ziel weiterer Untersuchungen sein. 

 

 

4.2.4 Cyclosporin A inhibiert die Expression der XPB- und XPD-

mRNA, nicht aber die Expression der XPB- und XPD-Proteine 

 

Die durch Cyclosporin A-verminderte XPB- und XPD-mRNA Expression (Tabelle 21 

und 22) und die unveränderte XPB- und XPD-Proteinexpression (Abbildung 18) deuten 

darauf hin, dass die funktionelle Inhibierung der NER durch Cyclosporin A nicht durch 

Hemmung dieser beiden Helikasen XPB und XPD erfolgten. Die beiden Helikasen XPB 

und XPD gehören zum TFIIH-Komplex (Schultz et al., 2000). Dieser Komplex ist in die 

Transkription, Zellzykluskontrolle und NER involviert (Drapkin et al., 1994). Die 3`-

5`Helikase-Aktivität von XPB ist sowohl für die NER als auch für die Transkription 

notwendig, dagegen hat die 5`-3`Helikase-Aktivität von XPD nur Helikasefunktion in 

der NER und wird in der Transkription eine stimulatorische oder strukturelle Funktion 

zugeschrieben (Winkler et al., 2000). XPD reguliert die Kinaseaktivität der CAK (Cdk-

aktivierender Kinasekomplex)-Untereinheit von TFIIH und verbindet die beiden 

Untereinheiten des TFIIH miteinander (Chen et al., 2003a; Ito et al., 2007).  

 

Eine in dieser Arbeit gezeigte veränderte XPB- und XPD-mRNA Expression durch 

Cyclosporin A könnte möglicherweise Ursache einer indirekten Regulierung durch 

andere Proteine sein, die sich nur auf mRNA- nicht aber auf Proteinebene zeigt. Ein 
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besonders interessantes Beispiel wäre die Interaktion von XPB und XPD mit p53 

(Wang et al., 1995; Cheng et al., 2000). Das Tumorsuppressorprotein p53 hat eine 

zentrale Bedeutung für die UV-induzierte Krebsentstehung, da es bei Aktivierung durch 

UV-Strahlung als Transkriptionsfaktor den Zellzyklusarrest, DNA-Reparatur oder 

Apoptose induzieren kann (Wang et al., 1995; Latonen et al., 2005). In Abhängigkeit 

von UV-Strahlung wird p53 entweder eine apoptotische Funktion oder eine NER-

Funktion zugeschrieben (Li et al., 1998). In XPD-defizienten Zellen ist die p53-

induzierte Apoptose reduziert, was vermuten lässt, dass XPD die Aktivität von p53 

reguliert (Robles et al., 1999). Umgekehrt hemmt p53 die Helikaseaktivität von XPB 

und XPD (Leveillard et al., 1996). Erwähnenswert ist in diesem Zusammenhang eine 

Studie von Sugie et al. (2002) welche zeigte, dass Cyclosporin A die p53-Funktion 

inhibieren kann und eine verminderte NER durch Interaktion von Cyclosporin A mit p53 

erfolgt. Bisher wurde diese Interaktion von Cyclosporin A mit p53 nicht genauer 

charakterisiert. Dies wäre im Zusammenhang mit der Cyclosporin A-vermittelten 

mRNA-Herunterregulierung von XPB und XPD eine interessante Fragestellung, die 

weiter untersucht werden könnte. 

 

 

4.3 XPA und XPG, aber nicht XPC, komplementieren die 

Cyclosporin A-induzierte NER-Inhibierung 

 

In dieser Arbeit konnte weiterhin gezeigt werden, dass die Cyclosporin A-induzierte 

NER-Inhibierung in GM00637 Fibroblasten durch die XP-Proteine XPA und XPG, nicht 

aber durch XPC, vollständig komplementiert werden kann (Abbildung 20). Eine XPC-

Protein-Überexpression konnte den Cyclosporin A-Effekt nicht korrigieren. Über die 

Proteine XPA und XPG wurde demzufolge die Cyclosporin A-Wirkung vermittelt. 

Dementsprechend stimmen die immunhistochemischen Nachweise einer verminderten 

Expression der Proteine XPA und XPG in GM00637 Fibroblasten mit den funktionellen 

Komplementierungsdaten überein.  

 

XP-Zelllinien zeigen zum Teil gar keine funktionsfähige NER. Bei XPA-Patienten liegt 

dies an einer stark verminderten mRNA- und Protein-Expression, die zum Teil bis auf 

5% reduziert ist (Satokata et al., 1990; Miyamoto et al., 1992; Vogel et al., 2000; 

Sidwell et al., 2006). Die defekte XPA-Zelllinie XP2OS hat eine mRNA-Expression von 

nur noch 12,5% im Vergleich zu normalen GM00637 Fibroblasten (Levy et al., 1995). 

In dieser Arbeit wurde in dieser XPA-defizienten Zelllinie die defekte NER bestätigt 

(Abbildung 21), welche nach Überexpression des XPA-Proteins anstieg. Alleinig konnte 



4. DISKUSSION  110 

 

Cyclosporin A die angestiegene NER nicht wieder inhibieren. Dies bestätigt erneut, 

dass XPA-Überexpression den Cyclosporin A-Effekt komplementieren kann. Die NER 

in der XPC-defizienten Zelllinie XP4PA-SV-EB, in denen das XPC-Protein transient 

überexprimiert wurde, war in dieser Arbeit unter dem Einfluss von Cyclosporin A 

weiterhin reduziert (Abbildung 22). Auch diese Daten stimmen mit der funktionellen 

Komplementierung in GM00637 Fibroblasten überein, in denen die XPC-

Überexpression die Cyclosporin A-induzierte NER-Inhibierung ebenfalls nicht 

korrigieren kann (Abbildung 20). 

 

Eine Erklärung für die unveränderte NER in Cyclosporin A-kultivierten XP2OS-Zellen, 

die transient (XPA-Gen unter der Kontrolle eines SV40-Promotors) oder stabil (XPA-

Gen unter der Kontrolle eines CMV-chicken Promotors) transfiziert worden sind, könnte 

in der Menge des exprimierten XPA Proteins liegen. Die Überexpression von XPA 

könnte in einer so großen XPA-Proteinmenge in den Zellen resultieren, dass der 

inhibitorische Effekt von Cyclosporin A auf die NER nicht mehr detektierbar ist. 

Transfektionsstudien mit XPA zeigten eine mehr als 14-fach höhere XPA-

Proteinmenge in der stabil transfizierten XP2OS-pCAH19WS Zelle im Vergleich zu 

normalen GM00637 Fibroblasten (Levy et al., 1995). Es ist bekannt, dass die NER erst 

bei einer verminderten XPA-Proteinmenge von 10% nicht mehr funktionell ist (Koberle 

et al., 2006). Eine inhibitorische Wirkung von Cyclosporin A auf das XPA-Protein wäre 

nach Überexpression von XPA in der funktionellen NER somit nicht mehr nachweisbar.  

 

Eine andere Begründung für den fehlenden Cyclosporin A-Effekt in beiden transient 

oder stabil transfizierten XPA-defizienten XP2OS-Zelllinien wären regulatorische 

Sequenzabschnitte in der 5`-untranslatierten Region des XPA-Gens, welche auf dem 

transfizierten Expressionsvektor (pXPA) nicht mehr codiert sind. Das HMGA1-Onko-

Gen, welches in verschiedenen Tumorarten hochreguliert ist, bindet zum Beispiel in 

der 5`-untranslantierten Region von XPA und ist ein negativer Regulator der XPA-

Transkription (Adair et al., 2007). Es ist unklar, ob Cyclosporin A die HMGA1-Bindung 

an XPA verstärken könnte. Allerdings reguliert HMGA1 in Abhängigkeit von Sp1 die 

Transkription des Insulin-Rezeptors (Foti et al., 2003; Kolb et al., 2007) und wie oben 

erwähnt, interagiert Calcineurin mit Sp1 (Santini et al., 2001). Falls XPA in seiner 5`-

untraslatierten Region zusätzlich auch positive regulatorische Abschnitte enthält, 

welche durch Cyclosporin A inhibierbar wären, würde dies zu einer Hemmung von XPA 

und damit zu einer verminderten NER führen. Ein Cyclosporin A-Effekt  auf die NER 

von XP2OS-Zellen bliebe daher durch fehlende 5`-untranslatierte Regionen aus. 

 



4. DISKUSSION  111 

 

Da beide XPA-defizienten XP2OS-Zelllinien, sowohl die transient als auch die stabil 

XPA-überexprimierenden, alle anderen XP-Proteine normal exprimieren, wäre 

anzunehmen, dass sich der in dieser Arbeit gezeigte inhibitorische Effekt von 

Cyclosporin A auf XPG in GM00637 Fibroblasten in einer zusätzlichen Verminderung 

der NER in beiden XPA-defizienten XP2OS-Zelllinien zeigt. Dies wurde allerdings in 

dieser Arbeit nicht beobachtet. Cyclosporin A könnte womöglich eine unterschiedlich 

starke inhibitorische Wirkung auf die Proteine XPA und XPG besitzen. Diese wurde in 

GM00637 Fibroblasten immunchemisch zwar nicht nachgewiesen, allerdings könnte in 

den XPA-Zelllinien die inhibitorische Wirkung auf XPG viel geringer und damit nicht 

detektierbar sein.  

 

Die fehlende Cyclosporin A-Wirkung könnte sich ferner in einer regulatorischen 

Funktion von XPA auf XPG begründen. Da in normalen GM00637 Fibroblasten die 

Überexpression von XPA oder XPG jeweils den Cyclosporin A-Effekt vollständig 

komplementieren konnte (Abbildung 20), liegt die Vermutung nahe, dass diese beiden 

Proteine miteinander interagieren könnten. Bisher wurde gezeigt, dass die XPG-

Endonukleaseaktivität von XPA abhängig ist (Evans et al., 1997a). Auch Bartels et al. 

(2007) demonstrierten in ihren Arbeiten, dass XPA ein prozessiver Faktor für die 

Aktivität der Endonukleasen XPF und XPG darstellt. Im N-Terminus von XPA kann 

ERCC1 binden, was für die NER-Aktivität essentiell ist (Li et al., 1995). Zudem ist auch 

die DNA-Bindedomäne von XPA für eine normale Endonukleaseaktivität essentiell 

(Bartels et al., 2007). Interessanterweise wird XPA durch UV-Strahlung am Serin 196 

innerhalb der DNA-Bindedomäne durch ATR phosphoryliert (Wu et al., 2006). Eine 

regulatorische Funktion auf XPF und XPG könnte dadurch ausbleiben. In den XPA-

komplementierten XP2OS-Zellen könnte die Überexpression von XPA das XPG-

Protein soweit stabilisieren, dass die Cyclosporin A-Inhibierung auf XPG nicht mehr 

vorhanden ist und die NER unverändert bleibt. Es wäre daher interessant zu 

untersuchen, ob ein ähnlicher Cyclosporin A-Effekt auf die NER in XPG-defizienten 

und XPG-komplementierten Zellen zu beobachten ist.  
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4.4 Calcium, Calcineurin und CREB sind in die NER 

involviert 

 

Die in dieser Arbeit bisher dargestellten Ergebnisse einer Cyclosporin A-induzierten 

Hemmung der NER durch Inhibierung des XPA- und XPG-Proteins führten zu der 

Frage, wie Cyclosporin A diese Inhibierung herbeiführt. Da Cyclosporin A seine 

immunsuppressive Wirkung über eine Hemmung der Ca2+-Calmodulin-abhängigen 

Serin-Threonin-Phosphatase Calcineurin erzielt (Ho et al., 1996), wurde untersucht, ob 

Cyclosporin A die Hemmung der NER über diese Phosphatase vermittelt. Da 

Calcineurin Calcium-abhängig ist, wurde zuvor der Einfluss von Calcium auf die NER 

ermittelt. Ferner wurde die Bedeutung des Transkriptionsfaktors CREB (cAMP-

responsives-Element-bindendes Protein), welcher durch Calcineurin reguliert wird, auf 

die NER untersucht. 

 

 

4.4.1 Calcium moduliert die NER 

 

Die Kultivierung der GM00637 Fibroblasten mit dem Calcium-Ionophor A23187 ließ 

deren intrazelluläre Calciumkonzentration ansteigen. Dies wiederum führte zu einer 

Erhöhung der NER (Abbildung 23). Es gibt vereinzelt Literaturhinweise, dass Calcium 

spontane und auch UV-induzierte DNA-Reparatur moduliert (Gafter et al., 1997; Ahlers 

et al., 1999; Ori et al., 2005). Calcium spielt eine essentielle Rolle in der Aktivierung der 

für die Immunantwort relevanten Gene (Feske et al., 2001). In Lymphozyten wurde 

durch UV-Strahlung ein Anstieg der Calcium-Konzentration im Cytosol beobachtet 

(Gafter et al., 1997). Eine geschädigte DNA-Reparaturfähigkeit wurde daher mit einem 

gestörten Calcium-Metabolismus, zum Beispiel durch Inhibierung der Tyrosin-

Phosphatase, in Zusammenhang gebracht (Gafter et al., 1997). Der in dieser Arbeit 

gezeigte Anstieg der NER in GM00637 Fibroblasten durch Calcium unterstützt damit 

bisherige Studien einer Calcium-vermittelten DNA-Reparatur. 

 

 

4.4.2 Calcineurin moduliert die NER 

 

Die Serin-Threonin-Phosphatase Calcineurin (PP2B) wird von Calcium aktiviert. Bei 

einer zu geringen Calcium-Konzentration liegt Calcineurin inaktiv vor (Rusnak et al., 

2000). Calcineurin wird ubiquitär exprimiert, und man geht davon aus, dass Zelltypen 

mit geringer Calcineurin-Konzentration sensitiver gegenüber Calcineurin-Inhibitoren 
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sind als Zelltypen mit einer höheren Calcineurin-Konzentration (Crabtree, 1999). Es 

gibt Hinweise, dass Calcineurin in epidermalen Keratinozyten funktionell relevant ist 

(Al-Daraji et al., 2002). In Fibroblasten scheint es in die Kollagensynthese involviert zu 

sein (Chen et al., 2003b). Die immunsuppressive Wirkung von Cyclosporin A wird 

durch Inhibierung von Calcineurin erzielt. Ob die in dieser Arbeit gezeigte NER-

Inhibierung von Cyclosporin A auch über eine Hemmung von Calcineurin vermittelt 

wird oder ob dies ein Calcineurin-unabhängiger Cyclosporin A-Effekt ist, war bisher 

unklar. In dieser Arbeit konnte erstmals ein direkter funktioneller Zusammenhang 

zwischen Calcineurin und DNA-Reparatur belegt werden. Es wurde demonstriert, dass 

Calcineurin die NER modulieren kann, da die Überexpression von Calcineurin in 

GM00637 Fibroblasten zu einer stark erhöhten DNA-Reparaturfähigkeit führte 

(Abbildung 24) und die Herunterregulierung von Calcineurin durch RNAi die NER stark 

verminderte (Abbildung 25). Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die 

Cyclosporin A-induzierte Inhibierung der NER über Calcineurin vermittelt wird, da die 

Überexpression von Calcineurin zu einer kompletten Korrigierung der verminderten 

NER in Cyclosporin A-behandelten Zellen führte (Abbildung 24).  

 

Auch andere Serin-Threonin-Phosphatasen wie PP1 oder PP2A könnten zu einer 

Modulation der DNA-Reparatur beitragen. Diese Phosphatasen sind Calcium-

unabhängig (Cohen, 1997). Typ 1 Phosphatasen (PP1) dephosphorylieren die Beta-

Untereinheit von Phosphorylase-Kinasen, Typ 2 Phosphatasen (PP2A, PP2B, PP2C) 

dagegen die Alpha Untereinheit (Rusnak et al., 2000). PP1 und PP2A können durch 

Okadainsäure, Tautomycin, Fostriecin und Microcystin-LR inhibiert werden (Clarke et 

al., 1993; Walsh et al., 1997; Honkanen et al., 2002). Herman et al. (2002) zeigten, 

dass die DNA-Reparatur in peripheren-Blut-mononucleären-Zellen (PBMC) mit der 

Phosphataseaktivität von PP1, nicht aber von PP2A korrelierte. Dabei wurde die 

Phosphataseaktivität indirekt durch einen Phosphatase-Inhibitor und anhand von 

freigesetztem anorganischem Phosphat gemessen. Ariza et al. (1996) beobachteten in 

HeLa-Zellextrakten eine verminderte NER durch Inhibierung von PP1 und PP2A, 

welche durch PP2A-Zugabe wieder korrigiert wurde. Daher könnten auch andere 

Phosphatasen in der NER involviert sein. Diese Vermutung würde mit den in dieser 

Arbeit gezeigten RNAi-Experimenten übereinstimmen, bei denen eine Calcineurin-

Herunterregulierung die NER nicht weiter als auf 50% reduzieren konnte.  

 

Die interessante Frage, wie Calcineurin selbst reguliert wird, könnte einen weiteren 

Hinweis auf die funktionelle Rolle von Calcineurin in der NER liefern. Calcineurin kann 

durch Proteinkinase C, Kaseinkinase I und II sowie durch ERK 1 (extrazellulär signal-
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regulierte Kinase 1) phosphoryliert werden. Durch Ca2+/Calmodulin kann diese 

Phosphorylierung verhindert werden (Rusnak et al., 2000). Da phosphoryliertes 

Calcineurin ebenfalls von Calmodulin gebunden und aktiviert werden kann, ist bisher 

unklar, ob diese Art der Regulation einen Effekt auf die Calcineurin-Aktivität hat. 

Interessanterweise stimuliert die Überexpression von Proteinkinase C oder ERK 1/2 

die NER-Aktivität (Lin et al., 2003; Louat et al., 2004). Falls eine erhöhte NER-Aktivität 

durch ERK 1 bzw. Proteinkinase C über eine verstärke Calcineurin-Aktivität durch 

Calcineurin-Phosphorylierung vermittelt wäre, könnte dies ein zusätzlicher Hinweis auf 

die regulatorische Funktion von Calcineurin auf die NER sein. Tiu et al, (2006) 

detektierten in Cyclosporin A-behandelten Plattenepithelkarzinomzellen eine 

verminderte Expression von ERK 1. Die Rolle der Calcineurin-Regulierung über ERK 1 

bzw. Proteinkinase C könnte somit ein interessanter Ansatzpunkt sein für 

weiterführende Untersuchungen bezüglich der Calcineurin-Funktion in der NER, 

welche durch Cyclosporin A inhibiert wird. 

 

 

4.4.3 Calcineurin moduliert die Proteine XPA und XPG 

 

In dieser Arbeit konnte eine Modulation der Proteine XPA und XPG durch Calcineurin 

beobachtet werden. Eine Herunterregulierung von Calcineurin mittels RNAi führte zu 

einer verminderten Proteinexpression von XPA und XPG (Abbildung 26). Dieses 

Ergebnis verifiziert die inhibitorische Wirkung von Cyclosporin A auf die XPA- und 

XPG-Proteinexpression (Abbildung 18) und verdeutlicht den Einfluss von Calcineurin 

auf die XPA- und XPG-Proteine, über welche eine NER-Modulierung vermittelt wird. 

Die Beobachtung, dass eine Calcineurin-Herunterregulierung durch RNAi sowohl die 

Proteinexpression von XPA als auch von XPG vermindert, unterstützt die in dieser 

Arbeit bereits diskutierte Vermutung einer Interaktion der beiden Proteine XPA und 

XPG (Kapitel 4.3).  

 

Ausgehend von diesen Ergebnissen stellte sich die Frage, wie Calcineurin die NER 

und das XPA- und XPG-Protein modulieren könnte. Calcineurin könnte über 

posttranslationale Modifikationen, zum Beispiel durch Dephosphorylierungen, die NER 

modulieren. Es gibt bereits Studien, die zeigen, dass Phosphorylierungen und 

Dephosphorylierungen wichtige Regulationsmechanismen in der DNA-Reparatur 

darstellen. PP2A zum Beispiel kann durch Dephosphorylierung von p53 nach 

erfolgreicher NER die Zellzyklusfunktion wiederherstellen (Mi et al., 2009). Es ist bisher 

nicht bekannt, ob neben PP2A auch Calcineurin (PP2B) zu einer Dephosphorylierung 
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von p53 beitragen könnte. Da eine Inhibierung von Cyclosporin A eine verminderte 

Phosphataseaktivität von Calcineurin zur Folge hat, könnte eine mögliche p53-

Hemmung durch Calcineurin vielleicht die normale Zellzyklusfunktion als auch die 

DNA-Reparatur beeinflussen. Dies wäre ein interessanter Ansatz für weitere 

Untersuchungen bezüglich möglicher Interaktionen von Calcineurin mit p53. 

 

Eine Studie von Coin et al. (2004) zeigte, das XPB an Serin 751 durch die 

Kaseinkinase 2 phosphoryliert werden kann und dies zu einer verminderten NER führt, 

die Transkriptionsfunktion aber intakt lässt. Diese Phosphorylierung hat auf die XPB-

Helikaseaktivität selbst keinen Einfluss, sondern verhindert die XPF Nukleaseaktivität 

und kontrolliert die NER zusätzlich (Coin et al., 2004). XPB muss daher nach Öffnung 

des DNA-Doppelstranges dephosphoryliert werden. Die Dephosphorylierung von XPB 

durch PP2A ermöglicht den korrekten 5`-Schnitt von XPF und sichert die Fortführung 

der NER (Coin et al., 2004). Basierend auf den in dieser Arbeit dargestellten 

immunchemischen Nachweisen, dass das XPB-Protein unter Cyclosporin A nicht 

vermindert exprimiert wurde (Abbildung 18), ist es eher unwahrscheinlich, dass 

Calcineurin analog zu PP2A XPB dephosphorylieren könnte. Da die Studie von Coin et 

al. (2004) jedoch die Möglichkeit einer posttranslationalen Modifikation von XPB durch 

PP2A aufzeigt, wäre es denkbar, dass auch andere XP-Proteine durch Phosphatasen 

reguliert werden könnten. Die Möglichkeit einer posttranslationalen Modifikation von 

XPA und XPG durch Calcineurin wäre daher ein interessanter Ausgangspunkt für 

weitere Untersuchungen. 

 

Phosphorylierungen verschiedener NER-Proteine können zu einer positiven oder 

negativen Regulation der NER-Aktivität führen (Wu et al., 2007a). UV-Strahlung 

induziert ATR-abhängige Signalwege, welche den Zellzyklus arretieren, die 

Transkription blockieren oder die NER regulieren können (Sancar et al., 2004; Wu et 

al., 2007a; Huen et al., 2008). Die Kinasen ATM (ataxia-telangiectasia mutated) und 

ATR (ataxia-telangiectasia and Rad3-related) gehören zu der Phosphatidylinositol-3-

Kinase-ähnlichen Kinaseproteinfamilie (PIKK, Abraham, 2001). Zu den Aufgaben 

beider Kinasen zählt die Kontrolle verschiedener Signalkaskaden, welche den 

Zellzyklus, die Transkription, die DNA-Reparatur und Apoptose induzieren (Zhou et al., 

2000; Kastan et al., 2000). Die Kinase ATR hat für die NER-Funktion insofern 

Bedeutung, da sie die für die NER notwendigen Proteine XPA, CEP164 

(zentrosomales Protein 164 kDa) und Chk1 (Checkpoint-Kinase 1) phosphorylieren 

kann (Wu et al., 2006; Pan et al., 2009). Neben dem im N-Terminus von XPA codierten 

Kernlokalisierungs-Signal (NLS), welches XPA vom Cytosol in den Kern dirigiert, kann 
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eine XPA-Lokalisation in den Kern auch durch Phosphorylierung erfolgen (Iakoucheva 

et al., 2001a). Dabei phosphoryliert ATR als UV-Schadensantwort XPA innerhalb 

seiner DNA-Bindedomäne (Wu et al., 2006). Durch diese Phosphorylierung kann XPA 

in den Kern translozieren (Wu et al., 2007a). Da erst 16 h nach UV-Strahlung das XPA-

Protein phosphoryliert vorliegt und XPA während der NER in unphosphoryliertem 

Zustand agiert, könnte die phosphorylierte Form von XPA daher eine NER-Funktion bei 

anhaltenden DNA-Schäden haben, welche durch die Kontrollfunktion von ATR später 

eliminiert werden könnte (Wu et al., 2006). Ein weiteres Protein, das nach UV-

Strahlung durch ATR phosphoryliert wird, ist das zentrosomale Protein CEP164, 

welches an die AS 4 bis 97 des XPA-Proteins bindet und damit die Lokalisation an den 

schadhaften Strang erhöht (Pan et al., 2009). Umgekehrt wird für eine Cep164 

Lokalisation an UV-induzierte CPD das XPA-Protein benötigt. Die durch ATR 

phosphorylierten Proteine XPA und Cep164 sind wiederum für eine Phosphorylierung 

der Chk1-Kinase notwendig, welche DNA-Replikation und Zellzyklusarrest induzieren 

kann (Cortez et al., 2001). Interessanterweise ist in XPA-defizienten Zellen die Chk1-

Phosphorylierung vermindert, wahrscheinlich aufgrund von insuffizienter Lokalisation 

von Cep164 an CPD.  

 

Diese Studien deuten auf eine zusätzlich Rolle von XPA in der Zellzykluskontrolle in 

Abhängigkeit von ATR-Signalkaskaden. Die Proteinphosphatase PP2A 

dephosphoryliert u. a. CEP164, Chk1, Chk2 sowie ATM und zeigt somit auch einen 

möglichen Einfluss in der Doppelstrangbruch-Reparatur (Douglas et al., 2001; Dozier 

et al., 2004; Goodarzi et al., 2004; Chowdhury et al., 2005; Leung-Pineda et al., 2006; 

Pan et al., 2009). Es ist bisher nicht bekannt, ob neben PP2A auch Calcineurin (PP2B) 

die Proteine CEP164, Chk1/Chk2 oder ATM dephosphorylieren könnte, es wäre aber 

ein weiterer denkbarer Hinweis auf die Interaktion mit XPA. Es wäre daher interessant 

zu untersuchen, ob die in dieser Arbeit gezeigte Calcineurin-vermittelte NER-

Modulierung über XPA in einem möglichen Zusammenhang mit CEP164 und ATR bzw. 

ATM stehen könnte, und damit Cyclosporin A auch andere Reparaturwege, wie die 

Doppelstrangbruchreparatur durch Rekombination, beeinflusst. 

 

Die Cyclosporin A-induzierte NER-Inhibierung über Calcineurin könnte neben einer 

möglichen direkten oder indirekten Phosphataseaktivität, welche DNA-Reparaturgene 

posttranslational regulieren würde, zum anderen auch über eine verminderte 

transkriptionelle Aktivität von DNA-Reparaturgenen erfolgen. Es gibt bisher nur wenige 

Genexpressionsstudien über mögliche Zielgene von Cyclosporin A. Baiao et al. (2007) 

bestimmten das Genexpressionsprofil in Cyclosporin A-kultivierten peripheren-Blut-
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mononucleären-Zellen (PBMC) mittels einer cDNA microarray-Analyse. Insgesamt 

konnten 12 induzierte und 3 reprimierte Gene identifiziert werden, welche nach 

Cyclosporin A-Behandlung in PBMC differenziell exprimiert wurden. Das zur 

XPG/RAD2 Endonuklease Familie gehörende Endonukleasegen FEN1 (Flap 

Endonuklease 1), wird durch Cyclosporin A erhöht exprimiert. Das FEN1-Protein 

eliminiert in der Doppelstrangbruch-Reparatur 5`-Überhänge (Kim et al., 1998). Ein 

durch Cyclosporin A reprimiertes Gen ist das zur B-Zell-Translokations-Genfamilie 

gehörende BTG2. Dieses Gen spielt in der Regulation des Zellzyklus eine Rolle, 

könnte als Tumorsuppressorgen fungieren und ist möglicherweise durch Interaktion mit 

CAF1 (Chromatin-Assembly-Factor 1) auch in der DNA-Reparatur beteiligt (Tirone, 

2001 ;Lim, 2006; Baiao et al., 2007). Bisher ist nicht bekannt, ob Cyclosporin A diese 

Gene über Calcineurin moduliert. 

 

 

4.4.4 CREB moduliert die NER 

 

Die Cyclosporin A-induzierte Hemmung des Calcium/cAMP-abhängigen 

Transkriptionsfaktors CREB (cAMP-responsives-Element-bindendes Protein) ist auf die 

verminderte Transkription immunrelevanter Gene bereits gut untersucht worden 

(Flanagan et al., 1991; Ho et al., 1996; Oetjen et al., 2005). CREB gehört zur Leucin-

Zipper-Familie und kommt als Homodimer und Heterodimer mit anderen Leucin-Zipper-

Proteinen vor und spielt als Transkriptionsfaktor eine wichtige Rolle u. a. für die 

Regulation der Glucose-Homeostase, Neurodegeneration und des Zellwachstums 

(Oetjen et al., 2006). CREB kann von der Proteinkinase A phosphoryliert werden (Jean 

et al., 1998). Ob eine verminderte transkriptionelle Aktivität von CREB auch die 

Transkription von DNA-Reparaturgenen hemmt, war bisher unbekannt. In dieser Arbeit 

wurde daher der Einfluss des Transkriptionsfaktors CREB auf die NER untersucht. Die 

Überexpression des durch Calcium aktivierten Transkriptionsfaktors CREB (Oetjen et 

al., 2005) führte in GM00637 Fibroblasten, die mit dem Calcium-Ionophor A23187 

kultiviert worden sind, zu einer dosisabhängigen Erhöhung der relativen NER 

(Abbildung 27). Dieses Ergebnis bestätigte den durch Calcium vermittelten NER-

Anstieg (Abbildung 23) und zeigt somit eine additive Wirkung von Calcium und CREB 

auf die NER. 

 

Mittels Kotransfektion der dominant-negativen CREB-Serin-Alanin-Mutante konnte 

zusätzlich bestätigt werden, dass CREB in der Regulation der NER involviert ist. Diese 

Mutante, welche zwar mit endogenem CREB dimerisieren kann, ist durch das fehlende 
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phosphorylierte Serin an Position 133, welches für eine Bindung des Koaktivators CBP 

(CREB-bindendes Protein) für eine CREB-vermittelte Transkription essentiell ist, 

transkriptionell inaktiv (Walton et al., 1992; Mayr et al., 2001). Die CREB-Serin-Alanin-

Mutante führte in GM00637 Fibroblasten zu keinem Anstieg der NER, sondern nur in 

zusätzlicher Gegenwart des Calcium-Ionophores  A23187 (Abbildung 28). Dieser 

Anstieg der relativen NER wurde bereits durch intrazellulären Calcium-Anstieg in 

A23187-kultivierten GM00637 Fibroblasten beobachtet (Abbildung 23) und unterstützt 

somit die Calcium-abhängige Modulation der NER. Allerdings zeigte die dominant-

negative CREB-Serin-Alanin-Mutante auch keine Hemmung der NER. Neben 

CREBS133A-Homodimeren könnten sich auch weiterhin Homodimere aus endogenem 

CREB bilden, sodass möglicherweise ein Hemm-Effekt auf die relative NER nicht 

beobachtet werden konnte. 

 

Die Ergebnisse der Überexpressionen von CREB und der inaktiven CREB-Serin-

Alanin-Mutante geben einen Hinweis darauf, dass die relative NER zumindest teilweise 

über CREB reguliert sein könnte und bieten eine mögliche Erklärung der Calcineurin-

vermittelten Modulation der relativen NER über den Transkriptionsfaktor CREB. Es ist 

daher zu vermuten, dass die in dieser Arbeit gezeigte Cyclosporin A-induzierte NER-

Inhibierung über Calcineurin möglicherweise durch den Transkriptionsfaktor CREB 

vermittelt wird. Dies liefert einen denkbaren Hinweis auf die transkriptionelle Regulation 

von CREB auf die für die NER relevanten XP-Gene. Die gezeigten Ergebnisse dieser 

Arbeit, dass Cyclosporin A die XP-Gene sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene 

regulieren kann, deutet neben einer direkten oder indirekten Phosphataseaktivität von 

Calcineurin anscheinend auch auf eine transkriptionelle Regulation dieser Gene durch 

CREB hin. Somit könnte eine Calcineurin-vermittelte Modulation der NER vermutlich 

auch über die transkriptionelle Aktivität von CREB auf DNA-Reparaturgene erfolgen. 

 

Bisherige Studien zeigen, dass der CREB-Koaktivator CBP Cyclosporin A-responsiv ist 

und die Cyclosporin A-induzierte Hemmung der CREB-vermittelten Transkription 

zumindest teilweise über CBP moduliert wird (Oetjen et al., 2005). Die transkriptionelle 

Aktivität von CBP wird dabei durch die Ca2+/Calmodulin-abhängige Kinase II und IV 

vermittelt (Hu et al., 1999). Neben CREB reguliert CBP die Aktivität verschiedener 

Transkriptionsfaktoren wie c-Jun, p/CIP (p300/CBP-Co-integrator-associated protein) 

und p/CAF (p300/CBP-associated factor) (Torchia et al., 1997). Essentiell für die CBP-

Funktion als Koaktivator und die damit verbundene CREB-abhängige Transkription ist 

die Histonacetyltransferase (HAT)-Aktivität von CBP sowie die Komplexbildung mit den 

beiden Kofaktoren p/CAF und p/CIP (Torchia et al., 1997; Korzus et al., 1998). Die 
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innerhalb von CBP liegenden Domänen für eine Interaktion mit den beiden Kofaktoren 

p/CAF und p/CIP sind Cyclosporin A-sensitiv (Oetjen et al., 2005). Interessanterweise 

stimuliert CBP die Aktivität des Transkriptionsfaktors E2F1 (Trouche et al., 1996). Lin 

et al. (2009) zeigten, dass E2F1 nach UV-Strahlung an den XPC-Promotor bindet und 

die Transkription erhöht. Der Transkriptionsfaktor E2F1 (E2-promotor binding factor) 

reguliert die Expression von Genen für Zellzyklus und Zellwachstum (Muller et al., 

2000). Darüber hinaus wird E2F1 als DNA-Schadensantwort hochreguliert (Polager et 

al., 2002; Hsieh et al., 2002). Aktiviert wird er durch Phosphorylierung über Cyclin 

A/Cdk2, ATM, ATR und TFIIH (Vandel et al., 1999; Lin et al., 2001). Die Arbeit von 

Trouche et al. (1996) zeigte, dass CBP als Koaktivator des Transkriptionsfaktors E2F1 

fungiert. Vermutlich könnte dies ein indirekter Hinweis sein, dass XPC zumindest 

teilweise auch über CBP reguliert werden könnte. Da Cyclosporin A die CREB-

vermittelte Transkription durch Interaktion mit CBP moduliert (Oetjen et al., 2005), 

könnte sich die in dieser Arbeit gezeigte verminderte XPC-mRNA-Expression durch 

Cyclosporin A möglicherweise durch Hemmung des CREB-Koaktivators CBP erklären 

lassen. Daher würden weiterführende Untersuchungen bezüglich der Interaktion 

zwischen CBP mit XPC interessante Hinweise auf die Rolle einer möglichen 

transkriptionellen Regulation von XPC liefern. 

 

 

4.5 Ausblick 

 

Während der Arbeit zur Charakterisierung der Cyclosporin A- und Everolimus-Wirkung 

auf die Reparatur UV-induzierter DNA-Schäden ergaben sich neue Anhaltspunkte für 

weitergehende Untersuchungen.  

 

Der Calcineurin-Inhibitor Tacrolimus zeigt ähnliche Wirkungen und Nebenwirkungen 

wie Cyclosporin A, ist jedoch von Cyclosporin A strukturell verschieden. Tacrolimus 

verursacht ein ähnlich erhöhtes Hautkrebsrisiko. Der mTOR-Inhibitor Sirolimus ist 

klinisch wie Everolimus mit keinem erhöhten Hautkrebsrisiko verbunden. Des Weiteren 

gibt es unter einer immunsuppressiven Therapie mit Azathioprin ebenfalls ein leicht 

erhöhtes Hautkrebsrisiko. Im Gegensatz dazu besitzt Mycophenolat-Mofetil ein 

vermindertes Risiko für die Malignomentwicklung. Da die Kenntnis der molekularen 

Ursachen eines erhöhten Hautkrebsrisikos unter verschiedenen immunsuppressiven 

Therapien eine sehr hohe klinische Relevanz hat, bietet es sich an, auch andere 

Immunsuppressiva auf einen möglichen Einfluss der Reparatur UV-induzierter DNA-

Schäden zu untersuchen. Falls weitere Immunsuppressiva eine Wirkung auf die NER 
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zeigen, könnten auch deren molekulare Signalwege analysiert werden, was zu neuen 

Erkenntnissen über die Ursachen eines erhöhten Hautkrebsrisikos bei 

Transplantationspatienten führen könnte. 

 

Die verminderte NER unter Cyclosporin A, nicht aber unter Everolimus, wurde in dieser 

Arbeit in immortalisierten SV40-transformierten GM00637 Fibroblastenzelllinien und 

EBV-transformierten AG10107 Lymphoblastenzelllinien analysiert. Diese Zellarten 

repräsentieren zwei wichtige Gewebskompartimente (Haut und Blut) des menschlichen 

Organismus und werden typischerweise in der molekularen Diagnostik von Xeroderma 

Pigmentosum-Patienten als pars pro toto verwendet. Es wäre interessant, ob beide 

Immunsuppressiva eine ähnliche Wirkung in anderen Zelllinien, in primären Zellen und 

auch in-vivo verursachen. An Hautproben von Transplantationspatienten könnte 

untersucht werden, ob Cyclosporin A ein ähnliches Expressionsmuster von DNA-

Reparaturgenen verursacht. Hierdurch könnte zusätzlich bestätigt werden, dass 

Cyclosporin A bei Transplantationspatienten eine unterschiedliche Wirkung auf die 

NER von UV-induzierten DNA-Schäden verursacht. 

 

Die Ergebnisse dieser Arbeit geben einen wichtigen Hinweis, wie Cyclosporin A die 

NER inhibiert. Die Hemmung von Cyclosporin A auf die NER erfolgte über die 

Phosphatase Calcineurin und den XP-Proteinen XPA und XPG. Calcineurin könnte die 

NER durch zwei verschiedene Mechanismen modulieren: die mRNA-Daten dieser 

Arbeit deuten auf eine transkriptionelle Regulation von XPG, die immunchemischen 

Nachweise auf eine posttranslationale Modifikation von XPA hin. Diese 

Regulationsmechanismen sollten Gegenstand zukünftiger Forschungen sein. Ko-

Immunpräzipitationen oder „pull-down-assays“ wären ein interessanter experimenteller 

Ansatz, mögliche Interaktionen der Proteine Calcineurin mit XPA oder XPG bzw. XPA 

mit XPG nachzuweisen. Eine Interaktion zwischen XPA und XPG könnte zum Teil das 

Ergebnis dieser Arbeit erklären, dass XPA- oder XPG-Überexpression jeweils den 

Cyclosporin A-Effekt aufheben konnte. Die Möglichkeit einer posttranslationalen 

Modifikation von XPA durch Calcineurin wäre ein interessanter Ausgangspunkt für 

weitere Untersuchungen. 

 

Weiterführend sollte die durch Cyclosporin A-vermittelte unterschiedliche XPA-

Proteinexpression der 38 kDa und 40 kDa Proteinbande analysiert werden. Bis jetzt 

wird vermutet, dass die beiden XPA-Proteinbanden posttranslationale Modifikationen 

von XPA darstellen. Massenspektrometrische Analysen des XPA-Proteins könnten 

Aufschluss über die zwei verschiedenen Molekulargewichte von XPA geben. Die durch 
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enzymatischen Verdau durch spezielle Endopeptidasen entstehenden XPA-Peptid-

Fragmentierungsmuster könnten mittels Massenspektrometrie analysiert werden. 

Sogenannte „peptide maps“-Datenbanken und spezielle Computerprogramme 

ermöglichen eine Analyse der Fragmentierungsmuster und lassen Rückschlüsse auf 

die posttranslationalen Modifikationen am XPA-Protein zu. 

 

Die Cyclosporin A-induzierte NER-Inhibierung über Calcineurin könnte durch eine 

verminderte transkriptionelle Regulation der XP-Gene erfolgen. Die in dieser Arbeit 

gezeigte Modulation der NER durch den Calcineurin-abhängigen Transkriptionsfaktor 

CREB lässt vermuten, dass CREB in die NER – möglicherweise durch Regulation der 

XP-Gene – involviert ist. Weitere funktionelle Analysen müssten folgen, um eine 

transkriptionelle Rolle von CREB auf DNA-Reparaturgene in der NER bestätigen zu 

können. Darüber hinaus steht auch noch die Untersuchung der Bedeutung des 

Calcineurin-abhängigen Transkriptionsfaktors NFAT aus. Mit der Chromatin-

Immunopräzipitation (ChIP) könnte die Interaktion von CREB oder NFAT mit Zielgenen 

charakterisiert werden. Interessant wäre zum Beispiel, ob CREB oder NFAT an die 

Promotoren der XP-Gene binden. Alternativ könnte auch mit der „CHIP-on-chip“ 

Technologie transkriptionelle Ziele beider Transkriptionsfaktoren identifiziert werden.  

 

Der Einfluss von CREB auf die NER kann darüber hinaus auch an F9- (murine 

embryonale Karzinom-) Zellen untersucht werden. Diese Zellen enthalten nur minimale 

Mengen von endogenem CREB und könnten daher zur Untersuchung der Reparatur 

UV-induzierter DNA-Schäden mittels transfizierten exogenen CREB genutzt werden. 

 

Promotor-Analysen könnten zusätzliche Hinweise auf eine mögliche CREB- oder 

NFAT-vermittelte transkriptionelle Regulation der XP-Gene liefern. Dabei werden 

verschieden große Fragmente eines XP-Promotors vor ein Luciferasegen eines 

Expressionsplasmides kloniert, dem zuvor der Promotor entfernt wurde. Mittels der in 

dieser Arbeit verwendeten Methode der Wirtzellreaktivierung (HCR) ist es möglich, die 

Aktivität des jeweiligen Promotorkonstruktes anhand der Luciferaseexpression zu 

bestimmen. Anhand Kotransfektion von CREB könnte die Aktivität zusätzlich analysiert 

werden. Als weitere Methode bietet sich der sogenannte „Gel Retardation Assay“ an, 

bei der die zu untersuchenden Promotorelemente radioaktiv markiert und mit Proteinen 

inkubiert werden. Diese Protein-DNA-Komplexe können im nicht-denaturierenden 

Polyacrylamid-Gel von freier DNA unterschieden werden. Um die in dieser Arbeit 

gezeigte Cyclosporin A-vermittelte Herunterregulierung der mRNA von XPB, XPC und 

XPD validieren zu können, wären Promotoranalysen dieser XP-Gene sinnvoll. Dabei 
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könnten auch andere Transkriptionsfaktoren untersucht werden, welche Calcineurin-

sensitiv sind, wie zum Beispiel EGR-1, Sp1 und AP-1, die mit dem Calcineurin-

regulierten Transkriptionsfaktor NFAT kooperativ binden können. An dieser Stelle sei 

noch einmal betont, dass zur Regulation der XP-Gene bisher sehr wenig bekannt ist. 

 

Darüber hinaus könnte bei Transplantationspatienten, welche eine immunsuppressive 

Therapie unter Cyclosporin A erhalten, durch Genotypisierungen mögliche XP-

Polymorphismen analysiert werden. Hierbei könnten die XP-Genvarianten 

möglicherweise in Korrelation zum jeweiligen Hautkrebsrisiko der Patienten stehen. 

Eine klinische Datenbank sowie eine RNA- und DNA- Datenbank von ca. 600 

Nierentransplantierten befindet sich gerade im Aufbau. Damit ergibt sich aus den 

bisherigen und avisierten Untersuchungen eine direkte klinische Relevanz. Gibt es 

einen Zusammenhang zwischen funktionell relevanten Polymorphismen und dem 

Hautkrebsrisiko, könnte nach alternativen immunsuppressiven Therapien geforscht 

werden.  

 

Einen neuen Therapieansatz bei Transplantationspatienten bieten sogenannte RCAN-

Peptide („Regulatoren von Calcineurin“; Mulero et al., 2009). Im Gegensatz zur 

Cyclosporin A-induzierten Hemmung der Phosphataseaktivität von Calcineurin, binden 

die RCAN-Peptide an die katalytische Domäne und die Linker-Region von Calcineurin 

und inhibieren selektiv NFAT-Bindestellen. Die Dephosphorylierung von NFAT wird 

damit inhibiert. Die katalytische Aktivität von Calcineurin wird dabei allerdings nicht 

beeinflusst. Diese RCAN-Peptide könnten therapeutische Alternativen zu einer 

Cyclosporin A-immunsuppressiven Therapie darstellen, indem NFAT-Signalwege 

gehemmt werden, die Calcineurin-Phosphataseaktivität aber intakt bleibt und so 

möglicherweise weniger Nebenwirkungen auslöst (Noguchi et  al., 2004). Dies wäre 

zum Beispiel insbesondere interessant im Hinblick auf Nebenwirkungen von 

Cyclosporin A, welche nicht durch NFAT vermittelt werden. Transplantationspatienten 

zeigen ein erhöhtes Diabetesrisiko aufgrund der Cyclosporin A-vermittelten Inhibierung 

der CREB-abhängigen Insulinproduktion (Oetjen et al. 2003). Falls neben dieser 

unerwünschten Wirkung von Cyclosporin A auch das Hautkrebsrisiko über CREB 

vermittelt wird, könnte durch eine immunsuppressive Therapie mit RCAN-Peptiden 

dieses Nebenwirkungsprofil (Hautkrebs, Diabetes) möglicherweise umgangen werden. 
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